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RESUMEN DEL PROYECTO

En la actualidad, méas de 2500 millones de personas en mas de 100 paises
corren el riesgo de contraer dengue (OMS, 2016). Esta enfermedad es
trasmitida por el insecto de la especie Aedes aegypti. No obstante, el
mosquito también trasmite arbovirus como: Chicunguiia, Zika y Fiebre
amarilla (OMS, 2016), lo que genera un problema de salud publica. Las
estrategias de control vectorial utilizadas en Colombia se centran en la
eliminacion de criaderos y fumigaciones quincenales con larvicidas
organofosforados (Cadavid et al., 2014), lo que genera resistencia en la
especie, contaminacion en el medio ambiente y efectos nocivos para la salud
humana (Cruz, 2002).

Con base en lo anterior, las nuevas estrategias de control vectorial pretenden
implementar las formas de liberacion modificadas, con el fin, de mantener los
niveles del larvicida en el tiempo y lograr disminuir dos principales efectos: la
resistencia de los insectos a los plaguicidas y la contaminacion ambiental.
Para lograr esto, el proyecto de grado tiene como objetivo general evaluar
que los hidrogeles de quitosano cargados con el larvicida Novaluron son
sistemas de liberacion modificada, a partir de un estudio cinético.

Para ello, se sintetizaron hidrogeles de quitosano con dos grados de
entrecruzamiento (25%, 75%) y cargado con dos concentraciones de
Novaluron (50X y 100X), donde X es la dosis letal 99. Los resultados
obtenidos indican que los hidrogeles con un 25% de entrecruzamiento liberan
una mayor cantidad de larvicida a través del tiempo, en comparacién con las
matrices poliméricas que tenian un 75% de entrecruzamiento y se determiné
que la cantidad de larvicida con la que se carga la matriz no es un factor
limitante en la liberacién. Por otro lado, los datos obtenidos en el perfil de
liberacién no se ajustaron a los modelos cinéticos analizados. Asimismo, se
identificé que los hidrogeles con 100X y entrecruzados con 25% y 75% de
glutaraldehido sufrieron efecto Burst.

En cuanto a los analisis térmicos, la técnica de DSC establecio que la Tg del
quitosano se encuentra en un rango entre los 150 y 166°C. Por su parte, en
los barridos termogravimétricos se evidencio dos casos de perdida de masa;
el primero comienza alrededor de los 34°C vy finaliza cerca de los 200°C y se
asocia a la perdida de agua y el segundo evento empieza a los 200°C y
termina a los 797°C y se atribuye a la degradacion de la matriz polimérica de
quitosano y la perdida de compuestos volatiles.

Palabras clave: Hidrogeles, quitosano, Novaluron, liberacion modificada,
cinética, espectrofotometria UV-Visible.
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ABSTRACT

Nowadays, more than 2.5 billion people in more than 100 countries are at risk
of contracting dengue (WHO, 2016). This disease is transmitted by the insect
of the species Aedes aegypti. However, the gnat also transmits arboviruses
such as Chicunguia, Zika and fiebre amarilla (WHO, 2016), which generates
a public health problem. Vector control strategies used in Colombia focus on
the elimination of biweekly hatcheries and fumigations with
organophosphorus larvicides (Cadavid et al., 2014), which generates
resistance in the species, contamination in the environment and harmful
effects on human health (Cruz, 2002).

Based on the above, the new vector control strategies aim to implement the
modified release forms, in order to maintain the larvicide levels over time and
to reduce two main effects: the resistance of insects to pesticides and the
environmental pollution. To achieve this, this project has as its general
objective to evaluate that the chitosan hydrogels loaded with the larval
Novaluron are modified release systems, from a kinetic study.

For this, chitosan hydrogels were synthesized with two degrees of
crosslinking (25%, 75%) and loaded with two concentrations of Novaluron
(50X and 100X), where X is the lethal dose 99. The results obtained indicate
that the hydrogels with a 25% of cross-linking release a greater amount of
larvicide over time, compared to polymeric matrices that had 75% cross-
linking and it was determined that the amount of larvicide with which the
matrix is loaded is not a limiting factor in the release. On the other hand, the
data obtained in the release profile were not adjusted to the analyzed kinetic
models. Likewise, it was identified that hydrogels with 100X and crosslinked
with 25% and 75% of glutaraldehyde suffered Burst effect.

Regarding the thermal analysis, the DSC technique established that the Tg of
the chitosan is in a range between 150 and 166 ° C. On the other hand, in
thermogravimetric sweeps two cases of pesomasa loss were evidenced; the
first begins around 34°C and ends near 200°C, this is associated with the loss
of water and the second event starts at 200°C and ends at 797°C and is
attributed to the degradation of the polymer matrix of chitosan and volatile
compounds.

Key words: Hydrogels, chitosone, Novaluron, Kkinetics, UV-Visible
spectrophotometry.
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1. INTRODUCCION

Los sistemas de liberacion modificada han sido muy utilizados en las ultimas
décadas, tanto en la industria farmacéutica como en la agricola, debido a que
presentan ventajas en cuanto a la velocidad y el lugar de liberacion del
farmaco o principio activo (Martin et al., 2005). “El compuesto activo se
incorpora en un soporte que generalmente esta formado por un material
polimérico o la combinacién de varios polimeros” (Saez et al., 2002). Una de
las materias primas més usadas para la fabricacion de estas matrices es el
quitosano, un derivado de la quitina que es el segundo polisacarido mas
abundante después de la celulosa, se encuentra en las conchas de los
crustaceos, forma parte del exoesqueleto de los insectos y de la pared
celular de hongos y levaduras(Larez, 2003).

Por medio, de una reaccion de N-desacetilacion la quitina se transforma en
quitosano, un copolimero formado por unidades de D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina (Sanchez-Duarte et al., 2017). La desacetilacion de la quitina
ocurre por una reaccion de hidrolisis en los grupos acetamida, las
condiciones de esta reaccion son temperaturas altas y un medio alcalino.
Generalmente, se utiliza hidroxido de sodio o hidroxido de potasio a
temperaturas superiores a los 100°C (Sanchez-Duarte et al., 2017). Por otro
lado, los grupos amina libres le confiere solubilidad en pH acido(Jyoti et al.,
2017).

El quitosano es considerado un material polimérico de primer orden debido a
su biodegradabilidad y a que no posee propiedades toxicas(Larez, 2003),
estas caracteristicas le permiten ser un material adecuado para la sintesis de
matrices poliméricas o hidrogeles. Los cuales son redes tridimensionales que
al ponerse en contacto con un medio acuoso se hinchan hasta llegar a un
equilibrio (Martinez, 2016). Por tal motivo, son muy utilizados para
encapsular farmacos e insecticidas.

Por otro lado, el Novaluron es un larvicida del grupo de las benzoilfenil urea,
su mecanismo de accion es inhibir la sintesis de la quitina, lo que ocasiona
una interrupcion a la ecdisis de los insectos(Pitts-Singer & Barbour, 2017), es
decir, impide la capacidad de los artrépodos de desprenderse de su
exoesqueleto. Por lo tanto, no pueden creer y mueren en su estado juvenil.
Es considerado, un insecticida de riesgo reducido ya que tiene una baja
toxicidad en los mamiferos (Pitts-Singer & Barbour, 2017).Debido a estas
caracteristicas “la OMS, la agencia de proteccién ambiental en los Estados
unidos y la agencia reguladora del manejo de plagas en Canada han
aprobado el uso de este insecticida en las aguas domésticas para el control
del insecto Aedes aegypti” (Naranjo & Beier, 2016).
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El insecto Aedes aegypti es el principal causante de una problematica de
salud publica, puesto que es el vector de enfermedades como; Dengue,
Chikungufia, Zika y Fiebre amarilla (OMS, 2016). Por esta razon, se busca
generar una estrategia util y eficaz para la eliminacion del mismo. Estudios
anteriores han utilizado matrices poliméricas de quitosano cargadas con el
larvicida Novaluron y los resultados obtenidos concluyeron que son una
estrategia favorable para combatir el vector (Jaramillo, 2017). Por esta razén,
este proyecto de grado se centr6 en estudiar los hidrogeles de quitosano
cargados con Novaluron como sistemas de liberacién modificada. El estudio
implica la determinacion de las concentraciones de larvicida liberadas a
través del tiempo y el periodo en el que estas concentraciones se mantienen
en el medio de liberacion.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento de la pregunta problema vy justificacion.

¢Son un sistema de liberacion modificada las matrices poliméricas de
quitosano cargadas con el larvicida Novaluron? ¢Son estos sistemas una
estrategia eficaz para el control de enfermedades vectoriales?

Las enfermedades trasmitidas por vectores se han convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial(Santos et al., 2013). El Insecto
Aedes aegypti, es el principal causante de Dengue, Chicunguia, Zika y
Fiebre amarilla. Estos arbovirus prevalecen en zonas tropicales y endémicas
como Colombia (OMS, 2016). Segun el boletin epidemiolégico en el 2017 se
han presentado 22,487 casos de Dengue. El municipio que presenta una
mayor incidencia es el Valle del Cauca con 4,305 casos reportados(Gémez,
2017). Lo anterior, indica que las estrategias para mitigar esta probleméatica
han sido poco efectivas. En 1993 se inicio en la ciudad de Cali un programa
para el control de vectores, enfocado en la aplicacion quincenal de larvicidas
en los 49,000 sumideros de la ciudad (Giraldo et al., 2008). El insecticida
mas utilizado es el Triflumurén, el cual inhibe la sintesis de la quitina,
polisacarido estructural en la formacion del exoesqueleto de los artrépodos
(Grupo agrotecnologia, 2017).

La incidencia de este tipo de enfermedades en nuestro pais se ve
influenciada por factores climaticos y sociales, como el empobrecimiento y la
urbanizacién no planificada (Cabezas L, 2017) .Ademas del elevado costo
que generan las actuales estrategias de control vectorial, debido al
mantenimiento de los niveles de los larvicidas en los sumideros a través del
tiempo. Asimismo, el uso excesivo de estos que generan una contaminacion
al medio ambiente (Ladino, A., 2016).

Actualmente, se realizan estudios para implementar nuevas técnicas de
control vectorial que pretenden usar sistemas de liberacion modificada. Estos
sistemas se basan en la utilizacion de hidrogeles, los cuales se pueden
definir como un tipo de material de base polimérica que se caracteriza por la
capacidad para absorber agua (Martinez, 2016). El uso de sistemas de
liberaciéon controlada tiene como objetivo mejorar la seguridad y eficacia del
principio activo, asi como la proteccién del medio ambiente (Martin et al.,
2005). En estudios anteriores se comprobé que el uso de matrices
poliméricas de quitosano, con diferentes grados de entrecruzamiento y
diferentes concentraciones del larvicida Novaluron, resulta ser una estrategia
efectiva para el control vectorial (Ladino, A., 2016). Esta investigacion busca
evaluar que las matrices poliméricas de quitosano son un sistema de

15



liberacion modificado, por medio del estudio de la cinética de liberacion del
larvicida a partir de hidrogeles.

2.2 Marco tedrico y estado del arte

Las enfermedades trasmitidas por vectores representan mas del 17% de
todas las enfermedades infecciosas y provocan el fallecimiento de mas de 1
millon de personas cada afio (OMS, 2016). El insecto Aedes aegypti es el
principal vector que trasmite arbovirus como: Dengue, Chikungufa, Zika y
Fiebre amarilla (OMS, 2016), los cuales son los de mayor prevalencia en
zonas endemicas (OMS, 2016).

El Aedes aegypti es un insecto del género Aedes y del subgénero Stegomyia
(Mousson, L., et al., 2005). Se encuentra en zonas urbanas donde la altura
no supera los 2.200 msnm (OMS, 2016). Su ciclo de vida presenta cuatro
etapas diferentes: huevo, larva, pupa y adulto. Las tres primeras etapas
tienen lugar en el agua y la etapa adulta ocurre en el aire(Vélez et al., 1998).
Cabe mencionar, que los seres humanos son infectados por la picadura de
hembras que portan el virus, las cuales fueron infectadas al succionar la
sangre de personas enfermas (OMS, 2016).

Aedes Aegypti / /

Adulto //

Ovo

.
Larval ‘g \

Figura 1.Ciclo de vida del insecto Aedes aegypti.*

Asi mismo, el control vectorial es un tema preocupante para todos los paises,
para ello se han empleado técnicas como la eliminacion total de los criaderos
principalmente en zonas rurales, en donde el suministro de agua potable no

'Imagen tomada de http:// sp.depositphotos.com/97504570/stock-illustration-nature-aedes-
aegypti-mosquito-stilt.html
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existe, es irregular o de baja calidad, por lo tanto, la comunidad almacena el
agua en tanques, barriles y otros recipientes, los cuales sirven como hébitat
para esta especie(Rodriguez Cruz, 2002).También, se realiza saneamiento
ambiental y la aplicacion de insecticidas. Estas estrategias han resultado
poco efectivas, puesto que generan resistencia en la especie Aedes aegypti,
un impacto negativo en el medio ambiente y reacciones adversas en los
seres humanos (Cruz, 2002). Por otro lado, se han puesto en uso métodos
alternos como las bacterias entomopatogenas, sin embargo bajo condiciones
tropicales el méximo efecto fue de cuatro semanas (Fontoura et al.,2012).

A causa de esta problematica, se han realizado investigaciones con el fin de
implantar las formas de liberacion modificada en las estrategias de control
vectorial. Estas formas de liberacion fueron desarrolladas por la ciencia
farmacéutica, con el fin de dar solucion a los problemas que conlleva la
dosificacion convencional de los medicamento (Martinez, 2016). Dichas
formas de liberacidbn se centran en alcanzar los niveles terapéuticos del
farmaco en el lugar de accion y mantenerlos a lo largo del tratamiento, lo cual
se logra por medio de la modificacion de la velocidad, del tiempo y del lugar
de liberacion del medicamento (Sufié, 2000).

Entre las ventajas se encuentra: la reduccion de la frecuencia de
administracion, la disminucion de las fluctuaciones en los niveles
plasmaticos, un efecto terapéutico mas uniforme y la reduccion de los efectos
secundarios (Sufié, 2000). Sin embargo, este tipo de liberacion no solo es
usada en farmacos, sino también con insecticidas, teniendo como ventajas;
un mayor control de la dosificacion y un mantenimiento de la concentracion
del compuesto activo en el tiempo (Ladino, A., 2016). Por otro lado, los
hidrogeles resultan ser la materia prima propicia para la produccion de estos
sistemas de liberacion.

Ahora bien, los hidrogeles se definen como redes tridimensionales que tienen
la capacidad de hincharse en un medio acuoso sin disolverse (Martinez,
2016). Son uno de los materiales mas versétiles, debido a la facilidad con la
que es posible incorporar nuevos agentes en su estructura y darles
caracteristicas especificas (Ramirez & Astudillo, 2016), es decir, se pueden
modificar en funcion del tipo de entrecruzamiento, naturaleza del polimero,
agente entrecruzante y tamafo del sistema (Martinez, 2016).

Los mecanismos por los cuales los hidrogeles liberan las moléculas son;
difusién, hinchamiento y erosién(Andreetta, 2003). La migracion del principio
activo por difusion, se produce a traveés de los microporos existentes en la
matriz polimérica. En este caso, la interpretacion de este fenbmeno puede
realizarse utilizando la segunda ley de fick’s (S4ez et al.,2004). Es importante
tener en cuenta, la constate de difusion. Cuando la matriz presenta poca
interaccion con el fluido ingresante, esta se expande poco y la difusion del
compuesto activo dependera del fluido ingresante. Por lo tanto, la velocidad
de liberacion depende del gradiente de concentracion. Sin embargo, cuando
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la matriz tiene fuerte interaccion con el fluido que ingresa, la expansion del
polimero depende de sus propiedades fisicoquimicas como; el peso
molecular, el gradiente de sustitucion y la viscosidad. Por esto, la difusion del
principio activo sera funcién del fluido ingresante y las caracteristicas de
hinchamiento del polimero y la aplicacion de la segunda ley de fick’s sera
mucho mas realista (Andreetta, 2003)

El hinchamiento se genera cuando un hidrogel entra en contacto con un
medio liquido, se hincha o se deshincha hasta alcanzar el equilibrio, que es
el resultado de un balance entre las fuerzas osmoticas originadas por el agua
al entrar a la red de macromoléculas y las fuerzas cohesivas-elasticas
ejercidas por las cadenas del polimero que se oponen a esa expansion
(Martinez, 2016).Un aumento en el porcentaje de entrecruzamiento reduce el
hinchamiento del hidrogel y el tamafio del poro, lo que limita la movilidad de
las sustancias y conlleva a un control de la liberacion de las mismas
(Martinez, 2016).

Por otro lado, para farmacos muy solubles en agua, el fenomeno de erosién
es poco importante, puesto que todo el farmaco es liberado antes de que
suceda una degradacion de la matriz polimérica. Por el contrario, para
principios activos de baja solubilidad, el control de la liberacion del
ingrediente activo no solo ocurre por difusion, sino que también es importante
el efecto de erosién (Sandoval et al.,2008).

Dicho lo anterior, se puede definir la cinética de liberacion como el modelo
matematico que mejor representa el mecanismo de liberacién de una matriz
polimérica. Entre los modelos matematicos se encuentran: orden cero, orden
uno y orden dos. Se denomina modelo de orden cero aquella cinética donde
la velocidad es independiente de la concentracion(Soto, 2007) . En el
modelo cinético de orden uno la velocidad de disolucién es proporcional a la
concentracion de farmaco disuelto (Viseras, 2008). Y en el modelo cinético
de segundo orden la cantidad de principio activo disuelto es igual a su
maxima solubilidad en el medio (Soto, 2007). En la tabla 1 se encuentran las
ecuaciones que describen los modelos anteriormente nombrados.

Tabla 1. Ecuaciones de los modelos cinéticos.

Modelo Cinético Ecuacion matematica
Orden cero Q = Q, — kot (Soto, 2007)
Orden uno Q = Q,e k2t (Viseras, 2008)
Orden dos % = Qi + k,t (Soto, 2007)
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Donde Q es la cantidad de farmaco liberado, Qo es la cantidad de farmaco
inicial, K es la constante de velocidad y t es el tiempo (Viseras, 2008).

Por otra parte, en la actualidad existe un creciente interés en la produccion
de nuevos materiales a partir de fuentes renovables. Es decir, los polimeros
sintéticos estan siendo desplazados por los polimeros naturales (Neto et al.,
2005). Un ejemplo de esto es la implementacién de hidrogeles de quitosano.
Este es un polisacarido lineal catiénico formado por unidades de D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina distribuidas aleatoriamente y unidos
por enlaces B-(1-4) (Martinez, 2016) .Dicha molécula es un derivado de la
quitina, biopolimero que constituye el exoesqueleto de crustaceos e insectos
(Jagadish Roy, 2017). El quitosano se obtiene por una reaccion de N-
desacetilacion, proceso que no ocurre en un 100% (Ver figural) (Neto et al.,
2005).
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Figura 2.Estructura quimica del quitosano.

El quitosano es una molécula que presenta grupos amino e hidroxilos libres,
los cuales pueden ser facilmente modificables ya sea quimicamente y/o
fisicamente. Adicionalmente, éstos le confieren sensibilidad a los cambios de
pH, dado que, son facilmente protonables(Neto et al., 2005). Las ventajas de
la utilizacion de los hidrogeles de quitosano se debe a la facil
biodegradabilidad, su biocompatibilidad y su poca toxicidad, por consiguiente
resulta ser amigable con el medio ambiente(Wanjun et al.,, 2005). Estas
matrices poliméricas han sido implementadas en el ambito farmacéutico,
pero también pueden ser utilizadas como vehiculo para minerales, vitaminas,
aceites, proteinas e insecticidas (Kumar, 2004).

En la actualidad, las principales clases de insecticidas usados para el control
vectorial son: organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides
(Bisset,2002), aunque debido a la resistencia generada en el insecto y los
problemas ambientales ocasionados, se ha implementado el uso de
insecticidas microbianos y los reguladores de crecimiento (Bisset, 2002).
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Estos insecticidas penetran el cuerpo del insecto por medio de las siguientes
estrategias:

1. Envenenamiento por contacto: el insecticida penetra a través de la
cuticula del insecto hasta alcanzar el sitio activo, como por ejemplo los
inhibidores del crecimiento (Bisset, 2002).

2. Envenenamiento oral: El insecticida es ingerido y absorbido a través del
intestino, por ejemplo insecticidas bacterioldgicos (Bisset, 2002).

3. Fumigaciones: El insecticida penetra al cuerpo del insecto a través de los
espiraculos del sistema respiratorio, como por ejemplo los diclorvos
(Bisset, 2002).

Este trabajo se centré en las benzoilfenil ureas, que son reguladores del
crecimiento de los insectos (IGR), actuan inhibiendo la sintesis de la quitina
de las larvas, en consecuencia resulta imposible que se realice el proceso de
muda y por consiguiente los insectos pierden la hemolinfa, lo que ocasiona la
muerte por deshidratacion. Este tipo de larvicidas presentan alta
especificidad, baja toxicidad para los mamiferos y son eficaces a bajas
concentraciones por un largo periodo de accion (Maciel, W. G. 2016).

El Novaluron (1- [3-cloro-4- (1, 1,2-trifluoro-2-trifluorometoxi-etoxi) fenil] -3-
(2,6-difluorobenzoil) urea) es un IGR inhibidor de la sintesis de la quitina que
actla por contacto o ingestién, particularmente en los estados inmaduros de
los insectos (Ver figura 2)(Elek et al., 2010). Altera la composicion de la
cuticula, especialmente inhibiendo la sintesis de la quitina, lo que conlleva a
una deposicion endocuticular anormal que afecta la firmeza y la estabilidad
de la cuticula y genera una muda abortiva(Cutler, Scott-Dupree, Tolman, &
Harris, 2006). Por otro lado, es considerado un poderoso supresor de
importantes plagas de lepidoptros y coledpteros. Segun la organizacion
mundial de la salud se recomienda que la dosis del larvicida en agua potable
no debe de exceder los 0,05mg/L para ser considerado como seguro en los
humanos (OMS, 2016).
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Figura 3.Estructura quimica del larvicida Novaluron.
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Es necesario mencionar, que la emulsion comercial de Novaluron que se usé
en este proyecto de investigacion contiene Bifentrina [(2 - metil - 1,1 - bifenil -
3 -1il) - metil - 3- (2 - cloro - 3,3,3 - trifluoro - 1 - propenil) - 2,2 -
Dimetilcicloprancarboxilato], insecticida ampliamente utlizado en la
agricultura y en las zonas urbanas. Es un piretroide no sistematico de amplio
espectro de actividad. Su principal desventaja es que presenta toxicidad en
organismos acuaticos (Ver figura 3) (Kaiwei Shi, 2016). Estas moléculas
presentan en su estructura quimica grupos funcionales con alta densidad
electronica, lo que facilita su deteccion por medio de técnicas analiticas como
cromatografia  liquida, gaseosa, espectrometria de masas vy
espectrofotometria UV-Visible.

Cl
F > 0]
\ //////
F 1
F O

Figura 4.Estructura quimica de la Bifentrina.

La espectrofotometria UV-Visible es una de las técnicas mas empleadas para
cuantificar un analito, debido a su costo relativamente bajo y gran niumero
de aplicaciones desarrolladas. Esta técnica se basa en el analisis de la
cantidad de radiacion electromagnética, que puede absorber o transmitir una
muestra, en funcién de la cantidad de sustancia presente, en el rango de
longitudes de onda del ultravioleta y visible (Rocha & Teixeira, 2004).Por otra
parte, técnicas como el andlisis térmico brindan informacién acerca de las
propiedades fisicas de los materiales en funcion de la temperatura. Por
ejemplo, los analisis térmicos que se basan en los cambios de peso
constituyen la base de la termogravimetria, mientras que los cambios en
energia son la base de la calorimetria de barrido diferencial (Madrid, 2010).

“La calorimetria de barrido diferencial (DSC) mide la energia que se necesita
suministrar a la muestra para mantenerla a la misma temperatura que la
referencia” (Madrid, 2010), es decir mide los cambios entalpicos. Esta técnica
se desarrolla en un intervalo de -196°C hasta los 600°C, temperaturas donde
suceden las transiciones térmicas de los polimeros como: la temperatura de
transicion vitrea (Tg), la temperatura de fusion (Tm), estudios de
compatibilidad de polimeros y reacciones de polimerizacion. La muestray la
referencia se depositan en dos celdas idénticas que se calientan por medio
de resistencias independientes, cuando la muestra sufre una transicién
térmica, se adiciona energia a la muestra o a la referencia con el fin de
mantener ambas a una misma temperatura(Madrid, 2010).
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Por otro lado, el analisis termogravimétrico registra de manera continua, la
masa de una muestra que se encuentra en una atmosfera controlada en
funcibn del tiempo. Los instrumentos para realizar andlisis
termogravimeétricos estan conformados por: balanza analitica, horno, sistema
de purga (proporciona una atmoésfera inerte) y un microordenador para el
control de los datos(Madrid, 2010).
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Evaluar que los hidrogeles de quitosano cargados con Novaluron son
sistemas de liberacion modificada y determinar el tiempo en el que se
alcanza la dosis letal 99.

2.3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar hidrogeles de quitosano con diferentes grados de
entrecruzamiento y cargados con diferentes concentraciones del
larvicida Novaluron.

e Determinar la cinética de liberacion del larvicida Novaluron desde
hidrogeles de quitosano.

¢ Identificar el modelo cinético al cual se ajusta la liberacion del larvicida
Novaluron desde hidrogeles de quitosano.
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2.4 Metodologia

2.4.1 Reactivos, materiales y equipos empleados

Para la sintesis de los hidrogeles de quitosano con diferentes grados de
entrecruzamiento (25% y 75%) y cargados con distintas concentraciones de
Novaluron (50X y 100X, asumiendo que X es la dosis letal 99), se emplearon
los siguientes reactivos y equipos (Ver Tabla 2 y Tabla 3).

Tabla 2. Reactivos empleados para la sintesis de hidrogeles de Quitosano.

Reactivos Concentracion Casa comercial
Quitosano 98% Sigma-Aldrich
Acido acético glacial  99,5% Sucromiles S.A.
Glutaraldehido 25% Protectol
Emulsién Rimon Duo: Bifentrina 5% y | Proficol
Bifentrina y Novaluron 5%

Novaluron

Tabla 3. Equipos de laboratorio.

Equipos Marca
Balanza analitica Mettler Toledo
Horno de | Binder
calentamiento
Cabinas de Esco
extraccion
Plancha de VWR
agitacion
Homogenizador Ultraturrax

2.4.2 Sintesis de hidrogeles de quitosano con dos grados de
entrecruzamiento y cargados con dos concentraciones diferentes de
Novaluron.

Los controles son matrices poliméricas que tienen los mismos componentes
de fabricacion, pero no se encuentran cargadas con el larvicida. Para
sintetizar los controles se prepar6 una solucién al 3% de quitosano en acido
acetico al 2%. Posteriormente, se adicion0 la cantidad necesaria de
glutaraldehido para obtener el grado de entrecruzamiento (25% o 75%)

24



requerido. La mezcla de los reactivos se realizd en una plancha, con el fin,
de mantener la agitacion contante. Después de conseguir una solucién
homogénea, ésta se llevo al equipo de ultrasonido por una hora y con ayuda
de una espatula concava se extrajeron las burbujas generadas en el proceso.
La solucion se verti6 en un molde de 10cm X 10cm sobre un vidrio
previamente silanizado, para evitar la adhesion del hidrogel. EI molde se
llevdo al horno a una temperatura de 28,5°C, con el fin, de realizar el
entrecruzamiento por un periodo de 48 horas, finalmente se cortaron los
hidrogeles con ayuda de una espatula universal y se pusieron en una
superficie antiadherente por un dia, posteriormente se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso.

Figura 5.Molde con hidrogeles de Quitosano.
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Figura 6.Hidrogeles de Quitosano en proceso de secado.

La sintesis de hidrogeles de quitosano cargados con diferentes
concentraciones del larvicida Novaluron (50X y 100X) se realiz6 disolviendo
la emulsion comercial O/W de Rimon Duo (Bifentrima y Novaluron) en &cido
acético al 2%, se agreg0 en cada caso la cantidad necesaria de emulsion.
Posteriormente, se adicion6 3g de quitosano a la mezcla, dado que la
solucion era muy viscosa se utilizd el homogeneizador ultraturrax por un
intervalo de 15 minutos y a una velocidad de 20 rpm. De esta forma se
garantizé la completa homogenizacion de la solucién y la menor cantidad de
burbujas. Finalmente, se adicioné la solucion de glutaraldehido para obtener
el entrecruzamiento respectivo y se siguieron todos los pasos explicados
anteriormente para la sintesis de los controles. Finalmente se obtuvieron
hidrogeles; 50X 25%, 100X 25% y 50X 75% y 100X 75%.

2.4.3 Liberacion del larvicida Novaluron desde matrices poliméricas de
quitosano.

Una muestra de cada hidrogel con diferente concentracion de larvicida (50X
0 100X) y con distinto grado de entrecruzamiento (25% o 75%), se ubicé en
un recipiente plastico que contenia una mezcla de metanol/agua destilada en
una proporcion de 60:40. Los recipientes con las muestras fueron llevados a
una incubadora de agitacion Shaker, a 25°C y a una agitacion de 165 rpm,
con el fin, de garantizar que las muestras no se afectaran por la temperatura
y que la solucion fuera homogénea(Ver Figura 3). Cabe resaltar que todos
los experimentos se realizaron por triplicado para que fuera estadisticamente
valido.

50x 100x 50x 100x
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Figura 7.Disefio de experimentos empleado para el estudio de la cinética.
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Figura 8.Muestras de hidrogeles de quitosano, en incubadora de agitacién,
Shaker.

Para seguir la liberacién del larvicida se tomaron a distintos tiempos alicuotas
de aproximadamente 3 mL de la disolucion donde se encontraba inmersa la
pastilla y se determiné la concentracion de Novaluron. Es decir, el primer dia
se tomaron tres alicuotas en un periodo de nueve horas y los siguientes dias
dos alicuota cada nueve horas por un espacio de diez dias.

2.4.4 Cuantificacion de la concentracion de Novaluron liberado desde las
matrices poliméricas de quitosano.

La cuantificacion del larvicida liberado se hizo por medio del
espectrofotometro Shimadzu con detector Uv- visible. Inicialmente, se realizé
una curva de calibracion con un estandar de Novaluron 99%. Las soluciones
con diferentes concentraciones para construir la curva se prepararon en
balones aforados de 25 ml y se utilizd6 como solvente una solucion de
metanol:agua (60:40). La curva esta conformada por seis puntos (1,4 ppm,
2,8 ppm, 5,5 ppm, 11 ppm, 20 ppm y 30 ppm). Se realizd un barrido desde
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190 hasta 800 nm con el fin de determinar el maximo de absorbancia de la
molécula, el cual fue encontrado a 262 nm. Se utilizaron celdas de cuarzo
para minimizar los errores instrumentales.

g

Figura 9.Espectrofotometro Shimadzu.

2.4.5 Tiempo de equilibrio

Con el fin, de establecer el tiempo en el que se mantiene la dosis del
larvicida en el medio de liberacion, se realizé un disefio de experimentos, el
cual consistia en poner una muestra de hidrogel de diferente concentracion y
distinto grado de entrecruzamiento en un medio de metanol: agua destilada
(60:40) por 15 dias. Pasado este tiempo se tomaron alicuotas para
cuantificar la concentracion del compuesto activo liberado y se realiz6 el
recambio del medio de liberacion. Lo anterior, se efectto por 45 dias.

2.4.6 Uniformidad de contenido

Para determinar la cantidad de larvicida y la uniformidad de dosis
encapsulada en los hidrogeles de quitosano, se realiz6 una prueba de
uniformidad de contenido, para esto se maceraron muestras de hidrogeles
(50X 25%, 100X 25%, 50X75% y 100X75%). El polvo obtenido después de la
maceracion de las matrices poliméricas fue adicionado a un recipiente que
contenia 100 mL de una solucion 60:40 metanol: agua destilada por 24
horas. Posteriormente, se tomaron alicuotas que se filtraron y se llevaron al
espectrofotometro UV-Visible para cuantificar la cantidad de larvicida
presente en los hidrogeles. Este procedimiento se realizé por triplicado.

2.4.7 Calorimetria de barrido diferencial

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realiz6 con un DSC modelo
Q2000 de TA Instruments. Las muestras se analizaron en atmosfera de
nitrdgeno. Se realizaron tres exploraciones, la primera de 3-95°C durante 30
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minutos con el fin de eliminar el agua ligada dentro del material y el segundo
para observar las diferentes transiciones que pueden ocurrir dentro del
material. Todos estos ciclos se realizaron a una velocidad de calentamiento
de 5°C min™. Es importante resaltar, que la maxima temperatura fue de
200°C para evitar la degradacion del polimero.

2.4.8 Analisis termogravimeétrico

El andlisis termogravimétrico se realiz6 en la Universidad Nacional de
Bogota, en el laboratorio de ingenieria Quimica. Se utilizé6 un TGA de marca
Mettler Toledo. EI método consisti6 en mantener el horno por un minuto a
25°C con un flujo de aire de 50 ml/min. Posteriormente, se llevd de 25°C a
800°C con una rampa de calentamiento de 200 K/min y con un flujo de
nitrégeno de 50 mil/min y finalmente de 800°C hasta los 1000°C con una
rampa de calentamiento de 70,01 K/min y con un flujo de aire de 50 ml/min.
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2.4.9Matriz de marco logico

Objetivo General: Evaluar que los hidrogeles de quitosano cargados con Novaluron
son sistemas de liberacion modificada y determinar el tiempo en el que alcanza la
dosis letal 99.

Objetivo Actividades Supuesto Indicador
Especifico
e Sintetizar e Adquirir la e Disponibilidad e Matrices
hidrogeles materia prima y del material poliméricas
de los reactivos. de de
quitosano e Ejecutar el laboratorio. quitosano
con protocolo obtenidas.
diferentes establecido
grados de para realizar la
entrecruza sintesis de
miento de matrices
glutaraldehi poliméricas de
do y quitosano con
cargados a diferentes
diferentes grados de
concentraci entrecruzamien
ones  del to (25%,75%)
larvicida de
Novaluron. glutaraldehido
y .
concentracione
s ( 50X, 100X)
del larvicida
Novaluron.
(X=Dosis letal
99)
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Determinar
la cinética
de
liberacion
del larvicida
Novaluron
desde
hidrogeles
de
quitosano.

Establecer un

disefio de
experimento
para los

hidrogeles de
quitosano con

diferentes

grados de
entrecruzamien
to de

Glutaraldehido

y diferentes
concentracione
s de Novaluron.

Realizar una
curva de
calibracion con
el fin de

determinar la
concentracion

del larvicida
Novaluron, por
medio el
equipo
espectrometro
con detector
UV-Visible.

Cuantificar las
muestras  por
medio del
equipo

espectrofotome
tro UV-Visible.

Disponibilidad
del equipo y
calibracion
adecuada del
mismo.

Liberacion
del larvicida

cuantificada.
Periodo en
el que se
alcanza la
dosis letal
99

determinado
S.
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e Identificar e Determinar el e Los datos de e Modelo
el modelo modelo cinético los perfiles de cinético al
cinético al que sigue el liberacién se que se
cual se sistema, ajusten a un ajusta la
ajusta la mediante la modelo liberacién
liberacion aplicacion  de cinético. del larvicida
del larvicida los modelos determinado
Novaluron matematicos
desde como; Primer
hidrogeles orden y orden
de dos.
quitosano

2.5 Resultados

2.5.1 Sintesis de hidrogeles de quitosano.

La emulsién de Novaluron de tipo O/W se mezclé con la solucién de acido
acético al 2%. Posteriormente, se adicion6 3 g de quitosano y se utilizo el
homogenizador Ultraturrax, que generd soluciones homogéneas y disminuyo
el efecto vortex producido por el magneto. Se usé una solucién de
glutaraldehido al 2,5% como agente entrecruzante. Con esta concentracion
se logro adicionar la solucion de quitosano en el molde y llevarlo al horno sin
gue la mezcla se gelificara antes de tiempo; el proceso de entrecruzamiento
se realiz6 a 28°C durante dos dias. La apariencia final de las muestras
fueron pastillas cuadradas de color amarillo para el caso de los controles,
para los hidrogeles que se encontraban cargados con larvicida su color era
un poco Mas oscuro.
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2.5.2 Determinacion de la cinética de liberacion del larvicida Novaluron a
partir de una matriz polimérica de quitosano.

Inicialmente, los hidrogeles cargados con dos concentraciones del larvicida
(50X y 100X) y con dos grados de entrecruzamiento (25% y 75%) se
introdujeron en una solucion de agua destilada. Debido a que la molécula de
Novaluron tiene baja solubilidad en este solvente, la liberacion no sucedi6é de
manera correcta. Por lo tanto, se cambi6é el medio de liberaciébn por una
solucion 60:40 de metanol/agua destilada. El metanol se adicioné para
disminuir la constate dieléctrica del agua y mejorar la solubilidad del larvicida
en el medio.

Con el fin de determinar las concentraciones de las muestras se realizd una
curva de calibracién con seis puntos (1,4 ppm, 2,8 ppm, 5,5 ppm, 11 ppm, 20
ppm y 30 ppm). La regresion lineal tiene como ecuacion Absorbancia =
0,0187 concentracién + 0,0181 y un r? = 0,9979, lo que indica que los datos
se ajustan a una linea recta. Por lo tanto, se infiere que la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de las muestras. En la gréafica 1
se observa la curva de calibracion del estdndar de Novaluron.

0.81
0.6

0.4+

Absorbancia

0.0

0 10 20 30 40
Concentracion (mg/L)

Grafica 1.Curva de calibracion del estandar Novaluron

. s . ., .. ., M .
Para determinar la cinética de liberacion del larvicida se graficé M—t Vs tiempo
oo}

para cada una de las muestras, donde M; es la concentracién a un tiempo
determinado y M. es la maxima concentracion liberada (Ver gréafica 2).
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Grafica 2.Cinética de liberacion del larvicida Novaluron

2.5.3 Ajuste al modelo cinético.

Para identificar el modelo matematico al que se ajusta la cinética de
liberacién del larvicida Novaluron, se graficé [M] vs tiempo y de esta manera
se ajustaron los datos al modelo cinético orden cero (Ver gréficas 3, 4,5y 6).

50X,25%

[M]

0 L] L] L] L] 1
0 50 100 150 200
Tiempo (Min)

Grafica 3.Ajuste al modelo cinético orden cero para hidrogeles con 50X y
25% de entrecruzamiento (r2= 0,8898).
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Gréfica 4.Ajuste al modelo cinético orden cero para hidrogeles con 100X y
25% de entrecruzamiento (r2= 0,9128).
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Grafica 5.Ajuste al modelo cinético orden cero para hidrogeles con 50X y
75% de entrecruzamiento (r2= 0,9314).
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Gréfica 6.Ajuste al modelo cinético orden cero para hidrogeles con 100X y
75% de entrecruzamiento (r2=0,9227).

De igual modo, los datos se ajustaron a los modelos cinéticos de primer
orden y de segundo orden. En la tabla 4 se encuentran los coeficientes de
correlacion para cada uno de los modelos evaluados.
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Tabla 4.Coeficientes de correlacion para cada modelo cinético.

Muestras Modelos Coeficiente de correlacion
cinéticos

50X, 25% Orden cero 0,8898
Orden uno 0,6879
Orden dos 0,5203

100X, 25% Orden cero 0,9128
Orden uno 0,7512
Orden dos 0,5350

50X, 75% Orden cero 0,9314
Orden uno 0,7613
Orden dos 0,4436

100X, 75% Orden cero 0,9227
Orden uno 0,7386
Orden dos 0,4887

2.5.4 Andlisis estadistico.

Se realizé un andlisis estadistico disefio factorial 2%, con el fin de determinar
si hay similitud o diferencia entre las matrices poliméricas utilizadas en el
proyecto de investigacion, es decir, como influye el grado de
entrecruzamiento y la concentracion de larvicida en el hidrogel, con respecto
a la cantidad de Novaluron liberado a través del tiempo. Para esto se calcul6
el area bajo la curva de las gréaficas obtenidas en la cinética de liberacion de
cada muestra y sus repeticiones.

A continuacion, se encuentras las hipétesis nulas (Hp) e hipotesis alterna (Ha)
planteadas para cada caso.

Grado de entrecruzamiento
Ho: No hay diferencia significativa en el grado de entrecruzamiento.

Hi: Si hay diferencia significativa en el grado de entrecruzamiento.
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Cantidad de larvicida

Ho: No hay diferencia significativa con la cantidad de larvicida.
Hi: Si hay diferencia significativa con la cantidad de larvicida.
Interaccion

Ho: No existe interaccion entre el grado de entrecruzamiento y la cantidad de
larvicida.

Hi: Existe interaccion entre el grado de entrecruzamiento y la cantidad de
larvicida.

Para comprobar estas hipotesis se toma el valor p como valor de referencia
con un alfa (o) de 0,05. Si p > a la hipétesis nula se acepta. En la tabla 5 se
encuentras los datos obtenidos en el disefio factorial 22.

Tabla 5.Andlisis de varianzas

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Entrecruzamiento 1 966,80 966,80 7,27 0,027
Dosis 1 146,94 146,94 1,11 0,324
Entrecruzamiento*Dosis 1 36,15 36,15 0,27 0,616

Error 8 1063,65 132,96

Total 11 2213,55

Para el grado de entrecruzamiento, se observa p <a, por lo tanto hay
diferencia estadistica significativa. Sin embargo, para la cantidad de larvicida
y la interaccion entre ambos factores p >a, esto implica, que no hay
diferencia estadistica significativa. Para confirmar lo obtenido en el andlisis
de varianza se realizaron las gréaficas factoriales de los efectos principales y
las interacciones (Grafica 7 y Gréfica 8).
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Gréfica de efectos principales para AUC
Medias de datos

Entrecruzamiento Dosis
100
95
Ko
e
Q
=
90
85
25,00% 75,00% 50 100
Gréfica 7.Graficas factoriales de efectos principales.
Gréfica de interaccién para AUC
Medias de datos
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Grafica 8.Grafica factorial de interacciones.
2.5.5 Tiempo de equilibrio

Las concentraciones obtenidas para el experimento de tiempo de equilibrio
se graficaron (ver gréafica 9).
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Tiempo de equilibrio
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Grafica 9.Tiempo de equilibrio

2.5.6 Uniformidad de dosis

Para determinar la cantidad y uniformidad de larvicida encapsulado en las
matrices poliméricas se realiz6 una prueba de uniformidad de contenido, los
datos obtenidos se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6.Datos de prueba de uniformidad de contenido.

Muestra concentraci®6 concentraci6 Concentraci6 Concentracio

n (mg/L) n (mg/L) n (mg/L) n
hidrogeles hidrogeles hidrogeles (mg/L)
50X,25% 100X,25% 50X,75% hidrogeles
100X,75%
Muestra 1 19,10 46,57 27,68 39,48
Muestra 2 22,69 45,91 26,00 40,16
Muestra 3 23,70 45,84 26,91 41,08
Promedio 21,83 46,11 26,86 40,29
Desviacio 2,42 0,40 0,84 0,81
n
estandar
% de 20,62 16,16 2,33 26,75
Error
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2.5.7 Analisis térmicos

De la Figura 14 a la Figura 23 se encuentran los resultados obtenidos por
medio de la técnica de calorimetria de barrido diferencial (DSC). Y de la
Figura 24 a la Figura 29 el analisis termogravimétrico para las diferentes
muestras de hidrogeles de quitosano,
entrecruzamiento y cargados con dos clases de larvicidas (Novaluron y

Piriproxifen).

con

diferentes grados de
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5
£
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T 155.89°C
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Exo Up Temperature (°C) Universal V4.52
Figura 10. Termograma del Hidrogel de quitosano con un 25% de
entrecruzamiento.
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Figura 11. Termograma del hidrogel de quitosano con un 75% de

entrecruzamiento.
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Heat Flow (W/g)
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Figura 12. Termograma del hidrogel de quitosano con un 25% de
entrecruzamiento y cargado con Novaluron.
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Figura 13. Termograma del hidrogel quitosano con un 25% de
entrecruzamiento y cargados con 5X de Novaluron.
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Figura 14. Termograma del hidrogel de quitosano con un 75% de
entrecruzamiento y cargados con 5X de Novaluron.
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Figura 15. Termograma del hidrogel de quitosano con un 75% de
entrecruzamiento y cargados con 10X de Novaluron
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Figura 16. Termograma del hidrogel de quitosano con uno 25% de

entrecruzamiento y cargado con 5X de Piriproxifen.
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Figura 17. Termograma del hidrogel de quitosano con uno 25% de

entrecruzamiento y cargado con 10X de Piriproxifen.
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Heat Flow (W/g)
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Figura 18. Termograma del hidrogel de quitosano con un 75% de
entrecruzamiento y cargados con 5X de Piroproxifen.
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Figura 19. Termograma del hidrogel de quitosano con un 75% de
entrecruzamiento y cargados con 10X de Piroproxifen.
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Tabla 7.Datos obtenidos en el barrido de TGA

Muestra Pes Prime Rango Segun Rangode Temperatur
o] ra de da Temperat a maxima
Inici pérdi temperat pérdid ura (°C) de velocidad
al dade wura(°C) ade de
(mg peso peso descomposi
) (mg) (mg) cion (°C)
Control 25% 10,7 1,45 34,83- 5,92 182,20- 273,22
entrecruzami 3 182,20 741,41
ento
Control 75% 11,0 1,69 44,88- 5,37 196,24- 261,45
entrecruzami 0 194,47 600,67
ento
Novaluron 11,0 6,04 37,04- 3,17 206,56- 266,03
25% 0 195,74 794,00
entrecruzami
ento
Novaluron 11,0 10,40 32,87- 0,21 219,68- 260,07
75% 0 142,55 797,54
entrecruzami
ento
Piriproxifen 11,0 1,65 56,86- 6,03 208,60- 261,13
25% 0 206,98 797,54
entrecruzado
Piriproxifen 11,6 1,69 40,21- 5,37 220,44- 268,65
75% 0 218,31 795,42
entrecruzado
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2.6 Discusion

2.6.1 Sintesis de hidrogeles de quitosano.

Para realizar la sintesis de hidrogeles de quitosano se utilizé una solucion al
2% de acido acético, el ambiente acido permite solubilizar el quitosano por la
protonacion de la amina primaria presente en la estructura quimica de este
biopolimero. Es importante resaltar que, aunque el Novaluron en su
estructura quimica presenta una amida, ésta no se hidroliza a pesar de las
condiciones, dado que el acido acético tiene un pKa de 4,8 y es considerado
un 4cido débil. Adicionalmente, la solucion se encontraba muy diluida. Por
ende, es poco probable que en el medio esté disponible un ion hidronio (H")
que protone el oxigeno del carbonilo y genere una mayor susceptibilidad del
carbono a un ataque nucleofilico por parte del agua.

En cuanto, al proceso de reticulacion con glutaraldehido, las unidades
desacetiladas de la molécula son las que participan en esta reaccion. El
grupo amino primerio con un par de electrones libres, ataca
nucleofilicamente el carbonilo del glutaraldehido, debido a la capacidad que
tiene el oxigeno de aceptar cargas negativas, lo que forma una unién
guimica tipo base de Schiff o imina (Perentena et al., 2015)

2.6.2 Cinética de liberacion del larvicida Novaluron.

Inicialmente, el disefio experimental propuesto para determinar el perfil de
liberacién, consistia en poner los hidrogeles en agua destilada; sin embargo,
se evidencié que el larvicida permanecia dentro de la matriz polimérica y no
migraba hacia el medio exterior. Por lo que no fue posible cuantificar las
concentraciones de larvicida liberadas a través del tiempo, lo que se atribuyo
a la baja solubilidad que la molécula tiene en el agua (3 pg/L) (Universidad
de Hertfordshire, 2017). Por esta razon, se cambio el medio de liberacioén por
una solucion 60:40 metanol: agua; de esta manera se disminuye la constante
dieléctrica de la solucién y se da la migracion del larvicida al exterior. Al
disminuir la polaridad del medio se da la disgregacion del larvicida y el medio
solvata la molécula, lo que conlleva a un aumento en la solubilidad (Neira, et
al., 1980).

Los datos obtenidos en el perfil de liberacion del larvicida se graficaron y se
calculd el area bajo la curva, con el fin de determinar la cantidad del
compuesto activo liberado a través del tiempo y establecer como influye el
grado de entrecruzamiento y la dosis del larvicida en la liberacién. Esto se
realizd por medio de un disefio factorial 2, ya que hay dos factores y dos
niveles; también se propusieron las respectivas hipotesis y se realizé un
analisis de varianza.
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Los resultados obtenidos establecen que hay una diferencia estadistica
significativa en el grado de entrecruzamiento, puesto que el valor p < a. Sin
embargo, no se encontrd diferencia significativa con respecto a la dosis con
la que se cargan los hidrogeles, ni se presenta interaccion entre ambos
factores, dado que el valor p >a. Para comprobar lo descrito anteriormente se
analizo la gréfica factorial de efectos principales (grafica 7). En ésta se puede
observar que la recta del grado de entrecruzamiento tiene una pendiente
mas marcada en comparacion con la recta de dosis de larvicida, lo que indica
que el primer parametro tiene un mayor efecto en la cantidad de larvicida
liberado a través del tiempo.

Adicionalmente, al analizar la grafica 8 se observa que a un menor grado de
entrecruzamiento hay una mayor area bajo la curva, lo que indica que hay
una mayor liberacién del larvicida. Tedricamente, los mecanismos de
liberacién del larvicida se ve afectada por factores como: la tasa de migracion
del agua a la matriz, la hidratacion, la relajacién de las cadenas poliméricas y
la disolucion del compuesto activo al exterior(Nakamatsu, 2002). La tasa de
migracion del agua a la matriz y la hidratacion dependen principalmente del
tamafio de poro del hidrogel, el cual disminuye al aumentar el grado de
entrecruzamiento, lo que limita la entrada del medio( Martinez, 2016). Por su
parte, la hidratacion de la matriz ocurre por un fendmeno de hinchamiento
gue genera un cambio en el volumen y en el estado del hidrogel.

Los hidrogeles secos (xerogeles) se encuentran en un estado cristalino o
vitreo en el cual sus moléculas permanecen inméviles. Cuando el hidrogel
entra en contacto con un medio acuoso se genera un cambio a un estado
gomoso; en este nuevo estado las moléculas presentan un mayor
movimiento y sus cadenas se relajan, lo que permite la difusion del
compuesto activo al exterior (Martinez 2016). La velocidad con la que se
relajan las cadenas es un delimitante de la tasa de liberacion del activo, por
lo tanto, a un mayor grado de entrecruzamiento menor es la velocidad de
relajacion de las cadenas del polimero, y por ende menor es la cantidad de
larvicida liberado. Lo anterior se evidenci6 en el trabajo de grado, puesto que
los hidrogeles con un 75% de entrecruzamiento liberaron una menor cantidad
de larvicida al medio.

Por otra parte, no se encontré diferencia estadistica significativa con respecto
a la cantidad de larvicida con la que se cargaban las matrices poliméricas,
esto se asocia a que los hidrogeles se comportan como un sistema de
reservorio, el cual sigue una cinética de orden cero y este modelo
matematico no tiene en cuenta la cantidad de principio activo encapsulado en
la matriz (Pasqualone, 2016). En cuanto, a la relacion entre los factores, se
logré identificar que no existe interaccion entre el grado de entrecruzamiento
y la dosis con la que se cargaban los hidrogeles, esto se puede observar en
la grafica 8 puesto que las lineas se encuentran en paralelo y no presentan
intercepcion.
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En cuanto, al perfil de liberacidbn no se ajustd a los modelos matematicos
analizados (orden cero, orden uno y orden dos). Esto, puede ser debido a
que el larvicida encapsulado en la matriz polimérica procede de una
emulsion, la cual es una forma de liberacion modificada. Por lo tanto, los
modelos matematicos analizados no se ajustan a esta condicion, dado que
se establecieron para estudiar sistemas que liberan compuestos puros y la
matriz polimérica es la Unica encargada de la liberacion modificada.

Sin embargo, el modelo cinético al que mas ajusta el perfil de liberacion es al
de orden cero, es decir que la liberacion del larvicida es independiente a la
concentracion. Al analizar la grafica 2 se observa que en las primeras horas
la concentracion de larvicida liberada aumenta de forma constante, pero con
el paso del tiempo se alcanza el equilibrio, el cual ocurre porque se agota la
cantidad de larvicida en el interior de la matriz polimérica. Este permite
plantear que los hidrogeles se comportan como un sistema reservorio donde
el principio activo se encuentra en el nucleo, rodeado por membranas.
Cuando la solucion acuosa entra al hidrogel disuelve el larvicida y por medio
del fendmeno de difusion migra al exterior siguiendo una cinética de orden
cero (Martinez 2016).

2.6.3 Tiempo de equilibrio

Con base en los resultados obtenidos después de 45 dias de
experimentacion, se determiné que la concentracion del larvicida en el medio
de liberacién para los hidrogeles con 50X y 25% de entrecruzamiento es de
1,11 mg/L, mientras que para los hidrogeles con 100X y 25% de
entrecruzamiento es de 5,16 mg/L. Cabe resaltar que estas concentraciones
siguen siendo superiores a la dosis letal 99, la cual es de 0,55 mg/L. Lo que
indica que los hidrogeles siguen siendo efectivo para combatir el vector
Aedes aegypti.

2.6.4 Uniformidad del contenido

Los resultados obtenidos en la prueba de uniformidad de contenido indican
que los hidrogeles con 50X y 25% de entrecruzamiento tiene una
concentracion promedio de 21,83 mg/L y un porcentaje de error de 20,615.
Por otra parte, los hidrogeles con 50X y 75% de entrecruzamiento tienen un
promedio de 26,86 mg/L de larvicida y un porcentaje de error del 2,33%.
Errores que se atribuyen al proceso de fabricacion y al analista.

Por otro lado, los hidrogeles con 100X y 25% de entrecruzamiento tienen una
concentracion promedio de 46,11 mg/L y un porcentaje de error del 16%.
Asimismo, las matrices poliméricas con 100X y 75% de entrecruzamiento
tienen en promedio 40,29 mg/L y un error del 26,75%. Estos errores se
asocian a la presencia de un exudado grasoso que se encontré en los
recipientes donde se almacenaban los hidrogeles, lo que indica que la
emulsion se estaba saliendo de la matriz polimérica. Es importante resaltar
gue esto solo se evidencio en los hidrogeles con una concentracion de 100X.

51



Lo anterior se relaciona con un efecto conocido como Burst, el cual tiene dos
principales causas: la primera ocurre cuando los hidrogeles son
almacenados durante algun tiempo antes de su uso y la segunda sucede
cuando hay una saturacion del compuesto activo. Ambas ocasionan una
saturacion de la membrana que rodea el depdsito del larvicida y producen la
migracion del compuesto activo al exterior (Huang & Brazel, 2001) . Por lo
tanto, se concluye que los hidrogeles con una concentracion de 100X y un
grado de entrecruzamiento de 25% y 75% sufrieron efecto Burst.

2.6.5 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Se realizd un estudio de las transiciones térmicas a diferentes muestras de
hidrogeles de quitosano, con diferentes grados de entrecruzamiento y
cargados con dos clases de larvicida: Novaluron y Piriproxifen.

En las figuras 14 y 15 se encuentran los termogramas de controles de
quitosano con un 25% y 75% de entrecruzamiento. En estos se observan dos
transiciones; el primero a una temperatura de 107,43°C para la matriz
polimérica con 25% de entrecruzamiento y de 101,84°C para los hidrogeles
con 75% de entrecruzamiento. La segunda transicion se observa a 165,14°C
y 164,93°C para cada hidrogel, respectivamente.

La primera transicién se asocia a una sefial endotérmica que se atribuye al
agua ligada al polimero, la cual forma enlaces de hidrogeno con los grupos
hidroxilo y los grupos amino libres de la molécula. Las interacciones con los
grupos hidroxilos son mucho mas fuertes, por ende, la energia necesaria
para romper estos enlaces es mayor que la requerida para romper los
enlaces formados con los grupos amino (Neto et al., 2005).

La segunda transicion se considera la Tg de las muestras de quitosano, la
cual esta cerca de 165 °C, lo que concuerda con varios autores que plantean
que la Tg de dicho polimero esta en un valor cercano a los 170°C (Mucha &
Pawlak, 2005). Al comparar los todos los termogramas, se concluye que la
Tg del quitosano se encuentra en un rango entre los 150°C a 166°C. Cabe
resaltar, que la Tg del quitosano no se ve afectada por la concentracion de
los larvicidas, debido a que en todos los termogramas analizados la
transicion se encuentra dentro del rango anteriormente mencionado, sin
importar el tipo de larvicida. Adicionalmente se recomienda realizar DSC
modulado para poder estudiar mejor la transicion.

2.6.6 Andlisis termogravimétrico

En los termogramas de TGA (Figuras 24-29), se observan dos eventos de
pérdida de masa. El primero comienza alrededor de los 34°C vy finaliza cerca
de los 200°C, éste se asocia a la perdida de agua y a compuestos volatiles
presentes en la muestra. El segundo evento empieza a los 200°C y finaliza a
los 800°C y se atribuye a la degradacion de la matriz polimérica de quitosano
(Neto et al., 2005).
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Los polisacaridos tienen gran afinidad por el agua, lo que les permite ser
facilmente hidratados (Neto et al., 2005). Con base en esto se analizé la
tabla 7 y se observé que los controles presentan una pérdida de masa entre
1,45 y 1,69mg, es decir, entre 13,50 y 15,36% de la muestra total. En el
caso de las muestras cargadas con el larvicida Novaluron, la perdida de agua
se encontr6 entre 6,04 y 10,40mg, en otras palabras, en un porcentaje entre
54,62 y 94,58%. Para las muestras cargadas con Piriproxifen la perdida fue
de un 15,31%. Estos datos dejan ver que la pérdida de agua varia en cada
una de las muestras, lo que indica las diferencias en la capacidad que tiene
cada sistema para retener agua debido probablemente al grado de
entrecruzamiento y a la presencia del larvicida, mas hidrofébico que el
hidrogel.

Es importante tener en cuenta la temperatura en la que ocurre esta perdida
de agua, puesto que temperaturas mayores a los 100°C indican que el agua
estd formando enlaces de hidrégeno con los grupos hidroxilos libres del
quitosano. Sin embargo, cuando la deshidratacién ocurre a temperaturas
menores, quiere decir, que el agua estad formando enlaces con los grupos
amino, por lo tanto, la energia necesaria para romper estos enlaces es
menor(Neto et al., 2005).

Por otra parte, a los 300°C ocurre la pirélisis que comienza con la divisién de
los enlaces glicosidicos, posteriormente ocurre la despolimerizacién y
descomposicion de las unidades acetiladas y desacetiladas del polimero, lo
gue genera acido acético, acido butirico y acidos grasos (Neto et al., 2005).
Finalmente, a los 700°C ocurre la descomposicion total del biopolimero
(Escobar et al.,2013) . En la tabla 7 se obsertva que la pérdida de masa para
los controles es de 55,20 - 48,78% (5,92-5,37mg). Sin embargo, para los
hidrogeles cargados con Novaluron la pérdida de masa es de 28,64 y
1,94%(3,17mg y 0,21mg) y para las matrices con Piriproxifen la perdida es
del 46,09% (6,03mgQ).

Tedricamente, se ha demostrado que la energia asociada a la degradacion
de la matriz polimérica es dependiente del nivel de desacetilizacion del
quitosano(Peniche et al.,, 1993). Por ende, a un mayor grado de
desacetilizacion la degradacion ocurre a una temperatura menor. Lo anterior
sucede porque el quitosano es menos estable termodinamicamente en
comparacion con la quitina (Escobar et al.,2013). El quitosano presenta en su
estructura quimica un mayor namero de grupos amino libres, por lo tanto, la
degradacion es mas rapida que en caso de la quitina(Sanchez et al., 2007).
El proveedor el quitosano utilizado en este proyecto de investigacion Sigma-
Aldrich declara que el porcentaje de desacetilizacion esta entre un 75%-85%.

Otro aspecto a considerar es la temperatura maxima de velocidad de
degradacion, la cual disminuye a causa de dos factores: el primero es el
porcentaje de desacetilizacion de la molécula y el segundo el grado de
entrecruzamiento (Sanchez et al., 2007). Al analizar los datos de la tabla 7 se
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observa que a la temperatura maxima de velocidad de degradacion va
disminuyendo conforme aumenta el grado de entrecruzamiento. Lo anterior
ocurre porque el glutaraldehido afecta la estabilidad térmica del quitosano
(Sanchez et al., 2007).

2.7Conclusiones

El mejor medio para estudiar la liberacion del larvicida Novaluron por
espectroscopia UV/Vis es una solucion 60:40 de metanol: agua, puesto que
la constante dieléctrica de esta solucion es menor que la del agua,
permitiendo la migracién del larvicida al medio.

A menor grado de entrecruzamiento mayor cantidad de larvicida liberado en
el tiempo. Por otro lado, se determiné que la cantidad de larvicida en los
hidrogeles no es un factor limitante de la liberacion.

El perfil de liberacidn no se ajustd a los modelos cinéticos analizados, puesto
que se trata de una forma de liberacion modificada dentro de un sistema de
liberacion modificado, por lo tanto, los modelos matematicos no cumplen con
esta condicion.

Los hidrogeles con una concentracion de 100X y un grado de
entrecruzamiento de 25% y 75% sufrieron efecto Burst.

Por medio de la técnica de calorimetria de barrido diferencial se determiné
que la Tg del quitosano se encuentra en un rango entre los 150°C y 166°C y
gue no se ve afectada por la concentraciéon de los larvicidas.

El quitosano tiene dos eventos de pérdida de masa. El primero se presenta
entre 34°C y 200°C y se asocia a la perdida de agua ligada. El segundo
evento empieza los 200°C y finaliza a los 800°C y se atribuye a la
degradacion de la matriz polimérica de quitosano y la pérdida de compuestos
volétiles.
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2.8 Recomendaciones

Se recomienda, cargar los hidrogeles de quitosano con un estandar de
Novaluron al 99% de pureza. De esta forma se podria determinar el modelo
cinético que sigue el sistema matricial, puesto que con la emulsion del
larvicida utilizada en los ensayos no es posible determinarlo.

Con el fin de extrapolar la cinética de liberacion IN VITRO a condiciones IN
VIVO, propongo plantear un método adecuado para cuantificar las muestras
en un cromatografo de gases con captura de electrones. La molécula de
Novaluron presenta grupos funcionales con alta densidad electrénica, lo que
facilitaria la lectura en este equipo. Ademas, es importante resaltar que en
comparacion con el espectrofotometro UV-Visible, el cromatografo de gases
€S un equipo con una mayor sensibilidad; por lo tanto, los resultados
obtenidos tendran una mayor exactitud y robustez.
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ANEXOS

Anexo 1.Célculo para la sintesis de hidrogeles de quitosano.
e Preparacion de solucion de acido acético glacial al 2%

2mlL acido acético glacial . . .
* 100 = solucidon de acido acético 2%

100mL de solucién

Esta solucién fue preparada en un matraz aforado de 100mL y como
solvente se utilizé agua destilada.

e Preparacion de solucion de quitosano al 3%

3g de quitosano

100 = solucié it 39
100mL de solucién acido acético 2% * solucton quitosano 3%

Esta solucion fue preparada en un vaso precipitado de 400mL y como
solvente se usO la solucion de acido acético glacial al 2% preparada
anteriormente.

e Preparacion de solucién de glutaraldehido 2,5% a partir de
solucion de glutaraldehido 25%.

C1Vy = GV,
25% * V; = 2,5% * 50mL
v, = 2,5% * 50mL
25%
V; = 5mlL

Esta solucién fue preparada en un matraz aforado de 50mL empleando como
solvente agua destilada.

e Determinacion de la densidad de la solucion de glutaraldehido
2,5%

En trabajos anteriores se determiné la densidad para esta solucion el valor
obtenido fue de 1,006g/mL a una temperatura de 21°C (Ladino, 2016).
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e Calculos parala obtencion de matrices poliméricas cargadas con
Novaluron

- Volumen del molde

El molde en donde se realiza la sintesis de los hidrogeles tiene un largo de
12 cm un ancho de 12 cm y un alto de 0,5 cm, por lo tanto tiene un volumen
total de 72 cm®

Volumen total = 1,2cm? * 0,5cm * 100 = 72cm?
= 72mlL de solucién para llenarlo completamente

- Moles de quitosano

3 g quitosano 1 mol quitosano

72mLsind it
i St ae qUITOSTA9 X760 mL acido acetico 170,376 g quitosano

= 1,268x1072 moles de quitosano

Es importante tener en cuenta, que el proveedor especifica que el porcentaje
de desacetilizacién del quitosano es del 80%.

Moles quitosano desacetilado = 1,268x10?moles quitosano = 0,80
= 1,014x10"%mol quitosano desacetilado

A partir, de las moles de quitosano desacetilado se realiza el calculo de las
moles de glutaraldehido necesarias para realizar hidrogeles con 25% de
entrecruzamiento

1 mol de glutaraldehido

1,014x10%moles de desacetiladas x

)

2 moles desacetiladas
= 1,268x10"3moles de glutaraldehido

Tabla 8.Moles de glutaraldehido segun porcentaje de entrecruzamiento

Entrecruzamiento Moles de glutaraldehido
25% 1,268x1073
75% 3,803x1073
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Haciendo uso de la densidad del glutaraldehido previamente hallada, se
calcula el volumen necesario para obtener un 25% de entrecruzamiento.

3 100 g gluta 100 g solucién 1mL
1,268x10"°moles de gluta x

1 mol glutax 2,5 g gluta X 1,006 g gluta
= 5,07mL de glutaraldehido

Tabla 9.Volumen de glutaraldehido segun porcentaje de entrecruzamiento.

Entrecruzamiento Volumen de solucién de
glutaraldehido al 2,5%

25% 5,07 mL

75% 15,12 mL

Ahora, se procede a calcular la cantidad necesaria de Novaluron para que
cada hidrogel contenga la concentracién requerida.

e Volumen de 100 ml para cada ensayo
Dosis letal 99= 0,55 mg/L x0, 1L= 0,055 mg/L

Se calcula el volumen de un cubo de hidrogel que resulta de un molde, con el
fin de asegurar la concentracién necesaria.

V = lxlxl

1mL
V = 1,0cmx1,0cmx0,5cm = 0,5cm? =0,5mL
1 cm3

Después, de obtenido el volumen de un hidrogel de quitosano y asumiendo
que tiene una concentracion de 0,55ppm se procede a calcular la cantidad de
larvicida por cada mililitro.

55x107*mg _ mg

Cantidad de larvicida = =011 —
antidad de larvicida 05 mL 1

Posteriormente, se procede a calcular la cantidad de larvicida por mililitro,

asumiendo que la concentracién es de 0,55 ppm y se tiene en cuenta que la

emulsion presenta una concentracion de 5%. Novaluron.
mg nova

Cantidad de Nova = 0,11 ——— x 100 ml sin quitosano
mL Sin

1g 100 ml emulsion

1000mg 5g Nova
= 0,22 mL de emulsién.
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Este calculo se repite para cada una de las concentraciones obteniendo los
resultados presentes en la tabla 10.

Tabla 10.Volumen de larvicida segun la concentracion requerida.

Concentracién Emulsion de larvicida en (ml)
(X=0,55ppm)
50X 11ml
100X 22ml
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Anexo 2.Reaccién de entrecruzamiento del gluraldehido con el quitosano?

?Tomado de (Silva, 2017)
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