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La presente tesis doctoral surge del interés conjunto de diferentes centros de
investigacion del pais interesados en la busqueda de alternativas novedosas para
enfrentar un serio problema de plagas en dos de los principales polos productivos

forestales del pais como son el Delta entrerriano y la Llanura Bonaerense.

Los centros de investigacion que hicieron posible este trabajo fueron:

e CEVE (Centro Experimental de la Vivienda Econémica) y CIECS (Centro de
Investigaciones y Estudios sobre la Cultura y Sociedad).Es desde estos institutos donde
surge la motivacion de obtener tablas de madera de dlamo de calidad adecuada para la
construccion de vivienda.

e CIPEIN (Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas). Este fue el centro de
investigaciéon que aporto a la tesis su conocida trayectoria en tratamientos de control de
plagas alternativos y amigables con el ambiente. Particularmente sus trabajos y
experiencia en Megaplatypus mutatus aportaron al proyecto sus conocimientos en ecologia
quimica y como desde esta ciencia abordar la problematica surgida por este insecto.

e IMBIV (Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal). Es finalmente en el Laboratorio
de Polimeros de este instituto donde se pudieron reunir los intereses de las distintas
disciplinas y llevar a cabo el trabajo experimental multidisciplinario que compone la

presente tesis doctoral.

En este marco tripartito se desarrolld el siguiente trabajo de tesis, donde a partir de los
conocimientos aportados por cada uno de los centros nombrados se intenté abordar de

manera novedosa una problematica local.
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Resumen

El presente trabajo de Tesis Doctoral consiste en el desarrollo de diversos
dispositivos poliméricos para liberaciéon controlada de feromonas a partir del uso
de polimeros de origenes naturales y biodegradables como el quitosano y el
alginato. El disefio de estos dispositivos estuvo enfocado hacia la obtencién de
cinéticas de liberacion adecuadas de los tres compuestos que integran el blend
feromonal de un insecto de importancia econémica y forestal llamado
Megaplatypus mutatus. Los compuestos son sulcatol, sulcatona y 3-pentanol y su
uso en el control de esta plaga es una técnica novedosa de escasos antecedentes en
el pais. Los dispositivos poliméricos planteados tenian como requisitos: ser
biodegradables para evitar tener que recolectarlos una vez concluido el control de
la plaga, tener una alta proporcién de compuesto incorporado, asi como una baja
concentracion residual, liberar los compuestos de interés de manera lenta y
sostenida, y ser de rapida aplicacién y de bajo costo de elaboracién. La secuencia
de dispositivos desarrollados fue avanzando y modificandose segtn los resultados
asi lo demostraban y requerian, adquiriendo de estos resultados el criterio para
fundamentar la preparacion de un nuevo dispositivo. Para tal fin, se estudio la
conveniencia del uso de una via seca 6 de una via hiumeda. Para el primer caso se
prepararon peliculas y para el segundo caso, se prepararon geles y esferas de
quitosano y alginato simples y combinadas.

Las peliculas fueron generadas a partir del entrecruzamiento de quitosano
con genipina y a partir de alginato. Se realizaron por el método de evaporacién del
solvente. En el caso de la pelicula de quitosano se pudo demostrar
cualitativamente que este dispositivo incorpor6 el sulcatol y que lo liberd
gradualmente por un periodo de 13 dias. En el caso de la pelicula de alginato, la
misma no resulto estable y resultaron materiales muy flexibles con una muy baja
estabilidad de forma.

En cuanto a los geles, su forma de sintesis supone una clara ventaja en
cuanto a la incorporacién de un compuesto de interés, ya que al ser un proceso
sencillo, que no posee medios o pasos intermedios de reaccion, no supone la

pérdida del compuesto en etapas intermedias. La preparacion de estos



dispositivos permitié regular la velocidad de difusion y la de liberacidn,
aumentando en el tiempo. En cuanto al comportamiento de
incorporaciéon/liberacion de STOL, los dos polimeros utilizados mostraron
diferencias importantes; mientras que el quitosano mantuvo una liberacién
controlada por una cantidad considerable de dias con un bajo porcentaje de
retencion de la droga, el alginato lo hizo por un periodo de tiempo muy reducido.
Asi, con el fin de aumentar la superficie expuesta al ambiente y de obtener
dispositivos mas faciles de transportar y de ubicar en forestaciones, se condujo la
experimentacion hacia el desarrollo de esferas. Las esferas poseen una alta
relacion volumen/superficie, lo cual es muy beneficioso para la preparaciéon de
dispositivos de liberacion controlada y prolongada en el tiempo.

El tercer tipo de dispositivos preparados fue el de esferas simples de
alginato y de quitosano. Ambos materiales fueron sintetizados por coacervacién
simple. El quitosano_mostr6é buena capacidad de formacién de esferas y buena
incorporacién de los compuestos organicos evaluados. Sin embargo este polimero
se comportd como un agente de retencidén excesivo ya que el Uinico compuesto
posible de cuantificar fue el Beta-Caroteno.Por otro lado, las esferas de alginato
mantienen la forma esférica adecuada e incorporan un alto porcentaje de los
compuestos de interés. Sin embargo poseen también ciertas debilidades, tales
como la salida demasiado rapida del compuesto incorporado, ya sea durante el
lavado de las esferas o por sus propiedades de retencidon intrinsecas. Estas
debilidades debieron ser superadas desde la preparacion de las mismas, sumando
compuestos que recubren la esfera y que colaboren a disminuir la porosidad del
mismo. En este sentido, la carga negativa del alginato otorgada por sus grupos
COO- le confiere posibilidad de interaccion con otros polimeros de carga opuesta y
de esta manera amplia posibilidades de mejorar las condiciones desfavorables
detectadas.

Asi, la experimentacion de la presente tesis doctoral se condujo al
desarrollo de esferas combinadas. En este sentido, y ya en la segunda etapa de
experimentacion del presente trabajo, se realizaron esferas combinadas
sintetizadas con las dos opciones alternadas de ubicacién de los polimeros, es decir
se sintetizaron esferas con un corazén de quitosano y una cubierta de alginato y

esferas con un corazon de alginato y una cubierta de quitosano.




Las de corazon de quitosano fueron realizadas por el método de coacervacion
compleja, en el cual a partir del contacto entre ambos polimeros se produce la
unién de los grupos carboxilicos del alginato y los grupos amino del quitosano.

Si bien los estudios de caracterizacion por FT-IR y microscopicos revelaron la
presencia de ambos polimeros en los dispositivos, las esferas presentaron pobres
propiedades mecanicas, adjudicadas principalmente a la baja eficiencia de las
interacciones, electrostaticas o covalentes. Este tipo de interacciones no pudieron
dar origen a un reticulo estable, por lo que la experimentacién se condujo hacia el
otro tipo de esferas combinadas, las de corazon de alginato y cubierta de
quitosano. Estas esferas fueron ampliamente caracterizadas por medio de estudios
de FT-IR, DSC, SEM y fotografias Opticas. Para el estudio de sus propiedades se
modificaron diversas variables de sintesis en pos de conocer el efecto sobre el
hinchamiento y sus propiedades mecanicas; ya que ambas caracteristicas se
encuentran totalmente relacionadas con el grado de entrecruzamiento de las
esferas y por ende con la capacidad y tiempo de liberacién de compuestos
incorporados en ellas. Las variables que mas influyeron en el comportamiento final
de los dispositivos fueron el pH de la solucidn gelificante y la relacién molar
Ca2+/COO0-. Estos dos parametros afectan por un lado el grado de ionizacién de los
grupos COO- del alginato y por otro lado, el porcentaje de Calcio disponible para
conformar la estructura “caja de huevo” caracteristica de esta interaccion.

A partir de estos estudios de las propiedades y de los estudios de liberacion
de BC, STOL, STONA y 3-PEN se pudieron definir las condiciones de preparacion
consideradas Optimas para los ensayos biocomportamentales de atraccion que
seguian a esta seccion experimental. Asi las condiciones de concentracion de
alginato de 4% p/v, el pH y la relacion molar Ca2*/COO- de la solucion gelificante
de 9 y 3,5 respectivamente y un tiempo de curado de 10 minutos fueron las
utilizadas para preparar las esferas con las que se comprob¢ la efectividad de
atraccion con el insecto en cuestion.

En la ultima seccion de esta tesis doctoral, se realizaron ensayos de
atractancia de los insectos hacia los dispositivos por medio del uso de un
olfatémetro. Los resultados obtenidos sugieren que los dispositivos elegidos como
liberadores de feromonas se comportaron de manera adecuada para provocar el

efecto de atraccion de hembras de Megaplatypus mutatus.







Abstract

This Doctoral Thesis involves the development of various polymeric controlled
release devices based on the use of biodegradable and natural sources polymers
such as chitosan and alginate. The design for the preparation of these devices was
focused on the obtaining of adequate release kinetics of three compounds that
form the blend of pheromones of an insect of economic and forest importance
called Megaplatypus mutatus. Such compounds are identified as sulcatol, sulcatona
and 3-pentanol and their use in the control of this pest is a novel technique with
limited background in the country.

The polymeric devices developed in this work should meet the
requirements of forming a biodegradable system to achieve independence in the
removal of them once the pest control becomes effective, must have a high
proportion of incorporated compound and a low residual concentration, should
also release the compounds of interest in a slow and sustained manner, be quick
and economical application in the process. The sequence of development of the
devices was constantly modified according to the results obtained so acquiring the
results substantiate the criteria for the preparation of a new device. For this
purpose, films, gels and beads were prepared separately with alginate or chitosan
in a first instance, and in a second stage combined beads with the two polymers
were prepared.

The films were generated from the crosslinking of chitosan with genipin
and from alginate. They were made by the solvent evaporation method. In the case
of chitosan film, sulcatol could incorporated and released for a period of 13 days.
In the case of the alginate film, it was not stable and was also too flexible.

The method of preparation of gels offers a clear advantage in terms of the
incorporation of a compound of interest, because it is a simple process, has no
means or intermediate reaction steps and involves no loss of the compound in
intermediate stages of synthesis. The preparation of these devices allows
regulating the speed of diffusion and release, increasing over time. On the
behaviour of incorporation/release of STOL, the two polymers used showed

significant differences, while chitosan allowed the controlled release remained for



a considerable amount of days with a low percentage of drug retention; alginate
did it for a very short time period. Thus, in order to increase exposure to the
environment and to obtain more easily transported devices to the forestation sites,
the experimentation was conducted to the development of beads. This kind of
devices has a high volume/surface, which is beneficial for the preparation of
controlled release devices and to prolong it in time.

The third type of device development was the simple beads. They were
prepared with alginate or chitosan and both materials were synthesized by simple
coacervation processes. The chitosan spheres showed good capacity and formation
of the device and a good incorporation of the tested organic compounds. For the
release of STOL, this polymer functioned as an excessive retention agent, and the
only quantifiable compound was Beta-Carotene. On the other hand, the strengths
found for alginate beads are maintaining proper spherical shape and incorporating
a high percentage of the compounds of interest. However, they also have certain
weakness, such as rapid emission of the incorporated compound, either by
washing the beads or by intrinsic properties of retention. These weakness were
overcome from the preparation of the device by the addition of a polymer that
covers the area and reduce porosity. The negatively charged alginate granted by its
COO- groups, gives the possibility of interaction with other polymers of opposite
charge and the possibility for improving the unfavourable conditions detected.

Thus, the experiments of this thesis led to the development of combined
beads, trying in this way the association of both polymers to achieve the objectives.

In this sense, and in the second stage of experimentation of this study, the
combination of chitosan and alginate were used to prepare beads as delivery
systems. They were synthesized with the two alternate location options: beads
were synthesized with a core of chitosan and a cover of alginate and with a core of
alginate and a cover of chitosan.

The spheres with the core of chitosan were made by a complex coacervation
method, wherein after contact between the two polymers, the binding of the
carboxyl groups of the alginate and the amino groups of chitosan occurs. The
characterization of the beads by FT-IR and optical photographs revealed the
presence of both polymers in the devices; however, they had poor mechanical

properties, mainly ascribed to the low efficiency of the electrostatic or covalent



interactions. Such interactions could not lead to a stable material, so
experimentation led to the other combination of beads, the ones with a core of
alginate and cover of chitosan. These spheres were widely characterized through
studies of FT- IR, DSC, SEM and optical photographs and such results could define
the chemical composition of the device, the location of both polymers in the beads,
and the effect of increased alginate concentration and the increase in the pH of the
gelling solution on the final morphology of the spheres. Furthermore, different
synthesis conditions were analyzed to study how they affect the swelling and the
texturometry of the devices. Both features are entirely related to the degree of
crosslinking of the beads and therefore to the liberation of compounds
incorporated therein, as well as the time spent to do it. From these studies of the
properties and release studies of BC, STOL, STONA and 3 -PEN it was possible to
define the preparation conditions considered optimal for behavioural trials
followed this experimental section. The conditions of alginate concentration 4%
w/v, pH and Ca2*/COO- molar ratio of the gelling solution of 9 and 3.5 respectively
and a cure time of 10 minutes, were used to prepare the spheres used to prove the
effective attraction to the beads from the insect.

In the last section of this thesis, attraction tests of the devices were
performed through the use of an olfactometer. The results suggest that the beads
chosen as devices of pheromones, attract Megaplatypus mutatus females. While the
compounds released from the beads that demonstrated such capability (STOL and
STONA), are known for their attractiveness as they have been identified as sex
pheromone of the species, the novelty of the study is that the polymeric devices
used as carriers of such compounds, allowed the release in the proper release rate

to cause a sexual attraction.
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Capitulo 1

Introduccion
1.1 Motivacion del tema de investigacion

La presente tesis doctoral se generd por diferentes motivaciones tematicas,
académicas y disciplinares; en cierta manera, su abordaje multidisciplinario asi lo
demuestra. Se considera entonces necesario al comienzo de la misma, especificar las

motivaciones que dieron inicio al presente tema de investigacion:

La ineficiencia en el uso de los recursos de un pais genera una disminucién de
las posibilidades para resolver las multiples necesidades de su sociedad. En la localidad
de Villa Paranacito (Delta entrerriano) se reconocen dos problematicas que lejos de
estar desconectadas, se encuentran fuertemente vinculadas. El intento de mejora en
una situacién podria actuar sinérgicamente en pos del abordaje de los problemas
detectados en la otra situacién: La realidad forestal del Noreste Argentino (NEA)
registra un uso ineficiente de la madera de alamo (Populus deltoides), ocasionado por
una mono produccion destinada en un 90% a celulosa para papel y aglomerados que,
ademas del efecto contaminante en su industrializaciéon, no contribuye a la calidad de
la produccién de la materia prima en campo, con la consecuente limitaciéon en el
destino de dicha madera. Al mismo tiempo, existe en la region un déficit habitacional
que podria ser afrontado con los recursos que posee la misma zona en que se
encuentra la poblacion con esa carencia en particular.

Las plantaciones forestales de dlamo son una de las principales actividades
econdmicas del lugar y la construcciéon de viviendas con ese tipo de madera ha
demostrado muy buenos resultados en cuanto a su comportamiento mecdanico,
hidréfugo, térmico, ignifugo y de durabilidad en el tiempo. Es por estas condiciones de
habitabilidad evidenciadas en este tipo de construcciones, que las mismas poseen el
Certificado de Aptitud Técnica (CAT) otorgado por la Secretaria de Vivienda de la
Nacion, el cual valida el uso de madera de dlamo para su empleo en una arquitectura no

convencional.



Surge de esta manera, la necesidad de un producto maderero de mejor calidad
en términos de la produccion de troncos de mayor diametro, recta y libres de
imperfecciones ocasionadas por factores bioticos y abidticos. La obtencion de este tipo
de producto podria colaborar en la alianza entre las problematicas detectadas en la
region: por un lado, se diversificaria el uso de madera de alamo, otorgandole valor
agregado a los productos derivados de esa produccién y por otro se obtendria un
material adecuado para su uso en la construccion.

Uno de los principales factores biéticos que afecta la calidad de la madera,
disminuyendo su aptitud como material de construccién, es un insecto que construye
galerfas dentro del arbol vivo. La consecuencia directa de estas galerias son
perforaciones en las tablas de madera producidas de ese ejemplar infestado que
reducen las propiedades mecanicas y fisicas consideradas 6ptimas para soportar el
peso y los componentes de una vivienda. Este problema fue detectado desde la
participaciéon en proyectos de investigacion en el Centro Experimental de la Vivienda
Econémica (CEVE) y desde este Centro es que se plantearon alternativas para la
obtencion de madera de calidad 6ptima para la construccién de viviendas.

Fue asi entonces que la busqueda de tal material se convirtié6 que el motivo
disparador del presente trabajo de investigacion. La consecuencia inmediata de ese
objetivo, fue el intento de aportar desde la quimica de los polimeros a la posible
eliminacién del insecto que ocasiona maderas de calidad insuficiente para su adecuado

uso en arquitectura no convencional.
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1.2 Introduccion general

En esta seccion se desarrolla una breve introducciéon sobre los marcos
disciplinarios que se abordaron en la presente tesis doctoral. En primera instancia
se caracterizan brevemente las producciones forestales de la Argentina, luego se
describe tanto la biologia de una especie de insecto de importancia econémica en
las plantaciones de alamos del pais, como las formas de comunicaciéon quimica del
mismo y por ultimo se explica como desde la ecologia quimica se pueden plantear

alternativas amigables con el ambiente en el control de este insecto.

1.2.1 La produccion forestal en la Argentina

La légica indica que para expandir el uso de la madera y atender las
necesidades de la poblacibn no se deberia aumentar la intensidad del
aprovechamiento del bosque nativo, sino mejorar la productividad de
plantaciones basadas en especies de rapido crecimiento.

El cultivo forestal puede ser parte de la solucién para crear el recurso
maderero y reducir la presién sobre los bosques nativos.

Hoy, los bosques cultivados proveen el 30% de la madera para industria del
mundo y ocupan el 4% de la cubierta boscosa mundial. Pero una hectarea de
bosque cultivado puede rendir 10 veces mas que una de bosque nativo (Scarpa,
2008), ademas de los beneficios que esto indica en cuanto a la manutencion de los
bosques nativos, recurso de importancia ecolégica indiscutible.

Segun la actualizacion del Inventario de Plantaciones Forestales del afio
2012 (Direccion de Forestacion, SAGPyA), los bosques cultivados en Argentina
cubren 1.152.752 hectareas. Estas producciones estan conformadas casi
exclusivamente por tres grandes grupos de especies exoticas de rapido
crecimiento como son: Pinos (Familia Pinaceae), eucaliptos (Familia Myrtaceae) y
alamos y sauces (Familia Salicaceae) (Tabla 1.1)

Aproximadamente el 80% de las forestaciones a nivel nacional se
concentran en la Mesopotamia y el Delta del rio Parana (Figura 1.1).
Particularmente en las provincias de Misiones y de Corrientes existen
aproximadamente 720.000 hectareas forestadas, siendo dos especies de pinos

(Pinus elliottii y Pinus taeda) quienes suman el 85% del porcentaje total
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implantado; Eucalyptus grandis conforma la tercer especie en importancia
implantada en esa region, conformando asi estas provincias el Polo Foresto-
Industrial mas importante del pais.

En la provincia de Buenos Aires la superficie forestada alcanza las 100.000
hectareas; la mitad de este porcentaje corresponde a SalicAceas ubicadas en su
mayoria en el Delta del rio Parand y el porcentaje restante corresponde a especies

del género Eucalyptus formando cortinas rompevientos, montes de reparo y

macizos.
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Figura 1.1: Plantaciones forestales en la Argentina. Borodowski 2012

1.2.1.1 Alamos
Los alamos pertenecen a la familia de las Salicaceas, agrupacién taxonémica

que redne a sauces y alamos. Desde tiempos remotos, los dlamos han sido de
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utilidad para el hombre gracias a su rapido crecimiento juvenil, facilidad de
propagacion vegetativa, buena capacidad de rebrote, adaptabilidad a diferentes
sitios, alta plasticidad en respuesta a cambios ambientales y variados usos de la
madera (aserrado, debobinado, celulosa, fibras y/o particulas para la produccién
de tableros y biomasa con fines energéticos), ademas de tratarse de un cultivo que
se adapta a las caracteristicas agro ecoldgicas zonales, requerir una menor
inversion inicial frente a otros cultivos, y tener rentabilidad superior a la media de
otras producciones (Zsuffa 1996; Dillen et al. 2010).

Se los puede encontrar en bosques nativos en el hemisferio norte y en
plantaciones en latitudes templadas de ambos hemisferios ya sea en macizos,
cortinas o pequefios grupos de arboles aislados, segin cudl sea el objetivo o en
sistemas silvopastoriles (Dickman 2006; Pincemin et al. 2007).

Los usos de este tipo de madera son variados: carpinteria, construccién de
muebles, cajoneria, embalajes, lapices, pasta para papel, paneles aglomerados,
maderas terciadas y placas.

La madera de alamo tiene un valor superior a la del sauce, debido a su
mayor aptitud industrial tanto para aserradero como para debobinado.

Debido a su alta tasa de crecimiento, excelente forma, adaptabilidad a
distintas condiciones de sitio, facilidad de propagacion, y diversidad genética en el
area de distribucidn natural, es la especie mas importante en todos los programas
de mejoramiento genético en plantaciones forestales de todo el mundo
(Steenackers, 2000).

Populus deltoides es la especie de alamo mas implantada en la Argentina y
fue introducida en el pais en el afio 1961 por la Estacién Experimental
Agropecuaria Delta perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) (Alonzo 1987).

Las plantaciones de dlamos en nuestro pais alcanzan las 23.500 hectareas
bajo sistemas agroforestales y 40.500 hectareas en plantaciones propiamente
dichas (Borodowski 2012).

Los principales centros productores del pais se ubican en la
llanurabonaerense, Delta de los rios Parana y Uruguay. También se encuentran en
sectores bajo riego de zonas aridas (Mendoza, Alto Valle del Rio Negro, La Pampa y

Santiago del Estero) (Comisién Nacional del Alamo, 2010).
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El cultivo de esta familia de arboles comenz6 a tener mayor relevancia
econdmica en el pais luego de su implantaciéon masiva en la zona del Delta del
Parana. Esta zona se configura como el marco fisico mas importante en el cultivo
de alamos en nuestro pais. La llanura bonaerense particularmente, contiene el
23% de la superficie total ocupada por alamos en el pais (Achinelli et al. 2004)

Su gran difusion se debe a que las caracteristicas climaticas y territoriales
de la zona constituyen el medio mas favorable para la produccion en gran escala,
de maderas de rapido crecimiento y en especial de maderas blandas.

La amplia difusién mundial del dlamo (género Populus) es debida a su
facilidad de cultivo y rapido crecimiento, que permiten obtener grandes volimenes
de madera por hectarea en plazos cortos de tiempo (Alvarez Moreno, 2009).

Uno de los principales objetivos de la silvicultura es la produccién de
madera como materia prima, de fundamental importancia en las plantaciones
forestales de alto rendimiento. La produccién fisica de las plantaciones es uno de
los factores que inciden en la rentabilidad de las mismas y es netamente
dependiente de la calidad del sitio. Spurr (1952) y Daniel et al. (1982) definieron la
calidad del sitio forestal como la suma de todos los factores ambientales que
interactian y determinan la capacidad de producciéon de un area especifica.
Teniendo en cuenta este concepto se analizard a continuacién un factor ambiental
de importante incidencia en la cantidad y calidad de madera extraida como es un
insecto considerado de amenaza nacional para las plantaciones de dlamos del pais:
Megaplatypus mutatus, comunmente conocido como taladrillo grande de los

forestales.

1.3 Megaplatypus mutatus
1.3.1. La especie

En los ultimos afios hubo una controversia en cuanto a la denominacién
taxonémica de este insecto, antiguamente conocido como Platypus sulcatus o
Platypus mutatus. La nomenclatura completa, correcta y actual del taladrillo
grande de los forestales es la siguiente (Wood, 1993):

Supereino: Eukaryota; Reino: Animalia; Subreino: Eumetazoa; Phylum:
Arthropoda; Subphylum: Hexapoda; Clase: Insecta; Subclase: Pterygota; Division:
Neoptera; Subdivision: Endopterygota; Orden: Coleoptera; Suborden: Polyphaga;
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Infraorden: Cucujiformia; Superfamilia: Platypodidae; Familia: Platypodinae;
Subfamilia: Platypodini; Género: Megaplatypus; Especie: mutatus.

Es una especie nativa de Sudamérica (Wood 1993; Wood and Bright 1993) y
su presencia es detectable en el continente europeo desde el afio 2001 (Allegro
and Della Beffa 2001).

Es considerada una plaga primaria por afectar arboles vivos en pie y vigorosos,
diferenciandose de otras especies de su grupo que lo hacen sobre madera cortada
o ejemplares muertos no apeados (Cerrillo 1996).

Es un insecto de aproximadamente 8 mm de longitud que pertenece a un
grupo conocido como “escarabajos de ambrosia”, que poseen como caracteristica
comun el transporte de esporas de un hongo simbionte (hongo de ambrosia)
dentro de pequefios orificios de sus exoesqueletos denominados micangias (Alfaro
2003). Las esporas son depositadas en las paredes internas de las galerias que la
hembra de la especie construye, sirviéndole asi de alimento a la futura
descendencia de la misma.

Los graves dafios que el Taladrillo grande de los forestales infiere en el lefio
de arboles en pie preocuparon siempre a silvicultores e industriales resultando un
serio problema forestal. Bréthes determin6 su presencia en 1918 en la Argentina
sobre eucaliptos, citdndolo para las provincias de Buenos Aires, Corrientes y

Misiones (Bréthes en Gimenez and Ettienot 2003)

Figura 1.2. Adultos de Megaplatypus mutatus. Figura 1.3. Adulto de Megaplatypus mutatus.
a) Hembra vista dorsal b) Hembra vista ventral Detalle de su morfologia. Foto: Dr. Alfaro
¢) Macho vista dorsal d) Macho vista ventral.

Fotos 3a, 3b y 3d: Hernan Funes. Foto 3c: Dr. Allegro
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1.3.2. El ciclo bioldgico de M. mutatus

El ciclo bioldgico de este insecto corresponde a un ciclo con metamorfosis
completa, por lo tanto, es posible encontrar en la ontogénesis de la especie los
cuatro estadios correspondientes: huevo, larva, pupa y adulto.

El ciclo comienza con la emergencia de un macho de un arbol infestado que
actuara como insecto pionero: inmediatamente después de salir de su galeria
comienza a buscar un arbol apto para reproducirse y multiplicarse. Una vez que
localiza al huésped adecuado, cava una galeria perpendicular al tronco con una
profundidad de 3 a6 centimetros y con el aserrin producido forma un arreglo
circular alrededor de la entrada a la galeria que se denomina cono llamador. Las
particulas lefiosas que lo forman, se denominan aserrin imaginal, son de aspecto
alargado, de 2 a 3 milimetros de longitud y de 0,13 a 0,15 milimetros de ancho

(Santoro 1963) (Figura 1.4).

Figura 1.4. Orificio de entrada de M. mutatus
circundado por particulas lefiosas o cono

llamador en dlamo (Populus deltoides)

Foto: Hernan Funes

Una vez que el macho comienza la construcciéon de la galeria, expone su
region caudal a la salida de la misma y emite feromonas sexuales para atraer a la
hembra. Durante este periodo también comienza a estridular con su abdomen para
emitir sonidos con el objetivo de advertir sobre su presencia (Santoro 1963). La
emision de feromonas sexuales comienza aproximadamente a los dos dias de
colonizado el arbol y continua por un lapso de aproximadamente 10 dias,
momento en el cual cesa la emision de tal llamado si es que ninguna hembra
respondio6 al mismo (Gatti et al. 2011).

En el caso de que una hembra responda al llamado sexual, se acerca al arbol
donde se encuentra el macho, éste sale de la galeria, se produce la cdpula fuera de
la misma y luego tanto el macho como la hembra reingresan en la galeria. A partir

de ese momento, la hembra continta extendiendo esta galeria parental en



sentido perpendicular a la superficie del arbol y siguiendo la direccion de los
anillos de crecimiento del ejemplar. De esta manera también se produce un tipo de
aserrin particular que difiere en calidad del que previamente eliminé el macho en
el momento de entrada y colonizacion del ejemplar arbdreo. Cuando la galeria
tiene un largo adecuado, la hembra fecundada coloca sus huevos en una cantidad

variable (Santoro 1963) (Fig. 1.5).

Figura 1.5. a) Huevos de Megaplatypus mutatus Foto: Hernan Funes

b) Oviposiciéon dentro de la galeria Foto: Guliano Carleo
Luego de un periodo de incubacién las larvas eclosionan y comienzan a
prolongar las galeriasintensificando el dafio ocasionado. Las larvas modifican su
alimentacién a medida que se desarrollan de larva I a larva V, pasando de habitos
micetéfagos (alimentaciéon a base de hongos) a xilomicetéfagos (alimentacion a
base de madera y hongos) (Thomas et al. 2005; Gimenez and Ettienot 2003) (Fig.

1.6)

El lefio masticado atraviesa el aparato digestivo de las larvas y es excretado.
La acumulacién de este aserrin se denomina aserrin larval y tanto su expulsién
hacia el exterior de la galeria, como el de las secreciones del propio arbol afectado,

es indicador de la presencia de estadios juveniles en el interior (Fig. 1.7).



Figura 1.6. Larva de M. mutatus Figura 1.7. Ataque de M. mutatus donde se
Foto: Hernan Funes observa aserrin larval y savia cayendo por

el tronco (Gimenez y Ettienot 2003)

La larva es del tipo apoda curculioniforme con potentes mandibulas capaz
de triturar las fibras del lefio. El periodo de alimentacién dentro del arbol depende
de la temperatura ambiente, pero ésta dura aproximadamente entre dos y tres
meses. Una vez alcanzado el ultimo estadio larval, éstas realizan pequeias galerias
perpendiculares denominadas camaras pupales, para alli empupar. La pupa es del
tipo exharata o desnuda y de esa pupa eclosiona el adulto sexualmente
desarrollado para asi repetir el ciclo. Una hembra puede llegar a producir hasta
300 adultos por galeria iniciada.

Bajo las condiciones agroclimaticas normales de estas latitudes poseen dos
generaciones anuales, con maximas emergencias de adultos en los meses de abril y
octubre (Gatti et al. 2008). Existe un dimorfismo sexual en esta especie: el macho
posee una coloraciéon negra en posicion ventral del abdomen mientras que la
hembra, que normalmente tiene un mayor tamaifio, posee una coloracién marrén

en la misma posicion.

1.3.3. Dafios ocasionados por M. mutatus

Megaplatypus mutatus es una plaga de interés forestal en la Argentina
afectando tanto especies nativas como exdticas, pero su dafo es esencialmente
importante en plantaciones comerciales de alamos (Populus deltoides) (Giménez y
Etiennot, 2003). Ataca en los principales nucleos productivos de alamo del pais
como son el Delta del Rio Parana y la Pampa Ondulada (Secretaria de Agricultura,

Ganaderia y Pesca, 1994). En ellos la cantidad de madera extraida supera las
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200.000 tn/afio (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2004) y esta plaga
origina un serio problema comercial en plantaciones de esta especie forestal. La
especie es también encontrada en polos productivos menores de otras regiones del

pais (Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Distribucién geografica

de M. mutatus en la Argentina

(Gimenez y Ettienot 2003)

Entre los efectos negativos de la presencia de este insecto en el arbol se
pueden citar: merma en los volimenes utiles de la madera debido a la quebradura
de los fustes por efecto del viento a la altura de las galerias y del volumen de
madera de calidad especialmente cuando su destino es el aserrado o debobinado
(Nufiez Cresto et al. 2001), dificultad en la posibilidad de manejo de los rebrotes
como continuidad de la explotacion luego del corte (por la pérdida de pies
correspondientes a arboles quebrados), inconvenientes en el aprovechamiento
mediante cosecha mecanica debido a los planos de debilidad generados en los
fustes aumentando significativamente de los costos de produccion. Asimismo, al
dafio generado por las galerias se agrega la proliferacion del hongo en el lefio, y por
eso este insecto restringe el uso de la madera en la fabricacion de productos de

mayor valor agregado (Casaubon et al.,, 2006) (Fig. 1.9).
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Figura 1.9. Troncos de dlamos con galerias construidas por M. mutatus.

El hongo que transporta el adulto en cavidades especiales de su cuerpo es el

Raffaelea santoroi (Guerrero, 1966) el cual es inoculado en las paredes de las

galerias cuando los adultos la inician. La constante presencia de dicho hongo, que

tapiza y ennegrece las paredes de las galerias excavadas en el xilema disminuye asi

mas aun la calidad de la madera y el valor comercial de la misma.

Aunque es considerada la principal plaga en dlamos, hay muchas especies

arboreas donde se han registrado ataques de M. mutatus, aunque no en todas las

especies se ha demostrado que cumpla su ciclo de vida. (Tabla 1.1) (Giménez y

Etiennot 2003).

Tabla 1.1: Especies susceptibles de ser atacadas por M. mutatus

Familia Especie Nombre vulgar
Acereceaae Hacer negundo Arce
Casuarinaceae Casuarina cunninghamia Casuarina
Fabaceae Erythrina cristagalli Ceibo
Robinia pseudo acacia Acacia blanca
Fagaceae Quercus borealis Roble americano
Quercus palustris Roble de los pantanos
Quercus robur Roble europeo
Laureaceae Laurus novilis Laurel
Magnoliaceae Magnolia grandiflora Magnolia
Meliaceae Cedrela tuburflora Cedro misionero
Melia azedarach Paraiso
Mirtaceae Eucalyptus dunni Smith Eucalipto blanco
Eucalyptus camaldulensis Eucalipto colorado
Eucalyptus tereticornis Eucalipto
Oleaceae Ligustrum lucidum Ligustro
Fraxinus excelsior Fresno europeo
Platanaceae Liquidambar styraciflua Liquiddmbar
Platanus acerifolia Platano
Proteaceae Grevillea robusta Roble sedoso
Rosaceae Malus sp. Manzano
Prynus persica Duranero
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Prynus comunis Peral
Rutaceae Balfourodendron riedelianum Guatambu

Citrus sp. Citricos
Salicaceae Populus alba Alamo blanco

Populus deltoides Alamo

Salix babylonica Sauce americano
Simarubaceae Ailanthus altissima Arbol del cielo
Ulmaceae Ulmus sp. Olmo
Taxodiaceae Taxodium distichum Ciprés calvo
Tiliaceae Tilia moltkei Tilo

Los ataques del taladrillo grande de los forestales se evidencian en arboles
en pie, sanos, preferentemente en troncos con didametro mayor a los 20
centimetros y un contenido de humedad mayor al 50%, aunque en condiciones de
ataques severos, arboles de menor didmetro son igualmente susceptibles (Cichon
2004).

La susceptibilidad de las especies forestales al ataque de Megaplatypus
mutatus se explica, dentro de la teoria vigente, por la “hipotesis del vigor de la
planta” (“plant vigor hipdtesis”), segun la cual los arboles vigorosos son mas
susceptibles al ataque por herbivoros que las plantas viejas o estresadas (Price
1991). Los individuos adultos de la plaga atacan activamente sectores en
crecimiento de los arboles mas vigorosos, y de este modo garantizan una mejor

supervivencia de sus larvas (Casabuon et al. 2004).

1.3.4. Extension geografica de M. mutatus

M. mutatus es nativo de Sudamérica y como tal se lo puede encontrar en
Argentina, Bolivia, Perd, Brasil, Uruguay, Paraguay, Venezuela y Guayana Francesa
(EPPO 2004). Dentro de nuestro pais, se puede observar una fuerte concentracion
en la zona del Delta del Parand, aunque su distribuciéon es amplia por todo el
territorio (Giménez and Ettienot 2003).

Fue introducido en Italia, posiblemente en 1998 debido al transporte de
madera infestada (Fig. 1.10). En el afio 2000, su presencia fue detectada en
plantaciones comerciales de alamos en la provincia de Caserta, region de la
Campania. Los ataques también fueron reportados en nogales y avellanos
(Tremblay et al., 2000; Allegro y Della Beffa 2001), y posteriormente en manzanos,
perales, castafios, durazneros, robles y en eucalipto (Carella y Spigno 2002). Sin

embargo estos ultimos reportes no indican si el ciclo se completa o s6lo se observa
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el ataque inicial del macho y luego el ciclo de vida normal es interrumpido o bien

por las secreciones defensivas del arbol o bien por no ser un hospedero apto para

su desarrollo.
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Figura 1.10. Distribucién mundial de M. mutatus (EPPO http://www.eppo.int/)

Desde principios de siglo, el “taladrillo grande de los forestales” ha sido

citado como responsable de provocar dafios en dlamos y otras especies forestales y

frutales de la Argentina (Debandi, 1995). En nuestro pais se ha indicado que la

dispersion de M. mutatus se vio incrementada con el aumento de las regiones

forestadas con Salicaceas y eucaliptos. La falta de un método de control eficaz y

econdmico se presenta como un factor limitante de la forestacion.

Megaplatypus mutatus puede ser encontrado con otras sinonimias dentro

de la literatura publicada; el antiguo nombre que mas se encuentra es Platypus

sulcatus (Chapuis), aunque también se lo suele encontrar como Platypus mutatus

(Chapuis) y Platypus plicatus (Brethes).

1.4 Ecologia quimica

1.4.1. Generalidades

La ecologia quimica es la ciencia que promueve la comprensién de los

fundamentos ecolégicos del origen, la funcién y el significado de los compuestos

quimicos que median las interacciones intra e interespecificas (Anon 2001).
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Estos compuestos son llamados semioquimicos y la emision de los mismos
puede tener efecto sobre individuos de la misma especie (en este caso seran
llamados feromonas) o puede tener efecto en individuos de otra especie (en cuyo
caso seran denominados como kairomonas cuando el receptor se beneficia con la
sefial emitida o alomonas cuando el emisor es quién se beneficia con la sefial
determinada).

El término feromona fue empleado por primera vez en el afio 1959 por los
investigadores P. Karlson y M. Liischen para definir un tipo de sustancia que
utilizaban los individuos de una misma especie para comunicarse entre si.

El nuevo término provino de la unién de dos palabras griegas pherein
(transferir) y hormdn (excitar) y fue definida como sustancias que son secretadas
por un individuo al ambiente y son recibidas por un segundo individuo de la
misma especie en el cual se desencadena una respuesta especifica, como un
comportamiento definitivo o un proceso de desarrollo intrinseco (Karlson and
Liischen 1959).

Las feromonas consisten en un rango amplio de moléculas organicas y en su
gran mayoria son compuestos volatiles de entre 5y 20 atomos de carbono, con
pesos moleculares entre los 80 y 300.

Las feromonas pueden ser clasificadas de acuerdo al tipo de respuesta que
intenta provocar el emisor, de esta manera se pueden encontrar las siguientes
variantes de feromonas: sexuales, de agregacion, trazadoras, de alarma, disuasivas
o feromonas que inducen cambios fisioldgicamente permanentes (Wilson and
Bossert 1963; Howse 1998).

Particularmente las feromonas de tipo sexual son las que poseen un interés
particular ya que pueden ser utilizadas para modificar el comportamiento de
reproduccion entre individuos de una especie problema.

Hasta el momento, se han aislado e identificado mas de 1000 compuestos
con actividad de feromona sexual para mas de 60 familias de insectos (El Sayed et

al. 2011).

1.4.2 El uso de feromonas en el manejo de plagas
En las ultimas seis décadas el control de insectos plaga se ha basado

fundamentalmente en el uso de insecticidas sintéticos, con un consumo creciente
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de estas sustancias a nivel mundial. El valor de este tipo de control para la
produccion de los cultivos es innegable y ha sido una herramienta necesaria para
la agricultura durante ese periodo. Sin embargo, el uso y abuso de los plaguicidas
quimicos convencionales ha dado lugar a graves consecuencias como residuos
toxicos, desarrollo de resistencias, explosiones de plagas secundarias y en general
problemas de toxicidad. En respuesta a estos problemas surge la necesidad, tanto
de cambiar las estrategias de aplicacién de plaguicidas, como de buscar nuevos
métodos de control de plagas mas respetuosos con el ambiente.

Como alternativa, se comenzaron a desarrollar investigaciones sobre los
llamados “métodos biorracionales”, cuya estrategia de accién se basa en el
conocimiento de los procesos fisioldgicos y bioquimicos muy especificos, la
patologia de los insectos y los sistemas de comunicacidn intra e interespecifica, con
el objetivo de obtener agentes capaces de interferir en cualquiera de estos
procesos. Es asi que surge la necesidad cada vez mdas imperiosa de alternativas
ecologicamente mas aceptables para el control de insectos plaga (Primo-Yufera
1991; Khan et al., 2008).

En este sentido los semioquimicos y en particular las feromonas brindan
una amplia perspectiva que viene siendo explotada con alentadores resultados,
ofreciendo una solucién al control de plagas amigable con el entorno (Wyatt 2009).

Por su especificidad, son los candidatos ideales para lograr un control de
plaga concreto y definido; la técnica consiste en perturbar el comportamiento
reproductor de la especie problema, consiguiendo de esta manera una reduccion
de las poblaciones de la generacidn siguiente.

Esta técnica tiene claras ventajas frente al uso de pesticidas, a la ya
mencionada especificidad se le deben agregar: seguridad laboral para el trabajador
rural, alta efectividad, obtencion de productos libres de residuos toxicos (en el caso
de producciones agricolas), y conservacién de tierras, aire y aguas cercanas libres
de toxicos.

La utilizacién de feromonas en el control de plagas ha sido ya demostrada y
probada con éxito en muchas especies de insectos (Bartell R.J. 1982; Lopez et al.
1991; Deland et al, 1994; Cardé y Minks, 1995; Redy y Guerrero, 2004; Pickett et
al, 2006; Khan et al., 2008; Heuskin et al. 2011; Pascual-Villalobos et al. 2013) y

tales compuestos pueden ser utilizados bajo diferentes métodos de trabajo como
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son: monitoreo de poblaciones problema, trampeo en masa y confusidon sexual
(Mitchell et al. 1986).

Aunque los objetivos de las técnicas nombradas previamente son diferentes,
las tres utilizan dispositivos de liberacion de feromonas.

En el caso de monitoreo de poblaciones problema, los formulados de
liberacion se colocan junto a algin tipo de trampa que permita la deteccion y
captura del insecto de interés. El nimero de individuos capturados es el indicio
para conocer si la poblacién se encuentra bajo el umbral de dafio econémico o si
por lo contrario, es necesario algin tipo decision para la eliminacion de tales
individuos perjudiciales.

El trampeo se utiliza en situaciones donde es necesario eliminar individuos
problema, para esto, los dispositivos de liberaciéon se colocan como en el caso
anterior, junto a trampas que capturaran los individuos que se acerquen atraidos
por el cebo. Las trampas no permitiran la posterior salida de los individuos.

Finalmente la técnica de confusidn sexual es la mas usada en el control de
insectos problema. La misma consiste en la colocacién de dispositivos de
liberacion de feromonas en el sitio infestado con el fin de inundar el ambiente con
los volatiles adecuados, y lograr asi una interrupcién de la comunicacién quimica
entre individuos que se hallan en el lugar. Al ser imposible el encuentro entre
machos y hembras, no se produce la cépula necesaria para la formacién de la

siguiente generacidn (Barnes et al. 1992; Hegazi et al, 2007).

1.4.3 Megaplatypus mutatus: Identificacion de los volatiles emitidos por la especie

Megaplatypus mutatus utiliza para su comunicacién intraespecifica un blend
de tres compuestos quimicos: 6-metil-5-hepten-2-ol (sulcatol), 6-metil-5-hepten-2-
ona (sulcatona) (Gonzalez Audino et al. 2005) y 3-pentanol (Gatti Liguori et al.
2008). (Esq. 1.1).

Los ensayos comportamentales realizados con olfatémetro demostraron
que las hembras de la especie se sienten atraidas de una manera
significativamente mayor que la que otorgan los machos ante estas sustancias, por
lo que se deduce que tal mezcla de componentes se trataria de un llamado de tipo

sexual (Gonzalez Audino et al. 2005).
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Esquema 1.1. Representacidn grafica de las moléculas que forman el blend feromonal

deM. mutatus. a) sulcatona b)sulcatol c) 3-pentanol

A partir de la identificacion de las feromonas sexuales que M. mutatus
utiliza para su comunicacién intraespecifica, fueron realizados tanto dentro como
fuera de Argentina, diversos estudios a fin de comprobar la efectividad de tales
componentes para la captura de insectos en trampas cebadas con dispositivos de

liberacidén controlada de las feromonas.

1.4.4 Dispositivos de liberacion controlada de feromonas y antecedentes en el uso

de estos compuestos en el control de M. mutatus.

Los compuestos identificados como feromonas y con actividad biolégica
demostrada en laboratorio deben ser evaluados en el campo. Para esto, las
feromonas son formuladas con el fin de obtener a campo una liberacién
controlada de las mismas. Los dispositivos poseen permeabilidad controlada a fin
de lograr diversos perfiles de liberacion en campo de dichas sustancias y
adecuarlos al lugar geografico y a las condiciones meteoroldgicas donde deberan
actuar.

Las feromonas se utilizan formuladas en dispositivos de liberacion
controlada que se colocan en bosques naturales o plantaciones. En este tipo de
sistemas, la feromona que actiia como permeante estd incluida en una matriz
polimérica, que actuard como carrier 6 vehiculo. En el caso general, el permeante
es un compuesto hidrofébico que difundird en el material polimérico que tendra
propiedades de barrera especificas. Los procesos de transporte y por lo tanto de
liberacion de la feromona, dependen de las propiedades fisico-quimicas del

sistema (Cork et al., 2001).
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La dificultad en el disefio de dispositivos y formulaciones adecuadas que
permitan una liberacion de la feromona de manera controlada y extendida en el
tiempo durante el periodo de accidon particular de cada especie, es un factor
limitante (Atterholt et al., 1999; Cork et al., 2008).

Los formulados de liberaciéon controlada necesitan liberar la correcta
cantidad de feromonas, en una 6ptima proporcidn y durante un periodo de tiempo
adecuado. Esto es esencial para el correcto funcionamiento de los dispositivos ya
que la mayoria de las feromonas poseen mas de un componente dentro del blend
feromonal.

Por esto, existen diferentes técnicas en el disefio y armado de dispositivos
de liberacién de feromonas que permiten regular la cantidad emitida al ambiente.
Los fenémenos de difusién influyen directamente sobre la velocidad de liberacién
y podemos clasificar a estos dispositivos (o formulados) en tres grupos:

- Sistemas monoliticos o matrices: Son matrices de polimeros en las cuales
el agente activo estd homogéneamente disperso y/o disuelto. La liberacion del
principio activo esta controlada por los fenémenos de difusion.

- Sistemas de reservorio: Existen zonas de almacenamiento del agente
activo, que estan separadas del medio externo por una membrana polimérica que
regula la liberacién (Liu, 1985). La liberacion del principio activo esta controlada
por los fendmenos de difusion y particion.

- Formulados liquidos para su uso en sprays: Son emulsiones que contienen

feromonas y pueden aplicarse por medio de técnicas de spray.

Diferentes tipos de dispositivos de liberacion de feromonas de M. mutatus
han sido desarrollados y estudiados en este sentido. Los dispositivos tipo
reservorio estan formados por un envase de vidrio o de polimero que contiene el
compuesto de interés y éste al atravesar membranas semipermeables de
diferentes espesores difunde al ambiente (Funes et al. 2009; Funes et al. 2011),
mientras que en los dispositivos de tipo matricial, el compuesto de interés se
encuentra inmerso en el material polimérico que forma el dispositivo per sey el

mismo difunde al ambiente luego de atravesar tal matriz (Gonzalez Audino 2012).
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1.4.4.1 Dispositivos tipo reservorio

El uso de este tipo de dispositivos en trampas cebadas para captura de
insectos a campo se implementé en plantaciones de alamos infestadas con M.
mutatus en Argentina e Italia y los estudios realizados por el CIPEIN en ambos
paises demostraron su efectividad. (Funes et al. 2009; Funes et al. 2011, Gonzalez
Audino 2012).

Este tipo de dispositivos fue utilizado tanto en experimentos de monitoreo
poblacional como de confusién sexual y si bien el tipo de dispositivo utilizado en
uno u otro tipo de experimento es similar, las tasas de liberacién son diferentes en
aras de lograr el efecto deseado: atraccién y captura de hembras en el caso del
trampeo o desorientacién espacial e impedimento del encuentro entre los sexos en

el caso de confusion sexual.

1.4.4.1.1 Monitoreo poblacional

En el CIPEIN se desarrollaron y fabricaron en cantidad dispositivos de tipo
resevorio para cada una de las feromonas con distintos materiales, diversas capas
permeables, semipermeables, o impermeables de polietilenos de diferentes
grosores y sitios de origen y distintas geometrias y por lo tanto con distintas
velocidades de liberacion. Las performances de liberacion se evaluaron en tinel de
viento y se seleccionaron los mejores materiales para evaluar a campo su efecto de
captura de insectos.

Para el monitoreo de poblaciones, las trampas fueron cebadas con los
dispositivos de liberacion lenta de feromonas y se colocaron a campo
comparandose la efectividad de captura de cada una de ellas (Gonzalez Audino et
al 2011y 2013, Funes et al 2013).

Se encontraron como resultados los dispositivos, el blend de feromonas y la
geometria de las trampas oOptimos para obtener la mayor captura de insectos
(Funes et al 2009 y 2013, Gonzalez Audino et al 2011 y 2012) (Fig. 1.11). En este
sentido, se seleccionaron dispositivos tipo sachet de polietileno de baja densidad
(PEBD) de 40 um de espesor como membrana reguladora de la tasa de liberacién y
PEBD de 80 um de espesor como membrana impermeable y viales de vidrio con
tapa semipermeable de PEBD de 40 um. En cuanto a la proporcion de las

feromonas liberadas se determiné que aquellas que tuvieron velocidades de
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liberacion (medidas en tinel de viento en laboratorio a 28 °C y velocidad lineal del
aire 0.5 m/s)de 10 + 1 mg, 7 + 1 mgy 30 * 2 mg por dia para sulcatol, sulcatona y
3-pentanol respectivamente fueron las mas efectivas en la captura de insectos. En
cuanto al disefio de las trampas las que registraron mejores resultados fueron

aquellas que tenian las secciones de choque con el insecto de color transparente.

Figura 1.11. Dispositivos tipo reservorio utilizados

para la captura de individuos de M. mutatus en

plantaciones de 4lamo de Alberti (Buenos Aires).

1.4.4.1.2 Confusion sexual o Interrupcion de Apareamiento

Los experimentos de confusion sexual se realizaron con sulcatona, 3-pentanol y
sulcatol.

Se construyeron los dispositivos de liberacion controlada necesarios. Las
velocidades de liberacion se seleccionaron aumentando las utilizadas para
monitoreo: para sulcatol y sulcatona se multiplicé por 10, y para 3-pentanol que ya
tenfa una velocidad alta, se multiplic6 por 3. Para el 3- pentanol se seleccion6 el
mismo PEBD que para el sulcatol puesto que ambos son alcoholes con volatilidades
parecidas. Los lotes que se seleccionaron para los tratamientos y los lotes control

no presentaron diferencias significativas al inicio del experimento.
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Previamente al tratamiento con feromonas, el nivel de ataque medido como
promedio de galerias activas por arbol es similar en los lotes tratados y control.

Como resultado del tratamiento se observo en todas las locaciones que el
nivel de ataque de las areas control luego del tratamiento es similar o menor al
anterior al tratamiento pero en cambio, el nivel de ataque en los lotes tratados

siempre es significativamente menor después del tratamiento.

1.4.4.2 Dispositivos de tipo matricial

Este tipo de dispositivos fueron construidos como medias esferas de 3 cm
de didametro aproximadamente y estdn formados por diferentes ceras y poli
etilenglicoles biodegradables. Fueron utilizados para experimentos de confusién
sexual o de interrupcién de apareamiento.

Se colocaron en las zonas destinadas al tratamiento los dispositivos
liberadores de sulcatol, sulcatona y 3-pentanol, confeccionados con
polietilenglicol, parafina y caolin como inerte y 20 % de feromona. Previamente al
tratamiento con feromonas, el nivel de ataque en las plantaciones de dlamos de
Buenos Aires, medido como promedio de galerias activas por arbol, era similar en
los lotes tratados y control. Sin embargo, luego del tratamiento con feromonas
formuladas en matrices monoliticas, se observd que el nivel de ataque fue

significativamente menor en las tratadas que en las control (Funes 2013, Tesis

Doctoral).

Figura 1.12. Dispositivos tipo matricial
utilizados para experimentos de confusiéon
sexual de individuos de M. mutatus

en plantaciones de dlamo de Junin (Buenos

Aires).

Esta morfologia de dispositivos también esta siendo estudiado con otras

formulaciones de ceras biodegradables, pero tal desarrollo se encuentra aiun en
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periodos de investigacion de laboratorio, y los mismos no han sido evaluados en
campo.

El control de Megaplatypus mutatus por medio del uso de feromonas es una
técnica reciente de manejo de la plaga. Los estudios de ecologia quimica de este
insecto comenzaron en el CIPEIN en el afio 2005 y desde ese momento al presente
se han logrado avances promisorios de control de este insecto; los diferentes
dispositivos desarrollados y evaluados han cumplido con creces las expectativas
esperadas.

El desafio al comienzo de esta Tesis fue continuar con el desarrollo de
nuevos dispositivos que actden efectivamente como carriers de los compuestos
feromonales y que puedan degradarse naturalmente en las plantaciones forestales,
independizandose de esta manera del retiro de los mismos una vez hecha efectiva
la intervencién de control.

La posibilidad que ofrecen los polimeros de origen natural es en este
sentido muy valiosa ya que permite, por un lado, el uso de elementos
biodegradables para la elaboracion de los dispositivos, y por otro, la variacién de
determinadas condiciones de sintesis a los fines de lograr una relacién
estructura/propiedad apropiada para la obtencién de una cinética de liberacién

efectiva
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Liberacion controlada de compuestos

Se denomina liberacidn controlada al fenémeno de transferencia de un material
activo desde algun tipo de reservorio hacia una superficie blanco especifica, con el
fin de mantener una concentracién predeterminada o un nivel de emisién
especifico para un particular periodo (Mastromatteo et al. 2010).

En los ultimos tiempos, ante el progresivo entendimiento de que sustancias
tanto de tipo farmacoldgicas como de uso agronémico provocaban efectos toxicos
por sobreexposicion o se volvian inefectivas cuando la administracion o aplicacién
se resolvia por términos convencionales, hubo un creciente interés en la tecnologia
de la liberacién controlada de compuestos.

La aplicacién convencional de sustancias quimicas de uso farmacolégico se
produce en las formas de capsulas, pastillas, cremas tépicas o inyectables en
formas de pulsos que a menudo provocan grandes fluctuaciones de la
concentracion de la droga en el torrente sanguineo o en el tejido con los
consecuentes efectos de patrones no deseados de eficacia y toxicidad.

En cuanto al uso de este tipo de aplicaciones convencionales en el area de la
agricultura, las mismas provocan una concentracion inicial en exceso que
promueve la presencia del compuesto activo un periodo practico de actividad. No
obstante, esta sobredosis provoca pérdidas de material innecesario y ocasiona
problemas de toxicidad hacia especies no blanco.

Es por esto que se comenzaron a usar los procesos de difusion de
compuestos de interés a través de polimeros y membranas sintéticas, como una
forma efectiva y segura en términos de alcanzar concentraciones adecuadas no
solamente de drogas y agentes farmacolégicamente activos, sino también de
fertilizantes, pesticidas y herbicidas.

Las formulaciones de liberacion controlada también alcanzaron el area de la

ecologia quimica, donde desde formulaciones poliméricas se pueden obtener
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concentraciones adecuadas de feromonas en aire, en aras de producir efectos
especificos en una especie de insecto de interés.

El uso de trampas cebadas con feromonas se basé por un periodo
prolongado de tiempo en formulaciones realizadas con septa de caucho (o
silicona) o con difusores pasivos del compuesto activo. Si bien por un lado estos
eran dispositivos practicos y de bajo costo, por otro lado las tasas de liberacion de
muchos compuestos activos no podian ser realmente controladas y la cinética de
los mismos se modificaba con el tiempo y con las temperaturas de exposiciéon. En
un intento de mejorar la performance de liberacién de este tipo de formulados, es
que se comenzaron a usar las multiples posibilidades que otorgan los polimeros

para el disefio de dispositivos mas eficientes (Suckling 2000).

2.2 El uso de polimeros en la formulacién de dispositivos de liberacién controlada

de feromonas.

Los polimeros, por su gran versatilidad, son los candidatos ideales para producir
una liberacién controlada de feromonas en determinada area de aplicacién y se
han desarrollado tres tipos de dispositivos de tipo polimérico:

- Sistemas tipo reservorio: Constan de dos partes, un area de reserva del
compuesto activo y un area de difusiéon. La parte de reserva puede estar formada
por un material impermeable como el vidrio, aluminio o polietileno de alta
densidad y la parte de difusion puede ser laminas de polietileno de baja densidad o
silicona. También existen emisores de aerosol que consisten en reservorios
programados electronicamente para liberar feromonas en términos de aerosol
presurizado.

El transporte del compuesto en los sistemas tipo reservorio, se da por la
disolucion del mismo en la interfase soluto/polimero y su posterior difusion
hacia el exterior a través de los segmentos macromoleculares, bajo la influencia
de un gradiente de concentracién que sigue la primera ley de Fick . Tedricamente,
estos sistemas pueden ser capaces de liberar el agente activo a velocidad
constante. No obstante, en la practica existen factores que pueden dar lugar a
desviaciones importantes de este comportamiento. Esto puede controlarse

ajustando la geometria del artificio empleado, el espesor de la membrana, la
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diferencia de concentracion a través de ella, las caracteristicas termodinamicas del
sistema y la estructura del polimero (Langer & Peppas 1983; Atterholt et al.
1999).

- Sistemas tipo spray que estan compuestos por una matriz liquida
biodegradable donde el semioquimico se encuentra disuelto. Es comun en este
tipo de dispositivos que se afiadan compuestos para proteger el agente activo
como estabilizantes de rayos UV, antioxidantes y surfactantes. A menudo, este tipo
de formulaciones consisten en microesferas (formadas a partir de una
microemulsién) que contienen los semioquimicos dispersados en una matriz
liquida (de Vlieger et al. 2001). El tiempo de eficacia de este tipo de formulaciones
varia entre dias y semanas y tal comportamiento depende principalmente de los
factores ambientales, el tamafio de las microesferas y las propiedades quimicas de
las feromonas incluidas. La principal ventaja en el uso de este tipo de sistema es
que se puede tratar campos enteros (Welter et al. 2005).

- Sistemas de tipo matricial: En estos sistemas el compuesto activo se
encuentra uniformemente distribuido en un soporte de polimero sdlido. El
compuesto puede encontrarse disuelto en la matriz polimérica o disperso si su
contenido es mayor que el limite de solubilidad. Existe una amplia variedad de de
materiales poliméricos que pueden constituir la matriz sélida y es por ese motivo
las tasas de liberaciéon pueden variar ampliamente segin se trate de uno u otro
material.

Las matrices mas comunes usadas como dispositivos de liberacion de
feromonas son tubos de polietileno tipo twist tie (Isomate ®), sachets de
polietileno, viales de polietileno, peliculas (CheckMate CM-XL ®), espirales
(NoMate CM ®), septums de caucho, formulaciones en cera y dispositivos tipo gel
(Fig. 2.1) (Torr et al 1997; Atterholt et al. 1999; Johansson et al. 2001;
Tomaszewska et al. 2005; Zhang et al. 2008; Heuskin et al. 2011).
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Figura 2.1: Dispositivos poliméricos tipo matriciales. a) tubo de polietileno tipo twist tie,

b) peliculas y c) espirales.

Las dificultades menores encontradas en este tipo de dispositivos incluyen
la dificultad de mantener una tasa de liberacion constante en el tiempo durante un
periodo prolongado y la disminucién de la concentracién en aire de la feromona a
medida que aumenta la distancia del dispositivo; como consecuencia de este
ultimo inconveniente es necesaria la aplicacion de dispositivos en suficientes sitios
del campo a tratar. Sin embargo, la mayor dificultad en el uso de este tipo de
dispositivos es la no biodegradabilidad de las formulaciones. Son escasos los
antecedentes encontrados en el uso de polimeros biodegradables como carriers de
feromonas, a pesar de que las nuevas tendencias se orientan hacia el uso de
matrices de origenes naturales o biodegradables para independizarse del retiro de
los dispositivos una vez utilizado (Stipanovic et al. 2004). Esto es especialmente

importante en bosques y plantaciones de cientos de hectareas.

Los tipos de mecanismos que gobiernan la liberaciéon de principios activos en
sistemas matriciales pueden ser cuatro:

-Tipo I o Fickniano:Se presenta en las matrices inertes en las que un
compuesto hidrosoluble estd disperso en una matriz insoluble. La velocidad de
liberacion disminuye en funcién del tiempo, debido a que la longitud del trayecto
de difusion para las moléculas de principio activo aumenta a medida que el frente
del disolvente avanza hacia el centro de la matriz. La cantidad de agente activo
disuelto es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo transcurrido hasta alcanzar

una liberacion de aproximadamente el 60% de la dosis vehiculizada.

33



Capitulo 2. Antecedentes

-Tipo II: Este mecanismo se presenta cuando la liberacion del
principio activo es controlada por el hinchamiento de la matriz o comprimido
matricial.

- Difusiéon anoémala o no Fickniana: En este caso la liberacién del
principio activo depende simultaneamente de los fendmenos de hinchamiento y de
difusién de la matriz.

-Tipo supra II: El dispositivo de liberacién presenta una capa
superficial totalmente hidratada que sufre erosiéon continua durante el proceso de
liberacion. En algunos casos, la liberacién del compuesto se acerca a orden cero si
la velocidad de avance del frente del medio de disoluciéon hacia el interior del
comprimido y la velocidad de erosién (o de disolucién, si el polimero es

hidrosoluble) se compensan.

2.3 Estudios de cinética de liberacion de feromonas

Los estudios de liberacion de semioquimicos desde los dispositivos
poliméricos, si bien no aseguran la eficiencia biol6gica de los mismos en cuanto a la
respuesta que otorgue el insecto de interés, brindan informacién acerca de la
cinética de liberacion alcanzada por determinado periodo de tiempo. Aunque
muchos dispositivos no garantizan una tasa de liberacion controlada, es
importante conocer el momento en que la cantidad de feromona liberada es
insuficiente para influir en el comportamiento del insecto y de esta manera tomar

la decision de renovar el dispositivo.

2.3.1 Técnicas para estimar las tasas de liberacion

La dificultad de medir tasas de liberacién en campo provoca que tales
medidas deban ser registradas en laboratorio en condiciones semi-controladas. En
este sentido, se desarrollaron tres técnicas de medicion que fueron superandose en
el tiempo en cuanto a la cuantificacién del compuesto liberado, éstas son: métodos
gravimétricos, extraccion total del compuesto activo y la coleccién dinamica de

volatiles.
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El primer procedimiento y menos usado en la actualidad consiste en el
pesado de los dispositivos a intervalos diarios para asi determinar la pérdida de
masa en el tiempo. El mayor inconveniente que presenta esta técnica es la falta de
precisiéon ya que factores como la humedad ambiente y posibles particulas
depositadas en los dispositivos puede alterar el peso registrado.

La segunda técnica consiste en la extraccion total de los semioquimicos
desde los dispositivos que fueron utilizados. De esta manera se puede registrar la
concentracion residual en los mismos y conocer asi la cantidad de feromona
liberada. Para obtener una extraccion 6ptima de la feromona es necesario que ésta
haya sido completamente disuelta en el dispositivo (Mottus et al. 1997). Esta
técnica tiene el beneficio que permite medidas cualitativas y cuantitativas ya que al
analizarse por cromatografia gaseosa los compuestos extraidos, es posible
determinar los posibles productos de degradacion de las feromonas utilizadas. Sin
embargo, posee la desventaja que no permite la detecciéon de productos de
degradacidén no volatiles (Tomaszewska et al. 2005).

Por ultimo, el tercer método utilizado para medir tasas de liberaciéon
consiste en muestreos dinamicos que coleccionan los volatiles liberados en
adsorbentes afines. En este caso es esencial para obtener valores analogos en el
tiempo, que los valores de liberacion sean tomados en las mismas condiciones de
presion atmosférica, temperatura, humedad relativa y flujo de aire. Los
semioquimicos son capturados en cartuchos con un adsorbente, seguido de una
extraccion del solvente o desorcidn térmica y luego analizados por cromatografia
gaseosa. Una alternativa a esta técnica es la captacion de volatiles en fibras
utilizadas para la Microextraccion en Fase Solida (SPME), las que actian como
adsorbentes de los volatiles liberados.

Al considerar los ventajas y desventajas de las tres opciones, se considera
que la ultima es la mas apropiada y segura en términos de estimar la tasa de

liberacion de feromonas desde los dispositivos poliméricos (Heuskin et al. 2011).

2.3.2 Factores que afectan la tasa de liberaciéon
La liberacion de volatiles en la atmosfera depende principalmente de dos
factores, por un lado de la velocidad de difusién del compuesto a través del

dispositivo y por otro de la velocidad de evaporaciéon de la molécula en el aire. El
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primer parametro depende de las caracteristicas del dispositivo (tipo de matriz,
tamafio, forma, espesor y distribucion del semioquimico en la matriz), mientras
que la velocidad de evaporacion deriva de parametros ambientales como la
temperatura, la velocidad del viento, la humedad relativa y de las propiedades
fisicas del compuesto en si (Kriiger et al. 2002, Stipanovic et al. 2004, Alfaro-Cid et
al. 2009). En los casos donde los procesos de evaporacion de la feromona desde la
superficie del dispositivo son mas lentos que el proceso de difusidn, la velocidad de
evaporacion es un factor limitante y se considera que la liberaciéon sigue una

cinética de primer orden (Esq. 2.1)

Co = Ce ™

dondeC, es la cantidad del compuesto en el dispositivo al comienzo de la
evaporacién, C; es la cantidad de compuesto en el tiempo t y k es la tasa de
evaporaciéon constante. En el caso de cinéticas de primer orden, la mitad del
compuesto activo se evaporara luego de un tiempo t,/, , llamado asi el tiempo de
vida media del compuesto (Méttus et al. 2001).

Se realizaron numerosos estudios para determinar las cinéticas de
liberacion alcanzadas por variados dispositivos, tales estudios concluyeron que en
su mayoria las liberaciones siguen cinéticas de primer orden y que la cantidad de
compuesto liberado es dependiente de la cantidad que queda en el dispositivo (Mc

Dounough et al. 1992; Zhang et al. 2008; Cork et al. 2008).

La versatilidad de los polimeros en cuanto a la sintesis de variados sistemas
de liberacién controlada permite controlar desde la sintesis de los mismos,
diferentes variables de reaccion en vias de lograr las propiedades intrinsecas
adecuadas, para lograr la cinética de liberacion deseada.

Dichas variables tienen influencia directa en los resultados de liberacion de
determinado compuesto ya que determinan la porosidad, capacidad de
hinchamiento, de compresion, etcétera, de los sistemas de liberacion y por ende de
sus capacidades tanto de retener como de liberar un compuesto de interés en

tiempo y forma.
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Asimismo, siendo los estudios de los atributos propios de los dispositivos
tan importantes como los de la liberacion obtenida, es fundamental en el caso de
tratarse compuestos bioactivos, los ensayos biolégicos pertinentes a los fines de

conocer la efectividad de la concentracion liberada.
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Objetivos

El presente trabajo doctoral se encuadra dentro de un proyecto de investigacion
cuyo objetivo principal fue el estudio tedérico empirico de especies maderables no
convencionales para su aplicacién en la construccién de vivienda. Dentro de este
proyecto se trabajé con una especie forestal denominada alamo (Populus
deltoides), afectada por un insecto llamado Megaplatypus mutatus que ha sido
clasificado como su plaga principal. En numerosos polos productivos del pais este
insecto ocasiona pérdidas econdémicas y disminuye la calidad de la madera,
dejandola inutilizable para su uso como material de construccién. Es por ello que
este proyecto surgié en sus comienzos como un objetivo de trabajo del Centro
Experimental para la Vivienda Econémica (CEVE).

Finalmente en el Laboratorio de Polimeros de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la UNC es que se llevo a cabo la experimentacion pertinente a los fines de alcanzar

los objetivos propuestos en la presente tesis doctoral.

3.1 Objetivo general

Desarrollo de sistemas poliméricos biodegradables de liberacion controlada de
feromonas sexuales, como método alternativo de bajo impacto ambiental para el
control de la plaga denominada comunmente como “taladrillo grande de los

forestales” (Megaplatypus mutatus) y que afecta la calidad de la madera de alamo.

3.2 Objetivos especificos
Para el cumplimiento del objetivo general previamente citado, es que se
propusieron los siguientes objetivos especificos. Los mismos fueron separados

segln el perfil disciplinario en quimicos y entomolégicos.
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Objetivos quimicos:

 Disefiar dispositivos usando polimeros de origen naturaly biodegradables que

permitan una liberacidn sostenida de feromonas sexuales.

e Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de los diferentes dispositivos

preparados.

e Optimizar el sistema de liberacion por medio de estudios de cinética de

liberacion.

Objetivos entomologicos:

e Evaluar la efectividad de los dispositivos poliméricos por medio de experimentos

de laboratorio y/o campo con el insecto de interés.
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Experimental

A lo largo del presente capitulo se detallan las diferentes metodologias,
técnicas y equipamientos empleados para la sintesis y caracterizacion de los
diferentes sistemas poliméricos preparados. También se presentan las
metodologias utilizadas para la liberacién, la detecciéon y la cuantificacion de los
compuestos incorporados.

Por ultimo, se explican los detalles experimentales de los bioensayos

comportamentales de atraccion que se hicieron con los dispositivos elegidos.

4.1 Materiales

Los reactivos empleados en la sintesis de diferentes productos de reaccion
fueron los siguientes: quitosano (QS) 50-190 kDa, con un grado de desacetilacién
de 85 %, SIGMA-ALDRICH; alginato de sodio (AL) LF 120 M, fG 35-45%,viscosidad
de 70-150 mPa s, PROTANAL FMC Biopolymers; acido acético glacial grado
analitico ANEDRA; acido clorhidrico CICARELLI; Rojo Congo (SIGMA-ALDRICH);
hidréxido de sodio perlas pro analisis CICARELLI; Beta Caroteno Type I SIGMA-
ALDRICH; 6-metil-5-hepten-2-ol (sulcatol: STOL) SIGMA-ALDRICH; 6-metil-5-
hepten-1-ona (sulcatona: SLONA) SIGMA-ALDRICH; 3-pentanol (3-PEN) SIGMA-
ALDRICH; cloruro de calcio CICARELLI; genipina 98% WAKO.

Los solventes empleados fueron de grado analitico y no se realizaron
purificaciones en los mismos. Se utiliz6 alcohol etilico anhidro absoluto;

diclorometano; cloroformo; tetrahidrofurano (ANEDRA) y agua destilada.
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4.2 Preparacion de los diferentes sistemas poliméricos ensayados como

transportadores

Se prepararon y estudiaron diferentes tipos de dispositivos poliméricos de
liberacion controlada tipo matriciales analizando para cada caso en particular, su
capacidad de incorporacion, tiempo de liberacion y porcentaje de retencion de los
compuestos de interés.

Las diferentes formas estudiadas fueron peliculas, geles, esferas simples y
compuestas de alginato y/o quitosano. Se estudi6 la incorporacién de las
feromonas sulcatol, sulcatona y 3-pentanol y de los colorantes Rojo Congo y Beta

Caroteno.

4.2.1 Peliculas poliméricas usadas como sistemas de liberacion

Las peliculas se realizaron por la técnica de casting. Para tal fin, se prepard
una solucién de quitosano al 1,5 % p/v en acido acético 1,5 % v/v y se dejo en
agitacion durante 24 horas, obteniéndose de esta manera una solucién viscosa.
Luego se incorpord sulcatol al 60% p/p con respecto a quitosano y 0,1 mL de una
solucién de genipina (compuesto entrecruzante del quitosano) disuelta en agua
destilada al 0,1% p/p en relacién al polimero. Se dej6 en agitacion durante 1 hora,
hasta lograr una solucién homogénea y se traspasé a capsulas de Petri. Las mismas
se taparon con un papel poroso y se dejaron secar por 24 horas (Aldana et al.
2012). Una vez que las peliculas estuvieron secas, se despegaron de las capsulas y
se procedi6 a realizar los experimentos de liberacion.

Para el caso de las peliculas de alginato, se prepar6 una soluciéon al 2% p/v
en agua destilada previamente calentada a 70°C, luego la solucion fue mezclada
con 1% v/v de glicerol a 600 rpm por cinco minutos y desgasificada bajo vacio
para evitar la formacion de burbujas. Se incorporé sulcatol al 60% p/p con
respecto al polimero hasta obtener una solucién homogénea. Luego se traspasé a
capsulas de Petri y fueron secadas a temperatura ambiente por 24 horas (Rosales-

Oballos et al. 2012).

42



4.2.2 Geles poliméricos usados como sistemas de liberacion

Se usaron quitosano y alginato como polimeros bases para preparar los
geles. Para el caso del quitosano, los dispositivos se prepararon de la siguiente
manera: se utilizo el polimero en una relacién de 14% p/v en relacién al solvente
usado (acido acético 5% v/v), se mezclé por 30 minutos y se incorporé sulcatol
disuelto en etanol en una proporcién de 3,5 % v/v, en una relacién de 60% p/p con
respecto al polimero. Dicha preparacidn fue realizada en tubos de penicilina donde
luego se realizarian los experimentos de liberacion.

Para la preparacién del gel de alginato se utiliz6 el polimero en una
proporcién de 20% p/v en relacién al agua destilada, se mezclé por 30 minutos y
se incorporé sulcatol (disuelto en etanol en una proporcion de 3,5 % v/v), en una
relacion de 70% p/p en relacién al polimero. En este caso, la preparacién del
dispositivo también se realizé6 en tubo de penicilina donde de efectuarian los

experimentos de liberacion.

4.2.3 Esferas poliméricas simples usadas como sistemas de liberacion

En este caso, también se usaron quitosano y alginato como polimeros base
para preparar los dispositivos.

Para la realizacion de las esferas de quitosano se prepard una solucién de
polimero de 3% p/v en acido acético 5% v/v y se mantuvo en agitacion por tres
horas.

Transcurrido ese tiempo, se incorporé el compuesto a liberar a las distintas
soluciones poliméricas: sulcatol en una relacion de 100 % p/p con respecto al
quitosano, y Beta Caroteno y Rojo Congo disueltos en etanol en una relacion de
0,012% p/p con respecto al polimero. . Se mantuvieron las soluciones en agitacion
por 3 horas, y luego fueron goteadas con una jeringa de 2 mm de diametro sobre
soluciones de NaOH 0,5 M (Agnihotri et al. 2004). Las esferas asi obtenidas fueron
mantenidas en las respectivas soluciones gelificantes por 20 minutos en agitacion
y luego filtradas.

En el caso de las esferas de alginato, se preparé una solucién de 4% p/v en
agua destilada, se mantuvo en agitaciéon por dos horas y se incorporoé sulcatol en

una relaciéon de 100 % p/v con respecto al quitosano, Beta Caroteno y Rojo Congo
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disueltos en etanol en una relacion de 0,012% p/p con respecto al polimero. . Se
mantuvieron las soluciones en agitacion por dos horas, y luego fueron goteadas
con una jeringa de 2 mm de diametro sobre soluciones de CaClz 2% p/v, pH 9
(Yosha et al. 2008).

Las esferas asi obtenidas fueron mantenidas en las respectivas soluciones

gelificantes por 20 minutos en agitacion y luego filtradas.

4.2.4 Esferas poliméricas combinadas usadas como sistemas de liberacion

Para realizar las esferas combinadas con corazén de quitosano y cubierta de
alginato (ESF® QUI) se preparé una solucién de quitosano de 1,5 % p/v en acido
acético 0,5 % v/v y se mantuvo en agitacion por dos horas. Transcurrido ese
tiempo, la solucién fue goteada con una jeringa de didmetro de 2 mm sobre una
solucion de alginato que contenia genipina en una relacién de 3% p/p en relacién a
este ultimo polimero (Mi et al. 2002).
Se variaron las siguientes condiciones experimentales de la solucién de alginato a
los fines de estudiar el efecto sobre el dispositivo formado. Asi se prepararon
soluciones de alginato de 0,25; 0,5; 0,75y 1 % p/vy apHs de 3, 6 y 8. Las esferas
asi formadas fueron mantenidas en la solucion gelificante de alginato por 20 horas

y filtradas (Tabla 4.1).
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| Tabla 4.1: Condiciones experimentales en la formacion de esferas combinadas de corazén

quitosano (ESF€ QUI).

Quitosano  Alginato  pH solucién Tiempo de
Esfera (% p/v) (% p/v)  gelificante  curado (horas)
ESF® QUI(A):0.25-pH3 1,5 0,25 3 20
ESF®QUI(A):0,25-pH6 1,5 0,25 6 20
ESF® QUI(A):0.25-pH8 1,5 0,25 8 20
ESF® QUI(A):0,5-pH3 1,5 0,5 3 20
ESF® QUI(A):0,5-pH6 1,5 0,5 6 20
ESF® QUI(A):0,5-pH8 1,5 0,5 8 20
ESF® QUI(A):0.75-pH3 1,5 0,75 3 20
ESF® QUI(A):0,75-pH6 1,5 0,75 6 20
ESF® QUI(A):0,75-pH8 1,5 0,75 8 20
ESF® QUI(A):1-pH3 1,5 1 3 20
ESF® QUI(A):1-pH6 1,5 1 6 20
ESF® QUI(A):1-pH8 1,5 1 8 20

(A) corresponde a la concentracion de alginato utilizada como la solucién gelificante

Para la preparacion de las esferas combinadas con corazon de alginato y
cubierta de quitosano (ESF®AL), se prepar6 una solucion de alginato al 4% p/v, se
mantuvo en agitacion por dos horas y luego se incorpor6 Beta Caroteno en una
proporcion de 0,012 % p/p. Para la incorporacién de sulcatol, sulcatona y 3-
pentanol, la misma se hizo en una proporcién de 100% p/p. Se mantuvo la solucién
en agitacion por dos horas y luego la misma fue goteada sobre una solucién de
CaClz 2% p/v. Con el fin de estudiar el efecto del pH de dicha solucién sobre el
comportamiento fisico-quimico de las esferas formadas, esta variable fue
modificada con HCI pH 1,2 hasta lograr pHs de 3 y 6. El pH propio de la solucion de
CaClzerade 9, por lo que se obtuvieron, tres condiciones de sintesis.

Las esferas formadas en la solucion gelificante de CaCl; fueron dejadas en

solucién por 10 minutos o por 21 horas. Una vez transcurrido este tiempo, las
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esferas fueron colectadas y colocadas en una solucién de quitosano 1 % p/v
(disuelto en HCI 0,1 M) por 10 minutos, y finalmente las esferas fueron puestas en
una solucion de CaCl; 1% p/v por 10 minutos mas.

Tanto las soluciones de quitosano como las de CaCl; utilizadas en esta
experimentacion fueron mantenidas en agitacion durante el tiempo en que las
esferas se encontraban en ese ambiente. Luego las mismas fueron lavadas en agua
destilada por seis minutos (Peniche et al. 2004).

Con el fin de estudiar el efecto que provocaban determinadas
modificaciones en la sintesis de los dispositivos, se variaron las condiciones
experimentales que se detallaran a continuacion:

- Se modific6 la relacién Ca2*/COO- para variar la capacidad de
interaccién de los grupos COO- propios del alginato con los grupos Ca2*
del CaCl;, de esta manera se lograron relaciones molares de Ca2*/COO-
de: 1,5; 3,5 y 5,4 (Tabla 4.2). Tal modificacién se realizé con el fin de
estudiar el efecto del entrecruzamiento de las esferas en los analisis de

texturometria.

En todos los casos, las soluciones que estuvieron en contacto con las esferas
conteniendo algun tipo de compuesto, fueron preservadas para un posterior
analisis. Dicho estudio consisti6 en una extracciéon liquido-liquido. La misma se
realizé en una ampolla de decantacion donde se extrajo la cantidad del compuesto
no incorporado con un solvente adecuado.

En el caso de Beta Caroteno, la extraccion se realiz6 con etanol y en el caso
de los compuestos feromonales, la misma se hizo con diclorometano.

Posteriormente, se calcul6 la cantidad de compuesto que no fue
incorporado en las esferas mediante el analisis de las soluciones extraidas. En el
caso del Beta Caroteno se realizo el estudio mediante lectura al UV-visible y en el
caso de los compuestos feromonales mediante cromatografia gaseosa.

Se realizaron las curvas de calibracién para cada caso en particular.
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Capitulo 4. Experimental

Tabla 4.2: Condiciones experimentales en la formacién de esferas combinadas (Corazén alginato).

Relacion . Tiempo pH Beta Sulcaton 3-Pentanol
Esfera molar Aolgmato de solucién Caroteno Soulcatol 0 a (% p/p)
ca)/c00)  PPV) urado  gelificante  (%psp)  (0P/P) (% P/P)
1,5ESF WAL 49, 10min-pH6 1,5 4 10 min 6 - - - i
1,5ESF WAL 40,10min-pH9 1,5 4 10 min 9 - i B _
1,5ESF WAL 49,21hs-pH6 15 4 21hs 6 - - - -
1,5ESF WAL 49, 21hs-pH9 1,5 4 21hs 9 - - - -
< | 3,5ESF WAL 49 10min-pH3 3,5 4 10 min 3 - - - -
:5 i 3,5ESF WAL 40 10min-pH6 3,5 4 10 min 6 - - - -
E 'qé 3,5ESF WAL 40 10min-pH9 3,5 4 10 min 9 - - - -
g g 3,5ESF WAL 495 21hs-pH6 3,5 4 21hs 6 - - - -
I E 3,5ESF WAL 49 21hs-pH9 3,5 4 21 hs 9 - - - -
;g é 3,5ESF WAL 6%,10min-pH3 3,5 6 10 min 3 - - - -
2 E | 35ESF WAL 69,10min-pH6 3,5 6 10 min 6 _ - - -
8 | 35ESF WAL 6% 0min-pH9 35 6  10min 9 ) ) _ .
5,4ESF WAL 40,10min-pH6 54 4 10 min 6 - - - -
5,4ESF WAL 49,10min-pH9 5,4 4 10 min 9 - - - -
5,4ESF WAL 49, 21hs-pH6 54 4 21hs 6 - - - -
5,4ESF WAL 49, 21hs-pH9 54 4 21hs 9 - - - -
3,5ESF WAL 404,10 min-pH3 3,5 4 10 min 3 0,012 - - -
3,5ESF WAL 49,10 min-pH6 3,5 4 10 min 6 0,012 - - -
3,5ESF WAL 49,10 min-pH9 3,5 4 10 min 9 0,012 - - -
o 3,5ESF WAL 69,10 min-pH3 3,5 6 10 min 3 0,012 - - -
° , -
-g 2 3.5ESF QAL 6%10 mfn-pH6 3,5 6 10 m%n 6 0,012 - - -
5 £ | 3,5ESF WAL 6%10 min-pH9 3,5 6 10 min 9 0,012 - - -
= 5| 35ESF WAL 4910 min-pH3 3,5 4 10 min 3 - 100 - -
8 | 35ESF WAL 49510 min-pH6 35 4 10min 6 - 100 i i
8 S | 5 5ESF WAL 49410 min-pHo 3,5 4 10 min 9 - 100 - -
2 S [ 5 5ESF WAL 40621 hspHO 3,5 4 21hs 9 - 100 - -
= 3 5ESF WAL 40510 min-pH9 3,5 4 10 min 9 - - 100 -
3,5ESF WAL 49421 hs-pH9 3,5 4 21hs 9 - - 100 -
3,5ESF WAL 40,10 min-pH9 3,5 4 10 min 9 - - - 100
3,5ESF WAL 4,21 hs-pH9 3,5 4 21hs 9 - - - 100

4.3 Equipos y técnicas de caracterizacion

La determinaciéon de masas de los reactivos y productos fue realizada con

una balanza analitica Mettler H54Ar (USA). Las mediciones de pH fueron

realizadas con un medidor de pH digital Altronix, TPXI 1584 (Argentina).

Las muestras caracterizadas mediante espectroscopia FTIR fueron analizadas a

con un espectrofotometro Nicolet

5-SXC (USA). Las mismas fueron secadas en
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estufa a 602 C hasta perder el 80% de humedad, una vez alcanzado este punto
fueron mortereadas hasta lograr un material homogéneo que llevado nuevamente
a la estufa hasta deshidratacion completa. Con este material se hizo una pastilla
con KBr, a partir de la cual se tomaron los espectros Infrarrojo.

El analisis de las muestras mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) se realizé en un calorimetro METTLER TOLEDO DSC 823E (Facultad de
Agronomia-UNC), empleando un programa de temperatura determinado a dos
capsulas de aluminio. Mientras que una de ellas contenia la muestra a analizar, la
otra permanecié vacia y sirvié de referencia. Se graficé el calor suministrado en
funcién de la temperatura sufrida o del tiempo transcurrido. Las diferentes
transiciones térmicas se observaron mediante la apariciéon de picos (transiciones
endotérmicas), valles (transiciones exotérmicas) o quiebres de la linea
(transiciones vitreas).

En este caso, las muestras fueron pesadas, obteniéndose una masa de 7 mg
aproximadamente por cada ensayo y colocadas en capsulas de aluminio de 100 pL.
Luego se cerraron con presion y se seleccion6 un programa de calentamiento de
102C min por minuto y una rampa de temperatura desde 25 a 260 °C.

Para la obtencién de las micrografias de tipo SEM se utiliz6 un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM 6060 de resolucion 3,0 nm y la preparacion de las
muestras se realiz6 mediante la aplicacién del siguiente protocolo: las esferas
fueron colocadas sucesivamente por 20 minutos en 10 mL de las siguientes
soluciones proporcionales de agua-acetona: 70-30, 50-50, 10-90, 0-100. Finalizado
el ultimo tiempo de inmersion, algunas esferas fueron inmediatamente cortadas
por la mitad con un bisturi con la ayuda de un microscopio 6ptico. Luego las
muestras fueron deshidratadas por “punto critico” y metalizadas con oro en un
porta muestra adecuado para SEM, teniendo la precaucién de colocar las esferas
cortadas con el lado de interés hacia arriba.

Los andlisis de microscopia éptica (Watershed transformation) se realizaron
con un microscopio digital CMOS, en este caso tanto las ESF WAL como las
ESF® QUI, fueron analizadas en su capacidad de reflejar la luz emitida por el
microscopio. En este sentido se analizaron esferas realizadas bajo diferentes
condiciones experimentales. Para las ESF ® AL se analizaron dispositivos hechos

con una concentracién de alginato de 4% p/v y de 6% p/v con respecto al
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polimero y también bajo diferentes pHs de la solucién gelificante de CaClz 2% p/v,
obteniendo asi pHs de 3, 6 y 9. Para el caso de las ESF® QUI, sdlo fue posible tomar
fotografias de aquellos dispositivos realizados con una concentraciéon de quitosano
de 1,5% p/v, con una concentracion de alginato de 1% p/v y con pH 9.

Las esferas fueron cortadas por la mitad y colocadas con el borde plano

hacia arriba en un molde del mismo diametro de la esfera, a fin de lograr un
adecuado relieve horizontal y uniforme para la toma de las fotografias.
Se utiliz6 el microscopio para tomar las fotografias con una ampliaciéon de 20X y
luego se uso6 el programa “Watershed transformation” para transformar la imagen
en una superficie de relieve, de esta manera zonas de mayor brillo se presentaron
como relieves “altos”, mientras que las de menor brillo como “bajos”.

Los estudios de liberacion de colorantes se hicieron por lectura UV-visible
de los solventes que estuvieron en contacto con las esferas en los viales de
liberacién, mediante el uso de un espectofotometro SHIMADZU UV-2101PC. Se
midié diariamente la liberacién de los colorantes a las siguientes longitudes de
onda: Rojo Congo a 504 nm y Beta Caroteno a 455 nm.

También se realizaron estudios de hinchamiento y de texturometria de las
esferas combinadas (ESF ®AL) como medida de las propiedades de las mismas.

Para los estudios de hinchamiento, se colocé una masa de esferas de
aproximadamente 200 mg en frascos de penicilina y se introdujo un volumen de 5
mL de agua destilada. Los viales se mantuvieron tapados y expuestos a
temperatura ambiente.

Se analizaron muestras realizadas bajo diferentes variables de sintesis
como concentracidon de alginato de 4% p/v y de 6% p/v, asi también como a
diferentes pHs de la concentracion gelificante: 3,6 y 9.

Diariamente las esferas fueron removidas del vial, secadas con papel de
filtro y pesadas. Por medio de la siguiente ecuaciéon (Ec. 4.1), se obtuvo el

porcentaje de hinchamiento del correspondiente tratamiento.

% Hinchamiento- Peso final-Peso inicial x 100

Peso inicial

Ecuacidén 4.1. Porcentaje de hinchamiento
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Los estudios de texturometria se realizaron con un texturé6metro Instron Universal
Testing Machine (modelo 3342, Norwood, MA, USA) equipado con una celda de
capacidad de 500 N. Se midi6 la capacidad de compresién (g/f) que podia sufrir
cada esfera al deformarse un 50% de su volumen original. En este sentido se
analizaron esferas sintetizadas bajo diferentes variables de sintesis como: relaciéon
molar de 1,5; 3,5 y 5,4, tiempo de curado de las esferas de 10 minutos y 21 horas y
pH de la solucion gelificante de 6 y 9.

Cada esfera era medida con un calibre a los fines de establecer la distancia
que debia comprimir un cilindro mévil del equipo para producir una deformacién
del 50%. Ese valor era introducido en el programa de compresion de cada esfera a
muestrear previamente a efectuar la medicién correspondiente.

De esta manera, cada esfera analizada se coloc6 en un cilindro fijo del
texturémetro, se colocé el cilindro mévil por encima de la misma y en esta
situacién se inicié el programa de compresion. Se registré la capacidad de
compresion sufrida por el material al deformarse 50% de su volumen original.
Tanto para los andlisis de liberacion de compuestos (colorantes y feromonales),
como para los estudios de propiedades de los dispositivos (hinchamiento y
texturometria) se realizaron muestras por triplicado y se evaluaron las diferencias

significativas de los resultados mediante pruebas de Kruskal Wallis.

4.4 Metodologia usada para la cuantificacién o semicuantificacién de compuestos
liberados.

La liberacion de los compuestos desde los diferentes dispositivos fue
estudiada en solucion y en estado gaseoso, ésta ultima es de mayor importancia ya
que es en este estado como las feromonas se transportan hasta el individuo

receptor.

4.4.1 Métodos de liberacion
De acuerdo al dispositivo estudiado, se utilizaron diferentes técnicas para

inducir la salida del compuesto de interés desde la matriz polimérica.
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4.4.1.1 Venteo de Nitrogeno

Esta técnica fue de tipo cualitativa y se utilizd tanto en la pelicula de
quitosano como en los geles de alginato y de quitosano para la comprobacién de la
incorporacién y posterior salida de sulcatol. El dispositivo fue colocado en un tubo
de vidrio cuyos extremos esmerilados se conectaban, por un lado a una corriente
de Nitrégeno, y por otro a una ampolla de recolecciéon sumergida en aire liquido, y
ademas habia una salida de escape de Nitrogeno. Los volatiles liberados del
dispositivo eran asi capturados y recuperados por extracciéon con diclorometano

(Esq. 4.1)

Entrada de

Nitrégeno

—p oalida de

Nitrégeno

Ampollade

recoleccion

Esquema 4.1. Método de liberacion: Venteo de Nitrogeno

4.4.1.2 Extraccidén por solvente

Se introdujeron en frascos de penicilina los dispositivos a analizar (los
cuales actuaron en todos los casos analizados como viales de liberacion). Luego se
introdujo en el mismo una cantidad conocida de solvente de extraccién y se dejé en
contacto con el dispositivo por 24 horas. Diariamente el solvente de los viales fue
extraido y utilizado para el analisis relativo de las concentraciones por
cromatografia o UV para cada caso particular. El mismo volumen eliminado era
reemplazado por el solvente puro a los fines de continuar diariamente la cinética
de liberaciéon de los compuestos. Los experimentos de extraccién y reposiciéon de
solvente continuaron hasta que no se encontré sefial de compuesto liberado por
los métodos de deteccidn utilizados para tal fin.

Esta técnica fue de tipo cuantitativa y se utiliz6 con el gel de quitosano y el

gel de alginato para estudiar la liberacion de sulcatol; con las esferas simples de
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alginato y de quitosano se analizd la liberacion de sulcatol, Rojo Congo y Beta
Caroteno y por ultimo, con las esferas combinadas de corazon de alginato se
estudio la liberacion de Beta Caroteno y sulcatol.

En la tabla 4.3 se detalla el procedimiento utilizado para cada dispositivo.

Tabla 4.3: Procedimiento de extraccién de los compuestos activos desde diferentes dispositivos

poliméricos.
Peso Compuesto Solvente de Volumen de
Dispositivo dispositivo extraido extraccion solvente de
(mg) extraccion (mL)
Gel quitosano 50 Sulcatol etanol 5
Gel alginato 20 Sulcatol etanol 5
Esferas quitosano 50 Sulcatol etanol 5
Esferas quitosano 420 Rojo Congo cloroformo 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo tetrahidrofurano 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo etanol 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo agua destilada 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo Buffer pH 2,5 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo Buffer pH 7,4 3
Esferas quitosano 420 Rojo Congo Buffer pH 12 3
Esferas quitosano 320 Beta Caroteno cloroformo 3
Esferas quitosano 320 Beta Caroteno tetrahidrofurano 3
Esferas quitosano 320 Beta Caroteno etanol 3
Esferas alginato 50 Sulcatol etanol 5
Esferas alginato 220 Rojo Congo cloroformo 3
Esferas alginato 220 Rojo Congo etanol 3
Esferas alginato 220 Rojo Congo agua 3
Esferas alginato 220 Beta Caroteno cloroformo 3
Esferas alginato 330 Beta Caroteno tetrahidrofurano 3
Esferas alginato 300 Beta Caroteno etanol 2
Esferas combinadas 470 Sulcatol etanol 5
Esferas combinadas 250 Beta Caroteno tetrahidrofurano 2

4.4.1.3 Microextraccion en fase so6lida (SPME)
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Se coloco una masa especifica de esferas combinadas o de pelicula de
quitosano en frascos de vidrio adecuados para la extraccion de volatiles por SPME.
Se utilizé una fibra de polidimetilsiloxano de 100 micrones (Supelco).

Para la pelicula de quitosano se expuso .la fibra por 30 minutos y para las
esferas combinadas durante dos minutos. Luego se desorbi6 la fibra en el inyector
de en un cromatégrafo acoplado a un espectrometro de masas Shimadzu 14B
durante 1 minuto.

Se estudi6 con esta técnica la liberacion de sulcatol, sulcatona y 3-pentanol
desde las esferas combinadas corazén de alginato y de sulcatol desde la pelicula de
quitosano.

En el caso de las esferas combinadas, se prepararon para cada compuesto

muestras por triplicado.

4.4.2 Métodos de deteccion

4.4.2.1 Cromatografia en placa delgada

Se utilizé esta técnica de deteccion para los volatiles extraidos por medio de
venteo de Nitrogeno. El diclorometano utilizado para extraer los volatiles de la
ampolla fue sembrado junto al testigo en una placa cromatografica
correspondiente.

El mismo grado de afinidad por la fase moévil entre la siembra de un testigo
de sulcatol, frente a la siembra de lo colectado en la ampolla, fue indicativo de la

presencia de compuesto de interés en el dispositivo estudiado.

4.4.2.2 Cromatografia gaseosa-Espectrometria de masas

Esta técnica de deteccion fue utilizada cuando de estudi6 la liberacion de
volatiles de sulcatol desde la pelicula de quitosano por medio de la técnica de
liberacion de SPME.

Se utiliz6 el siguiente programa de temperatura para la obtencién de los
cromatogramas correspondientes: Inyector: 120 °C, Detector: 200 °C. Y el siguiente
programa de temperatura para la columna: Temperatura inicial: 40 °C, tiempo

inicial: 6 minutos, rampa de temperatura: 20 grados por minuto, temperatura final:
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280 °C durante 20 minutos. Se utiliz6 una columna no polar UF-5ms (5% fenil-95%

dimetilpolisiloxano)

4.4.2.3 Cromatografia gaseosa

Esta técnica fue utilizada para analizar la cantidad de sulcatol liberado
desde las esferas simples de alginato y de quitosano y desde las esferas
combinadas de corazdn de alginato.

El solvente extraido diariamente de los viales de liberacion, fue analizado
por cromatografia gaseosa. Se inyect6 1 pL del mismo en el cromatégrafo y se
utilizé el siguiente programa de temperatura para la obtenciéon de los
cromatogramas correspondientes: inyector: 120 °C, detector: 200 °C., un programa
de calentamiento para la columna con una temperatura inicial de 90 °C y tiempo
inicial de 3 minutos; la rampa de temperatura fue del5 grados por minuto, con una
temperatura final de 200 °C y tiempo final de esa temperatura de 40 minutos.Se
utiliz6 una columna 3 DEX-120.

Se determino la concentracion de sulcatol liberado diariamente por medio
de curvas de calibracién elaboradas para tal fin.

Las medidas fueron tomadas hasta que no se detectdé la senal
correspondiente por un periodo de dos dias.

Esta técnica de deteccion fue utilizada para analizar la liberacién de los
colorantes Rojo Congo desde las esferas simples de quitosano y de alginato y Beta

Caroteno desde las esferas simples y desde las esferas combinadas.

4.4.3 Métodos de cuantificacion
4.4.3.1 Curvas de calibracion

Los compuestos liberados de los dispositivos gel, esferas simples y esferas
combinadas corazén alginato, que fueron captados por solventes determinados
fueron cuantificados por medio de curvas de calibracién elaboradas para tal fin. En
el caso de los colorantes la medida se realiz6 por UV-visible y en el caso de los
compuestos feromonales por cromatografia gaseosa.

En este sentido, fueron preparadas soluciones de diferentes
concentraciones de sulcatol y de Rojo Congo en etanol (Fig. 4.1 y 4.2) y soluciones

de Beta Caroteno en tetrahidrofurano (Fig. 4.3)

54



Capitulo 4. Experimental

Ademas se realizaron las curvas de calibracion para sulcatol, sulcatona y 3-

pentanol en diclorometano (Fig. 4.4, 4.5y 4.6).
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4.4.4 Método de semicuantificacion

Se coloc6d 500 mg de esferas combinadas corazdn alginato que contenian
sulcatol, sulcatona o 3-pentanol en recipientes de vidrios individuales y adecuados
para la extraccion por SPME. Cada frasco contenia esferas con un compuesto en
particular.

Diariamente se expuso la fibra de polidimetilsiloxano a los volatiles
capturados en el recipiente correspondiente por un periodo de dos minutos, luego
se inyecto la fibra en un cromatégrafo de gases. Asi una vez tomada la medicidn, el
vial con las esferas fue abierto, limpiado con una corriente de Nitrégeno por dos
minutos y cerrado nuevamente para la toma de muestras del dia siguiente.

Se hicieron las mediciones de volatiles hasta que se no se observé sefial
alguna en las corridas cromatograficas.

Se utilizé el siguiente programa de temperatura para la obtencién de los
cromatogramas correspondientes: inyector a 120 °C, detector a 200 °C: un
programa de calentamiento para la columna con una temperatura inicial de 60 °C,
un tiempo inicial de 3 minutos, una rampa de temperatura de 10 grados por
minuto, temperatura final de 120 °C y tiempo final de esa temperatura de 20
minutos. Se utilizé una columna  DEX 120.

Luego, las esferas fueron colocadas en respectivos viales de liberacion con 3
mL de diclorometano a los fines de extraer la cantidad de compuesto que no fue
liberado en estado gaseoso.

Se cuantificé la misma por medio de curvas de calibracion elaboradas para
tal fin, de esta manera el calculo de la concentracién permitié conocer el volumen
correspondiente a cada extraccion en estado liquido.

Asi, se rest6 al volumen inicial del compuesto que se coloc6 en la solucién
de alginato, los volumenes de los compuestos de interés encontrados tanto en las
soluciones de sintesis (solucion de CaCl2 2% p/v y de 1 % p/v, solucién de
quitosano y agua de lavados), como los encontrados en los experimentos de
liberacion en estado liquido que se hicieron una vez que las esferas no liberaron
mas compuesto en estado gaseoso. El calculo de

El resultado de esa diferencia fue considerado como la cantidad de

compuesto que fue efectivamente liberado como volatil. A posterior, se sumaron
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las areas cromatograficas obtenidas por SPME y se asocié este valor con el
volumen total liberado en estado gaseoso.
De esta manera se propuso un volumen liberado correspondiente, a cada area

cromatografica particular encontrada en los dias de experimentacion (Esq. 4.2)

Volumen total Volumen Volumen liberado en
Volumen
. _ incorporado en la iqui
liberado - P . |encontradoen estado liquido post
- sintesis de las soluciones de experimentos SPME
como volatil
esferas sintesis

Esquema 4.2: Féormulas utilizadas en la cuantificacién de los volatiles detectados por SPME

4.5 Bioensayos. Ecologia quimica.
Los estudios de ecologia quimica que se detallan en esta seccién proponen la
vinculacién interdisciplinaria buscada desde el comienzo de la presente tesis

doctoral.

4.5.1 Colecta de individuos de Megaplatypus mutatus

La busqueda y recoleccién de insectos se realizé durante la segunda
quincena del mes de marzo de 2013 en la plantacién de dlamos denominada San
José, perteneciente a los aserraderos Euskadi. Dicho campo forestado se encuentra
en la localidad de Morse, partido de Junin, provincia de Buenos Aires (34° 43’
56.3”S, 60°51"11.5”7 0),a 59 msnm.

Al comienzo del muestreo se colocaron trampas de emergencia (o trampas
colectoras) en los lotes que presentaban una alta infestacion por parte del insecto.
Las trampas fueron colocadas en los lugares del arbol que indicaban una préxima
salida de adultos (Fig. 4.8, 4.9 y 4.10). La misma puede ser anticipada por la
presencia de actividad larval, demostrada por el caracteristico aserrin de este
estadio o por la chorreadura caracteristica que presenta el arbol debido a la
perforacién sufrida en el mismo.

Asi, en los lotes infestados, quedaron debidamente marcados e
individualizados los lugares de ataque por M. mutatus.

Diariamente, se recorrieron los lotes correspondientes y se procedi6 a la

examinacion de las trampas colectoras; si bien las mismas funcionaron como tales,
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también se encontraron nuevos ataques en arboles en los dias sucesivos a la
colocacion de las trampas y fue posible encontrar individuos adultos iniciando
nuevas galerias (Fig. 4.11). Dichos insectos fueron apartados del arbol con pinzas y
colectados también para los experimentos posteriores.

Los insectos recolectados fueron mantenidos en capsulas de Petri con

algodon que contenia agua para proveer una humedad apropiada para evitar su

desecacion.

Figura 4.8: Plantaciones de dlamos Figura 4.9: Trampa colectora ubicada en

(Populus deltoides). Ataque de M. mutatus arbol atacado

Figura 4.10: Adulto de M. mutatus Figura 4.11: Adulto de M. mutatus en cono

en trampa colectora llamador

4.5.2 El uso de olfatdmetro en ensayos comportamentales de eleccion

El olfatometro es un equipo utilizado en ecologia quimica que permite
estudiar la eleccién de un insecto frente a estimulos quimicos que se pretenden
investigar. El equipo consiste en un tubo de vidrio pyrex en forma de “Y”. Se
denominé A al brazo impar y primario de la Y, y B" y B” a los brazos pares y

secundarios de la misma (Esq. 4.3).
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El didmetro interno de los brazos del olfatometro fue de 4 mm, similar al
didmetro de una galeria natural, de manera que el insecto pudiera caminar con
facilidad contra la corriente que circulara en el tubo.

Los extremos de los brazos B se conectaron por medio de mangueras a las
correspondientes camaras de opcidon. Una de las camaras contenia las esferas a
analizar (con alguno de los componentes del blend feromonal incorporado en la
misma) y la otra camara funcion6 como un control ya que dentro de la misma se
colocaron esferas denominadas blanco, sin feromonas.

Las camaras de opcidn se encontraban a su vez, conectadas a un compresor
que impulsaba aire de manera constante, produciendo un flujo de corriente
uniforme hacia la cAmara de aclimatacién ubicada en el brazo A del olfatémetro.
La corriente de aire fue de 15 mL/min.

Los ensayos en el olfatdmetro se realizaron entre las 12 y las 16 horas del
dia y tanto la luz como la temperatura se mantuvieron constantes en los dias de

experimentacion.

Compresor
Camara de Camara de
opcién 1 opcion 2

Esquema 4.3: Olfatémetro utilizado en los experimentos de atractancia. a) Partes del equipo
b) Diagrama del flujo de aire dentro del olfatdmetro: Las flechas rojas sefialan la direccién del

mismo.
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La determinacion de efecto atractante se realizé con las esferas combinadas
de tipo 3sESF ® AL 49 10min-pH9 Al jnicio de cada experimento se enjuagé el
olfatdbmetro con alcohol etilico a fin de eliminar posibles volatiles de ensayos
previos. Se dejo secar y se procedio a la experimentacion correspondiente.

Se introdujeron de a una por vez, hembras de M. mutatus en la camara de
aclimatacion y se dejaron aclimatar por tres minutos dentro de la misma. A
continuacion se encendio la corriente de aire.

Los insectos eligieron alguna de las dos ramas de eleccién entre los siete y
los veinte minutos de exposicién a la corriente de aire.

Se evalué la capacidad de atractancia de los diferentes compuestos del blend
feromonal por separado. Se realizaron 10 réplicas para esferas con sulcatol, 9 para
esferas con sulcatona y 8 para esferas con 3-pentanol. Es importante destacar que
las esferas que contenian los volatiles de interés fueron colocadas alternadamente
en una u otra camara de opcion para evitar efectos de asimetria en los brazos del
olfatometro. Los resultados de eleccion del olfatébmetro fueron analizados
estadisticamente por medio del programa Infostat. Se realizaron los test de
Normalidad pertinentes y luego el andlisis de Chi-Cuadrado para determinar si
habia diferencias significativas entre las hembras que habian elegido uno u otro

brazo del olfatobmetro.
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Capitulo 5.Resultados

Preparacion, caracterizacion y liberacion de
compuestos desde dispositivos poliméricos

5.1 Introduccién

La liberacién de compuestos de acciéon determinada en un sitio de interés
requiere la salida del compuesto desde el dispositivo elegido de manera controlada
y sostenida en el tiempo, intentando lograr una adecuada concentracién del mismo
en el sitio de acciéon. En el disefio de dispositivos se busca un alto porcentaje de
droga incorporada, baja concentracién de droga residual, una aplicacion rapida y
sencilla, asi como economia en el proceso de elaboracion.

La eleccion de los polimeros para realizar tales dispositivos es fundamental
ya que de acuerdo a las propiedades buscadas se puede seleccionar el tipo y
naturaleza de polimeros. Asimismo, ya sea que el sitio de acciéon de los compuestos
liberados sea el interior de un organismo vivo o el espacio abierto de un sitio con
determinado inconveniente a abordar, es importante en términos de eliminacién
del polimero que los dispositivos de liberacién sean biodegradables. En este
sentido, se trabajo con el alginato y el quitosano ya que es conocida la capacidad de
ambos polimeros en la formacién de diversos sistemas de liberacion controlada
(Chang et al. 2003, Vasiliu et al. 2005, Chen et al. 2007, Mladenovska K. et al. 2007;
Coppi G. et al. 2009., Jadhav et al. 2011, Heuskin et al. 2010, de Oliveira et al.
2014).

El alginato es un polisacarido anidnico, no toxico y biodegradable que se
extrae de las algas pardas comunes (Feofitas). El alginato de sodio esta compuesto
por unidades de acido gulurénico (G) y unidades de acido manurénico (M) en
proporciones variables. Asi, es posible encontrar tanto regiones homopoliméricas
compuestas por bloques M (MM), como por bloques G (GG), y regiones
heteropolimericas formadas por ambas unidades (MG). Estos bloques adoptan

configuraciones espaciales distintas de acuerdo a los diferentes enlaces
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glucosidicos entre los carbonos C-1y C-4 de las unidades monomeéricas. Las
cadenas de bloques M corresponden a cadenas lineales (Esq. 5.1), mientras que los

bloques G presentan una estructura en forma de bucle (Esq. 5.2).
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Esquema 5.1. Bloques MM de la molécula de alginato.
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Esquema 5.2: Bloques GG de la molécula de alginato.

Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado se forma un espacio
en forma de diamante, el cual tiene la dimensiéon ideal para acomodar en su
interior un ion calcio, formandose una estructura dimérica entre los iones calcio y
las cadenas del polimero en forma de bucle. Este modelo fue propuesto por Grant
en 1973 y es conocido como “modelo de caja de huevos” (egg-box model) para
explicar las propiedades gelificantes de los alginatos al reaccionar con sales
calcicas. La estructura tridimensional de las cadenas ricas en acidos gulurénicos
genera distancias entre los grupos carboxilos e hidroxilos que permiten un alto

grado de coordinacién de iones calcio (Esq. 5.3).

Esquema 5.3: “Egg box model”. Conformacion que adopta el acido

gulurédnico del alginato frente a iones Calcio.
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Este tipo de reaccion es conocida como gelificacion idnica (Vorlop y Klein,
1981) y explica la forma de interaccidon que se produce al poner en contacto una
emulsion o solucion polimero-farmaco, frente a los contra-iones elegidos de forma
de hacer precipitar el polimero.

En el caso que la dispersion de un polimero contenga un compuesto
determinado de interés a encapsular, el contacto de ésta con la solucién gelificante
permitira el secuestro de tal compuesto dentro de la matriz polimérica.

La sensibilidad del sistema frente a variables de sintesis como el peso
molecular del alginato, la concentracion del polimero o de la solucién de CaCl; y el
pH de la solucién gelificante, permiten la modificacién de esas variables para
obtener la cinética de liberaciéon requerida.

Asimismo, tanto las propiedades mecanicas como la porosidad del sistema
logrado, pueden mejorarse por la formaciéon de un complejo polianiéon-polication.
En este caso, y por un mecanismo electrostatico se produce una neutralizacién de
cargas e interacciones de diferentes tipo (puente hidrégeno, fuerzas de van der
Waals, etc) que inducen a una atraccién entre segmentos separados de los
polielectrolitos.

Por otro lado, el quitosano es un polisacarido lineal y estd compuesto por
cadenas distribuidas aleatoriamente de - (1-4) D-glucosamina (unidades
desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidades acetiladas). Se obtiene por
desacetilacion de la quitina, el segundo polimero mas abundante luego de la
celulosa (Ga°sergd et al. 1999).

Se eligio el quitosano como polimero de interaccidn con el alginato ya que
es un polimero natural, posee una amplia variedad de aplicaciones debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y es conocido su uso como transportador en
diferentes dispositivos de liberacion de controlada, siendo uno de los materiales
mas estudiados en cuanto a su capacidad en la liberacién. Ademas, posee
caracteristicas filmogénicas, no es toxico y es fisioldgicamente inactivo (Krajewska
et al. 2004; Odaci etal. 2008; Qian et al. 2006).

En contraste con todos los polimeros biodegradables de origen natural mas
conocidos hasta el momento en la administraciéon de farmacos, el quitosano es el

Unico que posee carga positiva. Esta caracteristica estd dada por sus grupos amino
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y esta carga es la responsable de muchas de las propiedades finales de los
sistemas elaborados con dicho polimero (Bernkop-Schniirch et al. 2012).

La principal interaccion que lleva a la formacién un complejo
polielectrolitico entre el alginato y el quitosano es la atraccion electrostatica entre
los grupos amino catiénicos del quitosano y los grupos carboxilos anionicos del
alginato. Esta interaccion es dependiente del pH y puede mejorar por ejemplo la
capacidad de retencién/liberacion de determinado compuesto que se encuentre en
el interior de la matriz de liberacion.

Por otro lado, los polimeros en general se encuentran sometidos a
diferentes estados de carga en sus distintas aplicaciones, por lo que la seleccién del
material adecuado para cada una de ellas se basa entre otras consideraciones en
sus propiedades mecanicas. En nuestro caso la liberacion de compuestos desde
dispositivos poliméricos podria tener una estrecha relacién con las propiedades
mecanicas de los mismos y es por este motivo que fueron especialmente tenidas en
cuenta al momento de analizar la eleccion del polimero y por ende, el
comportamiento final del dispositivo desarrollado.

Las propiedades mecanicas dependen fundamentalmente de la composicidon
y estructura de los polimeros y asi como la mayoria de los polimeros sintéticos
poseen buenas propiedades mecanicas, los polimeros de origen natural como los
utilizados en este trabajo no las tienen.

No obstante, una forma de mejorar tales propiedades es por la unién de
polimeros de distinta carga (como se describi6 previamente), o por el uso de
entrecruzantes. En este sentido y en el caso del quitosano se utilizé la genipina que
es un entrecruzante de origen natural y no tdxico, obtenido del genip6sido que se
extrae de los frutos de Gardenia jasminoides Ellis (Esq. 5.4). Este compuesto
reacciona con los grupos amino del quitosano, formando redes entrecruzadas

(Fujikawa et al. 1987).
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Esquema 5.4: Reaccién entre el quitosano y la genipina

Se cree que el proceso de entrecruzamiento de la genipina con el quitosano
comienza con el ataque nucleofilico del grupo amino al carbono oleofinico (C3) del
anillo que contiene el oxigeno, seguido por la apertura del anillo de hidropirano y
el ataque del amino secundario sobre el aldehido del intermediano.
Posteriormente, el grupo carboximetil de la genipina reacciona con otro grupo

amino del quitosano y conduce a la formacién de una amida secundaria.

En este capitulo, se presenta el estudio sobre el disefio, caracterizacion y
liberacion de compuestos desde diferentes dispositivos realizados con alginato y/o
quitosano. La presentacion de los resultados obtenidos se expone de manera
secuencial y de complejidad creciente en el sistema a disefiar, ya que el objetivo
que guid esta parte de la tesis doctoral fue la busqueda del dispositivo polimérico
que cumpliera con los requisitos de:

- Disefio de un sistema ecolégico

- Alta proporcion de compuesto incorporado
- Baja concentracion residual

- Liberacion de manera lenta y sostenida

- Rapiday simple aplicacién

- Economia en el proceso de elaboracion.
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Para cumplir con estos objetivos, en una primera etapa de estudio se prepararon
sistemas con los polimeros seleccionados (alginato y quitosano) en forma
individual y se estudiaron dos vias diferentes, seca (peliculas) y humeda (geles). De
esta forma, se conocera la interaccion de la droga a incorporar en cada uno de los
sistemas y la afinidad de la misma con cada uno de los polimeros. Sin lugar a
dudas, esto repercute directamente en los resultados a obtener en la liberacién del
compuesto.

Para tal fin se prepararon peliculas, geles y esferas de quitosano y alginato
separadamente, y en una segunda etapa se prepararon esferas combinadas. Asi se
presentan a continuacion los resultados obtenidos con peliculas, geles, esferas
simples y esferas combinadas utilizadas como dispositivos de liberacion de

diversos compuestos de interés.

5.2 Dispositivos de liberacién

5.2.1 Peliculas

El uso de peliculas como sistema de liberacion de farmacos cobro
importancia en los dltimos afios ya que a partir de este tipo de dispositivos se
pueden alcanzar adecuadas concentraciones del compuesto liberado, son de rapida
preparacion y facil aplicacion. Estas ventajas las convierten en dispositivos ideales
para liberaciones topicas y su uso también es conocido para liberaciones en aire
(Fuisz et al. 2004).

La efectividad de las peliculas esta determinada por la tasa de liberacion de
los compuestos ya sea a alimentos (en el caso de envases activos), afecciones de
tipo sanitarias o liberaciones en estado gaseoso. Las condiciones experimentales
de sintesis influyen en la estructura final de la pelicula y en su comportamiento.
Dentro de ellas, las propiedades mecanicas otorgadas por el polimero y por
entrecruzantes, emulsificantes o polimeros de carga opuesta, asi como los procesos
de secado, son los factores criticos. Otro factor importante es el area o superficie
expuesta en funcién de la cantidad y velocidad de liberacién.

La retencion durante el proceso de secado esta afectada por la naturaleza de

la matriz, la concentraciéon y naturaleza de los volatiles a incorporar y por las
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condiciones experimentales (tasa de secado, espesor de la muestra y humedad
(Flink and Labuza, 1972).

Por su parte, tanto el quitosano como el alginato son polimeros que poseen
excelentes propiedades filmogénicas y buenas capacidades de retencién de
variados compuestos (Sezer et al. 2007, Bhatnageret al. 2009, Devanga-Chinta et al.
2010, Efentakis et al. 2011, Guo et al. 2011, Kurek et al. 2012; Rosales-Oballos et al.
2012). Fue por tales motivos que se eligieron tales polimeros para la realizacion
los primeros dispositivos de liberacion estudiados, cuyos resultados se presentan a

continuacion.

5.2.1.1 Preparacidn de peliculas de alginato

Se prepar6 una solucién de alginato al 2% p/v en agua destilada a 70°C,
luego fue mezclada con 1% v/v de glicerol a 600 rpm por cinco minutos y
desgasificada bajo vacio. Se incorporo6 sulcatol al 60% p/p con respecto al polimero
hasta obtener una solucion homogénea. Luego tal solucion se traspaso6 a capsulas
de Petri y fueron secadas a temperatura ambiente por 24 horas.

Las peliculas de alginato no resultaron estables cuando se le incorpor6
sulcatol. La presencia de este compuesto actu6 como plastificante del polimero por
lo que resultaron dispositivos muy flexibles con baja estabilidad de forma y por lo

tanto se deshicieron una vez secos.

5.2.1.2 Preparacién de peliculas de quitosano

Las peliculas de quitosanose realizaron por la técnica de casting. Para tal fin,
se prepardé una solucion de quitosano al 1,5 % p/v en acido acético 1,5 % v/v y se
dej6 en agitacion durante 24 horas, obteniéndose una solucién viscosa. Luego se
incorporo6 sulcatol al 60% p/p con respecto a quitosano y una solucién de genipina
disuelta en agua destilada al 0,1% p/p en relacion al polimero. Se dejé en agitaciéon
durante 1 hora, hasta lograr una solucién homogénea y se traspasé a capsulas de
Petri. Las mismas se taparon con un papel poroso y se dejaron secar por 24 horas,
una vez que las peliculas estuvieron secas, se despegaron de las capsulas y se

procedid a realizar los experimentos de liberacién.
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STOL

genipina

quitosano quitosano secado de pelicula de Vial de captaciéon
+ genipina la pelicula quitosano con de volatiles
+STOL STOL

Esquema 5.5: Obtencidén de peliculas de quitosano y disposicién del mismo en vial

de liberacion para el analisis de SPME.

5.2.1.2.2 Caracterizacion

La composicién quimica de las peliculas sintetizadas fue analizada mediante
espectroscopia  FT-IR. La figura 5.1 muestra los espectros de la pelicula
entrecruzada (a), y el de la genipina (b). Las bandas mas importantes de la
genipina son las de 1680 cm! que se asigna a la vibracién del grupo carboximetilo
y una aguda banda intensa a 1104 cm-! que corresponde al enlace C-O-C. Ademas
se puede observar el estiramiento O-H a los 3416 cm-1. Al analizar el espectro de
las peliculas (Fig. 5.1 a), se puede observar la desaparicion de la banda a los 1680
cm-ly la aparicion a los 1646 cm! de la banda correspondiente al estiramiento del
doble enlace C=0 de la uni6on amida. Esta nueva banda confirma el
entrecruzamiento entre los grupos carbonilo de la genipina con los grupos amino
del quitosano. También se observa en el espectro de la pelicula el estiramiento del
enlace C-O antisimétrico a los 1080 cm! y el estiramiento a los 3400 cm

correspondiente al enlace O-H.
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Figura 5.1: Espectros FT-IR. a) Pelicula de quitosano entrecruzada

b) genipina.

5.2.1.2.3 Estudios de liberacion
Para estos estudios, se coloc6 una porciéon de la pelicula de 2 cm?, en un vial apto
para la captacion de volatiles por SPME (Esq. 5.5).

El analisis de la liberacion de STOL se realiz6 por la técnica de
Microextraccion en Fase Soélida (SPME). Para esto se introdujo una fibra de
polidimetilsiloxano en el vial de liberacién y la misma se mantuvo en contacto con
los posibles volatiles liberados de la pelicula, por un periodo de 30 minutos,
transcurrido ese tiempo los volatiles fueron desorbidos en un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrofotémetro de masas.

Esta técnica de deteccidon utilizada se basa en dos procesos: Por un lado en
la adsorcion del volatil en la fibra elegida y en segunda instancia en la desorcién
del compuesto en un cromatégrafo de gases (Esq. 5.6). La ventaja que otorga este
tipo de andlisis es que permite la independencia de solventes para la captacion del

compuesto de interés.
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Esquema 5.6: Procesos involucrados en la microextraccion en fase

sélida. a) adsorciéon de volatiles en fibra, b) desorcién de volatiles

en cromatégrafo de gases.

El cromatégrafo de gases utilizado se encontraba acoplado a un
espectofotémetro de masas y fue posible la identificaciéon del compuesto liberado
por su EM (Esq. 5.7).

Este tipo de analisis fue de tipo cualitativo y se utilizé para conocer el
proceso de liberaciéon de la droga, para adquirir practica en la analitica de
liberacion y para conocer la capacidad del quitosano de retener el compuesto de
interés. De esta manera, se comprobd liberacién de STOL hasta dia 13 de la
experiencia. Si bien los polisacaridos en general son conocidos por su retencién de
volatiles debido a interacciones moleculares con moléculas especificas o por un
aumento en la viscosidad de la matriz (Guichard et al. 2002); en este caso en
particular la presencia de genipina permiti6 la formaciéon de un reticulo
entrecruzado con caracteristicas necesarias para una correcta formacion de la
pelicula y de esta manera lograr una adecuada relacion retencion/liberacion de

STOL.

71



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

TIC = 1.0
50
0
a) 2 3 4
B5.579 )% |
41
B9
50 B
110
ol|l L W9 128 45 g 183 205 224 24957266 R
' 100 ' 200 ' 300 -

Esquema 5.7: a) Cromatograma correspondiente a STOL obtenido a partir de los volatiles de

la pelicula de quitosano. b) EM de STOL.

Los estudios de caracterizacion y de liberacion de STOL mostraron que el
quitosano efectivamente reacciond con la genipina, formando redes entrecruzadas
y permitiendo la retencién y posterior liberaciéon del compuesto de interés por un
periodo de tiempo adecuado. Si bien estos sistemas “secos” tipo peliculas son
practicos en su colocacion, es conocido que la liberacién del compuesto es
dependiente de la humedad ambiente, la cual condiciona la difusion de la droga a
través de la pelicula. Otro factor importante a tener en cuenta son las propiedades
de las peliculas (espesor, estabilidad, propiedades mecanicas) y su relacion area
expuesta versus velocidad de liberacidn, ya que en cuando se necesitan dosis
elevadas de liberacion en tiempos largos, se deben usar peliculas con un alto valor

de area expuesta.

5.2.11 Geles

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de
polimeros que absorben cantidades considerables de agua (Hamidi et al. 2008).
Estos polimeros son hidroéfilos, blandos, elasticos e insolubles en agua ademas que
se hinchan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen

mientras mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisico quimico (Katime et
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al. 2004). Adicionalmente pueden tener gran resistencia mecanica segun el
método con el que se obtengan.

Los geles se pueden clasificar en dos tipos, en funcion de la naturaleza de las
uniones de la red tridimensional que los constituyen: Los geles fisicos presentan
una red tridimensional formada por uniones que no son completamente estables,
sino que estan asociadas a una reaccién de enlace-no enlace, que se puede dar en
los dos sentidos. Generalmente, las uniones son del tipo de van der Waals, muchos
mas débiles que las uniones de tipo covalentes (DeGennes 1979). Por otro lado
estan los geles quimicos, que son aquellos en los que la red esta formada a través
de enlaces covalentes. Este tipo de enlace es muy fuerte y su ruptura conduce a la
degradacién del gel. Por este motivo, los geles quimicos no son reversibles con la
temperatura, es decir una vez rotos los enlaces, no se pueden volver a formar. Este
tipo de enlaces da lugar a un proceso de gelificacion fuerte. En el caso de los
geles quimicos, el entramado molecular esta fijado por los nudos covalentes de la
malla, en los geles fisicos existe un entramado de origen fisico (no permanente)
puesto que las cadenas se interpenetran unas con otras en una red tridimensional
que puede albergar y retener moléculas de liquido. Por lo que respecta al
hinchamiento, la diferencia fundamental entre geles de origen quimico o fisico
reside en que, en los primeros, la entrada de liquido no puede separar las cadenas
por estar covalentemente unidas mientras que en los segundos, la entrada de
liquido puede desenredar las cadenas, separandolas, debido a que las fuerzas que
las mantienen unidas son de origen fisico. La estructura entrecruzada es
indisoluble mientras que las de origen fisico pueden disolverse en determinadas
condiciones. La entrada de liquido en el interior de un gel quimico alcanza un
limite o grado maximo de hinchamiento, ya que la estructura covalente no puede
deformarse indefinidamente (Saez et al. 2003).

La conformacién tridimensional en los geles ocurre en soluciones acuosas
concentradas, cuando el polimero inicial es capaz de gelificar con la consecuente
formacién de redes espaciales covalentes o no covalentes. El caracter hidrofilo se
debe a la presencia de grupos funcionales hidroéfilos como son: OH, COOH, CONH
entre otros (Escobar et al 2003). En la aplicacién como liberadores de

medicamentos los hidrogeles han sido ampliamente usados como portadores
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inteligentes de sustancias activas y sus caracteristicas fisico-quimicas y grado de
entrecruzamiento definen propiedades tales como la capacidad de hinchamiento,
cinética de liberacion, respuesta al ambiente o biodegradabilidad (Peppas et al.
2000). Estas variables son herramientas fundamentales que han sido usadas por la
quimica, la biologia y la ingenieria en aras de lograr su optimizacién en diferentes
aplicaciones.

La cinética de liberacion de un farmaco, incluida la velocidad de difusion,
depende de las propiedades fisicas del mismo, especialmente de su peso molecular
y de su solubilidad en agua y en el hidrogel, ademas del area superficial, la
geometria y la densidad de la membrana del hidrogel (Reihnart et al. 1981).

Como es de esperarse en el proceso de liberaciéon de farmacos disueltos o
encapsulados en un polimero hacia el medio externo, éstos deben atravesar la
barrera que supone la superficie del hidrogel, por lo cual las condiciones de
estructura y forma de la superficie son un factor importante en la liberacién. Este
factor también se puede controlar desde la sintesis de la red polimérica e incluye el
control del tamano del poro (Matsuyama et al. 1997). La formaciéon de poros
depende tanto de la metodologia de sintesis como del grado de entrecruzamiento
(relacion grupo funcional/agente entrecruzante).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en geles de quitosano
y de alginato. Los mismos fueron caracterizados y fue estudiada su capacidad de

liberacion de STOL.

5.2.11.1 Preparacion de gel de quitosano

Se realizé una solucidn de quitosano al 14 % p/v en relacion al solvente
(acido acético 5% v/v), se mezclé por 15 minutos, se agreg6é una solucidon de
genipina al 0,5% p/p en relacion al polimero, se mezcl6 por 15 minutos mas y
luego se incorporé STOL (3,5 % v/v en etanol), en una relacién de 60% p/p con
respecto al polimero. Se mezcl6 por 30 minutos y una vez incorporado el
compuesto de interés se procedié a preparar el material para los experimentos de

liberacién.
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5.2.11.1.1 Caracterizacion

La composicion quimica de las peliculas sintetizadas fue analizada mediante
espectroscopia FT-IR. La figura 5.2 muestra los espectros del gel (a), y el de la
genipina (b).

Como se puede observar, se presentan las bandas caracteristicas tanto del
quitosano, como de la genipina nombrados en el punto 5.2.1.2.2 y que describen el

entrecruzamiento propio del polimero con su entrecruzante.

a e

1646

1080

3400

3416
1680
1104

T T T
4000 3000 2000 1000

Figura 5.2. Espectro FT-IR. a) gel quitosano entrecruzado b) genipina

5.2.11.1.2 Liberacion de sulcatol

Los ensayos de liberacion se realizaron introduciendo el gel formado en un
frasco de penicilina que actu6 como vial de liberacion. Luego se introdujo en el
mismo 5 mL de etanol y se dejé en contacto con el gel por 24 horas. Diariamente
todo el solvente de los viales fue extraido y utilizado para el andlisis relativo de las
concentraciones por cromatografia gaseosa. El mismo volumen eliminado era
reemplazado por el solvente puro a los fines de continuar diariamente la cinética
de liberacion de los compuestos. Los experimentos de extraccidn y reposicion de
solvente continuaron hasta que no se encontré sefial de compuesto liberado por
los métodos de deteccién utilizados para tal fin. Tal experiencia se realizé por

triplicado. En la figura 5.3 se grafica el porcentaje acumulado de STOL liberado.
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Los resultados de liberacion de STOL realizados con el gel de quitosano
demuestran que se comporté como un buen agente de retencién del compuesto ya
que se registro una liberacion sostenida y controlada hasta el dia 10, alcanzando en
este punto una liberacion del 85 % del compuesto (Fig.5.3).

El porcentaje del 15% residual quedo retenido por el dispositivo.
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Figura 5.3: Liberacién de STOL desde gel de quitosano

5.2.11.2 Preparacion de gel de alginato

Se realiz6 una solucién de alginato al 20% p/v en agua destilada, dicho
solvente fue incorporado lentamente al polimero y se mantuvo en agitaciéon
vigorosa por 30 minutos. Transcurrido ese tiempo y habiendo logrado una textura
de gel, se incorporé STOL (3,5 % v/v en etanol), en una relacién de 70% p/p en

relacion al polimero.

5.2.11.2.1 Caracterizacion

Por medio de espectroscopia FT-IR se analiz6 la composicién quimica del
gel de alginato. En la Figura 5.4 se pueden observar los picos caracteristicos del
polimero. La banda ancha a los 3447 cm-! corresponde a la tension de los grupos
OH, alos 2920 cm! se observa el estiramiento del enlace C-H, mientras que a los
1617 cm1 y 1416 cm! se observan los picos correspondientes a las vibraciones
asimétrica y simétrica del enlace COO-, por ultimo a los 1299 cm-! se observa el
pico del estiramiento asimétrico C-O-C (Li et al. 2008) a los 1024 cm-1estiramiento

del enlace C-O-C.
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Figura 5.4: Espectro FT-IR del gel de alginato

5.2.11.2.2 Liberacién de sulcatol

Los experimentos de liberacion de sulcatol se realizaron de la misma
manera que con el gel de quitosano. En la figura 5.5 se grafica el porcentaje
acumulado de STOL liberado.

El andlisis de liberacion demostr6 que el 94% de dicho compuesto fue
liberado al dia tres de la experiencia (Fig. 5.5).

El alginato es conocido como formador de dispositivos de liberacion en
variadas formulaciones quimicas, sin embargo su uso se apunta generalmente a
ciclos de liberacion de minutos u horas, y siendo necesario a los fines del objetivo
del presente trabajo de investigacidn, alcanzar liberaciones sostenidas por
periodos de dias, se considera poco efectiva la liberacién alcanzada con esta

matriz.
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Figura 5.5: Liberacién de STOL desde gel de alginato
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5.2.11.3 Conclusiones parciales

La forma de sintesis de los geles supone una clara ventaja en cuanto a la
incorporacion de un compuesto de interés, ya que al ser un proceso sencillo, que
no posee medios o pasos intermedios de reaccion, no supone la pérdida del
compuesto en etapas intermedias de sintesis.

La preparaciéon de los dispositivos usando geles (via “himeda”) permitio
regular la velocidad de difusion y la de liberaciéon, aumentando en el tiempo. En
cuanto al comportamiento de incorporaciéon/liberacién de STOL, los dos polimeros
utilizados mostraron diferencias importantes; mientras que el quitosano mantuvo
una liberacién controlada por una cantidad considerable de dias con un bajo
porcentaje de retencion de la droga, el alginato lo hizo por un periodo de tiempo
muy reducido. Asi, con el fin de aumentar la superficie expuesta al ambiente y de
obtener dispositivos mas faciles de transportar y de ubicar en forestaciones, es que
se condujo la experimentacion hacia el desarrollo de esferas. Las esferas poseen
una alta relacion volumen/superficie, lo cual es muy beneficioso para la

preparacion de dispositivos de liberacién controlada y prolongada en el tiempo.

5.2.111 Esferas

La encapsulacion es el recubrimiento de materiales soélidos, liquidos o
gaseosos con una pelicula de material polimérico o graso que origina particulas de
flujo libre. El producto de este proceso tecnologico puede tener un rango de
tamafio de micras a milimetros; cuando las capsulas poseen tamafio inferiora 1 um
el proceso de encapsulacion recibe el nombre de nanocapsulas.

Al encapsular o recubrir un material sélido se obtienen particulas que
generalmente presentan una forma irregular, debido a que el material de cubierta
se deposita en la superficie de las particulas que se encapsularan y adopta su forma
original. Al encapsular gases se obtienen particulas compuestas de un nucleo
gaseoso, rodeado de una pelicula del material de cubierta que se denominan
microcapsulas. Si la sustancia que se encapsulara es un liquido, una solucién, una
emulsién o una dispersion se pueden obtener estructuras capsulares (capsulas) o

matriciales (esferas) (Esq. 5.8). El tipo de estructura depende en gran medida del
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procedimiento de la encapsulacién empleado, asi como de las propiedades de la

sustancia que se encapsulara y del material de cubierta.

Esquema 5.8: Tipos de estructura que presenta la particula
resultante del proceso de encapsulaciéon de un material liquido.

a) Estructura capsular b) Estructura matricial

En el sistema capsular, el material activo se encuentra incluido en una especie de
reservorio, que puede ser de naturaleza liquida o s6lida, el cual se haya envuelto
por una fina pelicula de material de recubrimiento. En el esquema 5.9 a se observa
el caso de una capsula con el interior lleno, mientras que en el esquema 5.9 b se
observa el interior parcialmente vacio.

En el sistema matricial el material activo se encuentra altamente disperso
en la matriz polimérica. Se pueden obtener asi una estructura en forma de espuma
en donde el material activo se encuentre repartido por toda la microcapsula y la
cubierta permanece intacta (Esq 5.9 c) o bien forma una estructura abierta en
forma de red (Esq. 5.9 d). También es posible la sintesis de sistemas matriciales
donde el material activo esta disperso en la matriz que sirve como cubierta, tanto

como esfera llena (Esq. 5.9 e), como en la periferia (Esq. 5.9 f).

ESTRUCTURA ESTRUCTURA
CAPSULAR MATRICIAL

Esquema 5.9: Diferentes morfologias en estructuras encapsulares.
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Se han desarrollado diferentes métodos para la encapsulacion de compuestos de
naturaleza muy diversa, los mismos se dividen en mecanicos, quimicos y
fisicoquimicos: Los de tipo mecanico son los mas usados industrialmente por lo
factible de su ejecucion y la obtenciéon de los dispositivos puede realizarse por:
extraccion/evaporacion del solvente, secado por atomizaciéon o recubrimiento en
lecho fluido. En cuanto a los de tipo quimico han sido mas empleados a escala de
laboratorio que a escala industrial y los procesos de elaboracion puede ser por
polimerizacion interfacial o por polimerizacion heterogénea. Por su parte, los
métodos fisicoquimicos son los de relevante interés en este trabajo de tesis ya que
fueron los utilizados para la realizacion de las esferas que se presentan en este
capitulo.

Este tipo de métodos se basa en el concepto de coacervacion. Este es un
fendmeno de separacion de fases producido por una desolvatacion parcial de una
solucién polimérica homogénea, en una fase rica en polimero (coacervado) y una
fase pobre en polimero (medio de coacervacion).

Ademas, de acuerdo al proceso de separacion de fases, los métodos se
dividen en coacervacién simple y compleja. En las de tipo simple, la separacion de
fases puede ser inducida por adicién de un no-solvente, cambio de temperatura,
cambio de pH, adicién de una sal o de un polimero incompatible y en las de tipo
compleja, la separacion de fases ocurre de forma espontanea, cuando en un medio
acuoso se mezclan dos o mas polimeros que presentan carga opuesta (polication y
polianion), como consecuencia de la atraccion electrostatica entre ellos (Saez et al.
2007, Gosh S. 2006).

La morfologia de wuna esfera permite aumentar la relacion
volumen/superficie y de esta manera aumentar la superficie expuesta del material
para lograr una mayor liberacion del compuesto incorporado.

En esta parte del estudio, se comenzo6 con la preparacién de esferas simples
de quitosano o de alginato, para luego poder realizar un estudio comparativo

frente a sistemas mas complejos como son las esferas combinadas.
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5.2.111.1 Preparacion esferas simples de quitosano

Se realizaron esferas de quitosano por el método de coacervaciéon simple. En todos
los casos de sintesis, la separacion de fases que condujo a la formacion de las
esferas, se realiz6 por el contacto del quitosano que es soluble en pHs acidos, con
una soluciéon de NaOH.

Para la realizacion de las esferas se prepard una soluciéon de quitosano de
3% p/v en acido acético 5% v/v. Luego se prepararon tres tipos de esferas
diferentes, conteniendo STOL, Beta-Caroteno (BC) o Rojo Congo (RC)
respectivamente. El STOL se incorporé a la solucién de quitosano en una
proporciéon de 100 % p/p, mientas que el BC y el RC en una relacién de 0,012 %
p/p.

Cada una de las soluciones de polimero conteniendo los compuestos fue
goteada sobre respectivas soluciones alcalinas; en el momento en que ambas
soluciones se ponian en contacto, la esfera quedaba formada (Esq. 5.10). Las
esferas fueron mantenidas en la soluciéon por 20 minutos, luego fueron filtradas,
lavadas y colocadas en viales para los correspondientes estudios de liberacion (Fig.

5.6).
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SOLUCION DE NaOH

Esquema 5.10: Formacion de esferas de quitosano con incorporacion de RC.
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Figura 5.6: Fotografia de esferas quitosano con RC

5.2.111.1.1 Caracterizacién

Por medio de estudios de espectroscopia FT-IR se analiz6 la composicién de
las esferas de quitosano y en la Fig. 5.7 se detallan los picos caracteristicos de la
estructura de este polisacarido. La banda ancha a los 3451 cm-! corresponde al
estiramiento del enlace O-H, el pico a los 2875 cm! demuestra el estiramiento C-H,
a 1652 cm! se ve el pico correspondiente a la frecuencia de torsién NHz, mientras

que la banda a los 1080 cm! se debe al estiramiento antisimétrico del enlace C-O.
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Figura 5.7: Espectro FT-IR de las esferas de quitosano
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5.2.111.1.2 Estudios de liberacion

Antes de comenzar con los estudios de liberacion del compuesto de interés
entomolégico (STOL) desde las esferas simples de quitosano, se realizaron pruebas
de liberacién con dos compuestos de distinta hidrofobicidad para entender el
comportamiento de este polimero frente a variables hidrofébicas-hidrofilicas.

En este sentido, se realizaron esferas conteniendo Rojo Congo (RC) de
naturaleza hidrofilica o Beta Caroteno (BC) de naturaleza hidrofébica.

El Rojo Congo es una es un colorante diazo aniénico secundario con
estructura plana (Fig. 5.8), soluble en solventes polares como la acetona (alta
solubilidad) y etanol (soluble); en agua a 25 °C presenta una solubilidad de 1 g/30
mL, mientras que ésta se ve incrementada en agua a menor temperatura. El RC
disuelto en soluciones acuosas da lugar a la formacién de soluciones coloidales
mediado por un mecanismo de agregacion. El mecanismo postulado para la
agregacion de RC es por intereaccion hidrofébica mediante interacciones
electronicas de tipo I1- 1 pertenecientes a los anillos aromaticos, las que conducen
a constituir agregacion de moléculas de RC con caracteristicas de apilamiento

(Bosio et al. 2012).

NaO,S SO,Na
OOt
s wl

Fig. 5.8: Estructura quimica del Rojo Congo

Recientemente, el RC fue empleado en estudios histolégicos para detectar la
presencia de proteinas fibrilares enriquecidas en conformaciéon de lamina plegada
(estructuras tipo 3). Estos estudios sirvieron para evidenciar algunas patologias
neurodegenerativas como Alzheimer, Huntington y Parkinson (Frid et al. 2007).
Asimismo el RC fue usado para marcar y detectar algunos tipos de hidrolasas como

mananasas, xilanasas deshidrogenasas, celulasas y otras cuyos mecanismos

83



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

probablemente estén relacionados a la presencia de conformaciones de tipo
lamina-f3 plegada en la estructura de estas proteinas (Breccia et al. 1995).

Por su parte, el BC es un carotenoide hidrofébico que consiste en una
cadena poliénica formada por once dobles enlaces conjugados y un anillo 3 al final
de cada cadena (Fig. 5.9) La zona de la molécula que presenta alternancia entre
enlaces C-C simples y dobles recibe el nombre de croméforo y es la responsable de
la capacidad de los carotenos de absorber luz en la regidon visible y en consecuencia

de su gran capacidad de coloracion (Knockaert et al. 2012).

Fig. 5.9: Estructura quimica del Beta Caroteno

Este compuesto es de particular interés, ya que ademas de ser uno de los
mas efectivos precursores de vitamina A en el organismo, posee beneficios en la
salud tales como agente preventivo del cancer, inhibidor de tlceras y de ataques al
corazon (Colditz et al. 1985; von Lintig et al. 2010).

Sin embargo, su uso es limitado debido a su baja solubilidad en agua y a su
inestabilidad quimica, su propiedad lipofilica determina que debe ser disuelto en
aceites o dispersado en matrices adecuadas antes de ser utilizado en productos
alimenticios (Soares & Craft 1992). Es por este motivo que numerosos proyectos
de investigacion en la actualidad, tienen como objetivo estudiar las formas de
vehiculizacion de este compuesto.

Las esferas conteniendo los colorantes RC o BC, o STOL fueron colocadas en
viales de liberacién con 5 mL de solvente de extraccidon. Diariamente el volumen
total de los viales fue extraido y reemplazado por el mismo volumen de solvente
limpio para el registro de liberacion del dia siguiente. En las figuras de liberacion
de BC (Fig. 5.10) y de RC (Fig. 5.13) se grafica el porcentaje acumulado total de los

dias de experimentacion.
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Los colorantes RC y BC fueron analizados por espectrofotometria UV-visible
y el STOL fue estudiado por cromatografia gaseosa. Se emplearon varios solventes
de extraccion (Tabla 5.1). Se probd con solventes de polaridad creciente desde
cloroformo hasta agua, en un intento de agotar las posibilidades de solubilidad y
extraccion del RC liberado desde las esferas.

En el caso del BC, la liberaciéon se analizé en una primera instancia con
etanol, pero no se detect6 liberacion con tal solvente, por este motivo se analizé
luego la liberaciéon con tetrahidrofurano y fue con este solvente con el que
finalmente se realiz6 el andlisis.

En el caso del STOL la extraccién se realizé con etanol ya que la solubilidad

ya habia sido aprobada.

Tabla 5.1: Solventes de extraccion utilizados para la cuantificacion de BC, RCy STOL desde

las esferas de quitosano

Solventes de extraccion
CHCl; | THF | Etanol | H20 Buffer Buffer | Buffer
pH 2,5 pH7,5 | pH12

RC X X X X X X X
Esferas BC X X
quitosano | STOL X

Para estudiar el porcentaje real de los compuestos de interés incorporados
a las esferas, se analizaron las soluciones de sintesis después de que estuvieron en
contacto con las mismas en el proceso de la elaboraciéon. En cuanto al RC se
registré un porcentaje de 12% no incorporado a las esferas, para el STOL un
porcentaje de 15% no fue incorporado y el BC fue encapsulado totalmente por los
dispositivos.

En cuanto a la liberacién de los compuestos, s6lo se registro liberacion de
BC desde las esferas de quitosano, alcanzando al dia cuatro un 24% de compuesto
liberado (Fig. 5.10).

En cuanto al RC no se registro liberacion con ninguno de los solventes que
estuvieron en contacto con las esferas. Asimismo la cantidad de STOL detectado
por cromatografia gaseosa no fue suficiente para establecer un area

cromatografica adecuada de ser cuantificada; solo fue detectado como trazas.
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Figura 5.10: Porcentaje de BC liberado desde esferas de quitosano

Los resultados obtenidos con las esferas de quitosano se presentan en la
tabla 5.2 y los mismos sugieren por un lado, que dicho polimero funciona como un
agente de retencion muy importante del compuesto hidrofilico, ya que habiendo
quedado en las soluciones de sintesis s6lo un 12% de RC, no se registro liberaciéon
del mismo durante los dias de experimentacion.

Por otro lado, en cuanto al compuesto hidrofébico BC, el total del
compuesto fue incorporado a las esferas y se registr6 una liberacién al dia cuatro
de la experiencia de 24%, demostrando el gran porcentaje de compuesto retenido
por este tipo de dispositivos.

Por ultimo, en cuanto al porcentaje de STOL incorporado, el total del mismo
fue retenido por los dispositivos, ya que no se registro liberacion suficiente para

ser cuantificada.

Tabla 5.2: Porcentajes de incorporacion y de liberacion de RC, BC y STOL desde esferas

simples de quitosano.

Porcentaje de incorporacién de Porcentaje de liberacion de compuestos
compuestos en esferas de desde esferas quitosano en sus
quitosano respectivos solventes
No incorporado  Incorporado Retenido Liberado
(%) (%) (%) (%)
Compuesto RC 12 88 100 0
BC 0 100 76 24
STOL 15 85 ~100 Trazas cromatograficas

Podemos concluir que el quitosano incorpora en un buen porcentaje todos

los compuestos organicos muestreados ya que se encontraron porcentajes
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incorporados a partir de un 85%. En cuanto a la liberaciéon de los mismos, no se
observoé una buena liberacion ya que el inico compuesto posible de cuantificar fue

el BC, encontrandose s6lo un 24% del mismo en el solvente de extraccion utilizado.

5.2.111.2 Preparacidn esferas simples de alginato

Se realizaron esferas de alginato y al igual que en las detalladas
previamente, se hicieron por el método de coacervaciéon simple. En este caso, la
separacion de fases se produjo por la adicién de una sal. Asi, se utilizé una
solucién de CaCl; como solucion gelificante. Para la realizacién de las esferas se
preparé una soluciéon de alginato de 4% p/v en agua destilada. Luego se
prepararon tres tipos de esferas diferentes, conteniendo STOL, Beta-Caroteno (BC)
o Rojo Congo (RC) respectivamente. E1 STOL se incorporé a la solucién de alginato
en una proporcion de 100 % p/p, mientas que el BC y el RC en una relacién de
0,012 % p/p.

Sobre la solucion de CaClz 2% p/v se goted el alginato que contenia el
compuesto de interés, ya que permite la reaccion de los grupos COO- disponibles
del polimero con el Ca2* de la sal para formar estructuras tridimensionales en la
conocida conformacion en “caja de huevo” (Esq. 5.11). Al formarse tal
conformacidn, se promueve la incorporacion del compuesto disuelto en la solucién
polimérica, al interior de la esfera (Fig. 5.11).

Se analizé la incorporacién y posterior liberaciéon de STOL, BC y RC.

/
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SOLUCION DE  SOLUCION DE GOTEO DE SOLUCION  ESFERAS EN ESFERAS DE
ALGINATO ALGINATO DE ALGINATO SOBRE  FORMACION ALGINATO
+BC SOLUCION DE CaClz

Esquema 5.11: Formacion de esferas de alginato con incorporaciéon de BC.
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Figura 5.11: a) Fotografia de esferas de alginato

con BC incorporado. B) Solvente de extracciéon

5.2.111.2.1 Caracterizacion

Se analiz6 por espectroscopia FT-IR la composiciéon de las esferas de
alginato. En la Fig. 5.12 se puede observar los picos caracteristicos del espectro.
Las bandas de 1619 cm1 y 1415 cm™! corresponden al estiramiento asimétrico y
simétrico de los grupos COO-, el pico a los 1034 cm™! corresponden al estiramiento
C-0-C propio de una estructura de sacarido, mientras que la banda ancha a los
3448 cm! corresponden a la tension de los grupos OH- y el pico a los 2923 cm

corresponde a la tensién C-H (Li et al. 2008).
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Figura 5. 12: Espectro FT-IR de las esferas simple de alginato
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5.2.111.2.2 Estudios de liberacion

Las esferas se alginato fueron estudiadas en cuanto a su capacidad de
incorporar y liberar tres compuestos de distintas caracteristicas. Se analiz6 la
incorporacién y liberacién de los colorantes RC y BC, asi como del compuesto del
blend feromonal, STOL. Se utilizaron variados solventes de extracciéon para las
cuantificaciones correspondientes, asi se utilizé6 THF para el BC y etanol para el RC
y el STOL.

En la tabla 5.3 se pueden observar los porcentajes de incorporacion y de

liberacion de los compuestos en las esferas de alginato.

Tabla 5.3: Porcentajes de incorporacion y de liberacién de RC, BC y STOL desde esferas de

alginato.
Porcentaje de incorporacién de compuestos Porcentaje de liberacion
en esferas de alginato de compuestos desde

esferas de alginato
No incorporado (%) Incorporado | Retenido(%) | Liberado(

Por pérdida Por pérdida en (%) %)

en CaCl; agua de lavados

Compues RC 0 0 100 82 18

tosde BC 7 15 78 65 35

Interes  STOL 5 27 68 85 15

En cuanto al porcentaje de incorporacion, se registr6 una excelente
encapsulacion de RC, ya que no se encontré tal compuesto en las soluciones de
sintesis analizadas posteriormente a la elaboracién de los dispositivos. Sin
embargo, la encapsulacién no fue exitosa cuando se experimentdé con los
compuestos de caracteristicas hidrofébicas como el BC y el STOL. En las soluciones
de CaClz donde se formaron las esferas se encontraron porcentajes de BC de 7% y
de STOL de 5%. No obstante, en el agua donde se lavaron los dispositivos luego de
su formacidn se encontraron porcentajes mas altos, siendo el porcentaje de BC de
15% y el del STOL de 27%.

En cuanto a la liberacion de estos compuestos, se registré una liberacion

total de 18% para el RC, de 35% para el BCy de 15% para el STOL (Fig. 5.13).
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Figura 5.13: Liberacién de RC, BC y STOL desde esferas simples de alginato.
( BC, = RC, == STOL).

Los resultados obtenidos en cuanto a la incorporacion de los compuestos en
las esferas de alginato pueden separarse, a los fines de un mejor entendimiento del
proceso de encapsulacién y composicién del sistema, en dos partes: por un lado
podemos afirmar que el polimero resultd un buen agente de incorporacion de RC,
BC y STOL, ya que no se encontraron altos porcentajes de compuestos en las
soluciones de CaClz, pero por otro lado es importante destacar para el BCy el STOL
(en el RC no se observé este comportamiento) que se encontraron valores altos de
pérdida de compuesto en el agua de los lavados. Este hecho puede deberse a la alta
porosidad que presenta este polimero y que puede ocasionar la salida del mismo
en el momento post-elaboracién (Huguet et al. 1996). En este sentido y teniendo
en cuenta también el rapido alcance de la meseta de liberacién, creemos que una
forma de cubierta de las superficies porosas de las esferas podria mejorar a la
retencion del compuesto en el momento de la elaboracion, asi también como a un

control en la etapa de liberacién del compuesto incorporado.

5.2.111.3 Conclusiones parciales

Podemos por un lado concluir que el quitosano es un buen formador de
esferas y que incorpora un buen porcentaje de los compuestos organicos
muestreados ya que se encontraron porcentajes incorporados a partir de un 85%.

En cuanto a la liberacién, podemos concluir que este polimero funciona como un
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excesivo agente de retencion ya que el inico compuesto posible de cuantificar fue
el BC, liberando un 24% del compuesto.

Por otro lado, las fortalezas encontradas en las esferas de alginato son que
mantienen la forma esférica adecuada y que incorporan un alto porcentaje de los
compuestos de interés. Sin embargo, poseen también ciertas debilidades, tales
como la salida rapida del compuesto incorporado ya sea por lavados de las esferas
o por sus propiedades de retencién intrinsecas.

Estas debilidades pueden ser superadas en la sintesis, por la suma de
compuestos que recubran la esfera y que colaboren a disminuir la porosidad del
mismo.

La propiedad de carga negativa del alginato otorgada por sus grupos COO-,
le confiere posibilidad de interaccién con otros polimeros de carga opuesta y de
esta manera amplias posibilidades de mejorar las condiciones desfavorables
detectadas. Asi, la experimentaciéon de la presente tesis doctoral se condujo al
desarrollo de esferas combinadas, intentando de esta manera asociar polimeros en

pos de alcanzar los objetivos propuestos.

5.2.111.4 Esferas combinadas

De acuerdo con el analisis de los resultados, y continuando con la busqueda
de un dispositivo 6ptimo que cumpla con los requisitos necesarios, se comenzaron
con los estudios de preparacion de esferas combinadas. Esto llevaba como objetivo
principal rescatar las fortalezas que cada polimero demostré en los dispositivos
ensayados y mejorar los inconvenientes observados.

En los ultimos afios, hubo un notable interés en los estudios de combinacion
del alginato con el quitosano y sus posibles aplicaciones como: bioingenieria de
tejidos, matrices para la encapsulacion de células de cultivo y como sistemas
multiples de liberacion de drogas (Deladino et al 2008; Drush et al. 2009;
Vidhyalashmi et al. 2009; Santagapita et al. 2011). Si bien el alginato en presencia
de ciertos cationes divalentes como el calcio tiene propiedades gelificantes
adecuadas, la suma de ciertos policationes como el quitosano puede mejorar

ciertas condiciones mecanicas de los dispositivos ayudando a optimizar tanto la
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encapsulacion de compuestos de interés, como la cinética de liberacion de los

mismos.
La interacciéon que se produce entre el alginato y el quitosano conduce a un

complejo polielectrolitico como se muestra en el esquema 5.12.
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Esquema 5.12. Complejo polielectrolitico formado entre el alginato (azul) y el quitosano (rojo).

La principal interacciéon que lleva a la formacién de este complejo es la
atraccién electrostatica que se produce entre los grupos amino catidnicos del
quitosano y los grupos carboxilo anionicos del alginato. Las demas fuerzas de
union de enlaces actiian como uniones de tipo secundarias sin la relevancia de las
mencionadas anteriormente (Sankalia et al. 2007).

Asi, al ser el pKa del quitosano de 6,3/6,5 y el del alginato de 3,38/3,65 la
maxima atraccion se produciria cuando los polimeros se encuentran en una
condicion de pH de 6 o 4 respectivamente: de esta manera la variacién del pH
tanto de las soluciones poliméricas como gelificantes, afecta la posible unién entre
ambos polimeros dando como resultado dispositivos con diferente rigidez final de
material. Esta propiedad estd intima e indirectamente relacionada con la
liberacion de compuestos (Lee et al. 1999).

Ademas, la sensibilidad del sistema frente a variables de sintesis como la
concentracion de los polimeros, el pH de las soluciones gelificantes y el tiempo de
curado permiten el estudio y analisis de dichas variables en vias de la obtencién
de la cinética de liberacion requerida.

El alginato y quitosano pueden entonces combinarse por dos alternativas

posibles, por un lado pueden sintetizarse esferas con un corazén de quitosano y

92



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

una cubierta de alginato, o bien los dispositivos de liberacién pueden estar

formados por un corazén de alginato y una cubierta de quitosano.

El uso de alginato y quitosano en la elaboracion de peliculas, geles y esferas
simples demostr6 que ambos polimeros poseen ventajas y desventajas para el
desarrollo de dispositivos de liberacion.

Los resultados obtenidos con alginato demostraron que este polimero
forma matrices demasiado porosas que en el caso del gel ocasionaron la liberacién
rapida del STOL y, en el caso de las esferas hubo pérdida importante de este
compuesto en las etapas de sintesis. Sin embargo, el quitosano result6 un buen
formador de peliculas y podria colaborar en la disminucion de la porosidad de una
esfera de alginato, cubriendo al dispositivo. De esta manera, la rapida difusién
experimentada por las esferas de alginato podria verse retardada por la aplicacién
de una pelicula de quitosano en su exterior.

En cuanto al comportamiento del quitosano en los estudios de liberacién
realizados con las esferas simples, los resultados mostraron que el quitosano posee
mayor capacidad de retencidén de compuestos de naturaleza hidrofébica, aunque se
observé una alta retenciéon residual y que el alginato, por su alta porosidad,
aumenta la velocidad de liberacidn.

Ademas, se conoce que la preparacion de esferas combinadas entre
polielectrolitos, mejoran las propiedades mecanicas debido a la formaciéon de
fuertes interacciones electrostaticas y en este sentido se propuso el desarrollo de
esferas con un corazon de alginato y una cubierta de quitosano.

Si bien el quitosano demostro con el gel que su liberacion de STOL es muy
buena, la morfologia y el grado de entrecruzamiento logrado en las esferas no
permiti6 que el compuesto se liberara de manera adecuada. Por este motivo, se
considerd la interaccién con un polimero que le otorgue porosidad al sistema, para
mejorar las propiedades de liberacidn. Asi se plante6 el desarrollo de esferas con
un corazén de quitosano y una cubierta de alginato.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos con los dispositivos

elaborados. En primera instancia se analizaran los resultados conseguidos con
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las esferas de corazon de quitosano y cubierta de alginato y luego, los de las esferas

de corazoén de alginato y cubierta de quitosano.

5.2.1IL.5 Preparacion de esferas combinadas: Corazon quitosano-Cubierta alginato.

Este tipo de esferas se realiz6 por un proceso de coacervaciéon compleja, en
el cual se forma un complejo polielectrolitico al mezclar en un medio acuoso dos o
mas polimeros que presentan carga opuesta (policatiéon y polianion). La atracciéon
electrostatica entre ellos provoca una separaciéon de fases que lleva a una
encapsulacién de un compuesto que se encuentre disperso en una de las dos
soluciones poliméricas de partida (Saez et al. 2007, Gosh S. 2006).

Estos complejos son una clase particular de macromoléculas cargadas
electrostaticamente con grupos ionizables complementarios. Este tipo de
materiales cobran relevante importancia en el desarrollo de biomateriales
poliméricos, en la inmovilizacion de varias especies activas y en procesos
biologicos. Las propiedades y posibilidades de obtencion de redes de diversas
formas y tamafios hacen que los hidrogeles y especialmente los complejos
polielectroliticos sean muy utiles en diversos campos, encontrandose el mayor
desarrollo en el campo biomédico, donde la ingenieria de tejido y el disefio de
sistemas de liberacion sostenida alcanzan los maximos niveles a escala mundial

(Pong et al. 2003).

Las esferas combinadas con un corazon de quitosano y cubierta de alginato
(ESF ® QUI) fueron realizadas de la siguiente manera: Se preparé una solucion de
quitosano de 1,5 % p/v en acido acético 0,5 % v/v pH 5 y se mantuvo en agitaciéon
por dos horas. Transcurrido ese tiempo, dicha solucién fue goteada con una jeringa
de didmetro de 2 mm sobre una solucién de alginato que contenia genipina. Las
esferas asi formadas fueron mantenidas en la solucion gelificante de alginato por
20 horas y fueron filtradas.

El pKa del alginato es de 3,3/3,6 y el del quitosano de 6,3/6,5, es decir que
en tales condiciones, los polimeros poseen la mitad de sus grupos ionizables y por

lo tanto, en situacién éptima para interaccionar con grupos de carga opuesta. Por
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ese motivo y con la intencidn de estudiar el efecto de la variacion del pH de la
solucion de alginato, en la interacciéon con el quitosano, se modificé el pH de la
solucion del primer polimero, obteniendo valores de 3,6 y 8. Ademas, también se
estudio el efecto de la concentracidon del alginato en la formaciéon del complejo
polielectrolitico preparando soluciones de 0,25; 0,5; 0,75y 1 % p/v. En el esquema
5.13 se muestra un esquema de la formacion de las esferas y en la figura 5.14
fotografias de las esferas formadas.

La gelacion de las gotas de quitosano en la solucién de alginato + genipina
depende de dos factores: por un lado de la formacién del complejo polielectrolitico
y por otro del entrecruzamiento del quitosano con la genipina. En este sentido, la
tasa de reaccidn entre el quitosano y el alginato por interaccién electrostatica es
muy rapida, mientras que el curado del quitosano por la genipina es un proceso
mas lento. Por su parte y considerando los procesos de difusién, las moléculas de
alginato estan limitadas a penetrar a través de la delgada capa exterior hacia el
interior de la gota de quitosano, mientras que la genipina, al ser una molécula mas
pequeifia puede penetrar mas facilmente las gotas de quitosano y reaccionar con
los grupos disponibles. Debido a esta razén el complejo alginato-quitosano
controla la formacién de la capa exterior de la esfera, mientras que el
entrecruzamiento del quitosano por la genipina domina el curado del corazon de la

esfera (Mi et al. 2002).

SOLUCION DE L M\earwwrws

N —
QUITOSANO
SOLUCION ESFERAS COMBINADAS
DE CORAZON DE QUITOSANO
ALGINATO CUBIERTA DE ALGINATO
+ GENIPINA

Esquema 5.13: Formacion de ESF® QUL * Las condiciones de la solucion de alginato
estudiadas fueron: Concentracion de dicha solucién: 0,25; 0,5; 0,75y 1 % p/vy pH de la
misma: 3,6 y 8. Se analizaron las doce combinaciones posibles de concentracién y pH del

alginato. 95



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

Figura 5.14: Fotografia de ESF® QUI.

5.2.111.5.1 Caracterizacion

5.2.111.5.1.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Los estudios de caracterizacion estructural se realizaron por espectroscopia
FT-IR. En la figura 5.15 se puede ver las bandas que demuestran la interacciéon
polielectrostatica establecida en las ESF ® QUI.

En el espectro del quitosano se puede observar la banda ancha a los 3451
cml correspondiente al estiramiento del enlace O-H, el pico a los 2875 cm-!
demuestra el estiramiento C-H, a 1652 cm se ve el pico correspondiente a la
frecuencia de torsion NH, mientras que las bandas a los 1080 cm1 y a los 1030
cm1 se debe al estiramiento antisimétrico y simétrico del enlace C-O.

En el espectro de las ESF  ® QUI se puede observar la aparicién de una
banda a los 1646 cm1, correspondiente al doble enlace C=0 de la unién amida. Esta
nueva banda confirma el entrecruzamiento entre los grupos carbonilo de la
genipina con los grupos amino del quitosano. También se observa en el espectro de
las esferas el estiramiento del enlace C-O antisimétrico a los 1080 cm1 y el
estiramiento a los 3400 cm-! correspondiente al enlace O-H.

Al comparar el espectro de las ESF® QUI con sus blancos correspondientes,
se puede observar que hay una diferencia en la relacion entre las bandas de los
3400 cm, y los picos caracteristicos del alginato (1616 cm-1 ), del quitosano
(1652 cm! )y el de las ESF® QUI (1646 cm1). En este tultimo espectro se observa
la diferencia de interés particular ya que la relaciéon entre las bandas nombradas

previamente, no mantiene la misma relacién que en los otros dos casos blanco.
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Esta caracteristica del espectro de las ESF® QUI es indicadora de la

interaccidn polielectrolitica sufrida en las esferas.

AL

ESF® QUI

QUI

1088

N
n
e}
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L . . . L . . . L
3000 2000 1000

Figura 5.15: Espectros FT-IR de las esferas combinadas ESF ® QUI y sus correspondientes

controles de quitosano y alginato.

5.2.111.5.1.2 Microscopia 6ptica (Watershed transformation)

La capacidad del programa de “Watershed transformation” de diferenciar
zonas de una fotografia con distintos brillos, permite distinguir dentro de la misma
muestra, regiones “altas” (de mayor brillo) y regiones “bajas” (de menor brillo).

Con el objetivo de conocer la composicién de las distintas partes de las
esferas en estudio, esto es, corazon y cubierta se fotografiaron las esferas
combinadas y se analizd la composicion de las distintas secciones de la esfera.

El corte producido en la mitad de la esfera y la oportunidad de observar y
fotografiar el lado interno de la misma, otorga la oportunidad de comprender los
diferentes indices de reflexion de la luz de acuerdo se trate de la zona interior (o
corazon) o la zona exterior (o cubierta) (Fig. 5.16).

En este sentido, fue posible fotografiar las esferas con corazén de quitosano

y cubierta de alginato preparadas a una concentraciéon de quitosano de 1,5% p/vy
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con una solucion gelificante de alginato de concentracién igual a 1% p/v y a un pH

de 9.

Figura 5.16: ESF ® QUI cortadas por la mitad. Estas

fotografiasno presentan aun la caracterizacién producida

por el programa “Watershed transformation”.

En la figura 5.17 se muestran las fotografias transformadas de las ESF *® QUI,
que aunque no mantuvieron la forma esférica una vez secas, también fue posible
fotografiarlas con el microscopio Optico en el estado himedo y obtener
informacioén del indice de reflexiéon emitido por las posibles zonas de la misma.

Al ser la reflexion de la luz dependiente de la topografia y de la composicion
quimica de la muestra, en la fotografia transformada se puede corroborar la
presencia de una zona de mayor brillo en el interior de la esfera, correspondiente a
la presencia de un polimero de caracteristicas cristalinas como el quitosano y una

zona externa de menor brillo que corresponde a la cubierta de alginato.

Value

0 50 100 150 200 250 300 B
Distanca (pixels)

Figura 5.17. Fotografias obtenidas con microscopio 6ptico y posterior transformacién
de las mismas a través del programa Watershed transformation de las ESF ®QUI.

Fotografia transformada (A) y perfil del indice de reflexién (B).

Las cadenas poliméricas que componen el quitosano se encuentran dispuestas de
manera ordenada, y al tener un orden establecido la luz puede pasar a través de
esa zona provocando grandes indices de reflexiéon ya que su caracter cristalino le

confiere una cierta opacidad y por lo tanto una alta reflexion de la luz.

98



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

No obstante, en la cubierta del material en estudio se da otra situacion: el
alginato es un material de caracteristicas amorfas, las moléculas que forman las
cadenas de este polimero se encuentran mayormente ubicadas de manera
desordenada, confiriéndole de esta manera la propiedad de zonas bajas o de bajo
indice de reflexion de la luz.

Las zonas altas o “brillantes” de la figura 5.17 corresponden entonces a un
material de caracteristicas cristalinas que permite un alto indice de reflexién de la

luz.

5.2.111.5.2 Estudios de propiedades: Hinchamiento

Se determinaron los indices de hinchamiento como una forma de conocer la
influencia de las diferentes variables de sintesis. Como se detalla en la tabla 5.4, las
esferas realizadas a menores concentraciones de alginato (0,25 y 0,5 % p/v), no
mantuvieron su forma esférica en contacto con el agua. Si bien con aquellas
sintetizadas a una concentracion de alginato de 0,5 % p/vy a un pH de 8 se pudo
alcanzar un valor concreto de hinchamiento (1423), luego de alcanzado el mismo,
las esferas se desarmaron al igual que las esferas realizadas en las condiciones de
menor concentracién de alginato y menores pH. Las esferas que mantuvieron la
forma esférica en las condiciones experimentales y a las que fue posible medir su
indice de hinchamiento, fueron las de concentracidn de alginato de 0,75y 1 % p/v

y realizadas a pHs de 6 y 8.

Tabla 5.4 Indice de hinchamiento de las ESF ® QUI

Concentracion de alginato (% p/v)

pH de soluciéon 0,25 0,5 0,75 1
de alginato

3 Esferas se Esferas se Esferas se Esferas se
desarman desarman desarman desarman

6 Esferas se Esferas se 806 230
desarman desarman

8 Esferas se 1423 * 2158 954
desarman

* Luego de alcanzado este valor de hinchamiento, las esferas se desarmaron.

99



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

El indice de hinchamiento de las esferas disminuye con el aumento de la
concentracion del alginato de la solucion gelificante.

Con respecto al pH de la solucion de alginato, se observa que a mayores pHs
aumenta el indice de hinchamiento de las esferas combinadas, ya que al aumentar
el pH de la soluciéon de alginato, los grupos COO- del alginato tienen carga negativa
y por lo tanto aumentan su hinchamiento por la repulsién de esos grupos.

A pesar de que las esferas realizadas a concentraciones de alginato de 0,75y
1% p/vy apHs de 6 y 8 lograron mantener su forma durante los experimentos de
hinchamiento, una vez que fueron removidas de la solucién y puestas a secar a
temperatura ambiente no la mantuvieron y al secarse adquirieron la forma de
pelicula. La misma tenia un color azulado caracteristico de la reaccion de la
genipina con los grupos amino del quitosano, pero tal reacciéon no fue suficiente
para proveer a los dispositivos de la estructura adecuada para mantener la forma
esférica.

La caracterizacion de las esferas y los estudios de hinchamiento llevados a
cabo bajo diferentes variables de sintesis permitieron por un lado comprobar que
las esferas estaban conformadas por el complejo polielectrolitico deseado y por
otro, que la concentracidn de la solucién de alginato y el pH de la misma influyen
sobre la capacidad de hinchamiento de las esferas y por ende sobre el grado de
entrecruzamiento logrado por las mismas. Sin embargo, los dispositivos no
mantuvieron las morfologias requeridas para estudios de liberacion de
compuestos de interés pertinentes. Lo cual pone en evidencia que en esta forma
de combinacién, no se logra una optimizacion efectiva del grado de
entrecruzamiento, ya sea electrostatico o covalente, para mantener una forma
estable de la esfera. La interaccidn de los grupos amino del quitosano con genipina
bloquea a los mismos para una interacciéon posterior con los grupos carboxilatos
del alginato, ddndose para estos casos, una baja interaccion electrostatica en la
interfase corazén/capa externa.

Por otro lado, la membrana formada en la interfase por el complejo
electrostatico entre el quitosano y el alginato puede probablemente impedir el

ingreso de moléculas de genipina que intensifiquen el entrecruzamiento en el
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corazon Y estas moléculas pueden difundir hacia el exterior en lugar de hacerlo
hacia el interior.
Por lo tanto, la etapa siguiente de trabajo fue el desarrollo de otro tipo de

esferas combinadas, las de corazdn de alginato y cubierta de quitosano.

5.2.111.6 Preparacién de esferas combinadas: Corazdn alginato-Cubierta quitosano

Las propiedades mecanicas y de permeabilidad de las esferas simples de alginato
pueden ser mejoradas por la suma de un policatiéon como el quitosano, ya que al
presentar las esferas de alginato grupos carboxilatos, los mismos pueden unirse
quimicamente con el quitosano que presenta grupos amino libres. A continuacién
se detallan los resultados obtenidos en cuanto a la preparacion, caracterizacion y
estudios de liberacion de compuestos desde esferas combinadas de corazén de
alginato y cubierta de quitosano (ESF *AL).

En este caso, el alginato formando parte del corazén de la esfera podria
funcionar como un buen reservorio de la droga y el quitosano, en la capa externa,
regularia la velocidad de liberacién, ademdas de ser también un transportador de
droga. Esta combinacion podria permitir una alta concentracion de droga
incorporada con un tiempo mayor de liberacién, manteniendo una dosis efectiva
por un lapso prolongado de aplicacion del dispositivo.

Las esferas se realizaron de la siguiente manera: se prepar6 una solucion de
alginato al 4% p/v, se mantuvo en agitacion por dos horas y luego se goted con una
jeringa de 2 mm de diametro sobre una solucién de CaCl; 2% p/v. Las esferas
formadas en la solucion gelificante de CaCl: fueron dejadas en la misma por 10
minutos o por 21 horas. Una vez transcurrido este tiempo, fueron colectadas y
colocadas en una solucion de quitosano 1 % p/v (disuelto en HCl 0,1 M) por 10
minutos, y finalmente fueron puestas en una soluciéon de CaCl; 1% p/v por 10
minutos mas (Esq. 5.14 y Fig. 5.18). Se estudiaron diferentes variables en la
sintesis de estos dispositivos, dichos experimentos seran oportunamente

explicados al comienzo de la seccién donde se muestren tales resultados.
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&

SOLUCIONDE  SOLUCION DE SOLUCION DE  SOLUCION DE ESFERAS
ALGINATO  CaClz2%p/v  quiTosaNo ~ CaClz1%P/V. coMpINADAS
ESF ® AL

Esquema 5.14: Formacion de esferas combinadas ESF ® AL.

Figura 5.18: Fotografia de ESF® AL.

5.2.111.6.1 Caracterizacién
5.2.111.6.1.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La composicidén quimica de las esferas combinadas fue analizada mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. En la figura 5.19 se
observan los picos caracteristicos de los espectros control de alginato y quitosano
y el del complejo polielectrolitico formado.

En el espectro del quitosano se puede observar la banda ancha a los 3451
cm! correspondiente al estiramiento del enlace O-H, el pico a los 2875 cm-?
demuestra el estiramiento C-H, a 1652 cm se ve el pico correspondiente a la
frecuencia de torsion NH, mientras que las bandas a los 1080 cm1 y a los 1030

cm1 se debe al estiramiento antisimétrico y simétrico del enlace C-O.
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En el espectro del alginato se puede observar que la banda de los 1030 cm-!
(estiramiento C-0-C) corresponde a su estructura de sacarido, y los picos de 1616
cm! y 1415 cm! se adjudican a los estiramientos simétricos y asimétricos de los
grupos carboxilatos de la sal.

La banda a los 3400 cm-! se adjudica al estiramiento de los grupos OH.

QUITOSANO

ESF @ AL

ALGINATO

[\
<
<
3e]

1616

4000 3000 2000 1000
Fig. 5.19: Espectro FT-IR de quitosano (rojo), alginato (azul) y ESF® AL (negro).

Del analisis de los espectros mostrados en la figura 5.19 se puede observar
que el espectro correspondiente a la esfera de corazén de alginato se corresponde
exactamente a la suma de los espectros de cada polimero por separado. Se observa
claramente el ensanchamiento de la banda a 1622 cm™! que incluye las bandas de
1616 cm-1del alginato de la de 1652 cm-! del quitosano. El mismo comportamiento
es observado en la zona a 2923-2875 cm'! y a 620 cml. El hecho de que no se
observe la banda correspondiente al carbonilo del acido del alginato, y si la del
carboxilato, corrobora la formacién de una interacciéon electrostatica entre el

alginato y el quitosano.
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5.2.111.6.1.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la figura 5.20 se observan los termogramas correspondientes a esferas
de alginato, de quitosano y a las ESF ® AL. En el analisis del termograma del
alginato (Fig. 5.20 a), se puede observar un pico ancho endotérmico alrededor de
los 170 °C que corresponde a la interaccién de los grupos COO- del alginato con los
iones Ca2* en la conocida conformacién de “caja de huevo” (Fernandez-Hervas et
al. 1998; Gonzalez-Rodriguez et al. 2002), mientras que en el termograma del
quitosano se puede observar un pico angosto endotérmico alrededor de los 130°C
correspondiente a la evaporacién del agua (Fig. 5.20 b),

En el termograma correspondiente a las esferas combinadas (Fig. 5.20 c), se
pueden ver los dos picos endotérmicos respectivos al alginato (171°C) y al
quitosano (143°C). Esta caracteristica del termograma revela que si bien ambos
polimeros se encuentran en los dispositivos, cada cual conserva sus propiedades
térmicas, lo que indicaria que tanto el alginato como el quitosano ocupan en el

dispositivo secciones de ubicacion particulares y definidas.
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Fig. 5.20: Termogramas correspondientes a esferas de alginato

(a), esferas de quitosano (b) y ESF ®AL (c).

104



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

5.2.111.6.1.3 Microscopia diferencial de barrido (SEM)

La caracterizacion morfologica tanto de la superficie de las esferas, como
del interior de las mismas fue realizada mediante SEM. A partir de este estudio se
pudo corroborar la existencia de una marcada diferencia entre la superficie de la
esfera de alginato sin cubierta de quitosano y aquella que tenia tal recubrimiento
(ESF P AL). La Figura 5.21 muestra que la esfera no recubierta presenta una
superficie lisa y homogénea, mientras que la esfera modificada con la cubierta de
quitosano dispone la formaciéon de granulos derivados del arreglo entre las

cadenas del polimero cuando estos productos reaccionaron.

18kU 18kU Xz, 808 18x0m

18k X4\ SHBm 18 kL

Figura 5.21: Micrografias SEM de esferas de alginato (A) y esferas de alginato con cobertura

de quitosano (ESF ®AL) (B).

También se estudiaron mediante SEM las morfologias de las esferas a partir

de la modificaciéon del pH de la solucién de CaCl; gelificante. Se prepararon

105



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

soluciones a pH de 3, 6 y 9 por la adicién de HCl a la solucidén de alginato. Los pasos
posteriores a la sintesis se mantuvieron iguales.

Se puede observar en la Fig. 5.22 que tanto las esferas realizadas a pH de 3 y
6 muestran surcos en la superficie. Esta morfologia se atribuye al menor
entrecruzamiento experimentado en este tipo de esferas que el observado en la
esfera realizada a un pH de 9.

La deshidratacién necesaria realizada en estas esferas para la toma de
micrografias SEM pudo contraer en una mayor medida a aquellas esferas que
habian experimentado un menor entrecruzamiento; asi, determinadas zonas laxas
de este tipo de dispositivos pueden formar los surcos observados en las

fotografias al deshidratarse completamente.

pH Esfera completa Exterior esfera Interior esfera

Figura 5.22: Micrografias SEM de las ESF® AL realizadas bajo diferentes condiciones
de pH. Las micrografias fueron obtenidas con una magnitud de 45 x (A, B), 40 x (C),

15000 x (D, E, F) y 2000 x (G, H, I).

En todos los casos, se observan en la superficie los granulos propios de la
interaccion entre el alginato y el quitosano. En cuanto al aspecto obtenido en el

interior de las esferas, se puede observar que a menores pH se produce un
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deslizamiento del material en el momento de la preparaciéon de la muestra que
conduce a una apariencia “escalonada” (Fig. 5.22 G, H). A un pH mayor (Fig. 5.22 1),
esta apariencia no se nota ya que el material posee el entrecruzamiento y por lo

tanto rigidez necesaria para que este fen6meno no ocurra.

5.2.111.6.1.4 Microscopia 6ptica (Watershed transformation)

Con el objetivo de conocer la composicién de las distintas partes de las
esferas, esto es, corazdn y cubierta, se prepararon diferentes esferas combinadas.
En este sentido, se prepararon esferas de corazoén de alginato y cubierta de
quitosano con concentraciones de alginato de 4 y de 6 % p/v y a diferentes pH de
la solucioén gelificante, (3, 6 y 9). Asi, la comparacion entre los diferentes indices de
reflexion sufridos por una u otra seccion de la esfera permiti6 la verificacion de las
ubicaciones de los polimeros en la misma.

El corte producido en la mitad de la esfera y la oportunidad de observar y
fotografiar el lado interno de la misma, otorga la oportunidad de comprender los
diferentes indices de reflexion de la luz de acuerdo se trate de la zona interior (o

corazon) o la zona exterior (o cubierta) (Fig. 5.23).

Figura 5.23:ESF ® AL cortadas por la mitad. Estas
fotografias no presentan aun la caracterizacion producida

por el programa “Watershed transformation”.

La reflexion de la luz dependera de la topografia y de la composicién
quimica de la muestra, de este modo en la Figura 5.24 se puede por un lado,
comprobar que las ESF ® AL efectivamente estdn formadas por un corazén
compuesto de un material amorfo (alginato), mientras que la cubierta de la misma
se compone de un material de caracteristicas cristalinas (quitosano). Y por otro
lado permite demostrar que el aumento en el pH de la solucién gelificante otorga a

la capa externa de las esferas, un mayor espesor en su cobertura.
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Las cadenas poliméricas que componen el alginato se encuentran
dispuestas de manera desordenada, al no tener un orden establecido, la luz puede
pasar a través de esa zona sin provocar grandes indices de reflexion ya que su
caracter amorfo le confiere una cierta transparencia y por lo tanto una baja
reflexion de la luz (Esqg. 5.15).

No obstante, en la cubierta del material en estudio se da otra situacion: el
quitosano es un material de caracteristicas cristalinas, las moléculas que forman
las cadenas de este polimero se encuentran mayormente ubicadas de manera
ordenada y dispuestas de forma compacta una al lado de la otra, confiriéndole de
esta manera la propiedad de opacidad

Las zonas altas o “brillantes” de la Figura 5.20 corresponden entonces a un

material de caracteristicas cristalinas que permite un alto indice de reflexién de la

luz.
pHdela CONCENTRACION ALGINATO % p/v
solucion
gelificante 4 6

Figura 5.24. Fotografias obtenidas con microscopio éptico y posterior transformacién de las mismas a

través del programa Watershed transformation de las ESF ® AL.

Fotografias transformadas (A) y perfil del indice de reflexion (B).
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A=y

Esquema 5.15. Disposicion de las cadenas poliméricas en polimeros

tipo amorfo (A) y cristalino (B).

En cuanto a la concentracion de alginato utilizada para realizar las esferas, se pudo
comprobar por esta técnica que aquellas sintetizadas con una concentracién de 6
% P/V y a pHs de 6 y 9 no mostraron una homogeneidad en la cubierta de
quitosano ya que tanto en las “fotografias”, como en los perfiles del corte se
pueden observar zonas de bajo indice de reflexion de la luz.

Los resultados obtenidos con este tipo de fotografias permitieron
comprobar también la ubicacién de los polimeros en este tipo de esferas
combinadas. Los relieves altos en las fotografias obtenidas fueron indicadores de
la presencia de un material de caracteristicas cristalinas como el quitosano,
mientras que los relieves bajos demostraron la presencia de un material amorfo
como el alginato. Se pudo demostrar la conformaciéon en cuanto a secciones
amorfas/cristalinas por esta técnica.

Ademas, se comprob6 que el aumento en el pH de la solucion gelificante
aumenta el grado de reaccién entre los grupos COO- del alginato y los Ca?* de la
solucion de CaCl;. El pKa del alginato es de 3, 6 por lo tanto en ambientes
crecientes de basicidad sus grupos reaccionantes se encuentran en condiciones
o6ptimas de interaccién y entrecruzamiento, dando de esta manera areas mas

sélidas y de mayor espesor a medida que aumenta el pH de la solucién gelificante.

5.2.111.6.2 Estudios de propiedades
5.2.111.6.2.1 Hinchamiento

Como se realizé en la experiencia anterior, en este caso se estudié el
hinchamiento como propiedad para poder conocer la influencia de las diferentes
variables de sintesis en el empaquetamiento y comportamiento del reticulo

polimérico.
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El andlisis de hinchamiento de las esferas combinadas se realiz6
modificando variables de sintesis como:
- concentracioén de alginato (4y 6 % P/V),
- pH de la solucion gelificante (3, 6y 9),
- relacion molar (Caz*/C0O0°) (1,5,3,5y 5,4)
- tiempo de curado (10 minutos y 21 horas).

Los experimentos de hinchamiento se dividieron en dos etapas: en una
primera instancia se estudio el efecto de la concentracion de alginato y del pH de la
solucion gelificante sobre la posibilidad de hinchamiento de las esferas. En una
segunda parte se analizo el efecto de la relacion molar (Ca2+*/C0O0O-), el tiempo de
curado y una vez mas se incorporé la variante pH de la solucién gelificante para los

analisis de hinchamiento correspondientes (Tablas 5.5 y 5.6).

Tabla 5.5: Primera etapa de andlisis del hinchamiento de ESF® AL. Variables estudiadas:
pH de solucidn gelificante y concentracion de alginato. La relaciéon molar (Ca2+ /COO-) fue
de 3,5 y el tiempo de curado de 10 minutos.

pH Concentracion

solucién alginato
gelificante (% p/v)

3 4

6

6 4

6

9 4

6

Tabla 5.6: Segunda etapa de andlisis del hinchamiento de ESF ®AL. Variables
estudiadas: Relacién molar (Ca2+ /COO-), tiempo de curado y pH de solucién
gelificante. La concentracién de alginato fue de 4 % p/v.

Relaciéon molar Tiempo de pH

(Caz+ /COOY) curado solucién
gelificante

1,5 10 min 6

9

21 horas 6

9

3,5 10 min 6

9

21 horas 6

9

5,4 10 min 6

9

21 horas 6

9
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A continuacion se detallan los resultados obtenidos. Analizando las variables de
concentracion de alginato y pH de la solucidn gelificante (y dejando fijas las otras
variables como relaciéon molar en un valor de 3,5 y el tiempo de curado en 10
minutos), se comprobd que a medida que aumenta el pH de la solucion gelificante,
se obtienen menores indices de hinchamiento. Este comportamiento es también
debido al mayor entrecruzamiento del alginato con iones calcio, ya que en
condiciones alcalinas (pH9) y a pH 6 el grupo COO- del alginato se encuentra como
tal y por lo tanto estd en condiciones 6ptimas de interaccionar con los grupos Ca2*
del CaCl; y formar estructuras tridimensionales mas rigidas.

Con respecto a la concentraciéon de alginato utilizada para sintetizas las
esferas, se comprob6 que una mayor concentracion del polimero conduce a esferas
menos entrecruzadas ya que se lograron en esta condicion esferas mas hinchables

(Fig. 5.25).

Indice de
hinchamiento (%)
—
@
[=]
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Figura 5.25: Indice de hinchamiento de las ESF ® AL
sintetizadas con diferentes concentraciones de alginato (4, 6) y

a diferentes pH de la solucién gelificante (3, 6 y 9).

Probablemente, una mayor concentracion de alginato no alcance a
interaccionar electrostaticamente con todos los centros activos del quitosano. El
alginato que sobra y que no participa del entrecruzamiento, al ser mas hidrofilico,
aumenta el indice de hinchamiento.

Este comportamiento se observa claramente a pH 3, cuando el quitosano
estd con carga positiva y el alginato con carga neutra y por este motivo no hay
fuertes interacciones electrostaticas entre los polimeros y el quitosano se hincha
en mayor medida. Por su parte, cuando se aumenta la concentracién de alginato a

6% p/v por ser mas hidrofilico, aumenta también el hinchamiento que alcanza
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valores mayores que a una concentracion de 4 % p/v. A este pH no se favorece el
entrecruzamiento de alginato con calcio.

A pH 6 se favorecen las interacciones electrostaticas, porque el quitosano
posee algunas cargas positivas y el alginato se encuentra con carga negativa, esto
favorece tanto el entrecruzamiento electrostatico entre los polimeros, como el del
alginato con calcio y disminuye el hinchamiento. No obstante, cuando el pH
aumenta a 9, el quitosano tiene carga neutra, pero el alginato posee cargas
negativas, esto favorece aiin mas el entrecruzamiento con el calcio, las esferas se
vuelven mas entrecruzadas y por ende se obtienen los menores valores de
hinchamiento.

En segundo lugar, analizando la Figura 5.26 (A) y considerando cada
relacion molar independientemente, se observa que los mayores indices de
hinchamiento se lograron a menores pH. El aumento en la relacién Ca2+*/COO- a pH
6 tiene una influencia negativa en el indice de hinchamiento solamente cuando se
trabaja con la relacibn mayor (5,4), en la cual ya hay una reaccién de
entrecruzamiento efectiva con el alginato, alcanzandose en este caso la mayor
densidad o compactacién del reticulo polimérico. Cabe sefialar que a este pH
siguen siendo importantes las interacciones electrostaticas por lo tanto a
relaciones menores de 1,5y 3,5, se favorecen mas las interacciones electrostaticas
entre los dos polimeros que las del alginato con calcio. A pH 9 la carga negativa del
COO- del alginato favorece notablemente las reacciones de entrecruzamiento
conduciendo a menores hinchamientos, esta tendencia se ve aun mas marcada al

aumentar la relacién Ca2+/COO-.
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Relaciéon molar Ca*/CO0- Relacion molar Ca*/COO-

Figura 5.26. Porcentaje de hinchamiento de ESF®AL realizadas con relaciones de Ca*/C00-: 1,5; 3,5
y 5,4 y con pHs de la solucién gelificante: 6 (=) y 9 ().
Tiempo de curado: 10 minutos (A) y 21 horas (B).
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En el caso de las esferas realizadas con un tiempo de entrecruzamiento de 21 horas
(Figura 5.26 B), se puede observar que esta mayor exposiciéon a la solucion
gelificante provocd para todos los casos, esferas mas entrecruzadas y menores
indices de hinchamiento.

Por ultimo, es interesante destacar que la tendencia observada a bajos
tiempos de entrecruzamiento, donde los mayores hinchamientos se lograron a
bajos pH, se invirti6 cuando el tiempo de entrecruzamiento fue mayor,
observandose en este caso los mayores indices de hinchamiento a mayores pH de
la solucién entrecruzante. Esto significa que la interacciéon del Ca%?* con COO- va
desplazando a las interacciones electrostaticas entre los grupos amino del
quitosano y los COO- del alginato, dando lugar con el tiempo a estructuras de

entrecruzamiento mas estables.

5.2.111.6.2.2 Texturometria
El analisis de las propiedades mecanicas de las ESF ® AL se realizé6 modificando
variables de sintesis como: pH de la solucién gelificante (3, 6 y 9), relacién molar
(Ca2+/C0O0O) (1,5,3,5y5,4) y tiempo de curado (10 minutos y 21 horas).

La capacidad de compresion de un material depende principalmente de la
flexibilidad o rigidez del material, lo cual esta estrechamente relacionado con el
grado de entrecruzamiento, ya sea fisico o covalente. El analisis de estos

parametros en las diferentes condiciones de reaccion se muestra en la figura 5.27.
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Figura 5.27: Carga de compresion (g/f) soportada por las ESF ® AL realizadas
con diferentes variables de sintesis: pH, tiempo de curado y relacién molar 113

(Ca2+/C0O0").
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Como se puede observar, el efecto de la relacion Ca%*/COO- es la variaciéon que
marc6 las mayores diferencias en las propiedades mecanicas de las esferas. A
medida que aumenta la relaciéon molar desde 1,5 a 5,4, aumenta la carga, es decir el
material se hace mas resistente y mas rigido. La mayor relacién molar permite una
mayor concentracién de Ca2* disponible para interaccionar con los grupos -COO-,
de esta manera se logra una mayor rigidez en el material y es por eso que las
esferas sintetizadas con esta relacién molar son las que registran la mayor carga de
compresion (g/f). De esta manera, las esferas sintetizadas con una relacién molar
de 5,4, con un tiempo de curado de 21 horasy a pH de 9 fueron las que soportaron

mayores cargas de compresion para lograr una deformacion del 50%.

También se estudid el efecto del pH de la solucion gelificante sobre la carga
de compresion que pudieron soportar las esferas bajo la presidn del texturémetro.
A medida que aumentaba el pH de la solucion gelificante aumenté la carga
resistida por el material. Aquellas esferas que fueron sintetizadas a un pH de 9
soportaron mayores cargas para deformarse a un 50%. La explicaciéon de este
comportamiento, se relaciona también con un mayor grado de entrecruzamiento
favorecido por las interacciones electrostaticas del alginato con calcio.

Por ultimo se estudié también si el tiempo en que las esferas eran
mantenidas en la solucion de CaCl; afectaba la rigidez del material, en este sentido
se observO que a una relacién molar de Ca?*/COO- de 1,5 no se observan
diferencias significativas entre las esferas realizadas a diferentes tiempos de
entrecruzamiento y a iguales pH, pero a partir de la relacion molar de 3,5 si se
observan diferencias en cuanto a las esferas realizadas con distintos tiempo de
curado, siendo las que estuvieron mas tiempo de entrecruzamiento (21 hs),

diferentes significativamente de las que estuvieron 10 minutos.

5.2.111.6.3 Conclusiones parciales

En esta seccion del capitulo se estudio la obtencién de esferas combinando

el alginato y el quitosano y se realizd su posterior caracterizacion con el objeto de
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obtener un material con las mejores condiciones como dispositivo de liberaciéon
controlada de diferentes compuestos.

Para ello, se realizaron en una primera instancia esferas de tipo ESF®QUI, pero las
pobres propiedades mecanicas observadas en estos dispositivos, adjudicada
principalmente a una baja eficiencia de las interacciones, electrostaticas o
covalentes para dar origen a un reticulo estable, condujeron la experimentacién
hacia la elaboracién de otro tipo de esferas, las ESF ®AL.

Con estos dispositivos, se pudo demostrar por medio de ensayos de
caracterizaciéon que tanto el quitosano como el alginato estaban presentes en las
esferas y ademas se pudo definir la ubicaciéon de los mismos dentro del dispositivo.
Se conoci6 el efecto de la concentracion del alginato y del pH sobre la morfologia y
el entrecruzamiento logrado en las esferas.

Por su parte, los estudios de hinchamiento y texturometria demostraron
que tanto el pH como la relacién molar y el tiempo de entrecruzamiento influyen
en las propiedades finales del material obtenido, siendo la combinacion de la
relacion molar con el pH de la solucién gelificante las variables que poseen una
mayor influencia en la estructura final obtenida.

Los resultados encontrados por los estudios de hinchamiento y de
propiedades mecanicas nos permiten concluir que mayores tiempos de curado,
mayores pHs y alta relacion de Ca?*/COO- conducen a esferas mas entrecruzadas y
por lo tanto mas rigidas o de mayor resistencia mecanica. Esto se debe a que esas
condiciones son las que favorecen la formacion de “caja de huevo”, otorgandole al
reticulo polimérico de alginato una mayor densidad de entrecruzamiento y por

ende una mayor estabilidad.

5.2.111.4 Estudios de liberacion

Habiendo analizado la estructura quimica, morfolégica y las propiedades
mecanicas de las ESF ® AL se procedi6 a estudiar la incorporacién y liberacién de
diferentes compuestos desde tales dispositivos.

Se analizo6 la incorporacion y liberacion de Beta-Caroteno (BC), el colorante

mas hidrofébico, por técnicas de Espectofotometria UV-visible y los compuestos
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feromonales fueron analizados por extraccidon en solvente-cromatografia gaseosa
en el caso de STOL y por SPME- cromatografia gaseosa para los casos de sulcatona

(STONA), 3-pentanol (3 PEN) y STOL.

5.2.111.4.1 Liberacién de Beta Caroteno

Para la realizacion de las esferas con BC, el mismo se incorpor6 a la solucién
de alginato en una proporcion de 0,012 % p/p en relacién al polimero (disuelto en
etanol). Se mantuvo en agitaciéon por dos horas y luego se gote6 con una jeringa de
2 mm de didmetro sobre una solucién de CaCl2 2% p/v. La relacion molar
Ca2+/COO0- utilizada para estos experimentos fue de 3,5. El pH de dicha solucién fue
modificado a los fines de estudiar el efecto de dicha variacién sobre la liberacién
lograda, obteniendo valores de 3, 6 y 9. Las esferas formadas en dicha solucién se
mantuvieron en agitacion por 10 minutos y se incorporaron a una solucién de
quitosano de 1% p/v por 10 minutos, finalmente las esferas fueron colectadas y
puestas en una solucién de CaClz 1% p/v por 10 minutos mas.

Para realizar los experimentos de liberacidn, las esferas fueron colocadas en
viales de liberacion con 2 mL de tetrahidrofurano como solvente de extraccion.

Diariamente el solvente fue extraido y analizado por UV a una longitud de
onda de 455 nm. El mismo volumen extraido fue repuesto hasta que no se observo
sefal.

Tanto en los estudios con BC como con los de STOL, STONA y 3 PEN las
soluciones que estuvieron en contacto con las esferas conteniendo algun tipo de
compuesto, fueron preservadas para un posterior analisis. Dicho estudio consistio
en una extraccion liquido-liquido. La misma se realiz6 en una ampolla de
decantacion donde se extrajo la cantidad del compuesto no incorporado con un
solvente adecuado, luego el mismo fue analizado por medio de curvas de
calibracion realizadas para tal fin.

En la figura 5.28 se puede observar que el aumento en el pH de la solucién
gelificante provoc6 un aumento en la liberacién de BC, alcanzando con un pH de 9
un porcentaje de liberacion de 50%.

Como se explicd en la secciéon anterior, el desarrollo de esferas simples de

alginato habia arrojado porcentajes de liberacion de este compuesto de 35%,
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mientras que se habia encontrado valores de pérdida del compuesto en las etapas
de sintesis de un 22%.

En este sentido, las ESF ¥ AL, mejoraron tales resultados ya que en
condiciones iguales de concentracion de alginato (4% p/v), relacion molar
Ca2*/COO0- (3,5), pH de la solucioén gelificante (9) y tiempo de curado (10 minutos),
pero con la suma de una pelicula de quitosano se pudo disminuir la pérdida del
compuesto en el momento de la sintesis a un 14% y alcanzar mayores porcentajes
de liberacién (50%).

En el caso de las ESF ® AL realizadas a pHs de 3 y 6 se encontraron valores

de 38% y de 35% de BC liberado.
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Figura 5.28: Liberacion de BC desde ESF ® AL realizadas

con distintos pH de la solucidn gelificante: 3, 6 y 9

En este sentido, el complejo polielectrolitico formado entre el alginato y el
quitosano y las propiedades mecanicas logradas por tal interaccion, permitieron la
cobertura de la esfera necesaria para disminuir la porosidad de la misma y
contribuir al mayor grado de retencion del BC (Sen Gupta et al. 2012). Una vez mas
se confirma que en condiciones alcalinas (pH 9) de la solucién gelificante se
producen las condiciones 6ptimas de entrecruzamiento entre los grupos COO- del
alginato y Ca%* del CaClz, para un entrecruzamiento eficaz y asimismo, una
interacciéon adecuada con el quitosano.

El mayor porcentaje de liberacién alcanzado por las esferas hechas a un pH

de 9 también se relaciona a los resultados de hinchamiento y texturometria
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realizados previamente, donde se habia concluido que aquellas esferas realizadas a
mayores pH eran esferas mas entrecruzadas, mas rigidas y poseian menores
indices de hinchamiento. Estas propiedades pueden haber provocado un retardo

en la liberacidn de los compuestos que habia en su interior.

5.2.111.4.2 Liberacién de sulcatol. Analisis por Cromatografia gaseosa

Para este tipo de ensayo, se incorpord STOL a una solucién de alginato de 4% p/v
en una proporcién de 100% p/p. Se mantuvo la soluciéon en agitaciéon por dos
horas y luego la misma fue goteada sobre una solucién de CaClz 2% p/v. La relacién
molar de Ca2*/COO- utilizada para estos experimentos fue de 3,5 y el pH de la
solucion gelificante de 9. Se utiliz6 tal pH ya que los ensayos previos realizados con
BC habian demostrado que era a este valor con el que se lograban la mejor relaciéon
de retencidn/liberacién del compuesto.

Las esferas formadas en dicha solucién se mantuvieron en agitacion por 10
minutos y se incorporaron a una solucién de quitosano de 1% p/v por 10 minutos,
finalmente las esferas fueron colectadas y puestas en una solucién de CaClz 1% p/v
por 10 minutos mas.

Para realizar los experimentos de liberacion, las esferas fueron colocadas en
viales de liberacion con 5 mL de etanol como solvente de extraccidn.

Diariamente el solvente fue extraido, analizado por cromatografia gaseosa y
cuantificado por medio de curvas de calibraciéon. El mismo volumen extraido fue
repuesto en el vial durante los dias en que se observd sefial cromatografica.

En la figura 5.29 se observala liberacion acumulada de STOL alcanzada por
estas esferas, donde se puede ver que al dia nueve de la experiencia se liber6 un
70% del total de droga incorporada.

Tanto los resultados de la incorporacion efectiva del STOL como del
porcentaje de liberacién alcanzado, sugieren que la cubierta de quitosano permitié
disminuir la porosidad del alginato y lograr por un lado una mayor cantidad de
compuesto incorporado y por otro, una liberacién mas sostenida del compuesto.

En este caso también se analiz6 el porcentaje de droga no incorporada por

el andlisis de las soluciones de sintesis, asi se registr6 un 11 % de STOL no

118



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

incorporado en las esferas combinadas (Tabla 5.7). Este valor es significativamente
menor que el encontrado en las soluciones de sintesis de las esferas simples de
alginato y de quitosano, donde se habian encontrado valores de no incorporacién

de 32% y 15% respectivamente.
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Figura 5.29: Liberacién de sulcatol desde ESF ® AL. Liberacion en medio liquido.
Deteccion por cromatografia gaseosa. Condiciones de preparacién: Concentracion
alginato: 4% p/v; pH de la solucion gelificante: 9; relacion molar Ca2+/C00-: 3,5y

tiempo de curado de 10 minutos.

Tabla 5.7: Porcentaje de STOL incorporado, liberado y retenido
desde las ESF ¥ AL

Porcentaje de STOL (%)

Incorporado Liberado Retenido

81 70 30

5.2.1l1.4.3 Liberacion de sulcatol, sulcatona y 3-pentanol. Analisis por

Microextraccién en Fase So6lida (SPME).

Habiendo estudiado el perfil de liberaciéon del STOL en medios liquidos por
cromatografia gaseosa, fue necesario conocer entonces la liberaciéon en estado
gaseoso tanto de ese compuesto, como de los otros dos volatiles que integran el
blend feromonal. La deteccion por parte del insecto es a través del aire y por esta

razon era de fundamental interés conocer la liberacion en estado gaseoso. En este
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sentido se prepararon esferas combinadas que contenian independientemente
STOL, STONA o 3-PEN.

Para el primer ensayo de liberacion en aire, se prepararon esferas con STOL.
Se utilizé6 una solucion de alginato de 4% p/v, se incorpor6é a la misma el
compuesto en una proporciéon de 100% p/v, se mantuvo en agitaciéon por dos
horas y se goted sobre una solucién de CaClz 2% p/v. La relacién molar de
Ca2+/COO0- fue de 3,5.

Se analiz6 el efecto de dos variables de la sintesis en la liberacién de este
compuesto, asi se modificé el pH de la solucién gelificante, obteniendo valores de
3, 6 y 9 y ademas se vari6 el tiempo de entrecruzamiento dejando las esferas
sintetizadas a pH de 9 en la solucién gelificante 10 minutos o 21 horas. Luego las
esferas fueron colocadas en una solucién de quitosano 1% p/v, fueron dejadas en
la misma por 10 minutos y luego se colocaron en una solucién de CaClz 1% p/v por
10 minutos mas.

500 mg de esferas fueron colocadas en un vial cerrado. Se mantuvieron en
esa condicion por 24 horas, pasado este tiempo se colocé una fibra de
polidimetilsiloxano por tres minutos en contacto con los volatiles del vial y se
inyecto la fibra en un cromatégrafo gaseoso. Una vez colectada la muestra, los
volatiles contenidos en el vial fueron arrastrados con una corriente de N». Luego el
vial fue cerrado nuevamente y a las 24 horas se volvio a proceder de la misma
manera. Se tomaron muestras hasta que no se observo sefial en el cromatégrafo.
Las medidas se hicieron con tres réplicas.

Las soluciones de sintesis fueron analizadas para examinar la cantidad del
compuesto que no habia sido efectivamente incorporado en los dispositivos. Tal
analisis se realizé por una extraccion liquido-liquido y fue cuantificado por
cromatografia gaseosa.

En la figura 5.30 se muestran los perfiles de liberacién alcanzados con las
esferas realizadas a diferentes pHs. En la seccion (a) de la figura se observa la
cantidad de STOL liberada expresada en miligramos y se puede ver que las esferas
sintetizadas a pH de 3 y 6 alcanzan al dia cinco de la experiencia la meseta de
liberacion del compuesto, mientras que aquellas sintetizadas a pH de 9 la alcanzan

al dia siete. Se encontraron diferencias significativas entre la cantidad liberada a
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pH 3y 9, siendo la liberacion alcanzada a pH 6 no significativa al compararla con

los otros pH.

La cantidad de miligramos liberados por dia supone valores adecuados para
su deteccion por parte del insecto de interés.

En la seccién (b) de la figura 5.30 se observa el porcentaje de liberaciéon de
STOL, en este sentido se puede ver que tanto las esferas realizadas a pH 3y 6
liberaron el total del compuesto incorporado, mientras que aquellas hechas a pH 9

lo hicieron en un 95%.
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Figura 5.30: Liberacion de STOL desde ESF ® AL. Liberacién en medio gaseoso. Deteccion por SPME.
a) Cantidad de STOL liberado en mg. b) Porcentaje de STOL liberado (%). —*— pH3, =& pH6, —+pHO.

Con el objetivo de estudiar si los compuestos incorporados se habian
liberado en su totalidad desde las esferas, se analizaron las mismas una vez que
habian dejado liberar en aire. Las mismas se colocaron en viales de liberacion y se
extrajo lo que pudo haber quedado dentro de las mismas con solventes adecuados.
El andlisis y la cuantificacién de tales volimenes se realizé por cromatografia
gaseosa utilizando curvas de calibracion.

Si bien no se encontraron diferencias notorias en cuanto al porcentaje de
liberacion por los tres tipos de esferas ensayadas, si hubo diferencias en los
porcentajes que no fueron incorporados y que quedaron en las soluciones de
sintesis. En este sentido, se encontraron porcentajes de 19, 15y 11 % de STOL

para las esferas hechas a pHs 3, 6 y 9, respectivamente (Tabla 5.8).
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Tabla 5.8: Porcentaje de STOL incorporado, liberado y retenido desde

las ESF ®AL preparadas bajo distintos pHs de la solucién gelificante*

Porcentaje de STOL (%)

pH Incorporado Liberado Retenido
3 81 100 0
6 85 100 0
9 89 95 5

*Condiciones de sintesis: concentracion de alginato: 4% p/v; relacién
molar: 3,5y tiempo de curado: 10 minutos y pH de la solucién

gelificante: 3,6 y 9.

Los resultados de caracterizacion y de propiedades mecanicas de las esferas
permitieron conocer las propiedades de los dispositivos obtenidos en diferentes
condiciones de sintesis. De esta manera se pudo elegir aquellas condiciones que se
relacionaran con una adecuada performance de liberacidn.

Asi también, la liberaciéon de STOL desde las ESF ® AL demostré que esferas
realizadas a una concentracion de 4% p/v, con una relaciéon molar de Ca2*/COO- de
3,5 y a un pH de 9 de la solucién gelificante son adecuadas para su uso como
dispositivos de liberaciéon de ese compuesto. En este sentido y habiendo tomado
como efectivo el pH de 9 para la elaboracion de las esferas, se procedi6 a ensayar
las esferas con los otros dos compuestos del blend feromonal.

A continuacion se detallan los resultados en cuanto a la liberacién de STOL,
STONA 'y 3-PEN desde tales dispositivos.

Las ESF ® AL conteniendo tales compuestos se prepararon de la siguiente
manera: se incorporaron los compuestos de manera independiente a soluciones de
alginato 4 % p/v en una proporciéon 100% p/p en relacidn al polimero. Se dejo
homogeneizar por dos horas y se gote6 sobre soluciones de CaClz 2 % p/v, de pH9
y con una relacion molar de Caz+/COO- de 3,5. Las esferas formadas en tal solucién
fueron mantenidas por periodos de 10 minutos o de 21 horas para estudiar el

efecto de dicha variable en la liberacion de los compuestos.
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En la tabla 5.9 se observan los anadlisis de la efectiva incorporacion de los
compuestos en las esferas, asi también como los porcentajes liberados y retenidos
de las ESF ® AL. Al analizar tales porcentajes se comprende que el tiempo de
entrecruzamiento es fundamental para la adecuada incorporacion de los
compuestos dentro de los dispositivos: para las esferas realizadas con tiempos de
10 minutos de curado se encontraron porcentajes de incorporaciéon de STOL,
STONA y 3-PEN de 89, 90 y 85% respectivamente, mientras que en aquellas
realizadas a 21 hs se encontraron porcentajes de incorporaciéon de 61, 57 y 63%

para los mismos compuestos.

Tabla 5.9: Porcentajes de STOL, STONA y 3-PEN incorporado, liberado y

retenido desde las ESF® AL preparadas bajo distintos tiempos de curado.

Incorporado | Liberado( | Retenido
Compuestos (%) %) (%)

STOL 89 95 5

Tiempo | 10min STONA 90 100 0
de 3-PEN 85 95 0
curado STOL 61 100 0
21 horas STONA 57 100 0

3-PEN 63 100 0

En esta experiencia quedé demostrado que limitar el contacto de las esferas
de alginato que contienen el compuesto con la solucién gelificante, evita la pérdida
del mismo por difusién hacia la solucién de CaClz 2% circundante.

Es asi entonces que tanto el tiempo de entrecruzamiento como la pelicula
de quitosano que rodea la esfera afectan el porcentaje de compuesto incorporado.
Un menor tiempo de entrecruzamiento provoca una mayor retencion de un
compuesto y el quitosano colabora en ese proceso de mantenimiento del mismo
dentro de la esfera.

En la figura 5.31 se observan las cinéticas de liberacion alcanzadas con las
ESF® AL realizadas con 10 minutos o 21 horas de entrecruzamiento.

En la seccion (a) de la figura, se puede ver que la cantidad de compuestos
liberados es significativamente mayor en aquellas esferas realizadas a 10 minutos

de entrecruzamiento, el porcentaje de pérdida que se produjo en las esferas con 21
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horas de curado y el mayor entrecruzamiento logrado en esas esferas puede haber
provocado tal diferencia.

Particularmente para el STOL, se puede ver que los dispositivos sintetizados
a 10 minutos de curado, registraron una liberacion hasta el dia siete de la
experiencia de 87, 23 mg lo que se corresponde con un 95% del total incorporado
a las esferas; mientras que los dispositivos realizados a mayor tiempo de
entrecruzamiento registraron liberacion al dia cinco de la experiencia de 73,1 mg,
siendo esta cantidad el total del compuesto incorporado (Figura 5.30 I).

Para el 3-PEN, con las esferas realizadas a 10 minutos se registré una
liberacion de 95,7 mg al dia seis de la experiencia correspondiente al 95% del total
incorporado, mientras que con las elaboradas a 21 horas se registr6 al dia cinco
una liberacién de 75,33 mg correspondiente al 100 % del compuesto incorporado
(Figura 5.31 1I).

Por su parte, para la STONA con 10 minutos de entrecruzamiento se
registré al dia nueve de la experiencia 107,65 mg liberados correspondientes a un
100% del compuesto incorporado, mientras que con 21 horas de curado se

registr6 una liberacion al dia cinco de 68,43 mg (Fig. 5.31 III).
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Figura 5.31: Liberacién de STOL(I), 3-PEN (II) y STONA (III) desde ESF ® AL. Liberacién en medio
gaseoso. Deteccién por SPME. a) Cantidad de mg liberados b) Porcentaje liberado (%).
Condiciones de sintesis: Concentracion alginato: 4% p/v, relacién molar Ca2+/C0OO0-: 3,5; pH solucién

gelificante: 9, tiempo de entrecruzamiento: () 10 minutos, ( ) 21 horas.

Los resultados obtenidos por extraccion SPME permitieron comprobar en primer
lugar que los compuestos del blend feromonal eran efectivamente liberados desde
las ESF ® AL en estado gaseoso, y esta propiedad cobra particular interés cuando
se desea utilizar tales dispositivos como liberadores de volatiles de interés
entomoldgico. Por otro lado, se pudo realizar una pseudo-cuantificacién, que si

bien no es un método directo de cuantificacién, permitié conocer la cantidad de
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miligramos liberados por dia desde la masa de esferas muestreada. Este hallazgo
permite hacer inferencias en cuanto a qué cantidad de compuesto es necesario
aplicar en determinada situacion, ya que para casos que se necesiten mayores o
menores concentraciones de los compuestos en aire, se puede manejar dichos
volumenes desde la cantidad de esferas puestas a liberar.

Por 1ltimo, habiendo estudiado el efecto de diferentes variables sobre la
incorporacién efectiva de los compuestos en las esferas y sobre la liberacion de los
mismos, se puede concluir que el aumento en el pH de la solucidén gelificante y el
menor tiempo de curado conducen a mayores incorporaciones del compuesto en
las esferas combinadas, este comportamiento repercute por ende en la cantidad de
miligramos liberados por los dispositivos ya que en condiciones de pH de la
solucién gelificante de 9 se logré el mayor porcentaje de STOL liberado. El mismo

comportamiento fue observado para STOL, STONA y 3-PEN.

Estos conceptos fueron tenidos en cuenta para la realizacién de los
dispositivos que fueron empleados en los bioensayos comportamentales que se

presentan en el capitulo siguiente.

5.3 Conclusiones

En este capitulo se presentaron los resultados obtenidos con cuatro tipos
de dispositivos de liberacién controlada de feromonas: peliculas, geles, esferas
simples y esferas combinadas. Si bien hubo diferencias en los estudios realizados y
por lo tanto en los resultados obtenidos con cada uno de ellos, podemos afirmar
que los cuatro tipos de dispositivos incorporaron y liberaron alguno de los
compuestos estudiados, BC, RC, STOL, STONA y 3-PEN.

Los dos polimeros utilizados, alginato y quitosano, resultaron adecuados
para desarrollar las diferentes matrices. La secuencia de dispositivos desarrollados
fue avanzando y modificAndose segin los resultados asi lo demostraban y
requerian, adquiriendo el criterio para fundamentar la preparacién de un nuevo
dispositivo. En este sentido y en primer lugar se estudiaron las peliculas de
alginato y de quitosano (via “seca”) en su capacidad de captacion y liberacion de

STOL en aire. Los resultados en cuanto a las peliculas de alginato demostraron que
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la incorporacidn del compuesto afect6 las propiedades mecanicas de la pelicula ya
que al incorporarlo, el dispositivo perdi6 estabilidad y no fue posible la formacion
de un dispositivo concreto. En cuanto a las peliculas de quitosano, si bien las
mismas resultaron efectivas en la incorporacion y liberaciéon de STOL, se pudo
comprobar que la via “himeda” permiti6 un mejor manejo de la cinética de
liberacion de la droga. La intencién de obtener este tipo de sistemas condujo la
experimentacion hacia el segundo tipo de dispositivo desarrollado, el de geles (via
“himeda”). En este sentido, se analizaron los dos polimeros propuestos como
formadores de estas matrices y si bien, tanto el alginato como el quitosano
demostraron ser buenos formadores de este tipo de dispositivos, la posibilidad de
aumentar la relacién volumen/superficie condujo la experimentacién hacia el
desarrollo de esferas simples.

Este tercer tipo de dispositivo también fue realizado con los polimeros en
cuestion, pero el bajo porcentaje de compuesto liberado en el caso del quitosano y
la rapida liberacién de compuestos en el uso del alginato promovié el desarrollo
del cuarto dispositivo estudiado en la presente tesis doctoral: el de esferas
combinadas. Las mismas fueron estudiadas en las dos posibles combinaciones
morfoldgicas alternando los polimeros en las secciones corazén o cubierta.

Las esferas de corazén de quitosano y cubierta de alginato no resultaron
adecuadas debido a su baja estabilidad y eso motivd el estudio de las esferas con la
combinacion inversa, las de corazon de alginato y cubierta de quitosano. Este
ultimo tipo de dispositivo fue ampliamente caracterizado y se analizaron diversas
condiciones de sintesis y el efecto de las mismas tanto en las propiedades
mecanicas de las esferas, como en los resultados de liberaciéon de determinados
compuestos de interés. Asi, se estudio la influencia de la concentracion de alginato,
el pH y la relacion molar Ca2*/COO- de la solucion gelificante y el tiempo de
entrecruzamiento de las esferas.

En este sentido, se pudo conocer que tanto el pH de la solucién gelificante,
como la relaciéon molar Ca%*/COO- fueron las variables de mayor incidencia en los
resultados obtenidos. Asi, el conocimiento de la adecuada combinacién de tales
condiciones de sintesis promovié los estudios de liberaciéon de los compuestos

feromonales en estado gaseoso. De esta manera se pudo conocer la cantidad tanto
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de STOL, 3-PEN y STONA liberados en aire desde las ESF ® AL, condicién
indispensable para los ensayos biocomportamentales que se presentan en el
siguiente capitulo.

Para tales ensayos se wusaron las esferas que demostraron el
comportamiento adecuado de liberacién y las propiedades mecanicas que
consideramos éptimas, asi para probar la atraccion de insectos de M. mutatus hacia
los dispositivos, se usaron esferas combinadas de corazén de alginato y cubierta de
quitosano con las siguientes condiciones de sintesis: concentracion de alginato de
4% p/v, pH y relacién molar Ca2*/COO- de la solucién gelificante de 9 y 3,5
respectivamente y tiempo de curado de 10 minutos. A continuacién se detallan las
explicaciones a esta eleccién:

La concentracion de alginato utilizada se eligié6 de acuerdo con los indices
de hinchamiento y a los indices de reflexiéon de las fotografias transformadas por
Watershed transformation.

Se utiliz6 una concentracién de alginato de 4% p/v porque los indices de
hinchamiento a concentraciones mayores condujeron a mayores hinchamientos y
al considerar que este comportamiento provocaria liberaciones mas rapidas se
decidi6 por una concentracion menor (4% p/v); ademas las fotografias
demostraron que a mayores concentraciones se obtenian esferas irregulares en
cuanto a la cobertura de quitosano.

Por su parte y siguiendo con las deducciones realizadas, se eligié una
relacion molar de Ca%*/COO- de 3,5 y un tiempo de curado de 10 minutos por
varias razones: por un lado y de acuerdo con los indices de hinchamiento, se
demostré que con estas condiciones de sintesis se obtienen valores de
hinchamiento del 50%, adecuados para dispositivos poliméricos de liberacién
controlada; en segunda instancia y de acuerdo con los analisis de liberacién de
compuestos quedé demostrado que un mayor tiempo de contacto entre las esferas
de alginato con su solucion gelificante de CaCl; (21 horas), provoca una menor
incorporacién de compuesto en las esferas debido a la porosidad del alginato y
como consecuencia directa de esto, un menor porcentaje de compuesto es liberado.

Por dltimo y con respecto al pH de la solucién de CaClz 2% p/v, se eligié un

pH 9 ya que de acuerdo a los andlisis de hinchamiento, este pH junto a las

128



Capitulo 5. Resultados: Preparacion, caracterizacion y estudios
Parte 111 de liberacién de compuestos desde dispositivos poliméricos

condiciones de relacién molar de 3,5 y al tiempo de curado de 10 minutos
registraron valores de hinchamiento de un 50%. Ademas, los estudios de
liberacion demostraron que si bien no hubo diferencias entre la cantidad total de
compuesto liberado, las esferas realizadas a pH 9 liberaron STOL hasta el dia siete
de la experiencia, mientras que las realizadas a menores pH, alcanzaron su meseta
de liberacién al dia cinco.

También es importante aclarar que aunque los estudios de microscopia
demostraron un corazén y una capa externa bien diferenciada para ambas esferas
combinadas, no se descarta la posibilidad de la difusién de las cadenas poliméricas
tanto de alginato como de quitosano, hacia el corazén o la capa externa, formando

complejos en ambos lugares ademas de la interfase corazén/capa externa.
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Capitulo 6. Resultados

Ecologia quimica:

Respuesta de Megaplatypus mutatus a
dispositivos poliméricos de liberacion
controlada de feromonas.

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos en cuanto a la
respuesta de insectos de M. mutatus hacia los dispositivos poliméricos preparados
y ensayados como sistemas de liberacion de feromonas. Dichos resultados
responden a los objetivos entomoldgicos propuestos al comienzo de la presente
tesis y proponen la conexién interdisciplinaria caracteristica de este trabajo

doctoral.

6.1. Ensayos de atraccion en olfatometro
Con el objetivo de obtener insectos para los ensayos en laboratorio, al comienzo de
la temporada de vuelo se colocaron trampas de emergencia (o trampas colectoras)
en lotes forestados con alamos pertenecientes al aserradero Euskadi y que
presentaban una alta infestacion. Los campos estan ubicados en la localidad de
Morse, al norte de la provincia de Buenos Aires y distante a 540 km de la ciudad de
Coérdoba.

Luego de realizar recorridas por la forestacién, se reconocieron cuatro
areas de mayor ataque por parte de M. mutatus y fue en esas areas donde se

colocaron las trampas (Fig. 6.1).
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Figura 6.1: Mapa de la ubicacién de las cuatro areas de infestacién por Megaplatypus mutatus

trampeadas en forestaciones de dlamo de la localidad de Morse.

Las trampas se colocaron a la salida de las galerias en las que presentaba actividad
larval. Dicha actividad puede ser anticipada por la presencia del caracteristico
aserrin de este estadio o por la chorreadura caracteristica que presenta el arbol
debido a la perforacion sufrida en el mismo (Fig. 6.2). Asi, en los lotes infestados,
quedaron debidamente marcados e individualizados los lugares de ataque por M.
mutatus.

Diariamente se recorrieron los lotes correspondientes y se procedio a la
examinacion de las trampas colectoras. Ademas de recolectar los insectos caidos
en las trampas, se encontraron nuevos ataques en los dias sucesivos a la colocacién
de las trampas y también individuos adultos iniciando nuevas galerias o cerca de
las mismas. Los insectos fueron apartados del arbol con pinzas y colectados
también para los experimentos posteriores.

Los insectos recolectados fueron mantenidos en capsulas de Petri con
algodon humedecido para aportar una humedad apropiada para evitar su
desecacion.

Los experimentos de atraccion se realizaron entre las 12 y las 16 horas del
dia. Se colocaba en un brazo del olfatdmetro el emisor de feromona que se queria
evaluar, y en el otro brazo un dispositivo control, sin compuesto en su interior.
Cada hembra era colocada de a una por vez en la camara de aclimatacion, se dejaba

en esa situacion por tres minutos y se encendia la corriente de aire.
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La determinacion de atractancia se realiz6 con las esferas combinadas de
tipo 35ESF ®AL 49, 10min-pH9_Se evalud la atraccién hacia esferas con STOL, STONA y
3-PEN (Fig.6.3).Los insectos del ensayo permanecieron entre siete y veinte
minutos en la camara de aclimatacion y dentro de ese tiempo tomaban una de las

dos opciones.

Figura 6.2: Trampa colectora de Figura 6.3: M. mutatus en brazo B
M. mutatus en alamo (Populus del olfatémetro.
deltoides)

Los resultados obtenidos con los ensayos de atracciéon sefialan que la
concentracion de STOL y STONA emitido/a por las esferas, fue la adecuada para

provocar una respuesta de atraccion sobre las hembras ensayadas (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Numero de hembras de Megaplatypus mutatus que responden a diferentes

sustancias liberadas desde las ESF®AL en olfatometro.

Sustancia Numerode Numero de hembras Numerode hembras Numero de hembras
testeada hembras que caminan que caminan a la que permanecen en
utilizadas al control sustancia testeada  camara aclimatacion
Sulcatol * 10 2 8 0
Sulcatona * 9 1 8 0
3-Pentanol 8 2 5 1

El test de Chi cuadrado aplicado a las hembras que responden a sulcatol o sulcatona indicé que
ambas sustancias producen una respuesta de atractancia significativa (*) sobre hembras de M.
mutatus comparada con el control. (x2sulcatol= 3,26; a=0,1; gL= 1; x2sulcatona= 6,26; a=0,025;

gL= 1), mientras que el 3-PEN no demostro diferencias significativas con su control.

Si bien fue posible hacer los experimentos en el olfatometro, los mismos se

hicieron con la cantidad minima y necesaria de insectos para comprobar el efecto

136



Capitulo 6. Resultados: Respuesta de Megaplatypus mutatus a
Parte 111 dispositivos poliméricos de liberacién controlada de feromonas

de atraccién: la busqueda de insectos y por lo tanto, los ensayos
biocomportamentales se hicieron en una época no del todo favorable para el
encuentro de los mismos ya que a fines de marzo junto a la disminucion de la
temperatura, disminuye la actividad de este insecto.

En este sentido, con respecto al tercer compuesto del blend feromonal, el 3-
PEN, los insectos ensayados no alcanzaron a demostrar significativamente que
tuviera un efecto positivo en la respuesta de atraccién, ya que si bien cinco
hembras demostraron una respuesta positiva hacia el compuesto, dos hembras
tomaron el brazo del olfatémetro correspondiente al control y un insecto se quedé
en la cAmara de aclimatacidn.

Este resultado es atribuible al bajo nimero de insectos con el que se conté
para realizar el ensayo. Aun asi, este resultado del 3-PEN no es una limitacién al
momento de definir la atractabilidad del blend completo. Se conoce que si bien los
tres compuestos feromonales emitidos por el insecto en la naturaleza, funcionan
de manera sinérgica, no hay diferencias significativas entre la atraccion del insecto
hacia un blend formado por STOL y STONA que hacia uno formado por STOL,
STONA y 3-PEN (Gatti Liguori et al. 2008).

Si bien este ultimo compuesto posee por si solo efectos de atraccion de
hembras, el rol del mismo en el blend no esta del todo definido.

En el analisis de Chi Cuadrado se compararon las hembras que tomaron uno
u otro brazo del olfatémetro. En el caso del 3-PEN, la hembra que quedé en la
camara de aclimatacion no fue tenida en cuenta a la hora de analizar
significativamente la eleccion de los brazos del olfatometro.

En cuanto a la cantidad de compuesto liberado por dia, se sabe que
liberaciones diarias de 6 mg para el STOL, de 6 mg para la STONA y de 30 mg para
el 3-PEN son las 6ptimas para lograr atraccién y por lo tanto captura de hembras
en forestaciones de adlamo infestadas, donde el insecto puede llegar a estar a
decenas de metros del cebo de atraccion (Funes et al. 2013). En nuestro caso, el
uso de un conjunto de esferas como sistema de liberacién, provee al sistema del
beneficio que tal grupo puede fraccionarse en aras de liberar la concentracion
necesaria de cada feromona al ambiente. De esta manera, el uso de tres esferas

dispuestas en la camara de opcién a 20 cm de la camara de aclimataciéon provocéd
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liberaciones aproximadas de 1,5 mg para cada compuesto de interés que
provocaron las respuestas descriptas anteriormente.

Si bien estos valores de mg liberados son menores que los utilizados por
Funes et al. 2013 para los ensayos de captura a campo, consideramos que la
cercania de la fuente de liberacion al insecto en el laboratorio compensé la relacién
mg liberados/distancia.

Los resultados obtenidos sugieren que los dispositivos elegidos como
liberadores de feromonas se comportaron de manera adecuada para provocar el
efecto de atracciéon de hembras de Megaplatypus mutatus. Si bien los compuestos
liberados desde las ESF® AL que demostraron tal capacidad (STOL y STONA), son
conocidos por su capacidad de atraccién ya que han sido identificados como
feromonas sexuales de la especie (Gonzalez Audino et al. 2005), la novedad del
estudio radica en que los dispositivos poliméricos utilizados como portadores y
liberadores de tales compuestos, permitieron la liberaciéon de los mismos en la
cantidad adecuada para provocar la respuesta de atraccidn.

Las esferas combinadas con corazén de alginato y cubierta de quitosano
fueron abordadas desde dos perspectivas diferentes: por un lado fueron
estudiadas desde la quimica de los polimeros ya que se estudié su composiciéon
quimica, su morfologia, sus propiedades mecanicas y como las diferentes variables
de sintesis influian en tales caracteristicas. Y por otro lado, y consecuencia directa
de la primera mirada, fueron abordadas desde la ecologia quimica, donde los
ensayos comportamentales con hembras de M. mutatus permitieron comprobar
que tales dispositivos liberaban feromonas sexuales en concentraciones adecuadas
para provocar el estimulo de atraccion.

De esta manera y con los resultados expuestos en este capitulo, queda
demostrado el objetivo especifico referido a la evaluacién de la efectividad de los
dispositivos poliméricos por medio de experimentos de laboratorio con el insecto
de interés, asi como la asociacién interdisciplinaria buscada desde el comienzo del

presente trabajo de tesis.
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Conclusiones generales y proyecciones

Conclusiones generales

El tema de estudio de la presente Tesis Doctoral, consistié en el desarrollo
de matrices poliméricas biodegradables a partir de quitosano o de la combinacién
del mismo con alginato empleando diferentes metodologias de preparacion. El
objetivo general fue el disefio para la obtencion de estos materiales aptos para su
uso en la preparacion de dispositivos de liberacion controlada de feromonas de un
insecto llamado Megaplatypus mutatus y su potencial aplicacién en el manejo de
esta plaga.Para ello, se encaré el estudio a través de una via “seca” y otra “humeda”,
para lo cual se estudié el comportamiento de cuatro formas diferentes en que
fueron preparadas las matrices: la preparacion de peliculas correspondieron a la
via seca y la de geles, esferas simples y combinadas a la via huimeda. Para cada de
uno de los casos se analiz6 la capacidad de las mismas de incorporar y liberar
alguno de los compuestos feromonales que usa el insecto como llamado sexual y
que estan identificados como sulcatol, sulcatona y 3-pentanol. En el caso de
las peliculas, si bien estos sistemas son practicos en su colocacion, es conocido que
la liberaciéon del compuesto es dependiente de la humedad ambiente, la cual
condiciona la difusién de la droga a través de la misma. Otra desventaja de este
tipo de dispositivo es su relacidn area expuesta vs. velocidad de liberacién, ya que
en aquellos casos en que se necesitan dosis elevadas de liberaciéon por tiempos
prolongados se deberian usar peliculas con un alto valor de area expuesta.

En el caso de los geles, los dos polimeros utilizados mostraron diferencias
importantes. Mientras que el quitosano mantuvo una liberacién controlada por
diez dias alcanzando una liberacion del 85% del STOL incorporado, el alginato lo
hizo por un periodo de tiempo mas reducido, alcanzando al dia tres de la

experiencia una liberacidon del 94%. En este sentido, la alta porosidad del alginato
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provocé una baja retencidon del STOL, mientras que el entrecruzamiento logrado
entre la genipina y el quitosano logro retener y liberar el compuesto de interés por
una mayor y adecuada cantidad de dias. Sin embargo, con el fin de aumentar la
relacion volumen/superficie es que se condujo la experimentacion hacia el tercer
tipo de dispositivos. Por lo tanto, se prepararon sistemas en donde se aumentara la
capacidad de almacenar y se controlara la superficie de exposicidn.

Las esferas simples de alginato o quitosano fueron usadas para contener
colorantes de distinta hidrofobicidad como fueron el Rojo Congo y el Beta Caroteno
y para uno de los componentes del blend feromonal, el STOL.

Los resultados obtenidos sugirieron por un lado, que las esferas de alginato
tienen una buena capacidad de incorporacion de compuestos de distinta
hidrofobicidad. Sin embargo, la porosidad que presenta este polimero puede ser la
causa de los altos porcentajes de BC y STOL liberados en el agua de los lavados, asi
como del rapido alcance de la meseta de liberacion. Otras de las fortalezas
encontradas en las esferas de alginato fueron que mantuvieron su forma esférica
durante todo el tiempo del estudio. En cuanto a las esferas de quitosano, las
mismas presentaron una adecuada formacién de las esferas y una buena
incorporacién de los compuestos organicos muestreados. En cuanto a la liberacién
de los mismos, podemos resultar que este polimero funciona como un excesivo
agente de retencion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las esferas simples y
conociendo las ventajas que tanto el alginato como el quitosano mostraron, se
continud con el disefio de un nuevo sistema, que fue el de las esferas combinadas.

Las esferas combinadas como sistemas de liberacion, fueron sintetizadas
con las dos opciones alternadas de ubicacion de los polimeros, es decir se
sintetizaron esferas con un corazon de quitosano y una cubierta de alginato y
esferas con un corazon de alginato y una cubierta de quitosano.

Los resultados obtenidos de las esferas de corazén de quitosano y capa
externa de alginato dejaron como evidencia que en esta forma de combinacién, no
se logra una optimizacion efectiva del grado de entrecruzamiento para mantener
una forma estable de la esfera. La interaccion de los grupos amino del quitosano
con genipina, bloquea a los mismos para una interaccién posterior con los grupos

carboxilatos del alginato, dandose para estos casos, una baja interaccién
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electrostatica en la interfase corazén/capa externa. Sin embargo esta membrana
polielectrolitica quizds pueda también impedir el ingreso de moléculas de
genipina que intensifiquen el entrecruzamiento en el corazon

Por el contrario, las esferas combinadas de corazon de alginato y cubierta
de quitosano mostraron un comportamiento 6ptimo para la aplicaciéon buscada. En
este caso especifico, se demostré que la concentracion de alginato, el pH, la
relacion molar Ca?*/COO- de la solucion gelificante y el tiempo de
entrecruzamiento juegan un rol importante en las propiedades de las esferas.
Ademas, tanto el pH de la solucién gelificante, como la relacién molar Ca2+/COO-
fueron las variables de mayor incidencia en los resultados obtenidos. Se pudo
comprobar que a mayores pH de la solucién gelificante se obtuvieron los menores
indices de hinchamiento, este comportamiento se debe a que resultaron
dispositivos mas entrecruzados ya que en condiciones alcalinas el grupo COO- del
alginato se encuentra como tal y por lo tanto estd en condiciones 6ptimas de
reaccion con los grupos Ca2+ del CaCl; y formar estructuras mas rigidas. En cuanto
a la capacidad de compresion que puede soportar un material, se comprob6 que a
mayores relaciones molares de Ca2*/COO-, se lograron materiales mas resistentes y
rigidos que soportaron las mayores cargas de compresiéon para alcanzar una
deformaciéon del 50%, este comportamiento es debido a que a mayor
disponibilidad de Calcio para interaccionar con los grupos COO- alcanzando una
mayor rigidez en el material. Las condiciones alcalinas y de alta relaciéon Ca2*/CO0O-
son las que favorecen la conformacion “en caja de huevo” otorgandole al reticulo
polimérico de alginato una mayor densidad de entrecruzamiento y por ende una
mayor estabilidad.

Con respecto a los estudios de liberacion, ya sea de los colorantes como de
las feromonas, se pudo concluir que el corazén de alginato de estas esferas
combinadas ayud6 a incrementar la concentracién de compuesto incorporado y la
capa externa de quitosano, ayud6 a que su liberacion sea controlada, ya que la
porosidad del sistema pudo ser disminuida por la interaccién electrostatica de
ambos polimeros desde el momento de la preparacién de los dispositivos, que era
la ocasién de pérdida del material a incorporar. Ambas ventajas originaron un
dispositivo con una concentraciéon éptima y cuya liberacién fue sostenida en el

tiempo alcanzando de esta manera una mayor cantidad de dias de liberacién. Si
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bien las variables de sintesis provocaron cambios importantes en los estudios de
sus propiedades, dichas variables no ocasionaron grandes cambios en los estudios
de liberacién controlada. En este sentido, la fortaleza de los dispositivos radicé
principalmente en sus propiedades mecanicas, y por lo tanto el sistema mas
estable mecanicamente fue el elegido para los estudios posteriores.

Por ultimo, habiendo obtenido el sistema optimizado, se probo la
efectividad de los dispositivos tipo esferas combinadas corazén de alginato por
medio de bioensayos comportamentales con hembras de Megaplatypus mutatus. El
sistema elegido fue el preparado con una concentracién de alginato de 4% p/v, a
pH 9, relacion molar Ca2*/CO0O- de la solucién gelificante de 3,5 y tiempo de
curado de 10 minutos.

Los resultados obtenidos sugieren que los dispositivos elegidos como
liberadores de feromonas se comportaron de manera adecuada para provocar el
efecto de atracciéon de hembras de Megaplatypus mutatus. Si bien los compuestos
liberados desde las ESF® AL que demostraron tal capacidad (STOL y STONA), son
conocidos por su capacidad de atraccién ya que han sido identificados como
feromonas sexuales de la especie, la novedad del estudio radica en que los
dispositivos poliméricos utilizados como portadores y liberadores de tales
compuestos, permitieron la liberacion de los mismos en la cantidad adecuada para
provocar la respuesta de atraccion.

De esta manera, se considera como conclusidn final de este trabajo de tesis
que el abordaje de la quimica de los polimeros, con la aplicaciéon de un criterio
formado del estudio y conocimiento de la relacién estructura/propiedad de los
mismos, permitié el disefio de diferentes sistemas de liberacién en un camino de
complejidad creciente hacia el sistema que se considerd 6ptimo a los objetivos
propuestos al comienzo de esta tesis. Los estudios de caracterizacion, de sus
propiedades intrinsecas y de liberaciéon de determinados compuestos desde
diversos dispositivos poliméricos, permitieron la obtencién del sistema que
provoco la respuesta de atraccién esperada en insectos de M. mutatus.

Si bien hay antecedentes importantes en la preparaciéon de esferas
combinadas de alginato y quitosano en areas de la salud, de alimentos y
farmacolégicas, no hay precedentes del uso de este tipo de esferas para la

liberaciéon controlada de feromonas y su uso como dispositivo de liberacion
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controlada para el manejo de plagas. Las ventajas de estos sistemas radican por un
lado en que estan elaborados con polimeros de origen natural, no téxicos y
biodegradables, ambos obtenidos de recursos renovables. Y por otro lado, que se
trata de un tipo de control de plaga totalmente amigable con el ambiente, ya que la
especificidad de las feromonas sdlo permite la eliminacién de los insectos
problema, sin afectar las demas especies de animales que integran el ecosistema

forestal.

Proyecciones

Del estudio realizado en la presente tesis, permiten sugerir que los
resultados obtenidos son prometedores (alentadores) para la aplicacién de los
sistemas derivados de las esferas combinadas en el control de plagas. En este
sentido, y como una segunda etapa de trabajo, se planifica la realizacion de ensayos
a campo en lotes infestados de la localidad de Morse (Buenos Aires) para
comprobar la efectividad del sistema frente a condiciones ambientales reales y
frente a insectos en estado de libertad.

Como etapa posterior, y en vistas de una aplicacién concreta, se requiere del
analisis de la obtencion de esferas combinadas a escalas mayores con un serio
analisis de la relacion costo/beneficio.

Si bien los resultados obtenidos permitieron un avance concreto en el
conocimiento cientifico de esta area, principalmente en el estudio de la relacién
estructura/propiedad de los diferentes sistemas preparados, no se descartan que
los sistemas mas simples como peliculas, geles colocados en canastas adecuadas o
esferas simples, podrian ser igualmente aplicables a menores costos. Esto requiere
de otro tipo de analisis con objetivos practicos mas que cientificos y que sin lugar a
dudas, seria una etapa interesante de abordar si hubiese interesados en tomar el

desarrollo de estos sistemas a escala piloto y posteriormente, industrial.
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