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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Acido tanico En este estudio, se sintetizd un nuevo copolimero mediante la modificacion de
Viscosidad poli(acrilamida-co-acido acrilico) a través de una reaccion de esterificacion entre los
Poli(acrilamida-co-acido acrilico) grupos carboxilicos del copolimero y los grupos alcohol del acido tanico. El objetivo fue
Reologia obtener una macromolécula con estructuras ramificadas laterales y estudiar su

impacto en la viscosidad de soluciones acuosas para su potencial aplicacién en
recuperacion mejorada de petréleo. Las macromoléculas sintetizadas se caracterizaron
por FTIR para confirmar la incorporacion covalente del acido tanico a la estructura del
copolimero. Los resultados mostraron que la adicion de 0,4; 4,0 y 10,0 % en peso de
acido tanico a la mezcla de reaccion inicial produjo polimeros con diferentes niveles de
mondémero ramificado incorporado. Finalmente, se evaluaron las propiedades
reoldgicas de soluciones acuosas de los copolimeros sintetizados para investigar los
efectos de las interacciones intra e intermoleculares que resultaron de la incorporacion
del comondmero ramificado. Los resultados mostraron que la viscosidad de las
soluciones fueron un 440 % mayor que la del poli(acrilamida-co-acido acrilico) original
en agua.

Synthesis of partially hydrolyzed polyacrylamide modified with tannic
acid with potential application in enhanced oil recovery

KEYWORDS ABSTRACT

Tannic acid In this study, a novel copolymer was synthesized by modifying poly(acrylamide-co-
Viscosity acrylic acid) via esterification of the carboxylic groups in the copolymer with the alcohol
Poly(acrylamide-co-acrylic acid) functional groups of tannic acid. The aim was to obtain a copolymer with lateral
Rheology branched structures and study their impact on the viscosity of aqueous solutions for

potential application in enhanced oil recovery. The synthesized macromolecules were
characterized by FTIR to confirm the covalent incorporation of tannic acid. The results
revealed that adding tannic acid at concentrations of 0.4, 4.0, and 10.0% in the reaction
produced polymers with different levels of incorporated branched monomer. Finally,
the rheological properties of aqueous solutions of the obtained copolymers were
evaluated to investigate the effects of the incorporated intra- and intermolecular
interactions. The results demonstrated that the viscosity of the solutions were at least
440% greater compared to the original poly(acrylamide-co-acrylic acid) in water.
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1. Introducciéon

La poli(acrilamida-co-acido  acrilico) también
conocida como poliacrilamida  parcialmente
hidrolizada (HPAM), es el copolimero sintético mas
ampliamente utilizado en la recuperacién mejorada
de hidrocarburos (EOR, por sus siglas en inglés).
Debido a su naturaleza hidrosoluble, a su resistencia
al ataque de bacterias, a la disponibilidad de sus
mondmeros, y a la relativa facilidad con la que puede
sintetizarse con un peso molecular promedio en
peso (Mw) elevado (entre 2 x 10° y 30 x 10° Da), la
HPAM se ha posicionado como el agente
viscosificante de mayor uso en pozos petroleros. En
soluciéon acuosa, este polimero alcanza viscosidades
comparables a las del petréleo presente en el
yacimiento, haciendo que el indice de movilidad se
aproxime a 1 y contribuyendo a la mejora de la
recuperacion de petrdleo (Druetta et al., 2019).

Existen dos enfoques distintos para ajustar la
viscosidad de las soluciones acuosas de polimeros
comerciales y adaptarlas a los requisitos del
yacimiento. El primer enfoque implica regular el
peso molecular promedio en peso de la HPAM,
mientras que el segundo enfoque consiste en
modificar la estructura molecular de la misma
mediante la incorporacién de pequefias cantidades
de uno o mas comondmeros que le confieran
propiedades asociativas, que en consecuencia
resulten en un aumento de la viscosidad o que les
permitan resistir condiciones especificas del
yacimiento, como la temperatura, el pHy la salinidad
del agua (Feng et al., 2005; Scott et al., 2020).

Wever et al. (2011), compararon mas de 80
modificaciones quimicas de la HPAM, centrandose
especificamente en comondmeros lineales. Su
objetivo consistio en establecer una correlacién
entre la estructura molecular de los polimeros
sintetizados y sus propiedades, poniendo un énfasis
particular en la viscosidad de las soluciones acuosas
y su relevancia en las aplicaciones de EOR. Durante
el estudio, los investigadores analizaron la influencia
de diversas variables, tales como el pH, la salinidad y
la temperatura, y su impacto en las propiedades
fisicoquimicas de los polimeros.

Scott et al. (2020) llevaron a cabo una revision
comparativa de varios comondmeros lineales, entre
los que se incluyen el acido 2-acrilamido-2-
metilpropano sulfénico (AMPS), la N-vinilpirrolidona
(NVP) y el N,N-dimetilacrilamida (NNDAM). Estos
comondmeros mostraron resistencia frente a la

presencia de sales, la temperatura y el esfuerzo de
corte. El &acido tanico (AT) es un compuesto
polifendlico ramificado que puede extraerse del
roble y de cascaras de frutas, entre otros (Ge et al.,
2019). Es soluble en agua y su estructura se compone
de un anillo de glucosa en posicidn central, seguido
de una capa de cinco unidades de acido galico unidas
mediante enlaces éster (Basak et al.,, 2021). La
Figura 1 muestra un esquema de la estructura
molecular del AT. La presencia de grupos hidroxilo y
anillos fendlicos en la estructura de la molécula le
confiere la capacidad de interactuar con otras
macromoléculas a través de enlaces de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas intramoleculares vy
apilamiento m-m, lo que resulta en propiedades
antimicrobianas, buena estabilidad quimica vy
térmica (Bae et al., 2021; Guo et al., 2019).

El AT ha sido utilizado en el desarrollo de
membranas. Yan et al. (2020) demostraron la
efectividad del AT como modificador de superficie
para la creacién de membranas mixtas. También se
utiliz6 para la formacion de superficies
superhidrofilicas, membranas antifouling, y como
compatibilizante en la produccién de membranas
poliméricas y nanomateriales. Ademas, el AT ha sido
empleado en la creaciéon de membranas selectivas
para compuestos especificos. En 2021, Basak et al.
(2021) presentaron el uso del AT como retardante de
llama de origen bioldgico para diferentes materiales,
incluyendo algoddn, lana, seda, resina epoxi,
poliéster y nylon. Los autores atribuyeron las
propiedades retardantes de fuego a los polifenoles
aromaticos presentes en el AT. Por su parte, Guo et
al. (2019) investigaron diversas aplicaciones del AT,
tales como su aplicacién en liberacién de farmacos,
como agente antibacteriano, agente coordinador de
metales, antioxidante, adhesivo y entrecruzante en
la produccion de hidrogeles y recubrimientos de
particulas. Liang et al. (2021) utilizaron AT para la
encapsulacion de nanoparticulas de zeina y pectina,
y encontraron que el AT fue capaz de encapsular las
proteinas, preservando sus propiedades
antioxidantes y liberandolas de manera progresiva
bajo condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal. Ademds, se observd que el AT
mostro resistencia a la salinidad, la temperaturay la
acidez debido a las interacciones fuertes
establecidas entre el AT y las nanoparticulas de
zeina-pectina. EI AT también fue utilizado como
agente adhesivo en la formacion de un hidrogel
inteligente con arcilla, tal como lo describen Han &
Yang (2021). Los autores demostraron la formacién
de un hidrogel fisico reversible que, en un momento
determinado, se transformd en un hidrogel quimico
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irreversible, perdiendo su capacidad adhesiva (Han
& Yang, 2021).
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Figura 1. Estructura molecular de acido tanico (AT)
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En otro estudio realizado en 2022, desarrollaron un
sensor basado en gelatina injertada con polipirrol,
acrilamida y AT. Los resultados mostraron que la
adicion de AT mejoré las propiedades mecanicas del
sensor al aumentar su elasticidad y su rendimiento
eléctrico (Qie et al., 2022). A partir de los
antecedentes mencionados, se considera que el AT
puede, potencialmente, debido a sus interacciones
inter- e intracadena, generar propiedades
asociativas en la HPAM modificada. Estas
propiedades pueden aumentar la viscosidad de las
soluciones acuosas de polimeros en comparacidon
con las soluciones acuosas convencionales de HPAM.
En este sentido, el objetivo principal de este estudio
fue la sintesis y caracterizacién de HPAM modificada
con AT como agente espesante en soluciones
acuosas, en vistas de una potencial aplicacién en
EOR.

2. Materiales y métodos

Materiales

Se utilizaron los siguientes reactivos sin purificacion
o tratamiento previo: acido acrilico, con una pureza
del 98 % (nimero CAS 79-10-7); acrilamida, con una
pureza del 99 % (numero CAS 2094- 98-6) y 1,1'-
Azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCN) (numero
CAS 2094-98-6), todos adquiridos en Sigma Aldrich
(St. Louis, MO). El AT, con una pureza del 88 %
(nimero CAS 1401-55-4) fue provisto por
Mallinckrodt Chemical Works (St. Louis, MO). El
carbonato de potasio (K2COs), con una pureza del 99
% (numero CAS 584-08-7), fue adquirido en AnalaR
Analytical Reagent (Chadwell Heath, Inglaterra),
mientras que el acetato de etilo, con una pureza del
99 % (numero CAS 141-78-6) se adquirié en Anedra
(Buenos Aires, Argentina). El agua deuterada con una

pureza del 99,9 % (numero CAS 7789-20-0) fue
provista por Merck MagniSolv®, mientras que el
agua Milli-Q se prepard en el laboratorio.

Sintesis y  purificacion del copolimero
poli(acrilamida-co-acido acrilico) (HPAM)

La sintesis se realizé por copolimerizacion conjunta
de acrilamida y acido acrilico (HPAM) mediante una
reaccion radicalaria no controlada. La mezcla
reactiva inicial fue de 74,6% de acrilamida (4,64 g) y
un 25,4 % de 4&cido acrilico (1,58 g) p/p, una
composicion monomeérica tipica de polimeros
utilizados en EOR (Scott et al., 2020). Se empled el
iniciador térmico ABCN a una concentracién molar
de 0,05%, y tanto el iniciador como los mondmeros
se disolvieron en 30 mL de acetato de etilo para la
reaccion (Juarez Data et al., 2020). Las cantidades
relativas de cada mondmero fueron seleccionadas
conociendo sus relaciones de reactividad en el
acetato de etilo: 0,46 y 0,28, respectivamente
(Nazaripour et al., 2012). Dado que ambas relaciones
de reactividad son inferiores a 1, se favorecen las
reacciones de heteropropagacion (entre dos
mondmeros distintos) en lugar de las de
homopropagacion (entre dos mondmeros idénticos),
favoreciendo la conformacién de un tipo de
copolimero alternante (Hamielec et al., 1989). La
reaccion se llevé a cabo en un recipiente cerrado de
acero inoxidable que fue purgado con nitrégeno
durante 15 minutos. Posteriormente, el recipiente se
colocd en un bafio térmico a 90 = 1 °C con agitacidn
a 800 rpm durante 12 horas, siguiendo el
procedimiento descrito por Juarez Data et al. (Juarez
Data et al., 2020). El copolimero sintetizado se
purificd6 mediante lavado vy filtracion utilizando 100
mL de acetato de etilo. El lavado se realizd poniendo
en contacto el copolimero con el solvente y agitando
a 400 rpm durante 30 minutos en cada uno de los
tres ciclos. Posteriormente, el copolimero purificado
se seco durante 24 horas en un horno de vacio a 45
1 1 °C hasta alcanzar peso constante.

Sintesis y purificacién del polimero Acido tanico -
HPAM

El copolimero HPAM injertado con acido tdnico
(HPAM-AT) se sintetizd mediante esterificacion. Los
grupos carboxilicos de las unidades de acido acrilico
en el HPAM reaccionan con los grupos hidroxilo del
AT en un medio acuoso utilizando carbonato de
potasio como catalizador. Se prepararon tres
copolimeros de HPAM-AT con diferentes cantidades
de AT (0,4, 4,0y 10,0% p/p) en relacidn a la masa de
HPAM utilizada. La reaccidn de esterificacion se llevé
a cabo siguiendo el método descrito por Chen et al.
(2019). Para ello, se prepard una solucién acuosa de
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HPAM al 4% p/p. A esta solucion se le agrego el
catalizador (K2COs) en una proporcién de 4:1
HPAM:catalizador. La solucion se agité a 600 rpmy a
25 + 1 °C durante aproximadamente 12 horas hasta
obtener una solucidn translucida. Simultdneamente,
se prepararon tres soluciones de AT. Cada una de
estas soluciones se agité a 800 rom durante 1 horay
a una temperatura de 25 + 1 °C. La masa de AT en
cada solucién correspondiaaun 0,4, 4,0y 10,0% p/p
de la masa total de HPAM de la solucién madre de
polimero. A continuacién, la solucién de HPAM se
colocé en un bafio de hielo a 10 £ 1 °C, y la solucién
de AT se agregd gota a gota. La mezcla resultante se
agitd a 600 rpm y se mantuvo a 25 + 1 °C durante 12
horas para lograr la esterificacion completa. Después
de completar la reaccién de esterificacion, el
polimero se sometid a un proceso de purificacidn por
didlisis utilizando una membrana de 50 kDa. Con el
objetivo de eliminar por completo el AT y el K2COs
remanente, la solucién acuosa del polimero se
dializé en 6 ciclos, cada uno con una duracién de 12
horas. La solucidn purificada resultante se secé en un
horno de vacio a 45 °C durante un periodo de 72
horas, o hasta que alcance peso constante. Los
copolimeros resultantes serdan denominados de aqui
en adelante como: HPAM-AT 0,4%, HPAM-AT 4,0% y
HPAM-AT 10,0% de acuerdo a las concentraciones de
la mezcla reactiva inicial de esterificacién.

Caracterizacién de los polimeros

Los polimeros obtenidos se analizaron por
espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR) para observar la incorporacion del AT
a la cadena de la HPAM. Ademas, se estudid el
comportamiento reoldgico de las soluciones acuosas
de los copolimeros, determinando su viscosidad
aparentea 10 s

Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier

Los espectros FTIR de los copolimeros fueron
obtenidos en un espectrofotdmetro Nicolet iN10
(Thermo Fisher Scientific, USA). Los espectros se
registraron en el rango de 600-4000 cm™, realizando
un promedio de 64 escaneos por muestra. Las
muestras se analizaron directamente sobre una
placa de oro, sin requerir ninglin otro tipo de
preparacién, y utilizando un detector de mercurio-
cadmio-telurio.

Comportamiento reolégico

La caracterizacién reoldgica de las soluciones de
copolimeros se realizd en un redmetro modelo
MCR301 de Anton Paar (Alemania), equipado con

una geometria de cono-plato de 50 mm de diametro
(CP-50). Para mantener la temperatura constante en
25,00 + 0,01 °C y prevenir la evaporacion de la
muestra, se utilizé un peltier (modelo H-PTD200). Se
colocaron aproximadamente 580 pL de la solucidn
polimérica en el plato y luego el cono se ubico en la
posicion de medicion. Antes de realizar las
mediciones, se aplico a la muestra un esfuerzo
cortante constante de 10 s durante 3 minutos para
su preparacion, seguido de otros 3 minutos
adicionales para alcanzar el equilibrio térmico. Una
vez preparada la muestra, se llevaron a cabo tres
pruebas reoldgicas distintas. En primer lugar, se
realizd un barrido de esfuerzo cortante que abarcé
desde 1 s hasta 1000 s, generando un total de 31
puntos de datos a lo largo de aproximadamente 80
minutos. Finalmente, se llevd a cabo una segunda
prueba de rotacién que consistid en aplicar tres
ciclos alternados de velocidad de corte constante
durante 2 minutos: una velocidad de corte baja a
7,34 st y una mas alta de 1000 s, comenzando
desde el valor mas bajo, registrando la viscosidad.
Las soluciones poliméricas utilizadas en todos los
ensayos reoldgicos se prepararon disolviendo el
polimero en agua Milli-Q con una concentracion de
10.000 mg/L, mediante agitacion a 400 rpm durante
un periodo de 24 horas.

3. Resultados y discusiones

La HPAM sintetizada mediante polimerizacion
radicalaria no controlada tuvo un aspecto de polvo
blanco, soluble en agua, y el proceso tuvo un
rendimiento gravimétrico de 96 + 3% después de su
purificacion. Para determinar dicho rendimiento, se
compard la masa de los mondmeros utilizados con la
del producto final obtenido después de su dialisis. El
producto de la esterificacion de la HPAM con AT fue
un polvo de color verde que también se mostré
soluble en agua. En la Figura 2 se muestra la reaccion
de esterificacién entre la HPAM y el AT, la cual se
basa en una reaccién de sustitucion nucleofilica en
medio basico, donde el catalizador basico (K2CO3)
desprotona al AT, generando un oxianidn que ataca
al grupo carbonilo de la HPAM y forma un complejo
intermedio. La reorganizaciéon de este complejo
conduce a la liberacion de un anién hidroxilo, que se
convierte en agua al recibir un protén del carbonato
de potasio. Como producto final de la reaccion se
obtiene el HPAM-AT, mientras que el agua y el
carbonato de potasio son subproductos de reaccion.
Se obtuvieron rendimientos gravimétricos del
94 + 2 % para HPAM-AT 0,4%, 93 + 4 % para HPAM-
AT 4,0% vy 90 = 3 % para HPAM-AT 10.0 %.
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Figura 2. Reaccion de modificacion de la HPAM con AT.

El analisis FTIR se realizd para evaluar el avance de la
reaccion de esterificacion. En la Figura 3 se muestran
las sefiales caracteristicas relevantes analizadas en
este estudio. La incorporacion de AT en la estructura
del copolimero pudo verificarse a través de las
sefiales en las siguientes frecuencias: 1715, 1580,
1033 y 800 cm™. Estas sefiales corresponden a la
formacion de ésteres carbonilicos en la reaccion de
esterificacion, los enlaces m aromaticos, las
vibraciones de estiramiento del oxigeno- carbonilo
en los éteres presentes en la molécula y el
movimiento flexién de los enlaces C-H en los
aromaticos incorporados, respectivamente. Para
evaluar el grado de incorporacién de AT en los
polimeros, se hizo el cociente entre la sefial atribuida
a los grupos -OH (3370 cm™), exclusivos del acido
tanico, con respecto a la sefal del carbonilo de la
amida (1650 cm), exclusiva del mondmero de
acrilamida. Al no variar la cantidad de acrilamida
utilizada en las sintesis, esta ultima sefal actia como
sefial de referencia. Es por esto que la relacion entre
ambos picos aumenta a medida que aumenta la
incorporacion de AT por esterificacion, de acuerdo a
lo que se muestra en la Tabla 1, y siguiendo la
ecuacion 1.

Tabla 1. Intensidad relativa de -OH de los polimeros
sintetizados

Copolimero Intensidad relativa —OH
HPAM 0,64
HPAM-AT 0,4 % 0,93
HPAM-AT 4,0 % 1,03
HPAM-AT 10,0 % 1,24

. . Intensidad de—OH.
Intensidad relativa de — O = ————— 2370 (1)
Intensidad de—NHp .,

Las demas sefiales caracteristicas corresponden a:
3370 cm?, las vibraciones de los grupos -OH; entre
3370y 3200 cm™, las vibraciones de estiramiento del
grupo N-H; 2945 cm™, el estiramiento del grupo

- CH2; 1650 cm™, el estiramiento de la amida C=0; y
a 1605 cm™, el estiramiento del &cido carboxilico
C=0. No es posible inferir la incorporacion del AT
analizando ninguna de estas sefiales por si solas.
Existen antecedentes en la literatura de
incorporacion de AT a la estructura de diferentes
polimeros. Por ejemplo, Mahdavi et al. (2023)
describieron la modificacién de una membrana de
polietersulfona mediante la formacién de un
hidrogel compuesto por AT y polietilenglicol. En sus
espectros FTIR, se observaron las sefiales
caracteristicas a 1720 cm™ correspondientes al
carbonilo del éster, asi como los enlaces
aromaticos ubicados entre 1460 y 1610 cm™. Del
mismo modo, Jing et al. (2019) realizaron un injerto
de AT en quitosano con el objetivo de conferir
capacidad antioxidante al material. En su analisis,
detectaron la sefial del éster a 1720 cm™ vy las
vibraciones de los enlaces m aromaticos a 1617 y
1542 cm™.

T oo

¥0 3200 HPAM

O-H and N-H HPAM-AT 0,4%
s HPAM-AT 4,0%
— HPAM-AT 10,0%

4000 3500 3000 2800 2000 1500 1000 500
Nmero de onda (cm-)

Figura 3. Espectros FTIR de los copolimeros sintetizados.

En relacidn al analisis reoldgico de soluciones de los
copolimeros, la viscosidad es una propiedad critica
en el contexto de la EOR. En la Figura 4 se muestra la
relacion entre la viscosidad y la velocidad de corte
para la HPAM vy los copolimeros HPAM-AT 0,4%,
HPAM-AT 4,0% y HPAM- AT 10,0%. El injerto de las
cadenas de AT a la cadena principal del polimero
resulté en un aumento significativo de la viscosidad.
Ademas, se observd que un mayor grado de
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esterificacion se traduce en viscosidades mas altas a
una velocidad de corte determinada.

Por ejemplo, a una velocidad de corte de 10 s%, que
es relevante para las aplicaciones de EOR, la
viscosidad de HPAM es de 5,3 cP, mientras que
HPAM-AT 0,4%, HPAM-AT 4,0% y HPAM-AT 10.0%
presentan viscosidades de 23,3, 26,6 y 33,1 cP,
respectivamente, proporcionando un incremento de
viscosidad para los polimeros modificados de 440 %,
502 % y 625 % veces mas que el HPAM original,
respectivamente. Es importante destacar que la
viscosidad de las soluciones poliméricas se mantiene
relativamente constante para velocidades de corte
en el rango de 1 s a 100 s}, lo que sugiere que las
interacciones intermoleculares e intramoleculares
no se ven interrumpidas por el alineamiento
inducido por el movimiento de corte.

Hasta la fecha, no se encontraron en la literatura
publicaciones previas de viscosidades de soluciones
poliméricas incorporando AT en su estructura. Sin
embargo, se han reportado aumentos en la
viscosidad de emulsiones preparadas con polimeros
sintéticos y proteinas modificadas con AT. Por
ejemplo, Wang et al. (2022) observaron un
incremento en la viscosidad de emulsiones aceite-
agua utilizando una proteina soluble en agua
modificada con AT. Los autores atribuyeron este
comportamiento a las interacciones covalentes y no
covalentes entre los polifenoles de AT y la proteina.

Del mismo modo, Yang et al. (2021) encontraron que
aumentar la cantidad de AT en un complejo de
particulas de quinina y AT (CP-AT) resulté en una
mayor viscosidad de la emulsiéon debido a la
formacion de enlaces fisicos entre el AT y las
particulas de CP. Sin embargo, la viscosidad
disminuyo a elevadas velocidades de corte debido a
la ruptura de estas interacciones fisicas. En ambas
investigaciones, se utilizaron complejos de AT con
proteinas como agentes espesantesy estabilizadores
para mejorar la formacidn vy estabilidad de
emulsiones en aplicaciones en alimentos.

Se ha reportado que el AT presenta una variedad de
interacciones con los polimeros, incluyendo enlaces
de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas,
electrostaticas y de coordinacion (An et al.,, 2019;
Guo et al., 2019; Jafari et al., 2022). De acuerdo a ese
antecedente, en este trabajo el AT incorporado a la
cadena seria capaz de formar cinco tipos de enlaces
de hidrégeno con la HPAM: los hidrégenos de la

amida (-NH2) con los oxigenos hidroxilo del AT
(-NH2 -+ OH), los oxigenos carbonilo del acido
carboxilico (-COO) con los hidrégenos hidroxilo del
AT (0=CO HO), los hidrégenos del &cido
carboxilico con los oxigenos hidroxilo del AT
(O=COH :-- OH), y los oxigenos polifenoles del AT
con los hidrégenos de la amida y/o acido carboxilico
del polimero (AR-O -+ HoN y AR-O -+ HO).

100.0

4,
AA
o,,:::AAAAAAAAA‘AA
00000000000..’::AA‘AA
M LTI
*e
o

10.0

Viscosidad (cP)

000
o 00000000000000000000000000

OHPAM HPAM-AT 0,4%
¢ HPAM-AT 4,0% A HPAM-AT 10,0%

1.0

1 10 100 1000
Velocidad de corte (1/s)

Figura 4. Viscosidad versus tasas de corte de los
copolimeros sintetizados.

Ademas, estan las interacciones de acoplamiento -
nt de los polifenoles de AT, y las interacciones
electrostaticas que ocurren entre los grupos amida
protonados en el polimero y los grupos hidroxilo
desprotonados en los polifenoles de AT (AR-O- ---
+NHs). Estas diversas interacciones podrian
desempeifiar un papel clave en la formacion de una
red fisica entre las cadenas de copolimero,
incrementando la viscosidad de las soluciones
acuosas y estabilizando dicha red en un amplio rango
de velocidades de corte.

La Figura 5 presenta los resultados obtenidos en las
pruebas ciclicas de velocidad de corte alternante. Las
mismas se realizaron con el propdsito de determinar
la capacidad de la solucién polimérica de recuperar
su viscosidad original después de ser sometida a
ciclos de esfuerzos de corte repetidos, emulando los
esfuerzos a los que son sometidas las soluciones
poliméricas durante el bombeo.

La HPAM presentd una reduccion del 15 % en su
viscosidad a 1000 s, con una recuperacién
aproximada del 97 % de su viscosidad inicial al
finalizar la prueba. En contraste, los polimeros
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HPAM-AT experimentaron una reduccion del 40 % a
altas velocidades de corte (1000 s), pero lograron
recuperar completamente su viscosidad al término
de la prueba. Estos resultados resaltan la alta
resistencia al esfuerzo de cizalla y evidencian la
capacidad regenerativa de las redes fisicas asociadas
en solucion (Lai et al., 2013; Wu, Zhang, Chen, et al.,
2022).

oo o0 00000

25.0 |

400000000

doeoseoeoeed

Viscosidad (cP)
=
o

©HPAM HPAM-AT 0.4% -+ HPAM-AT 4,0% -4HPAM-AT 10.0%

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min)

Figura 5. Viscosidad aparente de los polimeros
sintetizados luego de tres cambios de velocidad de corte.

4. Conclusiones

En este estudio se presenta un método de sintesis
para la produccién de poli(acrilamida-co-acido
acrilico) modificada con 4acido tanico. El proceso
implicd una primera sintesis del copolimero con un
contenido de acido acrilico aproximado del 24 %y de
acrilamida del 76 %. En una segunda etapa se realizé
la incorporacién de diferentes cantidades de acido
tdnico mediante una reaccion de esterificacion entre
los grupos de acido carboxilico del polimero y los
grupos hidroxilo terminales del 4cido tanico.

La incorporacion de la molécula ramificada a la
estructura polimérica se confirmé mediante FTIR.
Especificamente, se comprobd la presencia de la
sefial del carbonilo del éster a 1715 cm™ en los
espectros de FTIR y el aumento de la relacidn entre
la sefial correspondiente a grupos -OH (3370 cm) y
la correspondiente al carbonilo de la amida
(1650 cm?), demostrando la incorporacién del AT a
la estructura del polimero.

De acuerdo al analisis reoldgico de soluciones
acuosas de los copolimeros sintetizados, se observé
que las viscosidades de los polimeros modificados
fueron entre 440 % y 625 % mayores que las de
HPAM, y las muestras recuperaron sus valores de

viscosidad después de variaciones bruscas en la
velocidad de corte, lo que sugiere la formacion de
redes fisicas estables y resilientes, capaces de
recuperar sus propiedades reoldgicas ante
variaciones abruptas o repetidas en el esfuerzo de
corte. En comparacion con otros agentes quimicos
utilizados en la modificacién de polimeros, el acido
tdnico tiene un costo relativamente bajo y es
ampliamente disponible, lo que lo convierte en una
opcidn atractiva desde el punto de vista econémico.

En general, los resultados reportados sugieren que la
modificaciéon de HPAM con acido tdnico puede
generar soluciones poliméricas interesantes para su
potencial aplicacién en la EOR.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Alginato de sodio El hueso es un érgano con funciones criticas para la fisiologia humana, ya que no solo se encarga
Liberacién Sr+2 de la proteccidn y soporte de otros tejidos, sino que también interviene en la homeostasis
Biomaterial mineral, regula el pH sanguineo y aloja a multiples células progenitoras. El tejido 6seo posee la

capacidad Unica de poder repararse a si mismo sin dejar cicatrices, no obstante, bajo algunas
situaciones, tales como: grandes fracturas déseas, enfermedades como tumores o situaciones
metabdlicas, esta capacidad se ve limitada por lo que se requiere la anteversion médica para el
tratamiento del dafio éseo. Los procedimientos para este tipo de lesiones tienen un impacto
clinico y econdmico enorme. Por ello, en el presente trabajo se aborda dicha problematica
mediante la ingenieria de tejido éseo la cual utiliza distintos materiales que puedan servir de
relleno del dafio 6seo para guiar su reparacidn. Un posible material podria ser a base de alginato
ya que posee propiedades acordes para la aplicacién buscada: buena biocompatible, baja
toxicidad y econédmicamente accesible, aunque presenta buena solubilidad en agua. A partir de
la incorporacion de iones Ca*2 y Sr*2 a soluciones de alginato de sodio se logré un material
entrecruzado, con mayor estabilidad en medios acuosos, como sistema de liberacién de Sr*2. La
importancia de este cation se debe a que se ha demostrado su efecto anabdlico sobre el hueso.
Se analizé la concentracion de los iones empleados como entrecruzante y los tiempos de gelacion
sobre la liberaciéon de estroncio. Dichos sistemas fueron caracterizados por ensayos de
hinchamiento y degradacion encontrandose que el porcentaje del ion liberado depende del
tiempo de gelacion de las muestras, ya que al cabo de 6 dias se cuantificé en el medio un 28,5 %,
24,8 %y 17,1 % de Sr*2 para 1, 12 y 24 h de gelacidn, respectivamente.

Obtaining and characterizing a Sr+2 release system
from alginate ionic crosslinking

KEYWORDS ABSTRACT

Sodium alginate Bone is an organ with critical functions for human physiology. Bone tissue has the unique ability
Sr+2 release to repair itself without scarring, however, under some situations, such as: bone fractures or
biomaterials diseases, this ability is limited and requires expensive clinical interventions for the treatment of

bone damage. Thus, in the present work, this problem is addressed through bone tissue
engineering, which uses different materials to serve as fillers for bone damage to guide its repair.
A possible material could be an alginate base since it has good properties: biocompatible, low
toxicity and economically accessible, although it is soluble in water. From the incorporation of
Ca*2 and Sr*2 ions to sodium alginate solutions, a cross-linked material will be obtained, with
greater stability in aqueous media, as a Sr*2 release system. The concentration of the ions used
as crosslinking and the gelation times on the strontium release were analyzed. These systems
were characterized by swelling and degradation tests, finding that the percentage of the ion
released depends on the gelation time of the samples, since after 6 days 28,5 %, 24,8 % and
17,1 % were quantified in the medium for 1, 12 and 24 h of gelation, respectively.
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1. Introducciéon

El alginato de sodio es un polisacdrido natural
anionico, no ramificado presente en algas pardas o
bacterias, ampliamente investigado para su uso en
una gran cantidad de aplicaciones biomédicas
debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad,
relativo bajo costo y capacidad de gelacién cuando
se lo entrecruza con cationes divalentes,
particularidad que lo hace Unico al compararlo con
otros polianiones. Esta propiedad se encuentra
directamente relacionada con su composicién (Tan
et al., 2020; Torres et al., 2019) y la afinidad por los
cationes divalentes estd dada de manera exclusiva
por los bloques poliguluronato (poliG) que
componen la estructura del polimero natural. Se
conoce que la selectividad por los metales aumenta
marcadamente con el incremento en el contenido de
blogues de a-L-guluronato (G) en el polisacarido,
mientras que los bloques de polimanuronato (poliM)
y los bloques de residuos alternados MG
practicamente no muestran selectividad, aunque si
se ha demostrado que los iones Ca*? pueden unirse
de manera inespecifica al poliM (Mgrch et al., 2006).
A su vez, la afinidad del alginato por estos metales
aumenta en el orden Mg*? << Ca*? < Sr*? < Ba*2.

El ranelato de estroncio (RaSr) es una sal organica
que ha sido utilizada como medicamento
antiosteopordético empleada principalmente en el
tratamiento de  osteoporosis en  mujeres
postmenopdusicas debido a la actividad del Sr*?
como droga anabdlica y anticatabdlica ésea, es decir
presenta un mecanismo de accion dual, ya que
inhibe la actividad osteoclastica disminuyendo la
resorcidén dsea y estimula la actividad osteoclastica,
incrementando la formacién de hueso. El Sr*?, por
analogia con el Ca*, puede actuar uniéndose al
receptor sensor de Ca* (CaRS) y de esta manera
mediar tanto un aumento en la apoptosis de
osteoclastos como en la replicacion de
preosteoblastos y osteoblastos (Lino et al., 2016;
Lino et al., 2018). También, se ha demostrado un
efecto directo de Sr*? (tanto en su forma RaSr como
SrCl;) en la enzima fosfatasa alcalina (FAL),
proveniente de extractos de células de la linea
establecida UMR106, encontrandose ademas un
aumento de afinidad de la enzima por su sustrato de
manera dependiente de la concentracién de Sr?
(Fernandez et al., 2014). Sin embargo, su uso se ha
asociado a eventos cardiovasculares al ser
administrado via oral (EMA, 2014; Molinuevo et al.,
2017), por ello, resulta interesante desarrollar un
sistema de liberacion de Sr*? que actué localmente
en el sitio dseo a reparar con el fin de evitar los
efectos secundarios mencionados.

Por su parte, los hidrogeles de alginato pueden ser
utilizados para la  liberacion  controlada,
especificamente localizada, de farmacos
encapsulados en el polimero; lo que es usualmente
deseable para permitir concentraciones locales
favorables y sostenidas en el tiempo con una
exposicion minima a otros tejidos (Langer, 1998;
Langer, 2000).

En el presente trabajo se desarrollan hidrogeles de
alginato entrecruzados i6nicamente con Sr*? como
principio activo para su evaluacién como sistema de
liberacién de drogas con accion local.

2. Materiales y métodos

Reactivos

Cloruro de calcio (CaCl, 93%, Cicarelli), Cloruro de
estroncio (SrCl; 99.9%, Sigma), Cultivo celular: medio
de cultivo celular de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM. En polvo, alto en glucosa, con L-glutaminay
rojo de fenol. Sin HEPES, piruvato de sodio ni
bicarbonato de sodio), Gibco®, Thermo Fisher
Scientific. (Buenos Aires, Arg.). Material de cultivo
celular, Nunc (CABA, Arg.). Alginato de sodio
comercial (Sigma Aldrich, CAS Number 9005-38-3)

Obtencion de hidrogeles

Los hidrogeles fueron obtenidos a partir de una
solucion al 2 % p/v de alginato de sodio en agua
destilada a la que se incorporaron soluciones de
CaCl, y/o SrCl,. Brevemente, la solucion de polimero
fue esterilizada por autoclave a 121 °C y 1 atm de
presion durante 15 minutos y las soluciones de sales
preparadas en agua bidestilada se esterilizaron por
filtracion con un filtro de jeringa de acetato de
celulosa de 0,22 pm (Corning®). Luego, la solucidon de
alginato se transfirié a una placa de cultivo de 24
pocillos colocando 1 ml de la solucién por pocillo. El
entrecruzamiento se llevd a cabo con el agregado de
500 pL de una solucién de CaCl, 25 mM, junto con
distintas concentraciones de SrCl; (0,05; 0,10; 0,25 6
0,50 mM). Ademas, se sintetizé un hidrogel sélo con
jones Ca*? para ser utilizada como condicién control.
A su vez, cada una de estas variables fue sometida a
1, 12 y 24 h de gelacion; dejando las placas en
agitacion constante durante el tiempo
correspondiente en un agitador eliptico (Fabrica de
aparatos cientificos S.A.).

Una vez finalizado el periodo de entrecruzamiento,
los hidrogeles fueron congelados a -4 °C durante la
noche para su posterior secado por liofilizacion a -40
°C; en un liofilizador Scientz 10N provisto por
Hinotek, China.
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Liberacion de Sr+2

Para el andlisis del perfil de liberacién de Sr*? por
parte de los hidrogeles se colocé 1 mL de DMEM en
cada pocillo y se los mantuvo en una estufa de
cultivo (Incubator HF 151 UV Heal Force®) a 37 °C en
atmasfera humidificada con 5 % CO,. Se recolecto el
medio a1, 2, 3y 6diasy se monitored la cantidad del
ion presente en el sobrenadante usando un
espectrofotdmetro de absorcion atomica (AA-7000,
Shimadzu). Para relacionar la absorbancia con la
cantidad de ion presente se realizé una curva de
calibracidn con estandar de Sr*?2 de concentraciones
entre 0,5 y 2 ppm en DMEM. El mecanismo de
difusidon de Sr*? hacia el exterior del hidrogel se
estimé utilizando los datos experimentales,
empleando el modelo Ritger-Peppas (Ritger y
Peppas, 1987) a través de la siguiente ecuacion:

—=kt" (1)

Donde k es una constante del sistema que depende
de las caracteristicas estructurales del polimero y su
interaccidn con el disolvente y soluto (Sr*2). Por su
parte, n es un exponente difusional que describe el
mecanismo de transporte de agua en la membrana,
es decir que otorga informacién sobre el mecanismo
fisico que controla la liberacién del soluto. Por otro
lado, M: y My corresponden a la masa de droga
acumulada al tiempo t y en el tiempo final del
ensayo, respectivamente. Mediante los datos
experimentales (hasta 60 % de la liberacion respecto
del maximo) se puede realizar un grafico de
log (M: /Mr) frente a log ¢, en el cual el valor n se ve
representado en la pendiente y k se obtiene a partir
de la interseccién de la recta con el eje Y.

Estudio de hinchamiento y degradacién

Se estudid la capacidad maxima de hinchamiento en
los hidrogeles obtenidos. Para ello, los materiales
obtenidos fueron congelados a -4 °Cy luego secados
hasta peso constante en liofilizador (peso seco, wo) y
posteriormente fueron inmersos en agua destilada a
37 °C. A intervalos regulares de tiempo, las
membranas fueron retiradas y pesadas nuevamente,
esta vez en estado humedo (peso humedo, ws). El
contenido de agua absorbida por el hidrogel se
calculé como la diferencia entre ws y wo, mientras
gue el porcentaje de hinchamiento (swelling, Sw) se
definié como:

% S,, = Ws—Wo) 5 100 2)

Wo

Ademas, se analizé la degradacion de los hidrogeles
luego del estudio de hinchamiento. Para ello, luego
de cada periodo de tiempo evaluado, se retiraron las
muestras del agua destilada y se congelaron a -4 °C
durante la noche para su posterior liofilizacién hasta
peso constante (peso final seco, wag). De esta
manera, se comparo el peso inicial seco (wo) de las
muestras con el peso final seco luego del proceso de
hinchamiento (wda), empleando la siguiente
ecuacion:

% pérdida de peso = 224 » 100 (3)

Wo

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + SEM y
se obtuvieron a partir de al menos dos experimentos
separados realizados por triplicado. Las diferencias
entre grupos se establecieron mediante Oneway
ANOVA empleando el test de Tukey con el programa
estadistico GraphPad InStat version 3.05 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas
cuando p < 0,05 para todos los analisis estadisticos.

3. Resultados y Discusion

Obtencion de hidrogeles

En este trabajo se pretendié desarrollar un hidrogel
para ser utilizado en ingenieria de tejido dseo, como
sistema de liberacion de Sr2 como droga
osteoinductora. Estudios previos (Fernandez et al.,
2013) demostraron que concentraciones de RaSr
cercanas a 0,1 mM resultan Optimas para el
incremento de la funcién y actividad osteoblastica.
Ademas, se ha reportado que los niveles séricos de
Sr*2 en mujeres postmenopdusicas con osteoporosis
en tratamientos a largo plazo con RaSr se encuentran
entre los 0,1 - 0,2 mM (Marie, 2008). Es por ello por
lo que se seleccionaron concentraciones de Sr*? que
pudiera, luego de su liberacidn, alcanzar una
concentraciéon de 0,1 mM. Sin embargo, luego de
realizar algunos ensayos preliminares, se observé
que los hidrogeles no poseian una estabilidad
adecuada para su aplicacién como soporte en el sitio
de lesion. Por lo tanto, para aumentar la estabilidad
del material sin incrementar la concentracién de Sr*?,
la cual podria llegar a tener efectos toxicos, se
procedid a realizar entrecruzamientos con el
agregado de Ca*? a distintos tiempos de gelacién.

En la siguiente imagen (Figura 1) se muestran las
membranas obtenidas con concentraciones de Sr*?
de 0,05; 0,10; 0,25 y 0,50 mM a 1, 12 y 24 h de
gelacion. En todos los casos los hidrogeles se
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aditivaron con una solucién de ion Ca*? 25 mM con
el objetivo de favorecer el entrecruzamiento iénico
de manera estable en caso de que las

0.05 mM Sr*2

=it Y

0.10

concentraciones de Sr*? no fueran suficientes para
lograrlo. También se prepard una membrana sin Sr*?
como condicidn control.

Figura 1. Hidrogeles en estado seco, luego de 24h de gelacion.

Liberacion de Sr+2

La cinética de liberacién del ion Sr*? a partir de los
hidrogeles obtenidos se evalud luego de 1, 2,3y 6
dias; se estudiaron los perfiles de liberacién y se
evalué el mecanismo de transporte del cation
involucrado en este proceso, desde la matriz
polimérica. En la Figura 2 se exhibe el perfil de
liberacion de los materiales luego de 24 h de
gelacion. En ella, se puede observar que, con el

transcurso del tiempo, la liberacion del cation
¥ e oosmMa — ok M
A 0,10 mM S A
7 v 025 mMs ) 54 g
(¢ 050mMS| & et o

)
=
!

% Liberacién de Sr** acumulado
(1 h de gelacién)
% Liberacion de Sr** acumulado
(12 h de gelacion)

0,05 mM sr**
0,10 mM Sr*?
0,25 mM Sr**
0,50 mM Sr**

aumenta de manera constante y de forma
dependiente con la concentracién de Sr+2 utilizada
para preparar el hidrogel, de tal manera que el
porcentaje del ion que difundié al medio luego de 6
dias de cultivo fue de 10,7%, 12,3%, 13,6% vy 17,1%
para las concentraciones 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM
y 0,5 mM respectivamente. En el caso de los
hidrogeles con 1y 12 h de gelacién se observé un
comportamiento similar, es decir, la liberacidon de
Sr+2 aumenta con la concentracion de estroncio
utilizada en el hidrogel.

[
S

0,05 mM Sr™

0,10 mM Sr** P

0,25 mM Sr**

0,50 mM Sr™* abd
,"’__'

i
!
XEX)

(24 h de gelacién)
s

% Liberacién de Sr** acumulado

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

Figura 2. Liberacidon de Sr*2a 1, 2, 3 y 6 dias en hidrogeles con A) 1h de gelacidn B) 12 h de gelacion C) 24 h de gelacion.
a: p<0,001 vs 0,05 mM Sr*2, b: p < 0,01 vs 0,10 mM Sr*2, ¢: p < 0,5 vs 0,25 mM Sr+2, d: p< 0,001 vs 0,50 Mm Sr+2,

A su vez, en la Figura 3 se muestran los porcentajes
de liberacién de Sr*? luego de 6 dias de cultivo para
todos los hidrogeles con 1, 12 y 24 h de gelacion.
Cuando se evalua la difusidn del ion en hidrogeles
con la misma carga inicial, puede observarse
claramente que el tiempo de gelacién tiene una
influencia directa en la liberacidn, siendo esta
inversamente proporcional al tiempo de gelacion.
Tal es el caso de los hidrogeles con 0,5 mM de Sr*?,
en los cuales puede apreciarse que el porcentaje de
liberacion fue de 28,5 %, 24,8 %y 17,1 % para 1, 12
y 24 h de gelacioén, respectivamente. Este mismo
comportamiento fue observado para los hidrogeles
restantes.

El método de gelacién utilizado consiste en un
proceso de intercambio iénico entre el Na* del
alginato de sodio soluble en agua y los iones Sr*? de
la sal de SrCl, para obtener el gel en transicion. Se ha
demostrado que la gelacién puede encontrarse
distribuida de manera heterogénea en el alginato, ya
que la mayor concentracion de cationes divalentes
se concentra en la superficie y disminuye de manera
gradual hacia el centro del gel (Draget, 2009; Skjak-
Braek et al., 1989). Estos autores indicaron que la
difusion de iones crea una zona clara de gelificacion
que se mueve desde la superficie al centro del gel. El
grado de homogeneidad en los hidrogeles de
alginato puede ser controlado utilizando distintos
parametros, que involucran la concentracion de
iones, la cantidad de tiempo en la que el alginato se
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encuentra en presencia de estos y el peso molecular
del polimero. Esto indicaria, por lo tanto, que un
mayor tiempo de gelacion da lugar a una mayor
difusion de los cationes hacia el centro de los
hidrogeles, estimulado a su vez por la agitacidn,
permitiendo la formacién de interacciones idnicas
mas estables y que, por lo tanto, limitan la liberacién
de iones como el Sr+2.

Figura 3. Liberacidn de Sr*2 luego de 6 dias de cultivo para
hidrogeles de 0,05, 0,1, 0,25 y 0,5 mM formados luego de
1, 12y 24 h de gelacion. #: p < 0,5 vs 12 h gelacion,
**%: p<0.001 vs. 12 h gelacion, ####: p<0.001 vs 24 h
gelacion.

Ademds, a partir de las curvas de liberacién (Figura
1) para cada condicién de concentracidon de Sr*? y
tiempo de gelacidn utilizados, se procedio al analisis
de los mecanismos de transporte asociados al
proceso de liberacién del principio activo desde el
polimero. Para ello se utilizé el modelo de Ritger-
Peppas, el cual proporciona informacion a partir del
valor del exponente n de la ecuacion matematica
correspondiente (Ecuacion 1); los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Exponente difusional n para hidrogeles
preparados con diferentes concentraciones de Sr*2, luego
de 1, 12y 24 h de gelacion.

Concentracion n n n
Sr+2 1h 12h 24h
(mM) gelacion  gelacion  gelacion
0,05 1,03 1,11 1,17
0,1 1,20 1,01 1,16
0,25 1,11 1,14 1,10
0,5 1,22 1,21 1,31

Todos los valores calculados arrojaron un valor de
n >1 lo que indica una forma extrema de transporte
conocida en la bibliografia como Super Caso II.

Este proceso de difusién de basa en que durante su
desarrollo ocurre un proceso de plastificacién como
consecuencia de una disminucién de las fuerzas
atractivas entre las cadenas del polimero, que
acelera la absorcidn de solvente sobre el final del
proceso de penetracion, y resulta en un aumento en
la movilidad de las cadenas poliméricas (Ritger y
Peppas, 1987; Llabot et al., 2004).

Estudio de hinchamiento y degradacion

Durante el estudio de la cinética de hinchamiento en
agua a 37 °C, todos los hidrogeles sintetizadosa 1, 12
y 24 h de gelacion mostraron un rapido incremento
durante los primeros 5 minutos para luego alcanzar
el equilibrio a los 120 minutos (2 h).

En la Figura 4 puede apreciarse que en todas las
membranas el porcentaje maximo de hinchamiento
superd el 4000%, logrando alcanzar valores de
10000% para algunos casos. En la Figura 4.A se
encuentran  representados los perfiles de
hinchamiento para los cinco hidrogeles a 1 h de
gelacion. Aquellos correspondientes a 0,05 mM y
0,10 mM Sr? presentaron un porcentaje de
hinchamiento muy superior a las matrices con mayor
concentracion del metal. Es posible que la presencia
de un mayor nimero de dtomos de Sr*? favorezca la
fuerza de las interacciones idnicas en la red de
alginato, lo que implicaria la formacion de redes mas
rigidas y, por lo tanto, con una menor tasa de
hinchamiento.

Un efecto similar se observa en la figura 4.B, en
hidrogeles con 12 h de gelacion, en donde ademas se
puede apreciar que la membrana que posee solo
jones Ca*? tiene un porcentaje de hinchamiento adn
menor que los materiales con ambos cationes. Sin
embargo, esta tendencia no se observa en hidrogeles
con 24 h de gelacién (Figura 4.C), indicando que
posiblemente exista en este ensayo un factor
adicional con influencia sobre la tasa de
hinchamiento, ademas de la afinidad de los cationes.

Con el fin de visualizar el efecto del tiempo de
gelacion en la estabilidad de los hidrogeles, se
presenta, en la Tabla 3, el porcentaje final de
hinchamiento de estos luego de 24 h. En el presente
trabajo se planted la posibilidad de gelificar el
alginato a tres tiempos distintos, bajo la hipotesis de
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que cuanto mayor fuera el contacto de los iones con
las cadenas del polimero, mejor seria la difusién de
estos a lo largo de la matriz, por lo que se lograria
obtener un hidrogel homogéneo con interacciones
electrostaticas mas estables que disminuirian la tasa
de hinchamiento. Sin embargo, puede observarse

12000

10000
= —_—

8000

8

= 6000

1 h gelacién

>
3
S
3

25 mM Ca

0,05 mM Sr
0,10 mM Sr
0,25 mM Sr
0,50 mM Sr

Hinchamiento (%)

o4d4ron

que solo los hidrogeles 0,05 y 0,10 mM Sr*
cumplieron con esta prediccidn. Por el contrario, en
0,25 y 0,50 mM Sr*? se encontré el efecto inverso,
mientras que en el control sélo con Ca* se
observaron fluctuaciones en el hinchamiento sin una
tendencia clara.

12000

Tiempo (minutos)

T T T T '/ T T T 1 7 T T T # T T T 1 0 T T T 4 T T T J
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Figura 4. Hinchamiento de hidrogelesa 1, 12y 24 h. a: p < 0,001 vs 25 mM Ca*2; b: p < 0,5 vs 0,05 mM Sr*2,
c: p<0,001 vs 0,05 mM Sr*2, d: p < 0,01 vs 0,10 mM Sr*2, f: p < 0,001 vs 0,50 Mm Sr+2,

Tabla 3 Porcentaje de hinchamiento para hidrogeles luego de 24 h. a: p<0,05 vs misma concentracion a 12 h gelacion ([12
h]), b: p<0,001 vs [12 h]. c: p<0,01 vs misma concentracién a 24 h gelacién ([24 h]), d: p<0,001 vs [24 h].

Concentracion 1 h gelacion 12 h gelacién 24 h gelacion
25 mM Ca*? 6976 + 84b.c 4347 + 2404 7837 + 363
0,05 mM Sr+2 9473 + 288b.d 7123 + 654 5655 + 273
0,10 mM Sr+2 9169 + 126> 7411 + 2014 6644 + 252
0,25 mM Sr+2 7144 + 23824 6297 + 1424 10718 + 581
0,50 mM Sr+2 6740 + 400¢ 6244 + 4434 8174 + 360

Al finalizar este estudio, se evalud el porcentaje de
degradacion de los hidrogeles encontrando que,
luego de 24 h en agua, la degradacion fue de
alrededor de 30% o mas para todos los casos (Tabla
4). Estos resultados indican una gran pérdida de
masa en un lapso muy acotado, obteniéndose con el
paso del tiempo, hidrogeles muy fragiles con
inestabilidad entre las cadenas poliméricas, lo cual
genera una gran dificultad a la hora realizar una
lectura correcta sobre el mecanismo de difusion del
solvente en los hidrogeles.

Bajpai y Sharma (2004) estudiaron el
comportamiento  de perlas de alginato
entrecruzadas con Ca*’. Ellos observaron que,
después de lograr un maximo de hinchamiento en
buffer fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-
buffered saline) estas comenzaban a perder peso
hasta que finalmente se disolvian por completo. El
mecanismo propuesto por los autores para explicar
este comportamiento consiste, inicialmente, en el
intercambio entre los iones Na* de la solucién
externa y los iones Ca*? unidos de manera

inespecifica a los grupos COO de las secuencias de
polimanuronato. Como resultado, la repulsién
electrostatica entre los grupos carboxilo provoca la
relajacion de las cadenas, lo que favorece el
hinchamiento del gel. Luego, avanzando en el
proceso, los iones Ca*?2 unidos a los grupos COO- de
las unidades de poliguluronato (que forman la
estructura de “caja de huevo”) también comienzan a
intercambiar iones Na* con el medio, provocando la
desintegracion de las perlas.

En el presente trabajo se ha observado un
comportamiento similar a pesar de no utilizar buffer
fosfato como medio para el estudio que, incluso,
coincide con el mecanismo difusivo del ion Sr*?
hallado al evaluar su liberacién. Esto corrobora que
el agua destilada no se encuentra completamente
libre de iones, ya que ademas se ha demostrado que
la ausencia de Na* tanto en agua desionizada como
en buffers (por ejemplo, Tris-HCl) evita casi por
completo el hinchamiento de los materiales
entrecruzados (Bajpai y Sharma, 2004; Mgrch et al.,
2006).

REVISTA INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS | CC BY-NC-SA 4.0 | ISSN 2796-9444

14


https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

ﬂ?e\lCAp

Revista Ingenieria y Ciencias Aplicadas
ISSN 2796-9444 / Num. 2. Vol. 1 - 2023
https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

Zhou y colaboradores (Zhou et al., 2018) sintetizaron
redes poliméricas de poliacrilamida  semi-
interpenetradas con alginato, el cual fue
entrecruzado idnicamente con soluciones al 0,1 M
de los iones Cu*?, Zn*?, Sr*? y Ca*2. Estos hidrogeles
fueron sometidos a un ensayo de hinchamiento con
PBS durante 100 h, en el cual todos los materiales
mostraron porcentajes significativamente menores
con respecto a un hidrogel control sin
entrecruzamiento idnico. A su vez, el orden creciente
de hinchamiento observado fue Sr*2<Cu*?<Zn*?~Ca*?,
demostrando que este fendmeno esta fuertemente
ligado a la naturaleza del metal utilizado. Por otro
lado, Bajpai & Sharma (2004) observaron que el
hinchamiento en PBS de las perlas de alginato se
reducia de manera inversamente proporcional a la
concentracion de la solucion de CaCl, utilizada para
su entrecruzamiento. Mgrch et al. (2006) fabricd
perlas de los iones Ca*?, Ba*? y Sr*? que gelificaron
durante 10 minutos; utilizando alginatos con distinta
composiciéon de manurdnico (M) y gulurdnico (G):
uno con alto contenido de M (FM= 0,60) y otro con
alto contenido de G (FG=0,66); observando que el
radio de las perlas en soluciéon salina se ve
sumamente disminuido cuando el alginato rico en G
es entrecruzado con Ba*? y Sr*2 debido a la gran
afinidad que tiene la subunidad de gulurénico por
estos iones. A su vez, al aumentar a 24 h el tiempo
de gelacion de los materiales, se obtuvieron geles
aln mds compactos.

Todo lo mencionado anteriormente indica que el
hinchamiento de los hidrogeles de alginato esta
directamente relacionado al tipo y concentracién del
ion utilizado, la relacién M/G del polimero y el
tiempo de gelacion. Esto concuerda con la hipdtesis
propuesta en este trabajo, que plantea que para
hidrogeles de igual composicion se obtienen
materiales mas estables y con hinchamientos
menores cuanto mayor es el periodo de tiempo
utilizado para la gelacién. Varios autores
concordaron en este sentido, independientemente
del tipo de polimero o ion en particular utilizado en
sus respectivos trabajos, lo que lleva a pensar que el
método de sintesis para la formacion de estos
hidrogeles es determinante.

Por otro lado, la degradabilidad de un biomaterial es
un factor principal en la regeneracién de tejidos y la
liberacion de drogas. En este sentido, materiales con
alta tasa de degradabilidad, como es en el caso del
presente trabajo, presentan aplicacion solo en casos
puntuales donde se requiera un suministro de la

droga por un periodo muy acotado de tiempo.
Ademas, este tipo de materiales también puede ser
utilizado como parte de sistemas mas complejos en
los que cumpla la funcidn de liberar Sr+2 dentro, por
ejemplo, de un scaffolds realizado de otro material
polimérico mas resistente.

4. Conclusiones

En el presente trabajo se logré obtener una familia
de hidrogeles de alginato con una gran capacidad de
hinchamiento que, ademds, pueden actuar como
sistema de liberacién de droga. Estos materiales
podrian utilizarse en aplicaciones que requieran una
liberacion de drogas catidnicas bivalente en un
periodo corto de administracidn en sitios localizados
a tratar.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Atmodsfera modificada Las atmdsferas modificadas prolongan la vida util comercial de diversos productos alimenticios,
Platos listos para consumir causando menos alteraciones en los atributos sensoriales del alimento respecto a los productos
Preservacion congelados y envasados al vacio. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la

composicion de atmodsferas modificadas y la temperatura de almacenamiento sobre un producto
alimenticio “arroz con filete de pollo y vegetales”, propuesto para su comercializacién por una
empresa alimentaria de la region. El plato mencionado se envasé en bandejas de polipropileno,
con film de tapa laminado en porciones de 300 g. Las muestras se conservarona 4 °Cy 12 °C, en
atmoésfera de aire, y en atmdsferas con 20 % y 30 % de CO; en N,. En los dias 0, 7, 14 y 21 se
realizaron recuentos microbioldgicos, analisis fisicoquimicos y sensoriales. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los parametros de color (amarillo principalmente),
recuento de hongos y levaduras y enterobacterias para las diferentes condiciones de
almacenamiento. Entre las condiciones ensayadas, los mejores resultados se encontraron a 4 °C
y atmésfera controlada con 30 % de CO2y 70 % de N,.

Effect of modified atmospheres and refrigeration temperatures
on a complex formulation food product

KEYWORDS ABSTRACT

Modified atmosphere Modified atmospheres extend the commercial shelf life of various food products, causing fewer
Ready meals to eat alterations in the sensory attributes of the food, with respect to frozen and vacuum-packed
Preservation products. The objective of this work was to evaluate the effect of the composition of modified

atmospheres and storage temperatures of a product named “Rice with chicken filet and
vegetables”, proposed for commercialization by a food company in the region. The mentioned
dish was packed in polypropylene trays, with laminated lid film, in 300 g portions. Samples were
stored at 4°C and 12°C, in air atmosphere and atmosphere with 20% and 30% CO; in N,. On days
0, 7, 14 and 21, microbiological counts, physicochemical and sensory analyzes were performed.
Statistically significant differences were found on color parameters (yellow principally), count of
fungi and yeasts and enterobacteria, for the different test conditions. Among the conditions
tested in this study, the most appropriate to preserve this dish corresponded to 4 °C and a
controlled atmosphere with 30% CO; and 70% of N.
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1. Introducciéon

El mercado de los alimentos listos para consumir o listos
para calentar y consumir ha venido desarrollandose en las
ultimas dos décadas, para consolidarse como una
categoria de productos alimenticios. Esta consolidacién se
ha dado de forma diferenciada en los distintos paises y
regiones, dependiendo del grado de desarrollo, nivel de
ingresos, costumbres e idiosincrasias propias. Estos
factores han condicionado el tamafio alcanzado por ese
mercado, pero su existencia y expansion son innegables a
nivel mundial (Derek, 2020).

Dentro de los productos listos para consumir, se pueden
diferenciar los Platos principales (Main Dishes), las
Comidas listas (Ready Meals) y los Kits de comidas para
preparar (Meal Kits) (Verhoeven, 2022). Las comidas listas
han experimentado en 2019 un crecimiento en los
lanzamientos y productos disponibles del 3 % a nivel
mundial y del 12,2 % en Argentina. Las Comidas listas se
encuentran comprendidas en el Cddigo Alimentario
Argentino (CAA), Capitulo Ill, Articulo 156 tris, apartado lll:
Comidas preparadas con tratamiento térmico que reciban
un proceso de manipulacion post tratamiento térmico tal
como cortado, mezclado, feteado, envasado, entre otros.

Dentro de las tecnologias de conservacién empleadas en
las categorias de productos mencionados, se destacan la
congelacion y ultracongelacion, el envasado en atmdsfera
modificada combinada con refrigeracion y los
termoprocesados termoestables, en envases laminados de
cartén, aluminio y polietileno, aptos para procesos
térmicos a presidn en autoclaves. Cada tecnologia utilizada
para la conservacién implica ventajas y desventajas
dependiendo de la caracteristica analizada, de los
objetivos perseguidos y del mercado al que van dirigidos
los productos finales. Dentro de este analisis, se puede
considerar a la congelacion como la tecnologia mas
ventajosa desde el punto de vista de los lapsos de vida util
alcanzables, pero es la atmdsfera modificada con
refrigeracion, el método que mejor conserva el aspecto
visual y el que permite una regeneracion o calentamiento
mas sencillo, parejo y efectivo, con los medios habituales
que posee el consumidor.

Numerosos estudios sobre la vida util de productos
alimenticios envasados en atmdsferas modificadas se han
abordado desde la perspectiva del monoproducto. Se
dispone de una gran cantidad de antecedentes sobre
frutas frescas y vegetales minimamente procesados (Vifia,
2004; Cocco, 2015), de peces y carnes crudas de variado
origen (Guerra Araujo, 2014; Deng et al., 2020); pero se
encuentran pocos antecedentes sobre la evolucion de
productos que en su formulacién involucran mds de un
componente. Estudios recientes (Matera et al., 2020) han
abordado esta temdtica, pero sin agotarla y
comprendiendo que la variedad de formulaciones de
comidas preparadas listas para calentar y consumir,
también entrafia un elemento cultural que es variable
entre regiones y entre poblaciones.

La empresa Grupo K&B SRL, de la localidad de Funes,
Departamento Rosario, presta servicios de alimentacion a
hospitales y sanatorios, cumpliendo con los estandares de
calidad e inocuidad alimentaria que este sector requiere.
El servicio consiste en la elaboracidon de dietas y menus
segun la necesidad de cada paciente, bajo la supervisién
de un equipo de nutricionistas. Con ese fin, elabora
principalmente productos congelados, pero desea
incursionar en otras metodologias de conservacién. Por
otra parte, desarroll6 un producto que contiene
componentes vegetales, un cereal como el arroz y una
proteina animal ampliamente difundida en las comidas
listas para consumir, como es el pollo. Para la conservacion
de este producto, se propuso la combinacion de
refrigeracién y atmdsferas controladas, trabajando sobre
la hipdtesis de que la variacidon en la composicidn de los
gases de las mezclas utilizadas para componer la atmédsfera
en el envasado de productos listos para calentar y
consumir, asi como las temperaturas a las que son
expuestos los productos durante su almacenamiento,
inciden en las caracteristicas  microbioldgicas,
fisicoquimicas y sensoriales del alimento y condicionan su
conservacion. Las legislaciones de Argentina y Mercosur
(CAA), asi como la de la Unidn Europea (Reglamentos CE
Ne 178/2002 y 2073/2005) y de Estados Unidos (CFR),
indican la vida util declarable para algunos productos
como carnes procesadas, vegetales minimamente
procesados, chacinados y otros, pero dejan al criterio y a
la determinacidn del elaborador, la investigacién de la vida
util real, en muchos productos alimenticios. Las normas
aplicables a las fabricas productoras de alimentos, como
I1SO 22000 (2019) y British Retail Consortium (BRC, 2018),
especifican la necesidad de incluir la determinacion de la
vida util en el proceso de disefio y desarrollo de los
productos, en una forma de protocolos documentados,
con procedimientos que reflejen las condiciones reales
durante el almacenamiento y la manipulacidn, en base a
criterios microbioldgicos, quimicos y sensoriales que sean
relevantes.

Considerando los antecedentes mencionados y el interés
del Grupo K&B, el objetivo de este trabajo se basé en
estudiar los efectos de la temperatura y la composicion de
la atmosfera modificada sobre la conservaciéon de un
alimento denominado “arroz con pollo y vegetales” que
permitan determinar las mejores condiciones de
almacenamiento que aseguren la maxima vida util del
producto.

2. Materiales y métodos

Para la elaboracidn de 100 g de arroz con filete de
pollo y vegetales, se incluyeron los siguientes
ingredientes: 30 g de filete de pollo, 18 g de arroz
blanco parboilizado, 18 g de agua, 13 g de tomate
perita, 8 g de cebolla, 4,5 g de vino blanco, 3 g de
zanahoria, 3 g de arvejas verdes, 2 g de aceite de
girasol, 0,1 g de perejil, 0,2 g de ajo en polvo, 0,15 g
de sal fina y 0,05 g de laurel. Se utilizaron vegetales
y pollo frescos.
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La preparacion del plato se realizdé en las
instalaciones de la empresa Grupo K&B SRL (Funes,
Santa Fe, Argentina), utilizando un sartén volcable de
45 L (Ingenieria Gastrondmica, Argentina). Para el
enfriamiento de la preparacidn, se empled un tunel
de abatimiento (Colombo Ingenieria, Argentina), que
posee seis carros de veinte bandejas cada uno vy
opera a-25 °C.

El plato terminado se envasd mediante una
fraccionadora automatica de tornillo, en bandejas de
polipropileno  (Cotnyl PMB103, negro), de
164 x 119 x 60 mm y 425 micrones de espesor. La
permeabilidad al 02 del material es de
50 cm3/m?2.dia.bar a 23°C. Para el cierre, se utilizé
film laminado de poliéster con cloruro de
polivinilideno (Saran), de 13,5 micrones de espesor,
con film Cast de polipropileno de 25 micrones de
espesor (Flexigraf). La permeabilidad al oxigeno de
esta pelicula a 23 °C es menor a 10 cm3/m?.dia.bar.
Se utilizé una selladora de bandejas con vacio e
inyeccion de gases (TURBOVAC, Cerveny, Argentina).
El producto se conservé a 4,0 + 1,5°C en una camara
de refrigeracion con evaporadores de fredén y a
12,0 + 1,0 °C, en una heladera con control de
temperatura Proporcional-Integral-Derivativo (PID)
tipo Arduino.

Para la generacion de la atmésfera modificada
(ATM), se utilizaron dos mezclas: INDURAL 2.0
(501804), conteniendo 30% de diéxido de carbono
(CO2) y 70% de nitrégeno (N2) e INDURAL 4.0
(499230), con 20% de CO2 y 80% de N2 (INDURA-Air
Products, Argentina).

Se elaboraron 35 kg de producto por cada una de las
condiciones de atmodsfera modificada a ensayar
(aire, 20% CO2 + 80% N2, 30% CO2 + 70% Na. Se
envaso en porciones individuales de 300 g. La mitad
de las bandejas se conservé a 4,0+ 1,5 °Cy la otra, a
12,0 £ 1 °C. Para el producto recién elaborado y cada
7 dias, por espacio de tres semanas, se utilizaron tres
de las bandejas conservadas a cada temperatura
para realizar los ensayos microbioldgicos, otras dos
bandejas para los ensayos fisicoquimicos y se
suministré una bandeja individual, conservada a
cada temperatura, a cada uno de los siete
evaluadores sensoriales que participaron del ensayo.

Sobre cada producto recién elaborado, se realizaron
las siguientes determinaciones (AOAC, 2019):
humedad, proteinas, grasas totales, grasas saturadas
y grasas trans, fibra alimentaria, cenizas, sodio y
actividad acuosa. El contenido de hidratos de
carbono y el valor energético se obtuvieron por

calculo. Se informa el promedio y la desviacion
estandar de estos resultados.

Siguiendo los criterios indicados en el CAA. Capitulo
lll, Articulo 156 tris, apartado lll, se realizaron los
siguientes analisis microbioldgicos: Recuento de
Enterobacterias (UFC/g) (ISO 21528-2, 2018);
Recuento de E. coli (NMP/g) (BAM-FDA, 2011);
Recuento de Estafilococos coagulasa positiva
(NMP/g) (ISO 6888-3, 2003); Salmonella spp.(ISO
6579-1, 2017); Listeria monocytogenes (UFC/g)
(BAM-FDA, 2011); Recuento de Clostridium
perfringens (UFC/g) (ISO 7937, 2004); Recuento de
presuntos Bacillus cereus (UFC/g) (ISO 7932, 2004).
Adicionalmente se practicaron las siguientes
determinaciones microbiolégicas, no obligatorias
segin CAA pero relacionadas con la vida dutil:
Recuento de Bacterias Acido Lacticas o Lactobacilos,
en placa Agar MRS (ISO 9232, 1999); Recuento de
Hongos y Levaduras (ISO 6611, 2004); Recuento de
Mesdfilos Aerobios Totales (BAM-FDA, 2011). Se
informé el valor mas elevado entre los tres
resultados obtenidos para cada condicion. Para los
controles fisicoquimicos, se llevé a cabo un andlisis
de textura en el producto completo, midiendo la
resistencia a la compresion, utilizando un
Texturémetro AVIC TEX-I (Argentina), con probetas
de 1 cm?, a velocidad de Imm/seg. Se muestrearon
dos bandejas del producto por cada ensayo,
realizando mediciones por duplicado en cinco
puntos diferentes de cada bandeja. También se
determind el pH mediante pHchimetro Testo 205
(Reino Unido) y se midié la composicidon de los gases
en el espacio de cabeza de la bandeja (02 y CO3), con
un medidor digital WITT Oxybaby 6.0 (Alemania). Se
informan los valores promedio de tres
determinaciones y su desviacion estandar.

Las determinaciones mencionadas se
complementaron con un analisis sensorial de perfil
completo, que incluye gustos, aroma, color y textura.
Se evaluaron siete atributos sensoriales, expresando
su intensidad en una escaladel 1a 5, participando un
panel seleccionado y entrenado. Se procedié a la
seleccion de evaluadores siguiendo la Norma ISO
8586 (2012) a partir de un grupo reclutado de
veintiocho personas, que respondieron a una
convocatoria difundida en la empresa. Se utilizaron
ocho pruebas de seleccion: reconocimiento de
gustos basicos, reconocimiento de olores, la prueba
de Ishihara (1973) para establecer la ceguera al
color, una prueba de ordenamiento para el gusto
acido y el gusto amargo, una prueba de descripcion
de textura y, finalmente, una prueba secuencial de
triangulos. Se seleccionaron los siete evaluadores
con mejor desempeiio en las pruebas mencionadas.
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El entrenamiento de los evaluadores sensoriales
incluyé quince sesiones, en un periodo de ocho
semanas. Se suministraron los siguientes patrones y
escalas de referencia para los atributos a medir:
solucion acuosa de cloruro de sodio (salado),
solucion acuosa de cafeina (amargo), solucidon
acuosa de acido citrico (acido); pollo y arroz con
diferentes tiempos de coccion, asociados a un grado
de terneza en una escala del 1 (poco tierno) al 5 (muy
tierno) y una mezcla de las especias utilizadas con
diferentes grados de dilucion en cloruro de sodio,
para el aroma a especias. También se suministrd a
los integrantes del panel una escala correspondiente
a la intensidad del atributo que se denomind, por
consenso, color amarillo. Para ello, se prepararon
mezclas de arroz y pollo con diferentes cantidades de
condimentos, indicando los puntos 1, 3y 5 de la
escala a utilizar. Los evaluadores trabajaron en forma
individual, en cabinas apropiadas para tal fin,
recibiendo una bandeja de producto por cada
condicion a analizar. Los resultados generados por el
panel se informan como promedios de los valores
generados por los siete evaluadores.Utilizando Info
Stat Statistical Software (Di Rienzo et al., 2008) se
aplicé el test de Shapiro-Wilks modificado, para
contrastar la normalidad de los datos, con un nivel
de confianza del 95%. Luego se realizd el Analisis de
la Varianza (ANOVA) vy, cuando se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos o entre semanas de almacenamiento,
se realizo el test de Diferencia Minima Significativa
de Fisher (LSD). Las diferencias significativas se
indicaron mediante letras diferentes. Las variables
mds importantes se correlacionaron mediante un
analisis de regresion multiple, utilizando el software
mencionado.

3. Resultados y Discusion

La composicion nutricional del producto se muestra
en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién nutricional de 100 g arroz con filete
de pollo y vegetales.

Parametro Unidad Valor
Humedad g 69,05+ 1,22
Hidratos de Carbono g 18,26 + 0,95
Proteinas g 6,58 + 0,42
Grasas Totales g 4,48 +0,18
Grasas Saturadas g 1,17 +£0,10
Grasa Trans g 0,0
Cenizas g 1,62 £ 0,07
Fibra alimentaria g 0,4+0,1
Sodio mg 100+ 8
Valor energético kJ 585,7 +21,5

En virtud de los nutrientes que contiene vy
considerando los valores de la ley de Promocién de
la Alimentacion Saludable en Argentina (2021), no es
necesario incluir octégonos negros de advertencia
nutricional en el rotulado frontal, en esta primera
etapa de aplicacidn de la ley. En efecto, el alimento
no contiene azlcares afiadidos, cafeina o
edulcorantes; el contenido de sodio es menor a 600
mg/100 g; el porcentaje de calorias aportado por las
grasas saturadas es inferior a 12 y el de calorias
totales también se encuentra por debajo de los
valores indicados.

En la Tabla 2 se informan los valores
correspondientes a los parametros fisicoquimicos
evaluados en las muestras de los distintos
tratamientos, a lo largo de las semanas de ensayo.
No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el pH, cuando se comparan los
distintos tratamientos. En cambio, existen
diferencias para un mismo tratamiento. El pH
aumentd en las semanas uno y dos, para luego
disminuir en la semana tres. Este comportamiento
puede explicarse por la dilucion parcial del didxido
de carbono en la fraccidn liquida del producto, sobre
todo en los casos donde el porcentaje del didxido de
carbono aumentd por la produccién microbiana de
ese gas. Estos resultados difieren de los informados
por Wongwicharn et al. (2009), al ensayar un plato
de pollo y arroz, conservado a 4 °C en atmosfera
modificada (20 % CO2 + 80 % N2; 40 % CO2 + 60 % N2
y 60% CO:2 + 40 % N2). En ese trabajo, no detectaron
diferencias significativas en la evolucion del pH.,
aunque si en las variaciones de la textura y el color.

Al determinar la Textura, medida como la resistencia
a la compresion sobre una muestra del producto
alimenticio (Tabla 2), no se encontraron diferencias
significativas en funcién de los tratamientos. En
cambio, se observaron diferencias significativas en
cada tratamiento, desde el tiempo inicial hasta la
semana tres. Se observd un aumento de la
resistencia a la compresidén a través del tiempo,
circunstancia que puede explicarse por Ia
retrogradacion del almiddn presente en el arroz, con
la consecuente relocalizacién de las moléculas de
agua dentro del mismo (Banchathanakij vy
Suphantharika, 2009; Jung, 2017).

En los tratamientos con atmdsferas modificadas, la
presencia de oxigeno en el momento inicial estuvo
relacionada con el aire no eliminado en el envasado
y/o con el que pudo quedar retenido en la trama
heterogénea del producto. Se encontraron
diferencias significativas en el contenido de didxido
de carbono. Las variaciones observadas,
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especialmente en aquellas muestras conservadas
con aire o a temperatura de 12 °C, se relacionaron
con los gases producidos por el metabolismo de los
microorganismos  presentes, aumentando el
porcentaje de didxido de carbono en esas muestras.

La actividad acuosa (aw) resulté igual a 0,96 + 0,02.
Esta es determinante en las reacciones quimicas y
bioquimicas que deterioran el alimento v,
especialmente, en el crecimiento de los
microorganismos. Para este valor inicial de aw,

practicamente no se encuentra restringida la
actividad microbiana y podria desarrollarse,
potencialmente, Clostridium perfingens, Bacillus,
Escherichia y algunas levaduras. Sin embargo, y
respondiendo a las buenas practicas de manufactura
puestas en practica en la elaboracién del plato, los
recuentos de Escherichia coli, Estafilococos
coagulasa positiva, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Clostridium perfringens y Bacillus
cereus indicaron ausencia en todas las muestras.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos ensayados en el arroz con filete de pollo y vegetales, en funcion de los tratamientos
aplicados y durante la conservacion

Semanas de almacenamiento

Atmaosfera T [°C] Parametro 0 1 2 3
pH 5,5+ 0,5¢ 5,8+0,3b 5,9 +0,6° sd
N . Textura 970+ 197° 869 £ 202b 1398 + 6182 sd
ire
% CO, 1,2 +0,3° 1,6 + 0,45 1,7+0,45 sd
% 0, 17,8+0,5 16,9+ 0,3 16,5+0,2 sd
pH 55+0,5¢ 58+0,2b 6,2 +0,1° sd
Textura 973+ 197b 840 + 251b 2075+ 950°¢ sd
Aire 12
% CO, 1,2+0,3" 2,5+1,12 sd sd
% 0, 17,8+0,5 16,0£5,2 sd sd
pH 54+0,4¢ 57+0,1b 6,2 0,3 5,5 40,75
ATM Textura 980 £ 227° 723 £437b 1368 + 6132 1308 + 2302
20 % CO, 4 0 b b
a
80 % N, % CO, 20,6+ 0,6 18,6 2,1 18,0+1,7 sd
% 0, 1,1+0,3 1,8 + 0,465 2,0 £0,6° 1,5+0,9°
pH 5,4 +0,4¢ 57+0,3b 6,1+0,6° 5,5 + 0,85
ATM Textura 970+ 227°b 906 + 157° 1497 + 6413 1615 + 8192
20%C0, 12 . .
a a
80 % N, % CO, 20,6 0,6 18,3+2,1 28,6+ 19,8 sd
% 0, 1,1+0,3 1,2+0,9 1,0+1,5 09+1,1
pH 54+0,5¢ 59+0,3b 5,9 +0,6° 5,5+ 0,75
ATM Textura 974 +197b 873 + 2241 1262 + 9972 1337 £ 501°
30%C0, 4 . .
a a a
70% N, % CO, 31,240,6 24,6 +2,3 253+1,2 24,6+1,2
% 0, 1,4 +0,72 2,842,5¢ 2,3 +1,0b¢ 1,8 +1,0%
pH 54+0,5¢ 58+0,2b 6,1+0,6° 5,6 + 0,75
ATM Textura 970 + 197 1190 + 2741 1426 + 5682 1432 £ 3292
30%C0, 12 . ) )
a a
0% N, % CO, 31,240,6 26,5+ 0,7 25,5+13,9 30,7 + 13,2
% 0, 1,4+0,7° 2,5+1,1¢ 1,4+0,8° 0,8 + 0,8

Textura = corresponde a la medicidn instrumental de la resistencia a la compresion, expresada en g/cm?2,
sd = sin datos por encontrarse el producto no apto para consumo por presencia de hongos y/o con produccion de gas.
Letras supraindices diferentes indican diferencias significativas (p=0,05) para un mismo tratamiento.

Microorganismos anaerobios estrictos esporulados,
como el caso del Clostridium botulinum no se
investigaron debido a la presencia residual de
oxigeno en los envases, provenientes de la
tecnologia de envasado, la conservacion a baja
temperatura y la actividad acuosa menor a 0,97,
segun los criterios del Advisory Committe for the
Microbiological Safety of Foods (ACMSF),

recopilados por Jones (2008), que indican los
factores de riesgo y los lineamientos de exclusién o
no de la probabilidad de ocurrencia del desarrollo de
toxina botulinica en este tipo de productos. Los
resultados obtenidos de recuentos para lactobacilos,
enterobacterias, aerobios mesodfilos, hongos vy
levaduras se muestran en la Tabla 3. Para la
presencia de microorganismos aerobios meséfilos,
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se encontraron diferencias significativas (p=0,05)
entre las muestras conservadas con aire y aquellas
conservadas con atmosferas modificadas,
evidenciando la influencia inhibitoria de la presencia
de diéxido de carbono en el desarrollo de los
microorganismos aerobios. Asimismo, se observaron

valores mas bajos de aerobios meséfilos cuando las
muestras se conservaron a 4 °C respecto de las
muestras conservadas a 12 °C, para todos los
tratamientos, evidenciando también la influencia de
la temperatura en el crecimiento de estos
microorganismos.

Tabla 3. Pardmetros microbiolégicos ensayados en el arroz con filete de pollo y vegetales, en funcién de los tratamientos
aplicados y durante la conservacion.

Envase T[] Recuento Semanas de almacenamiento
[UFC/g] 0 1 2 3
Aerobios Mesdfilos 24552 29122 16705P sd
Aire 4 Hongos y Levaduras 52 02 900> sd
Enterobacterias 02 02 5000P sd
Lactobacilos 02 02 650° sd
Aerobios Mesdfilos 24052 10950 270750¢ sd
Aire 1 Hongos y Levaduras 52 1075b 210¢ sd
Enterobacterias 02 3800b 7500¢ sd
Lactobacilos 0 0 20 sd
ATM Aerobios Mesofilos 2450b 2925¢bd 1650¢ 36274
20% €O 4 Hongos y Levaduras 52 20¢ 0 53b
o2 Enterobacterias 0° 250¢ 25000 750¢
80 % N, R
Lactobacilos 0 0 0 58
ATM Aerobios Mes6filos 2435b 3085b 5820 34675¢
20% €O 12 Hongos y Levaduras 5b 105 950¢ 1375¢
o2 Enterobacterias 0b 1055¢ 3050¢ 5750°
80 % N, .
Lactobacilos 02 0 1102 1600°
ATM Aerobios Mesofilos 245532 299532 1262 3500¢
30 % CO 4 Hongos y Levaduras 5 0 0 0
-2 Enterobacterias 0 0 0 0
70 % N, .
Lactobacilos 0 0 0 0
ATM Aerobios Mes6filos 2355b 4100 4525b 26800¢
Hongos y Levaduras 5 10 0 0
30 % CO, 12 .
Enterobacterias 02 80P 290¢ Oc
70 % N, .
Lactobacilos 02 0 0 375b

sd: sin datos por encontrarse el producto no apto para consumo por presencia de hongos y/o con presencia de gas.
Letras supra-indices diferentes indican diferencias significativas (p=0,05) para un mismo tratamiento

También el desarrollo de hongos y levaduras aparece
sensiblemente influenciado por la presencia de
diéxido de carbono y por la temperatura de
conservacion, siendo el primero de los pardmetros
mencionados mas importante en la inhibicién de su
crecimiento. Las condiciones de 30 % de didxido de
carbono y 4°C aparecen como las mas adecuadas
para la conservacion del producto, con respecto a
este pardmetro microbioldgico que, por otro lado, es
de gran importancia, ya que si aparecieran signos
visibles de la presencia de hongos, el producto
resultaria claramente rechazado por el consumidor.
Los resultados difieren de los informados por
Vongsawasdi et al. (2008), quienes observaron que
los recuentos totales en placa fueron similares para
la muestra envasada en aire y aquellas conservada
en atmdsfera modificada con CO2 entre 20y 60 % a
4 °C, durante 15 dias, pero fueron menores con la

concentracion de CO2 después de 20 dias. En el
recuento de enterobacterias, también se
encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tratamientos
(p =0,01), particularmente entre los ensayos de aire
respecto de aquellos con atmésferas modificadas y
entre las distintas temperaturas de conservacion. El
recuento de estos microorganismos es fundamental
ya que pueden estar asociados a la presencia de
patégenos fecales y la legislacion argentina no
admite valores superiores a 103 UFC/g. Esto limitaria
la posibilidad de comercializacidn del producto y los
dias de vida util a declarar en algunos de los
tratamientos realizados. Desde este punto de vista,
el plato envasado en ATM con 30 % de didxido de
carbono se puede comercializar hasta las tres
semanas ensayadas, a 4° y a 12 °C, mientras que el
producto envasado en aire o en ATM con 20 % de
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diéxido de carbono cumple el requisito legal por
espacio de una semana, sélo cuando se conserva a
4 °C. Finalmente, los lactobacilos aparecieron entre
la segunday la tercera semana.

Los

tratamientos

de

conservacion

ensayados

también modificaron las caracteristicas sensoriales
del arroz con filete de pollo y verduras, como se
indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Pardmetros sensoriales del arroz con filete de pollo y vegetales en funcién de los tratamientos aplicados y
durante su conservacion

Envase T Parametro Semanas de almacenamiento

[eC] 0 1 2 3

Salado 3,3+0,62 3,3+0,62 2,4+1,7° sd

Acido 1,3+1,22 1,5+ 1,13 1,7+1,7° sd

Aire Aroma a especias 3,3+0,6° 3,3+0,72 2,7+1,9b sd

4 Amargo 1,1+0,2 1,2+0,3 1,2+1,2 sd

Terneza del arroz 3,0+0,82 3,6 +0,62 2,5+1,8b sd

Terneza del pollo 3,1+ 0,6" 3,5+0,5° 2,5+1,8 sd

Color amarillo 3,0+0,32 3,2+0,52 1,8+1,3p sd

Salado 3,3+0,6 3,3+0,5 sd sd

Acido 1,3+1,22 1,7+1,1° sd sd

Aire Aroma a especias 3,3+0,6 3,2+0,8 sd sd

12 Amargo 1,1+0,2 1,2+0,3 sd sd

Terneza del arroz 3,1+0,82 3,5+0,6° sd sd

Terneza del pollo 3,1+0,6 3,4+0,5 sd sd

Color amarillo 3,0+£0,3 3,0+0,4 sd sd
Salado 3,3+£0,6 3,3+£0,5 3,3+£0,5 3,2+0,6
Acido 1,3+1,22 1,2+1,32 1,8+1,1° 1,6 +1,3b
ATM Aroma a especias 3,310,6° 3,5+0,6% 3,5+0,7% 3,7+0,7°
20 % €O, 4 Amargo 1,1+0,2° 1,1+0,3° 1,4 +0,6% 1,6+ 0,8b
80 % N Terneza del arroz 3,0£0,8° 3,3+0,8° 3,4+0,9 3,5+1,1b
Terneza del pollo 3,1+ 0,62 3,4+0,5° 3,5+0,5° 3,1+0,92
Color amarillo 3,0+0,32 3,0+0,42 2,9+0,42 2,5+0,6°
Salado 3,3+0,6 3,3+0,6 3,2+0,6 3,1+0,6
Acido 1,3+1,22 1,5+1,42 1,6+1,12 2,7+1,1°
ZOA";:“(,:IOZ Aroma a especias 3,3+£0,6 3,6+0,5 3,4+£0,5 3,6+0,8
12 Amargo 1,1+0,22 1,5 +0,5P 1,4 +0,6° 1,7 +0,9p

80 % N,

Terneza del arroz 3,0+0,82 3,4+0,7° 3,4+0,9° 3,6+1,3°
Terneza del pollo 3,1+0,6 3,4+0,5 3,5+0,5 3,2+0,9
Color amarillo 3,0+0,32 3,0+0,32 2,6+0,32 2,4+0,6°
Salado 3,3+0,6 3,3+0,5 3,2+0,5 3,2+0,5
Acido 1,3+1,22 1,2+1,22 1,3+1,32 1,7+1,2b
ATM Aroma a especias 3,3+0,6 3,3+£0,5 3,5+0,6 3,5+0,7
30 % CO, 4 Amargo 1,1+£0,2 1,1+04 1,2+0,3 1,4+0,6
70 % N, Terneza del arroz 3,0+0,82 3,6 +0,6° 3,6 +0,6° 3,5+1,1°
Terneza del pollo 3,1+0,6 3,3+0,5 3,5+0,5 3,3+0,7
Color amarillo 3,0+£0,3 3,1+0,5 2,8+0,2 2,7+0,5
Salado 3,3+0,6° 3,3+0,5° 3,2+0,62 2,1+1,0°
Acido 1,3+1,2 1,3+1,2 1,2+1,3 1,1+0,9
ATM Aroma a especias 3,3+0,62 3,4 +0,52 3,4+0,62 1,7 +0,4b
30 % CO, 12 Amargo 1,1+0,2 1,2+0,3 1,2+0,3 1,0+0,6
70 % N, Terneza del arroz 3,0+0,82 3,5+0,6° 3,6+0,7° 2,1+1,0¢
Terneza del pollo 3,1+0,6 3,3+0,6 3,4+0,6 3,2+1,1
Color amarillo 3,0+0,32 3,1+0,62 2,8+0,22 1,8+1,1b

sd: sin datos por estar el producto no apto para consumo por presencia de hongos y/o con produccién de gas. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p=0,05) por tiempo de conservacién. Los valores se determinaron en escalas
del 1 al 5 de intensidad.

Por ejemplo, para los gustos acido y salado, se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas entre los tratamientos (p = 0,04;

p = 0,01, respectivamente) y entre las semanas de
almacenamiento del alimento (p=0,05; p=0,01,
respectivamente). Las

diferencias

en estas
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percepciones aparecieron a partir de la segunda
semana, particularmente en las muestras
conservadas con aire y con ATM del 20 % de CO..
Este efecto aparece mas vinculado a la composicion
de la atmodsfera que a las temperaturas de
conservacion y es mas acentuado en el gusto acido,
gue registro aumentos a través del tiempo.

En la percepcion del gusto amargo, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos tratamientos (p = 0,01) y entre semanas
(p =0,02). La mayor diferencia se encontré entre los
tratamientos con aire y los de atmoésferas
modificadas, dado que se percibidé un gusto amargo
mas intenso en las muestras conservadas con aire.
En las muestras conservadas con atmosferas
modificadas y a distintas temperaturas,
aparecieron cambios en el gusto amargo en la
tercera semana, cuando el producto llegé en
condiciones microbiolégicas para ser probado,
notandose un incremento en este gusto al final de
la vida util controlada. Es probable que esté
condicionado por el incremento del gusto acido.

A diferencia del fendmeno de retrogradacién del
almidén, detectado a través de la medicién
instrumental de la resistencia a la compresion, se
reporté un aumento en la percepcion de la terneza
del arroz con el transcurso de las semanas, hasta la
semana tres para las muestras envasadas en ambas
ATM vy hasta la semana dos para las muestras
conservadas en aire; luego, se aprecia una
disminucidon. La percepcidn sensorial de Ia
retrogradaciéon del almidon parece retrasarse
respecto a la medicion instrumental.

Los resultados para la terneza del pollo
evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en los analisis aplicados (p=0,01). Se
percibié un aumento en este atributo para todos los
tratamientos, coincidente con el ablandamiento de
la carne con el paso del tiempo.

Por su parte, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,01) entre
tratamientos y entre semanas para el aroma a
especias, que se manifestaron a partir de la
segunda semana. El aumento en la percepcién de
los aromas a especias podria estar influenciado por
los cambios en los gustos acido y salado.

Se percibié también una disminucidn significativa
del color amarillo (p = 0,01), atributo caracteristico
del producto, a partir de la segunda semana de
almacenamiento, que continud disminuyendo en la
tercera semana. Estos resultados son coincidentes
con los informados por Wongwicharn et al. (2009),
quienes observaron que las propiedades
sensoriales se conservaban mejor bajo atmosferas
modificadas.

Andlisis de regresion multiple

En funcién de la participacion de las distintas
variables estudiadas en la evolucién del arroz con
filete de pollo y vegetales a lo largo de su vida util,
se seleccionaron aquellas de mayor incidencia y se
realizé el andlisis de regresion mdultiple sobre ellas
(Tabla 5). El objeto de este andlisis fue establecer
correlaciones matematicas validas, que permitan
predecir la duracion del producto bajo condiciones
de almacenamiento reales

Tabla 5. Analisis de Regresidon Mdiltiple para enterobacterias (E), hongos y levaduras (HyL) y color amarillo (A) en arroz con
filete de pollo y vegetales.

Ecuacién de ajuste Coeficiente de correlacion R?
E=1198,72 + 1531,2 *t- 147,03 * CO,+ 131,85 * T 0,66 0,44
HyL=177,447 + 508,414 * t - 45,065 * CO,+ 45,988 * T 0,63 0,40
A=2,954-0,593 *t+0,038 * CO,-0,04 *T 0,75 0,46

t = tiempo en semanas o fraccidn de ellas; CO, = porcentaje de didxido de carbono inicial en el envase; T = temperatura

en grados centigrados

Las variables independientes identificadas fueron:
temperatura de almacenamiento, contenido inicial
de didxido de carbono en la atmdsfera del envase y
tiempo (semanas). Las variables dependientes, de
mayor importancia en la limitacién de la vida util del
producto en estudio fueron: recuento de

enterobacterias (E), por razones legales; recuento de
hongos y levaduras (HyL), por el rechazo que causa
su presencia en el consumidor, y el color amarillo (A),
como indicador de aceptabilidad para el consumidor
al momento de la compra. El modelo es valido dentro
de las condiciones estudiadas, con valores de diéxido
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de carbono entre 0 y 30 %, temperaturas entre 4 y
12 °Cy tiempo de cero a veintiun dias. Para todos los
casos, cuando el modelo arroja resultados negativos,
se debe considerar que el recuento es cero.

Los coeficientes positivos encontrados para el
tiempo y para la temperatura indican que estas
variables promueven el crecimiento de colonias de
enterobacterias, de hongos y de levaduras, mientras
que el efecto provocado por la presencia de didxido
de carbono actia en sentido contrario.
Concentraciones de tan solo el 0,5% de oxigeno
residual en productos envasados en diéxido de
carbono y N2 o al vacio son suficientes para permitir
el crecimiento de especies de hongos y levaduras no
deseadas (Schirmer, 2020). Estudios previos han
demostrado que las concentraciones elevadas de
CO: son generalmente mucho mas eficientes para
controlar el crecimiento de hongos, que el
agotamiento del O: (Taniweaki, 2009).

En cambio, la influencia de las variables estudiadas
sobre la variacion del color amarillo en el arroz con
filete de pollo y verduras, es opuesta y el color
amarillo  disminuye con los aumentos de
temperatura, pero aumenta con incrementos en el
porcentaje de didxido de carbono presente.

4. Conclusiones

El envasado en atmdsferas modificadas combinado
con refrigeracion prolonga la vida util del arroz con
filete de pollo y vegetales y es un método de
conservacion adecuado, debido a su efectividad en
la conservacion de los atributos de calidad, en
coincidencia con lo que ocurre con otros productos
alimenticios (Solomos, 2017; Yousuf et al.,, 2018;
Kvapil, 2019).

Al analizar los resultados expuestos, se observé que
la temperatura de almacenamiento fue el factor que
mayor incidencia mostré en el desarrollo de los
microorganismos estudiados. La concentracidn
inicial de didxido de carbono o la disminucién de la
concentracion de oxigeno, también determind la
inhibicion o lentificacién de la actividad microbiana,
sin eliminarla completamente, en menor grado.

La respuesta de la medicidon sensorial de la terneza 'y
de la medicién instrumental de la resistencia a la
compresion mostré un retraso en la percepcion
sensorial de este fendmeno. Se encontraron

variaciones perceptibles en los gustos salado,
amargo y dacido, en el aroma a especias y en el color
amarillo en todas las condiciones de envasado y de
conservacion, a partir de la primera semana de
almacenamiento. El color amarillo y el gusto acido
fueron los parametros que mayores variaciones
registraron.

En virtud de las condiciones y parametros aqui
estudiados, se puede concluir que es posible
alcanzar una vida util comercial de al menos tres
semanas para el producto alimenticio en estudio
(arroz con filete de pollo y vegetales), cuando se
envasa en una atmosfera modificada de 30 % de CO:
y70% N2a 4 °C.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Poli(3-hidroxibutirato) En este trabajo se obtuvieron peliculas por mezclado en fundido y termocompresién a partir de

Sulfato de cobre poli(3-hidroxibutirato) (PHB) con Irganox 1010 (0,3 %, p/prHs) como antioxidante, tributirato de

Peliculas glicerol (20 %, p/peus) como plastificante y sulfato de cobre (Il) pentahidratado (0,5 - 7,5 %,

Capacidad antibacteriana p/peus) como antimicrobiano. La incorporacién del antimicrobiano incrementé la rugosidad de la
superficie de las peliculas. Los materiales que contenian sulfato de Cu (ll) presentaron menor
ductilidad y resistencia mecanica debido al tamafio micrométrico de los cristales. La
incorporacion de 0,5 % del antimicrobiano permitié incrementar la WVP debido al elevado grado
de hidratacién de la sal; sin embargo, concentraciones mayores (2,5 - 7,5 %) redujeron esta
propiedad por el incremento de la tortuosidad. Si bien los materiales presentaron capacidad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (Gram +) y Pseudomonas aeruginosa (Gram -), se
apreciaron diferencias atribuidas a la pared celular de estas bacterias. Asi, se demostré que es
posible obtener peliculas antibacterianas de PHB a partir de la incorporacion de una sal de cobre
que podrian utilizarse para envases de alimentos, cosméticos o farmacéuticos como asi también
para dispositivos biomédicos.

Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) films with antibacterial properties

KEYWORDS ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate) In this work, films of poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) with Irganox 1010 (0.3%, w/peus) as
Copper sulfate antioxidant, glycerol tributyrate (20%, w/pens) as plasticizer, and copper (Il) sulfate pentahydrate
Films (1 - 7.5%, w/peus) as antimicrobial were obtained by melt mixing and thermocompression. The
Antibacterial capacity incorporation of the antimicrobial increased the roughness of films surface. The materials

containing Cu (ll) sulfate presented lower ductility and mechanical resistance due to the crystals
micrometric size. The incorporation of 0.5 % of the antimicrobial increased the WVP due to the
high degree of hydration of the salt; however, higher concentrations (2.5 - 7.5 %) reduced this
property due to an increased tortuosity. Although the materials presented antibacterial capacity
against Staphylococcus aureus (Gram +) and Pseudomonas aeruginosa (Gram -), differences
attributed to cell wall of the bacteria were observed. Thus, it was revealed that it is possible to
obtain antibacterial PHB films, from the incorporation of a copper salt, that could be used for
food, cosmetic or pharmaceutical packaging as well as for biomedical devices.

envases de alimentos, bebidas, cosméticos vy
farmacos, como asi también dispositivos biomédicos
e insumos agropecuarios provoca un gran impacto
ambiental. Esto se atribuye principalmente a la

1. Introducciéon

La inadecuada disposicion final de los materiales de
uso masivo derivados del petréleo tales como
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generaciéon y acumulacion de materiales no
biodegradables, como por ejemplo los denominados
microplasticos que se encuentran contaminando
habitats acuaticos, terrestres y aeroterrestres
(Castafieta et al.,, 2020). Una alternativa para
minimizar el impacto ambiental que genera el uso y
la mala disposiciéon de los materiales de origen
petroquimico, son los biomateriales de origen
renovable y biodegradables (Mitelut et al., 2019;
Arancibia et al., 2014). Sin embargo, pese a ser
sustentables, estos materiales aun no se utilizan de
forma masiva debido principalmente a su elevado
costo, deficientes propiedades mecanicas como la
fragilidad y dificil procesamiento, en comparacion
con los materiales derivados del petréleo (Montes et
al., 2016).

Actualmente, el desarrollo de materiales que no sélo
se obtengan de recursos renovables y sean
biodegradables sino también que posean capacidad
antibacteriana, resulta de gran interés para la
comunidad cientifica y el sector industrial. El poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) es uno de los biopolimeros
mas estudiados y ademas posee propiedades
mecanicas similares a algunos polimeros sintéticos.
Sin embargo, a diferencia de otros biopolimeros
como el quitosano, no posee actividad
antibacteriana. En 2008, la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos reconocié al cobre
como el primer metal antimicrobiano. Se ha
demostrado en ensayos in vitro que sobre
superficies sélidas de cobre se puede eliminar el 99,9
% de los microorganismos (Prado et al. 2012). La
actividad antibacteriana del cobre se atribuye
principalmente a la liberacién de iones Cu®* que
afectan la integridad de la membrana/pared
bacteriana.  Posteriormente, generan  estrés
oxidativo intracelular y modifican el ADN, resultando

finalmente en la muerte de los microorganismos
(Grass et al., 2011; Vincent et al., 2018). Por ello, una
manera de potenciar el uso del PHB es otorgarle
propiedades antibacterianas a partir de la adicién de
sales de cobre.

El objetivo de este trabajo fue obtener peliculas
flexibles a partir de PHB con capacidad
antibacteriana. Se evalu6 el efecto de |Ia
incorporacion de tributirato de glicerol como
plastificante y sulfato de cobre (Il) pentahidratado
como agente antibacteriano sobre la
microestructura y las propiedades mecanicas,
térmicas y de barrera al vapor de agua de las
peliculas de PHB. Ademas, se realizaron estudios
para evaluar la capacidad antibacteriana de los
materiales desarrollados testeando bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

2. Materiales y métodos

Materiales

El poli(3-hidroxibutirato) (PHB) se adquirio de
Biomer® (Alemania). Los aditivos utilizados fueron
tributirato de glicerol (TBG, 98,5 % de pureza, Sigma
Aldrich, Suiza) como plastificante, Irganox® 1010 (I,
98,0 % de pureza, Sigma Aldrich, Suiza) como
antioxidante y sulfato de cobre (Il) pentahidratado
(Cu, 98,0 % pureza, Biopack, Argentina) como agente
antibacteriano.

Obtencién de las peliculas

Se prepararon diferentes formulaciones de PHB, |,
TBG y Cu, segln se muestra en la Tabla 1. Cabe
destacar que, las concentraciones de los diferentes
aditivos se encuentran expresadas en porcentaje en
base PHB (%, p/pets).

Tabla 1. Formulaciones de peliculas a base de PHB, Irganox 1010 (1), tributirato de glicerol (TBG) y CuSO4.5H,0 (Cu).

Formulacién Irganox 1010 (1)

Tributirato de glicerol

(TBG) CuS04.5H,0 (Cu)

(%, p/pehs) (%, p/pos) (%, p/peHs)

PHB-I-0Cu 0,3 - -

PHB-I-0,5Cu 0,3 - 0,5
PHB-I-2,5Cu 0,3 - 2,5
PHB-I-5Cu 0,3 - 5,0
PHB-I-7,5Cu 0,3 - 7,5
PHB-1-0Cursc 0,3 20 -

PHB-I-0,5Cursc 0,3 20 0,5
PHB-I-2.5Cursc 0,3 20 2,5
PHB-I-5Curtsc 0,3 20 5,0
PHB-I-7,5Cursc 0,3 20 7,5
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Las muestras se procesaron por mezclado en
fundido empleando una mezcladora Brabender
Plasthograph (Alemania) a 180 °Cy 60 rpm, durante
15 min. Las muestras procesadas se trituraron y se
utilizaron para la obtencién de las peliculas por
termocompresiéon  empleando  una  prensa
hidraulica (5 kg cm2, 195 °Cy 15 min). El espesor se
midio utilizando un calibre digital electronico MAX-
CAL (Fowler & NSK, Japdn), tomando 5 mediciones
en posiciones al azar para cada una de las muestras
y promediando los valores obtenidos.

Caracterizacion de las peliculas

Para el estudio de la microestructura, las peliculas
se crio-fracturaron empleando N: liquido, se
montaron sobre tacos de aluminio y se metalizaron
usando una metalizadora de plasma de Argén. La
morfologia de las secciones transversales se
estudi6 mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM), utilizando un microscopio LEO EVE
40 XVP con un detector de electrones secundario.
Ademas, utilizando un Sistema de Microanalisis de
Rayos X por Energia Dispersiva (EDS) Oxford X-Max
50, acoplado al microscopio, se realizd un
microanalisis para obtener informacién sobre la
composicién quimica elemental de una pequefia
area de las muestras estudiadas.

Las microfotografias de las superficies de las
peliculas se obtuvieron mediante Microscopia de
Fuerza Atémica (AFM), utilizando un microscopio
laser focal Carl Zeiss (Alemania). Se fijé una muestra
de 2 x 2 mm sobre una cinta adhesiva de doble faz
y se escanearon diferentes dreas (10 x 10 pm? a 500
x 500 um?) para determinar la rugosidad superficial
media (Ra).

El estudio de las propiedades mecanicas se llevo a
cabo a partir de ensayos de traccién en un equipo
Instron Tensile Testing Instrument modelo 3369
(UK), utilizando una velocidad de 5 mm/min y una
celda de carga de 1 kN. A partir de las curvas de
tensién en funciéon de la deformacidn, se calcularon
la resistencia maxima a la traccién (om), el médulo
de Young (E) y el alargamiento a la rotura (eB), de
acuerdo con la norma ASTM D882-9. Se ensayaron
al menos 10 especimenes de cada una de las
formulaciones estudiadas.

La permeabilidad al vapor de agua (WVP, siglas en
inglés) se determind empleando un permeador
Permatran W3/33 (Mocon Inc., USA), de acuerdo al
método estandar ASTM F-1249. Las medidas se

llevaron a cabo a 25 °C, empleando un area de
exposicién de 5 cm?. Los ensayos se realizaron por
duplicado.

La estabilidad térmica se evalué mediante andlisis
termogravimétrico (TGA) utilizando una balanza
termogravimétrica TA Instrument Discovery Series
(USA). Las muestras (~10 mg) se calentaron de 25 a
350 °C a 10 °C min?, en atmdsfera de nitrégeno
(20 mL min). Se registraron las curvas de
porcentaje de masa en funcidn de la temperaturay
se obtuvieron la temperatura de onset (Tdonset) ¥ la
temperatura maxima de descomposicién (Tdmax) a
partir de la curva de la primera derivada (DTGA), de
acuerdo con la metodologia propuesta por Seoane
et al. (2018).

Se realizaron ensayos de difusién en agar LB para
evaluar la actividad antibacteriana contra
Pseudomona aeruginosa (Gram -) y Staphylococcus
aureus (Gram +). Las colonias de las bacterias
obtenidas de un cultivo de 12 h se suspendieron en
caldo LBy la concentracidn se ajustd a 105 UFC mL-
1. Luego, se extendieron 200 pL de esta suspensién
en placas de agar LB. Las muestras de peliculas
(discos de 0,5 cm de diametro) se desinfectaron con
1 mL de etanol al 70 % y se utilizaron para el ensayo
de eficacia antibacteriana después de lavar tres
veces con agua esterilizada. A continuacidn, las
muestras se dejaron reposar sobre el medio
inoculado y después de la incubacion a 37 °C
durante 24 h, se midio el halo de inhibicion.

3. Resultados y Discusion

Microestructura

Las peliculas estudiadas presentaron secciones
transversales homogéneas, observandose en las
muestras que contenian sulfato de cobre Ia
presencia de los cristales de la sal embebidos en la
matriz polimérica. A modo de ejemplo, en la Figura
1 se muestran las micrografias SEM y el espectro
EDS de la seccidn transversal de la pelicula
PHB-I-0,5Cutss. En las imagenes SEM (Figuras 1Ay
1B) se observan los cristales de la sal de cobre que
presentaron tamafios que oscilaron entre
25y 50 pm.

La coloracion rojiza de los cristales es un indicativo
de que los mismos estan conformados por una
cantidad significativa de cobre (Figura 1A). De
acuerdo con esta observacion, el analisis elemental
de los cristales por EDS mostrd picos asociados al
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cobre elemental (Cu), ademds de pequefias trazas
de oxigeno (O) que sugiere una oxidacion parcial del

cobre y la presencia de azufre (S) asociado a iones
sulfato (Figura 1C).

Figura 1. (A) y (B) Micrografias SEM de peliculas de PHB-I-0,5CuTBG. (C) Espectro EDS
de la seccion recuadrada en amarillo en la imagen (B).

La rugosidad es una propiedad importante de las
peliculas poliméricas, especialmente para ciertas
aplicaciones donde la adherencia de los materiales
es relevante. La Figuras 2A y 2B corresponden a
micrografias AFM en 3D de peliculas de PHB
plastificadas con TBG, sin y con sulfato de cobre al
2,5 %. La rugosidad de las peliculas de PHB-I-0Curtss
resulté ser 45 + 8 nm, un valor significativamente
menor al informado por Chan et al. (2011) para
peliculas a base de PHB. La incorporacion de sulfato

de cobre generé un aumento notable en Ia
rugosidad de las peliculas, siendo 105 + 14 nm para
las peliculas de PHB-I-2,5Cutss. Este incremento
podria atribuirse a la presencia de microcristales de
sal en la superficie de las peliculas. De acuerdo con
esta observacién, un estudio similar demostré que
la incorporacion de cargas minerales aumenté
notablemente la rugosidad media de los materiales
basados en PHB (Toloue et al., 2019).

Figura 2. Imagenes AFM en 3D de peliculas de: (A) PHB-I-0Cu y (B) PHB-I-2,5Curse.

Degradacién térmica

En Tabla 2 se muestran las temperaturas de onset
(Tdonset) y de maxima degradacién térmica (Tdmsx) de
todas las formulaciones estudiadas. En general, se
observa que la presencia del plastificante (TBG) y la

incorporacion de la sal de cobre provocaron una leve
disminucidn de la temperatura de onset y de maxima
degradacién térmica. En el caso de la adicion del
TBG, la presencia de los grupos ésteres del
plastificante podrian promover reacciones de
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degradacion del PHB y reducir la Tdonset Y la Tdmax
(Seoane et al.,, 2018). En general, cuando se
incorporan compuestos inorgdnicos a matrices
poliméricas se evidencia una mejora de la estabilidad
térmica de los materiales compuestos. El hecho de
que la presencia de la sal de cobre no tuviera ese
efecto sobre la estabilidad térmica de las
formulaciones estudiadas podria atribuirse a una
baja compatibilidad entre la matriz polimérica y las
particulas minerales.

Tabla 2. Temperaturas de onset (Tdonset) Y de maxima
degradacion térmica (Tdmsx) de peliculas de PHB con TBG y

sulfato de cobre (ll) pentahidratado.

Formulacién Tdonset (°C) Tamax (°C)
PHB-I-0Cu 271,5 290,0
PHB-1-0,5Cu 270,2 284,9
PHB-I-2,5Cu 274,6 287,6
PHB-I-5Cu 270,3 286,0
PHB-I-7,5Cu 272,7 287,7
PHB-I-0Curge 275,1 286,9
PHB-1-0,5Curgg 266,0 284,7
PHB-I-2.5Curgg 267,8 283,8
PHB-I-5Curge 269,3 283,3
PHB-I-7,5Curgg 267,2 283,9

En el caso de la adicion del TBG, la presencia de los
grupos ésteres del plastificante podrian promover
reacciones de degradacién del PHB y reducir la Tdonset
y la Tdmax (Seoane et al., 2018). En general, cuando
se incorporan compuestos inorganicos a matrices
poliméricas se evidencia una mejora de la estabilidad
térmica de los materiales compuestos. El hecho de
que la presencia de la sal de cobre no tuviera ese
efecto sobre la estabilidad térmica de las
formulaciones estudiadas podria atribuirse a una
baja compatibilidad entre la matriz polimérica y las
particulas minerales.

Propiedades mecanicas

La incorporacidn de particulas minerales a matrices
biopoliméricas suele ser una estrategia para superar
ciertas limitaciones como la baja rigidez y resistencia
mecanica. Sin embargo, los efectos sobre las
propiedades finales de los materiales compuestos
dependen de varios factores tales como el tamaiio
de las particulas, la concentracion del relleno vy la
adhesidn interfacial entre particulas y matriz (Ren et
al., 2009). La Figura 3 muestra el efecto de la adicion
de las diferentes concentraciones de sulfato de
cobre estudiadas sobre las propiedades mecanicas
de las peliculas de PHB sin plastificar y plastificadas

con TBG. Un aumento en la concentracion de la sal de
cobre condujo a una disminucidn de la elongacién a la
rotura y de la resistencia mecanica de las peliculas (Figura
3Ay 3B). Estos cambios podrian deberse principalmente a
las dimensiones micrométricas de las particulas anadidas
(entre 25 y 50 um, aproximadamente). La mdxima
resistencia a la traccion aumenta cuando disminuye el drea
superficial de las particulas, como en el caso de la
incorporacién de nanoparticulas que proporcionan una
distribucion eficiente de la tensidn en la matriz polimérica
(Fu et al., 2008; Mittal, 2009). Los resultados obtenidos
sugieren que, para mejorar las propiedades mecanicas de
las peliculas de PHB mediante la adiciéon de sulfato de
cobre (Il), seria necesario realizar una reduccion del
tamafio de las particulas antes del procesamiento térmico.
Por lo que, una molienda de la sal y un posterior tamizado
para obtener un material de menor tamafio podria ser una
posible solucidn.
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Figura 3. Propiedades mecanicas de peliculas de PHB con
diferentes concentraciones de sulfato de cobre (ll): (A)
Deformacion a la rotura (€B), (B) resistencia mecénica
(om) y (C) mdédulo de Young (E). Simbolos: (®) sin TBG,

(@) con TBG.
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La Figura 3C muestra que no hubo cambios
importantes en los valores del médulo de Young con
la adicidn de particulas de sulfato de cobre (Il) hasta
un 7,5 %. Tanto para las peliculas plastificadas con
TBG como las que no tenian TBG, en el rango de
concentraciones de sal de cobre estudiado, solo se
observé una ligera disminucion a elevadas
concentraciones de sal. De acuerdo a Fu et al. (2008),
la concentracion de las particulas tiene baja
influencia sobre la rigidez del material, como asi
también sobre la adhesidn interfacial de los rellenos
minerales/matriz polimérica, cuando se utilizan
particulas de tamafo micrométrico de forma
irregular como es el caso de los cristales de la sal de
cobre empleados en este trabajo.

Permeabilidad al vapor de agua

Las propiedades de barrera de las peliculas de PHB
dependen de la presencia de aditivos, de los
compuestos empleados y de su concentracion. En la
Figura 4 se muestra el efecto del plastificante y de las
diferentes concentraciones estudiadas de la sal de
cobre sobre la permeabilidad al vapor de agua de las
peliculas de PHB. Las peliculas sin plastificante
(PHB-I-0Cu) presentaron los valores mas bajos de
WVP, la incorporaciéon de 20 % de este aditivo
permitié incrementar notablemente esta propiedad
de barrera

(PHB-I-0Curtsc). Esto podria atribuirse al incremento
del volumen libre que favoreceria la difusion de las
moléculas de vapor de agua y a la miscibilidad del
TBG en la matriz de PHB (Seoane et al., 2018). Por
otra parte, segin Requena et al. (2016) la presencia
de regiones plastificadas mas polares facilita la
solubilidad del permeante, incrementando la WVP.
La adicion de la menor concentracién de sulfato de
cobre (Il) ensayada (0,5 %) incrementé la WVP lo que
podria deberse a que esta sal se encuentra
hidratada, favoreciendo el aumento de esta
propiedad de barrera. Sin embargo, la incorporacion
de las concentraciones mas elevadas de la sal de
cobre (2,5 - 7,5 %) redujo notablemente la WVP,
debido seguramente al incremento de la tortuosidad
inducido por la presencia de dominios (fase
cristalina) impermeables dentro de la matriz (Follain
et al, 2013). Ademas, Requena et al. (2016)
mencionan que la disminucién de la WVP podria
atribuirse a la reorganizacion de los componentes de
la matriz, como una cristalizacién secundaria o una
posible separacion de fases.

100 °

a)

m P
=

WVP x 105 (g/s

0 2.5 5 7.5
CuS0,.51L,0 (%, p/ppys)
Figura 4. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de
peliculas de PHB con diferentes concentraciones de
sulfato de cobre (ll). Simbolos: (®) sin TBG, (®) con TBG.

Capacidad antibacteriana

En la Figura 5 se muestra el halo de inhibicién de las
peliculas de PHB para S. aureus y P. aeruginosa,
respectivamente. La capacidad de las peliculas para
inhibir el desarrollo microbiano estd asociada con la
difusion y liberacidn de la sustancia activa desde la
matriz al medio. Por lo tanto, las cadenas de
polimero deben moverse cooperativamente y asi
permitir el transporte del agente antimicrobiano.
Todas las muestras que contenian sulfato de
cobre (Il) tuvieron capacidad para inhibir el
desarrollo de S aureus (Figura 5A),
independientemente de la  presencia del
plastificante. Como era de esperar, cuanto mayor
sea la concentracion del agente antimicrobiano
mayor sera el halo de inhibicion. En las peliculas de
PHB plastificadas, el halo de inhibicién bacteriana
frente a S. aureus fue superior al correspondiente a
las no plastificadas, comparando muestras con la
misma concentracidn de sulfato de cobre (Il). Esto se
puede atribuir a que la reduccién de las fuerzas
intermoleculares por parte del plastificante, que
mejora la movilidad de las cadenas poliméricas,
disminuye el grado de cristalizaciéon y aumenta el
coeficiente de difusion (Ishizawa y Nakamatsu, 2002;
Quispe et al., 2021). En cuanto al efecto de las
peliculas de PHB cargadas con sulfato de cobre (Il)
sobre el crecimiento de P. aeruginosa, la
concentracion minima de sal que inhibe el desarrollo
bacteriano fue de 5 % para las peliculas no
plastificadas (Figura 5B). En el caso de las peliculas
de PHB plastificadas, esta concentracion minima fue
de 2,5 %, remarcando nuevamente el efecto del
plastificante sobre la difusién del agente
antimicrobiano. Existe una clara diferencia en el
efecto del sulfato de cobre (Il) sobre la inhibicidn de
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Cuando
comparamos los didmetros de los halos de inhibicion
bacteriana para ambos tipos de bacterias a la misma
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concentracion de sal, el halo de S. aureus (Gram +,
Figura 5A) fue mayor que el correspondiente a P.
aeruginosa (Gram -, Figura 5B).

(A)

0,8 25 s 7.5

CuS0,.5H,0 (Yo, p/Ppyy)

[~

Halo de inhibicién (cm)

(B)

2.8 5 7.5

CuS0,5H,0 (%, P/Pony)

=

=
“h

Halo de inhibicién (cm)

I=3
(=)
|

Figura 5. Halo de inhibicion bacteriana de peliculas de
PHB con diferentes concentraciones de sulfato de cobre
(1) pentahidratado frente a: (A) S. aureus (gram +) y (B) P.
aeruginosa (gram -). Simbolos: () sin TBG, (M) con TBG.

Las diferencias estdn asociadas principalmente a la
estructura de la pared celular de ambas bacterias.
Las bacterias Gram positivas tienen una capa gruesa
de peptidoglicano y no tienen una membrana lipidica
externa. Por otro lado, las bacterias Gram negativas
tienen una capa delgada de peptidoglicano,
intercalada entre una membrana lipidica externay la
membrana plasmatica, lo que da como resultado una
estructura de bicapa lipidica. Esta estructura actua
como un tamiz molecular que permite la difusién de
moléculas relativamente pequefias, generando
cierta proteccidn contra varios agentes
antibacterianos (Tafur et al., 2008).

4. Conclusiones

Se demostro que es factible obtener peliculas de PHB
con capacidad antibacteriana a partir de la
incorporacion de sulfato de cobre (ll). Si bien los
materiales fueron capaces de inhibir el desarrollo de
bacterias Gram positivas como el S. aureous y de

bacterias Gram negativas como P. aeruginosa, se
evidenciaron mejores resultados para el control de
desarrollo de bacterias Gram positivas debido a
diferencias en la pared celular de ambos tipos
microorganismos. A pesar de que la incorporacion de
la sal de cobre permite otorgar capacidad
antibacteriana a las peliculas de PHB, se obtuvo una
disminucion en la ductilidad y resistencia de las
mismas debido al tamafio micrométrico de los
cristales empleados. Para minimizar este efecto,
seria conveniente reducir el tamafio de las particulas
antes de incorporarlas a la matriz polimérica. Por
otro lado, la presencia del agente antibacteriano
incrementd la WVP cuando se agregaron bajas
concentraciones, pero al incorporar concentraciones
mas elevadas, los valores de WVP disminuyeron por
el incremento de la tortuosidad del pasaje de las
moléculas de vapor de agua a través de la matriz. Las
peliculas de PHB con propiedades antibacterianas
podrian aplicarse en diversos campos como
envasado de alimentos, cosméticos y productos
farmacéuticos como asi también para dispositivos
biomédicos.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Films de polietileno En este trabajo se obtuvieron films de polietileno de alta densidad reforzados con particulas
Rellenos minerales minerales mediante la técnica de mezclado en fundido y posterior termo-compresion. Como
Propiedades dpticas rellenos minerales se emplearon arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC). Al es un silicato de la familia

de las micas, mientras que el MC es un aluminosilicato activado obtenido por calcinacion del
caolin. Se realizé la caracterizacion estructural de particulas de Al y MC mediante Difraccién Laser
(DL), Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia Infrarroja (FTIR) y Difraccion de
Rayos X (XRD). Por DL se observé una distribucion de particulas bimodal para Al y unimodal para
MC. Se prepararon compuestos con dos concentraciones de relleno (1y 5 % p/p de MCy Al) en
una matriz de polietileno de alta densidad (HDPE). Los materiales obtenidos resultaron
homogéneos, translucidos y faciles de manipular. Comparados con los valores obtenidos para la
matriz de HDPE, la presencia de Al y MC en las peliculas obtenidas incremento tanto la capacidad
de barrera a la radiacién como la opacidad sin comprometer significativamente su transparencia.

Effect of mineral fillers incorporation on optical
properties of polyethylene films

KEYWORDS ABSTRACT

Polyethylene films In this work, high-density polyethylene films reinforced with mineral particles were obtained by
Mineral fillers using melt-mixing and thermo-compression. lllitic clay (IC) and metakaolin (MK) were used as
Optical properties mineral fillers. (IC) is a silicate of the mica family, whereas MK is an activated aluminosilicate

obtained by the calcination of kaolin. A structural characterization of Al and MK particles were
performed by Laser Diffraction (LD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transformed
Infrared (FTIR) and X-Ray Diffraction (XRD). LD test showed a unimodal particle distribution for
MK and bimodal particle distribution for Al. Both fillers were incorporated to a high density
polyethylene (HDPE) matrix at two concentrations (1 and 5 % w/w). Obtained composites
resulted homogeneous, translucent, and easy to handle. The presence if IC and MK particles
acted as physical barrier against both UV and visible radiation, by increasing UV barrier capacity
and opacity without compromising their transparency.
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1. Introducciéon

El interés industrial en compuestos de matriz
polimérica con cargas minerales ha aumentado
considerablemente en las ultimas décadas debido a
la versatilidad de usos y aplicaciones que presentan
este tipo de materiales (Dubois, 2002; Gopakumar,
2002). Actualmente, los materiales mas utilizados
como carga en los compuestos poliméricos y de
mayor interés comercial son los rellenos de tipo
mineral. Ademas, las peliculas o films de polietileno
(PE) son los materiales mas cominmente empleados
como mantos protectores de suelos (mulching
agricola). Por otra parte, la obtenciéon de minerales
es una de las actividades mineras con mayor
desarrollo en la zona centro de la provincia de
Buenos Aires, donde cerca de 13 M tn de material es
triturado, empleando a mas de 2.500 personas
(Mineria Metalifera y Rocas de Aplicacidn, 2016). Por
lo tanto, el potencial geoldgico argentino ofrece
reservas minerales de bajo costo que pueden ser
claves para el desarrollo de nuevos materiales.

El metacaolin (MC) es un aluminosilicato activado y
ampliamente utilizado en la formulaciéon de
cementos, que se obtiene por calcinacién térmica de
caolin. Este proceso, produce una transformacion de
su estructura cristalina, que ayuda a mejorar las
propiedades mecanicas y la durabilidad final del
hormigén (Sujjavanich, 2017; da Silva Andrade,
2018). La arcilla illitica (Al) es un silicato de la familia
de las micas, formado por una capa octaédrica de
aluminio intercalada entre dos capas de silice
(zhang, 2016). Se usa comunmente en la industria
cosmética como un aditivo en mascaras faciales,
champl vy jabones asi como también en Ila
formulacidén de materiales compuestos (Jurgelanea,
2017).

Por otra parte, el poli(etileno), PE, es uno de los
polimeros “commodities” mdas empleado en Ia
fabricaciéon de envases y productos. Su amplia
versatilidad proviene de su buena resistencia
quimica, inocuidad, baja permeabilidad al vapor de
agua, excelente capacidad como aislante eléctrico y
ligereza de peso. Dependiendo de las condiciones de
polimerizacidn, se pueden obtener PEs con diferente
grado y tipo de ramificaciones, lo que da lugar a
materiales de diferente densidad y cristalinidad
(Horst, 2012).

Aunque el PE y sus diferentes variedades han sido
extensamente estudiadas, la busqueda de nuevos

usos y aplicaciones es permanente. En las ultimas
décadas se han empleado distintos métodos de
modificacién para obtener nanocompuestos de
polietileno/montmorillonita y polietileno/bentonita
mediante mezclado con materiales inorganicos
(Horst, 2012; Ninago, 2017). Sin embargo, el empleo
de Al y de MC como relleno mineral en la
formulacion de nanocompuestos de PE, es una
alternativa escasamente estudiada.

El objetivo de este trabajo fue obtener y caracterizar
materiales compuestos a base de polietileno de alta
densidad (HDPE) y particulas minerales de MC y Al.
Ademas, se analizo la influencia de la carga sobre la
estructura y las propiedades dpticas de la matriz del
HDPE estudiado.

2. Materiales y métodos

Se empled un polietileno comercial de alta densidad
(HDPE, NG7000, Dow-Polisur S.A.) con un indice de
fluidez de 11 a 190 °C/21,6 Kg ASTM D1238 y dos
tipos de particulas minerales: arcilla illitica (Al) y
metacaolin (MC) provenientes de la ciudad de
Olavarria (Buenos Aires, Argentina).

La morfologia de las particulas se estudié mediante
Microscopia  Electrénica de Barrido (SEM),
empleando un microscopio electrénico JEOL JSM-35
CF, con detector de electrones secundarios a 10 kV.
Las muestras fueron previamente dispersadas,
empleando un flujo de aire, sobre una cinta adhesiva
conductora de aluminio (3M®), y recubiertas con una
capa de oro mediante sputtering. Ademas, se
complementd la caracterizacidén por Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) en un
espectrémetro Nicolet 520 FT-IR en el rango
400-4000 cm™,

La identificacion de la estructura cristalina de las
particulas fue estudiada por Difraccion de Rayos X
(XRD). Los difractogramas se obtuvieron usando un
difractémetro Philips PW1710, provisto de un tubo y
anodo de cobre, operando a 45 KV, 30 mA y 26
variando desde 5 hasta 40°.

La distribucion de tamafio de particulas se determind
a través de ensayos de Difraccion Laser (LD),
empleando un equipo Horiba Partica LA-950. Para la
preparacién de los compuestos se procesaron en
fundido mezclas de HPDE con Aly MC (0, 1y 5 % p/p)
empleando una mezcladora Atlas Laboratory a
160 °C y 40 rpm durante 15 min. Los materiales
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obtenidos se denominaron HDPE-#Al y HDPE-#MC,
donde el simbolo # representa la cantidad de
particulas de relleno incorporadas (0, 1y 5 % p/p).
Las peliculas se obtuvieron mediante termo-
compresion en una prensa hidraulica a 160 °C y
180 kg cm™ durante 6 minutos. Se registraron 10
medidas del espesor de cada pelicula en
localizaciones aleatorias mediante el empleo de un
medidor digital de espesores (CM-882), y se calculd
su valor promedio.

La distribucién de particulas en la matriz de HDPE se
estudi6 mediante SEM, evaludndose ademas la
homogeneidad y apariencia de los materiales
obtenidos. Se empled un microscopio electrdnico
JEOL JSM-35 CF, con detector de electrones
secundarios. Las peliculas fueron crio-fracturadas y
recubiertas con una fina capa de oro mediante la
técnica de sputtering.

Se registraron los parametros de cromaticidad de las
peliculas (L* a*, y b*) de acuerdo a la escala CielLab
empleando un colorimetro Hunterlab UltraScan XE,
realizando las mediciones en al menos diez
posiciones aleatorias. Los pardmetros de color varian
desde L*= 0 (negro) a L*= 100 (blanco), -a* (verde) a
+a*(rojo), y -b* (azul) a +b* (amarillo). A partir de los
datos de cromaticidad se calcularon el angulo de Hue
(H*) y Croma (C*) usando las ecuaciones (1) y (2):

C*=+a?2+b*2 2

El valor del dngulo de Hue (H*) se define como el
angulo formado con el eje a*, asignando para 0°
color rojo/magenta, 90° para amarillo, 180° para
verde y 270° para azul o purpura, angulos
comprendidos entre los valores mencionados daran
colores intermedios.

H* = tan™! (Z—*) 1

El parametro Croma (C*) representa la longitud de la
hipotenusa formada entre el origen (0,0) y el punto
(a*, b*), siendo una medida directa de la intensidad
o grado de saturacion del color.

La capacidad de barrera a la radiacion UV, la
opacidad y la transparencia de las peliculas fue
estudiada por Espectroscopia UV-Vis. Se registraron
los espectros de transmision de las peliculas en el
rango UV-Vis, haciendo uso de un

espectrofotémetro DR6000 (Hach, EEUU). Para esto
se cortaron probetas rectangulares de 10 mm de
ancho por 30 mm de largo, y se analizaron en una
celda de cuarzo de 10 mm de paso Optico,
registrando el espectro desde los 200 nm hasta los
800nm.

A partir de estos espectros se cuantifico la capacidad
de barrera a la radiacién mediante el cdlculo de los
factores: barrera al UV, opacidad, indice trar y
transparencia. De dichos factores los ultimos tres
corresponden al rango de la radiacion del espectro
visible (400 a 700nm), mientras que para el cdlculo
de barrera UV, se trabajo en el rango ultravioleta, el
cual comprende de 300 a 380nm.

Los valores de indice PAR y barrera UV se calcularon
de acuerdo a la norma I1SO 9050:2012(E), haciendo
uso de las ecuaciones (3 y 4, respectivamente)
reportadas en trabajos previos del grupo (Passaretti
et al. 2022):

N Y300 Sa-Aa-T(D) 3)
PAR — 7 700 ¢ A
22005142
S Y360 Sa- A T(D) @)
UV =7 380 ¢ A
23005142

Donde S, es la distribucion espectral relativa de la
radiacidn en el intervalo objetivo, (1) es el espectro
de transmitancia de la pelicula analizada, y, A, son
los intervalos de longitud de onda definidos por la
norma para la integracion.

La opacidad de las peliculas se calculd a partir del
area bajo la curva registrada entre 400 y 700 nm, de
acuerdo al método reportado por Piermaria et al.
(2011), mientras que la transparencia se evalud a
600 nm, teniendo en cuenta el espesor de las
peliculas. Las muestras se analizaron por triplicado.

3. Resultados y Discusion

En la figura 1 se observan las micrografias SEM
correspondientes a las particulas de Al (a) y MC (b).
En las mismas se puede observar que la Al presenta
una  estructura  formada por  agregados
pseudoesféricos con cavidades, mientras que el MC
presentd una estructura de tipo laminar con
agregados de menor tamaiio.
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Figura 1. Micrografias SEM de arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC).

Los espectros FTIR (figura 2) obtenidos para los
rellenos muestran las sefales caracteristicas de estas
arcillas. Para Al (linea roja) se observan una sefial a
3440 cm™ que corresponde al estiramiento de los
enlaces O-H del agua y de los grupos silanol (Si-OH).
A 1000 cm? se evidencia una amplia banda
relacionada con el estiramiento de los enlaces Si-O;
y los doblamientos de los enlaces
0-Si-0 se evidencian por la presencia de picos a 530
y 470 cm™ (Ozdes, et al. 2011).

Respecto al MC, se identificaron las bandas tipicas
del mineral a 3420 cm? (deformacién -OH),
1612 cm (vibracién del enlace del agua absorbida
en la superficie o atrapada en las cavidades),
1097 cm™ (vibracién de los enlaces Si-OSi y Si-O-Al) y
685 cm? (vibracidn simétrica del enlace Si-O)
(Belmokhtar, 2017, Sore et al., 2016, Ozer y Soyer-
Uzun., 2015).
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Figura 2. Espectros FTIR de particulas de arcilla illitica (Al)
y metacaolin (MC).

La distribucidn de tamaiio de las particulas mediante
difraccion laser se observa en la Figura 3: Para MC,
las particulas presentaron una Unica poblacion de

con un tamaio promedio de ~1,0 um. Como puede
observarse, los valores obtenidos por DL resultaron
menores a los observados por SEM. Esto podria estar
relacionado con la mejor dispersién de las particulas
durante el ensayo en flujo de aire en el equipo de
difraccion. Por otra parte, la Al mostré una
distribucién bimodal con tamafios promedio de 4 um
y 8,7um. Cabe destacar que, en esta muestra, la
proporcion de particulas de menor tamafio
representd mas del 50 % del total.

Area Normalizada

0.1 1 10 100

Tamaiio de particula (pum)

Figura 3. Distribucién de tamafio determinada por DL de
arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC).

Para complementar la caracterizacion estructural de
las particulas minerales estudiadas se llevé a cabo un
estudio cristalografico mediante XRD. La Figura 4
presenta los difractogramas correspondientes a Al y
MC. En el caso de Al, se pueden apreciar picos
caracteristicos ubicados en angulos 20 =19,7°y 34,9°
que pueden atribuirse a las reflexiones
caracteristicas de la esmectita e illita,
respectivamente (Wang, 2017).

Por otra parte, MC presento sefiales de difraccidn en
el rango 20 entre 18,0° y 38,0°, que es caracteristico

REVISTA INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS | CC BY-NC-SA 4.0 | ISSN 2796-9444

38


https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

REXICAp

Revista Ingenieria y Ciencias Aplicadas
ISSN 2796-9444 / Num. 2. Vol. 1 - 2023
https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

de fases amorfas que se encuentran presentes en
metacaolines (Kenne Diffo, 2015). Ademas, a partir
del espectro se detectaron impurezas de mica,
cuarzo y caolinita.

Q: Cuarzo Q
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M: Mica
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Figura 4. Difractogramas XRD de la arcilla ililtica (Al) y del
metacaolin (MC).

No sdlo el tipo de relleno y porcentaje incorporado
definen las propiedades de los materiales
reforzados; también es de suma importancia evaluar
la dispersion de los rellenos y la adhesién en la
interface relleno-matriz. Las peliculas de los
compuestos a base de HDPE con Al y MC resultaron
homogéneas, translucidas, flexibles y de color
amarillo-rojizo y gris-azulado, respectivamente.

En la Figura 5 se presentan las micrografias SEM de
la superficie de fractura de las peliculas obtenidas.
En ambos compuestos se observé una buena
distribucion de las particulas en la matriz. En este
aspecto, Suhaida et al. (2011) reportaron que la
forma irregular de las particulas provee un area
superficial suficiente que permite que el relleno se
disperse bien y se fije de manera adecuada a la
matriz. En los compuestos HDPE-5AI, si bien se
evidencié una buena dispersion de las particulas, se
detectd la presencia de micro-aglomerados de Al
(Figura 5a). La formacién de aglomerados podria
relacionarse con el caracter hidrofilico de las
particulas minerales en contraste con la naturaleza
hidrofdbica de la matriz sintética. La ocurrencia de
estos aglomerados conduce al desprendimiento de
las laminas que conforman la Al, formandose asi
pequefios poros e intersticios que conducen a una
baja interaccidn entre la matriz y el relleno mineral

(Figura 5b). En este contexto, una débil interaccién
en la interfase resulta en materiales con menor
capacidad de barrera debido a que se crean caminos
preferenciales entre el relleno y la matriz, como
también un menor esfuerzo de tensién provocado
por la pobre capacidad de transferirse las tensiones
en la interfase. (Fendler et al., 2007; Kaczmarek et
al., 2019).

Por otra parte, los compuestos con 5 % p/p de MC
presentaron una superficie de fractura con mayores
irregularidades (Figura 5c) y la ausencia de
aglomerados. Ademds, se observd una mejor
adhesion entre la interfase particulas-HDPE, (Figura
5d). Esta interfase continua es tipica de particulas
gue se encuentran bien adheridas a una matriz
polimérica, donde las fuerzas de adhesién son
mayores a las fuerzas de fractura (Castillo, 2013).

—

e S e

40 pm HDPE-5AI

Figura 5. Micrografias SEM de compuestos con 5% de
arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC).

El efecto de la incorporacidn de particulas minerales
sobre las propiedades dpticas de las peliculas de
HDPE se muestra en la Figura 6. Los valores de
luminosidad de la matriz de HDPE se vieron
ligeramente reducidos en un 10 y 5 %, para las
muestras con 5 % p/p de Al y MC, respectivamente
(Figura 6a).

Con respecto a los parametros de cromaticidad, el
efecto mds notorio se evidencié en los valores de b.
En este sentido, las muestras con 1y 5 % p/p de Al
presentaron incrementos en los valores de ben 5y
15 veces, respectivamente. Por su parte, las
muestras con 1 y 5 % de MC mostraron un
incremento de 2,5 y 5 veces respecto a los valores
obtenidos para la matriz de HDPE (Figura 6b). Asi, la
incorporacion de las particulas favorecido el
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desarrollo de materiales con una tonalidad hacia la
gama del amarillo-rojizo para los compuestos con Al
y gris-azulado en los compuestos con MC, siendo
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este resultado coherente con la apariencia final de
las peliculas obtenidas por termocompresién.
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Figura 6. Parametros de color de peliculas de polietileno de alta densidad (HDPE) y compuestos de HDPE con 1y 5 % p/p de
arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC): (a) Luminosidad, L. (b) Pardmetros de cromaticidad, ay b,

Los indices de color (H*) e intensidad del color (C*)
se observan en la Tabla 1, en la que se evidencian los
cambios producidos por el agregado de los rellenos.
Al agregar MC se produce una leve reduccién de la
luminosidad (cae aproximadamente en un 10%) y la
coloracién se torna hacia la zona de los amarillos,
que se observa por el angulo de 86,70° con una
intensidad de color de 3,66. Para el agregado de Al,
la luminosidad se reduce hasta en un 20% vy la
coloracién se desplaza mas hacia la zona de los rojos,
marcada por el angulo de 64,83° con una intensidad
de 12,43. El cambio en la intensidad de color
(comparado con la pelicula base, con una intensidad
de 0,77) resultd mucho mas elevado para Al que
denotd con una coloracidn rojiza en las peliculas.

Tabla 1. Color (H*) e intensidad de color (C*)
de las peliculas de HDPE, HDPE-#Al y HDPE-#MC.

Muestra H* c*
HDPE -72.73£1,16 0,77+£0,11
HDPE-1Al 71,12 +£1,31 6,69 £ 0,59
HDPE-5AI 64,83 £ 0,88 12,43 +2,41
HDPE-1MC -87,29+2,13 2,08 £0,33
HDPE-5MC 86,70+ 0,34 3,66 £ 0,15

La incorporacién de relleno a las peliculas de HDPE
tiene el fin de inducir nuevas propiedades o mejorar
las ya existentes en estos materiales, como lo es la
capacidad de barrera a la radiacién. La
espectroscopia de absorcion UV-Visible es el método
mas efectivo para medir la modificacion en la
capacidad de bloqueo en este rango, ya que el paso

de luz a través de un medio dado modifica la
distribucion espectral de la radiacion pasante
(Passaretti et al., 2022). En este sentido, todos los
materiales estudiados presentaron dicho pico
localizado en esa regidén, confirmando asi su
capacidad de absorcién de radiaciéon UV (Figura 7).
Asi, la opacidad y la absorcién a la radiacion UV se
incrementd en los compuestos de manera creciente
con la concentracion de particulas. Para un 5 % p/p
de Al y MC, se observd un incremento en la
absorcién de 1,4 veces respecto del valor obtenido
para la matriz de HDPE. Este efecto puede atribuirse
a que la presencia de las particulas obstaculiza el
pasaje de la radiacién visible y UV a través de la
matriz de HDPE. Resultados similares se han
reportado en la literatura para compuestos
poliméricos reforzados con particulas minerales
(Mbey, 2012; Ninago, 2017). Por otra parte, la
determinacién de la opacidad en materiales
compuestos que pueden ser usados como envases o
mantos protectores de suelos puede considerarse
como un parametro relevante debido a que esta
propiedad influye en la aceptabilidad del producto
envasado por parte del consumidor, o en el
desempefio final que presenta cuando es aplicado en
sobre terrenos a cultivar.

En la Figura 7 se muestran los valores de opacidad
para los compuestos procesados con 1y 5 % p/p de
relleno, respecto de los valores obtenidos para la
matriz de HDPE. Las peliculas del material
compuesto HDPE-5AI presentaron un incremento en
la opacidad de un 38 %, comparado con el valor
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obtenido en la matriz de HDPE (Figura 7a); mientras
que para el material compuesto HDPE-5MC el

180

L [ Opacidad (a)

UA x nm

HDPE HDPE-1AI  HDPE-5AI

aumento en la opacidad fue de tan sdélo 18 %
(Figura 7b).

180

o - Opacidad (b)

150 -BarreraUV

120 -

HDPE HDPE-IMC HDPE-5MC

Figura 7. Capacidad de barrera a la radiacion UV y opacidad de peliculas de polietileno de alta densidad (HDPE) y
compuestos de HDPE con 1y 5 % p/p de arcilla illitica (Al) y metacaolin (MC)

Por otra parte, la incorporacién de 5 % p/p de Al dio
como resultado una disminucién de la transparencia
debido a un aumento en la absorcién a 600 nm. Sin
embargo, para los otros materiales estudiados no se
observaron cambios significativos (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades de barrera a la radiacion de las
distintas peliculas.

Muestra wrar [%] Transparencia
HDPE 55,0+£8,0 1,63+0,04
HDPE-1AIl 50,0+£7,0 1,65+0,07
HDPE-5AI 42,0+13,0 2,41 +0,07
HDPE-1MC 52,0+£4,0 1,37+0,16
HDPE-5MC 51,0+0,12 1,76 £0,17

Ademas, el indice ar calculado muestra que el
agregado de rellenos reduce el paso de la radiaciéon
en el rango visible (indicado por un menor valor). En
comparacion con MC, las peliculas con Al mostraron
menores valores 7rag, lo cual indica que este relleno
presenta mayor capacidad para reducir el paso de
radiacion.

Estos cambios en las propiedades dpticas podrian
atribuirse a varios factores: el tamafio del relleno, su
disposicion espacial, como asi también a la
distribucion y dispersién del mismo dentro de la
matriz (Kampeerapappun, 2007). De esta manera,
particulas mds grandes que la longitud de onda de la
luz visible podrian obstruir el paso de la misma,
otorgandole a las peliculas a base de polietileno de
alta densidad, una funcionalidad adicional.

4. Conclusiones

En este trabajo se demostré la factibilidad de
procesar HDPE en presencia de diferentes cargas
minerales con Al y MC. Las peliculas obtenidas por
termo-compresion resultaron translicidas y faciles
de manipular. La incorporacién de particulas
minerales condujo a un mayor desarrollo de color
hacia la tonalidad amarillo-rojizo para los
compuestos con Al y gris-azulado para los
compuestos con MC. La eficiencia del procesamiento
térmico se reflejd6 en la homogeneidad de las
superficies de fractura y en la buena distribucién de
ambas cargas en la matriz de HDPE.

A partir de los resultados obtenidos se evidencié que
la incorporacidn de particulas de Aly MCincrementa
la capacidad de absorcion de la radiacién UV,
otorgandole a las peliculas de HDPE wuna
funcionalidad  adicional,  convirtiéndolas en
materiales aptos para ser empleados en envases de
productos que puedan ser susceptibles a la rancidez
oxidativa catalizada por luz UV.
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Poliacido lactico (PLA) El poliacido lactico (PLA), es un poliéster sintético de gran valor comercial debido a su origen
Esterificacion de Fischer renovable y a sus propiedades biocompatibles, biodegradables, biorreabsorbibles y mecanicas.
Caracterizacidn quimica En consecuencia, existe gran interés en el desarrollo de rutas sintéticas alternativas para la
Reologia obtencion de PLA que permitan la sustitucidn de la reaccion catalizada convencionalmente con

octanoato de estafio; debido a que este catalizador es citotdxico y queda ocluido en la red
macromolecular luego de la polimerizacion. Por lo tanto, se buscan alternativas sintéticas mas
amigables con el medio ambiente. Por este motivo, se disefid una via de sintesis en dos etapas
catalizadas sucesivamente con un acido y un metal biocompatibles. En este trabajo se realizo la
optimizacidn de la primera etapa, la cual consistié en una esterificacién de Fischer de acido
lactico utilizando acido sulfurico como catalizador. Para determinar las mejores condiciones de
reaccion, se realizé un barrido de concentracién de catalizador acido en el rango de 0 a 3% v/v.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontraron condiciones éptimas de concentracién
de catalizador responsables de generar la mayor cantidad de producto de condensacién y
simultaneamente el tiempo de reaccidn mds corto y la mayor viscosidad. Ademas, se verifico la
composicion de los productos de sintesis mediante RMN-1H y FT-IR, encontrando sefiales
especificas que permitieron identificar entre los productos la formacion de moléculas de
oligdmeros de PLA.

Preliminary studies of PLA synthesis by acid catalysis

KEYWORDS ABSTRACT

Poly(lactic acid) PLA Polylactic acid (PLA) is a synthetic polyester of great commercial value due to its renewable origin,
Fischer esterification biocompatible, biodegradable, bioresorbable, and mechanical properties. Consequently, there is
Chemical characterization a great interest in the development of alternative synthetic routes for obtaining PLA that allow
Reology for the substitution of the conventional tin octanoate-catalyzed method. Due to the cytotoxicity

of this catalyst and its occlusion in the network after polymerization, more environmentally
friendly synthetic alternatives are being sought. For this reason, a two-step synthesis route
catalyzed successively with sulfuric acid and biocompatible metals was designed. In this work,
the optimization of the first step was performed, which consists in a Fischer esterification of lactic
acid using acid as catalyst. To determine the best conditions, a catalyst concentration was carried
out in the range of 0 to 3% v/v. According to the obtained results, optimal catalyst concentration
conditions were found that generate the highest amount of condensation product while
simultaneously achieving the shortest reaction time and the highest viscosity. Furthermore, the
composition of the synthesis products was verified using *H-NMR and FT-IR, identifying specific
signals of PLA oligomer molecules among the products.
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1. Introducciéon

El polidcido lactico (PLA) es un poliéster alifatico muy
versatil que posee propiedades biodegradables,
biocompatibles y biorreabsorbibles con aplicaciones
en areas como la ciencia médica, dispositivos de
ingenieria, envasado de alimentos, entre otros
(Singhvi y col, 2019; Hazal y Yildirim, 2019; Malek y
col., 2021). Si bien es un polimero sintético, sus
precursores provienen de fuentes renovables, tal
como 4acido lactico, generado habitualmente
mediante procesos de fermentacién de azucares y
carbohidratos (Yun y col., 2003).

Cabe destacar que el PLA posee propiedades
mecanicas adecuadas para la impresion 3D lo cual
posiciona a este material como una alternativa viable
para la construccion de prétesis (Liu y col., 2016; Wu
y col., 2019). Ademas, el PLA puede ser reabsorbido
por los sistemas bioquimicos de las células del
cuerpo humano, lo cual convierte a este biopolimero
en un recurso prometedor para sus aplicaciones en
la ingenieria de tejidos, ya que evita la necesidad de
cirugias adicionales en pacientes con implantes o
dispositivos de regeneracion celular (Gasparotto y
col., 2022).

Las vias de sintesis mas empleadas para la obtencién
de PLA son la polimerizacidn por condensacién
directa del acido lactico y la polimerizacion por
apertura de anillo de lactida. A nivel comercial, se
realiza habitualmente la sintesis de apertura de
anillo de lactida en presencia del catalizador
organometdlico octanoato de estafio (Henton y col.,
2005). Sin embargo, aunque este procedimiento
tiene un alto rendimiento, el PLA obtenido presenta
Sn ocluido entre las cadenas macromoleculares, para
el cual se ha demostrado citotoxicidad y capacidad
de inhibir el crecimiento celular de forma moderada
a severa, segun el contenido de metal presente en el
material (Tanziy col., 1994)

Por consiguiente, en la busqueda de nuevos
métodos sintéticos que permitan obtener PLA de
baja o nula citotoxicidad; en este trabajo se propone
una via de sintesis en dos etapas catalizadas
sucesivamente con un 4cido y metales
biocompatibles.

En los estudios preliminares presentados en este
trabajo se analiza la primera etapa propuesta de
polimerizacién del PLA, que consiste en la reaccién
de esterificacién de Fischer del acido lactico. Este

proceso de esterificacion tiene lugar porque el acido
lactico es un hidroxiacido, el cual puede sufrir una
esterificacion directa entre los grupos carboxilo e
hidroxilo de su estructura, en presencia de un
catalizador acido (Figura 1)
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Figura 1. Reaccidn de esterificacidn Fischer del acido
lactico.

La reaccion de esterificacion inicia cuando el oxigeno
del grupo carbonilo es protonado por H* proveniente
del medio de reaccion. Después, el carbono de este
grupo recibe un ataque nucleofilico de un hidroxilo
de otra molécula de acido lactico, resultando en la
formacién de una estructura tetraédrica. A
continuacion, se elimina una molécula de agua y un
protén, lo que da lugar a la formacidn de un enlace
éster. Este proceso se repite ciclicamente originando
cadenas de PLA.

Las reacciones de poliesterificacién se caracterizan
por tener una constante de equilibrio muy pequefia
entre 1 y 10 (Odian, G., 2004). Por lo tanto, para
favorecer el desplazamiento del equilibrio hacia la
formaciéon de PLA, se perturba el equilibrio de
acuerdo al principio de Le Chatelier mediante la
remocion de agua del sistema de reaccién
(Maharana, y col., 2009).

En este trabajo se presenta la optimizacién de la
reaccion de sintesis de PLA en base al estudio de la
cinética de deshidratacién y a la concentracién de
catalizador acido. Posteriormente, los productos
obtenidos fueron purificados y caracterizados
mediante estudios reoldgicos y espectroscépicos.

2. Materiales y métodos

Materiales.

Para la sintesis de PLA se utilizd acido L-lactico 85%
(CsHe03) (Pura Quimica, Argentina), tolueno grado
H.P.L.C. (Sintorgan, Argentina), dacido sulfurico
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(H2S04) 98% (Anedra, Argentina) y carbonato de
sodio anhidro (Na2C0z) 99,7% (Anedra, Argentina).
Para las técnicas de caracterizacion se emplearon
bromuro de potasio (KBr) 99% (Aldrich, Alemania) y
cloroformo deuterado (CDCl3) 99,8 % D (Sigma-
Aldrich, Alemania).

Sintesis y purificacion.

Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo en
atmésfera de nitrégeno, utilizando como reactor un
balén de vidrio de tres bocas de 100 mL sobre una
manta de calentamiento y agitacion magnética. En
este recipiente se colocaron 30 mL de 4cido L-lactico,
30 mLde toluenoy posteriormente se adiciond como
catalizador acido  sulfurico, en diferentes
concentraciones: 3,00; 1,00; 0,30; 0,10; 0,03, 0,00%
v/v. El reactor se conecté a un refrigerante para
constituir un sistema de reflujo (~110 °C),
intercalando entre ambos un dispositivo Dean Stark.
Mediante este Ultimo se separd el agua condensada
para cada sistema de reaccidn y se registré el
volumen producido en funcién del tiempo, con

intervalos de recoleccién de 5 min. Se consideré
como punto final de cada reaccién cuando cesé la
generacion de agua. Todos los productos de sintesis
se neutralizaron con Na2CO3 en exceso.
Posteriormente, el tolueno se extrajo utilizando un
rotavapor a 90°Cy 100 mm Hg durante 30 min. Todas
las sintesis se realizaron por duplicado.

3. Resultados y Discusion

Sintesis de PLA.

La sintesis de PLA se llevd a cabo mediante la
reaccion de esterificacion de Fischer en diferentes
concentraciones de acido sulfurico en el rango de 0
a 3% v/v. La reaccion entre los grupos carboxilo e
hidroxilo del monémero genera agua como producto
de la condensacién, pero como la constante de
equilibrio de estos sistemas es pequefia se debid
eliminar esta molécula del medio de reaccion para
favorecer el desplazamiento del equilibrio hacia la
formacién de los oligdmeros de PLA, de acuerdo al
principio de Le Chatelier.

0% 0.03% 0.1%

Figura 1. Productos de sintesis a distintas concentraciones acidas de 0,0 % a 3,0 % v/v.

En la Figura 2 se observan fotografias de los
productos obtenidos al ensayar las diferentes
concentraciones de catalizador. Las muestras
presentan aspecto de soluciones mas viscosas que
los reactivos iniciales y su color cambia de
transparente a amarillo palido. Ademas, se puede
observar que a partir de la concentracién de 0,3 % de
acido, se tiene un cambio notable en la apariencia,
mostrando un punto de inflexion en el
comportamiento de las muestras.

En la Figura 3 se representa la cinética de
deshidratacién del acido lactico en funcion de la
concentracion de catalizador. El eje izquierdo
representa el tiempo en el que cesa la generacién de

agua del sistema de reaccion (plateau). Mientras que
el eje derecho indica la cantidad maxima de agua
generada en cada sintesis en funcién de la
concentracion de catalizador. Por su parte, en el
grafico inserto en la figura, se detalla la cinética de la
produccion de agua para los distintos sistemas
ensayados. Como se puede observar, la generacién
de agua no es proporcional a la concentracién de
acido, sino que presenta una curva creciente que
pasa por un maximo en 1,0 %, para luego volver a
decrecer al alcanzar el 3,0 %. En cuanto al tiempo de
reaccion, se observa que con 1,0 % de catalizador se
obtiene el tiempo mas corto, mientras que con 0,1 %
el tiempo mas prolongado.
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Tomando en consideracion los resultados de esta
cinética de deshidratacion, la reaccién catalizada con
1,0 % de acido, muestra el mejor comportamiento.
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Figura 3. Volumen de agua y tiempo de reaccion versus
concentracion de acido sulfurico. El gréfico inserto
muestra la cinética de deshidratacion.

Caracterizacién reolégica.

Posteriormente, las muestras fueron estudiadas
mediante ensayos reoldgicos de corte rotacional, los
cuales se resumen en la Figura 4. Mientras que la
linea vertical de puntos se ha trazado con fines
comparativos a un valor arbitrario de velocidad de
corte.
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Figura 4. Viscosidad versus frecuencia de corte rotacional
para PLA obtenido con diferentes concentraciones de
catalizador. Grdfico Inserto: viscosidad compleja en
funcién de la concentracién de acido sulfurico.

El grafico inserto representa la viscosidad
correspondiente a la linea vertical de puntos, en la
cual se observa el comportamiento viscoelastico en
funciéon de la concentracion de catalizador. En
general, las muestras presentan la viscosidad de un
fluido newtoniano ideal en un amplio rango de

velocidades de corte. Aunque se observan ligeras
variaciones en las muestras que exhiben mayor y
menor viscosidad.

En particular, la muestra correspondiente al 1,0 %
presenta una transicidn hacia fluido pseudoplastico.
En el grafico inserto se observa de manera
simplificada la respuesta reolégica de las diferentes
muestras, y destaca claramente que la muestra
obtenida con 1,0 % de catalizador presenta una
viscosidad 10 veces o mas que los valores obtenidos
para el resto de las reacciones ensayadas. Esto
podria estar asociado a que presumiblemente el
producto obtenido posee un mayor peso molecular.

Caracterizacion espectroscopica.

Con el objetivo de identificar los grupos funcionales
presentes y corroborar la formacion del éster, los
productos fueron analizados por Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR, Figura
5a).
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Figura 5. (a) FT-IR de los productos de sintesis a distintas
concentraciones de catalizador (b) FT-IR del acido lactico.

Los resultados arrojaron para todas las muestras una
banda ancha entre los 3500 cm™ y 3550 cm™ que se
ha asignado al estiramiento de los -OH del acido
carboxilico.
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A 2990 cm? se observa la banda del grupo metilo
presente en los polimeros y a 2986 cm |a sefial del
4cido lactico, mientras que a 2943 cm™ se observa la
sefial de metileno. Seguidamente, se observan las
bandas de estiramiento de C=0 (carbonilo) de éster
entre 1735 cm™ y 1750 cm™ que estédn ligeramente
desplazadas a la izquierda respecto al carbonilo del
4cido que absorbe a 1715 cm® (Figura 5b). Luego, a
1210 cm se observan los estiramientos de C-O del
4cido y a 1045 cm-1 y 1380 cm™ los estiramientos
C-O del éster.

Los espectros analizados permiten concluir que los

productos obtenidos presentan sefiales
caracteristicas que sugieren la formacion del
polimero PLA.

Adicionalmente, se llevaron a cabo estudios
espectroscdpicos de RMN™H para los productos de
sintesis a distintas concentraciones de catalizador

(Figura 6). Las sefiales principales que se pueden
asignar a los protones de PLA entre los productos de
reaccion, se identifican entre 6= 1,62 -1,68 ppm vy
corresponden a la sefial del metilo de la cadena
repetitiva, representada con la letra (a), y entre
6= 1,52 - 1,58 al metilo terminal de cadena,
representado con la letra (d). Es importante destacar
que, cuando se maximiza el cociente entre la sefial
del metilo de la cadena repetitiva y el metilo de la
cadena terminal aumenta la longitud de cadena.

En la Figura 6 se observa que existe una mayor
elongaciéon de cadenas a concentraciones de acido
iguales a 0,3 %. También, es posible observar las
sefiales del hidrégeno del carbono de la cadena
repetitiva, representado con la letra (b), entre
6= 5,18 — 5,33 ppm vy las sefiales del hidrégeno del
extremo de cadena, representado por la letra (c),
entre 6= 4,39 - 4,49 ppm.
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Figura 6. RMN -1H de los productos de sintesis a distintas concentraciones de catalizador.

También, es posible observar las sefiales del
hidrégeno del carbono de la cadena repetitiva,
representado  con la letra (b), entre
6= 5,18 — 5,33 ppm v las sefiales del hidrégeno del

extremo de cadena, representado por la letra (c),
entre 6= 4,39 - 4,49 ppm.
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Ademas, se esperaria que las sefiales (a) y (d) fueran
dobletes, ya que son metilos influenciados por un
solo atomo de hidrégeno del enlace C-H y de igual
forma, que las sefiales (c) y (b) fuesen cuadrupletes,
ya que el hidrégeno del enlace C-H se ve influenciado
por los tres hidrégenos de los metilos. Sin embargo,
se observan sefiales bastante variadas, con muchos
picos, lo cual indicaria la presencia de oligdmeros de
diferentes tamafios de cadena.

Por otra parte, entre 6= 7,26 - 7,34 ppm vy
6=2,44 ppm se observan sefiales correspondientes a
tolueno residual, lo cual indica la presencia de
material remanente del proceso de purificacion.

En general, a través de estos resultados se puede
corroborar la formacién del polimero en sus
primeras etapas de condensacion, ya que las sefiales
se manifiestan en las posiciones del espectro
esperadas.

4. Conclusiones

En este trabajo se presentan los resultados
preliminares correspondientes a la primera etapa de
sintesis catalitica secuencial para obtener PLA.
Mediante estudios espectroscépicos se evidencid la
formacién de oligdmeros de PLA como producto de
la esterificacion de Fischer catalizada con H2SOs,
evidencidndose sefiales de desplazamientos
quimicos que podrian ser asignadas a hidrégenos
caracteristicos de la estructura de PLA y absorciones
de grupos funcionales esperables para este tipo de
polimero. Ademads, se encontraron evidencias que
indican la presencia de cadenas de mayor tamafio
cuando se utilizaron concentraciones de acido
superiores a 0,3 %.

Adicionalmente, junto al estudio de cinética de
deshidrataciéon del acido lactico se pudo determinar
que 1,0 % de catalizador acido fue la concentracién
mas adecuada, tomando como criterios: tiempo de
reaccién, volumen de producto de condensacion y
viscosidad. Por tanto, este trabajo permitié reducir
el problema a un intervalo estrecho de
concentracion éptima de 0,3 a 1,0 % de catalizador
para poder avanzar en la proxima etapa de sintesis
de PLA utilizando metales biocompatibles, con el fin
de incrementar el peso molecular de los productos y
consecuentemente las propiedades mecanicas del
biopolimero.
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Embalse El Nihuil: Caracteristicas hidroquimicas, macro
y microflora acuatica y estado trofico
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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Embalse El Nihuil Se analizan tanto la calidad fisico quimica del agua como la productividad plancténica primaria y
Estado trofico la presencia de macrdfitas para evaluar el estado tréfico del embalse en toda la extension del
Calidad hidroquimica mismo y en diferentes épocas del afio. Para ello, mediante muestreos trimestrales se ha medido
Calidad del agua la conductividad eléctrica, sélidos totales, aniones y cationes, entre otros, asi como el contenido

de clorofila a, fésforo, nitrégeno y transparencia Secchi, todos segln lo establecido por los
Métodos Normalizados para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales. También se ha realizado
el andlisis cuali y cuantitativo del fitoplancton, incluyendo calculos de biodiversidad y la
estimacion de la superficie ocupada por macrdfitas, asi como las especies tanto sumergidas como
aéreas presentes. Los resultados indican aguas sulfatadas calcicas con un valor medio de sélidos
totales alrededor de 1 g/l, con muy baja productividad fitoplanctdnica en la que predominan las
diatomeas y una relaciéon TN:TP< 9, resultando el nitrégeno limitante del desarrollo algal. Los
indices de estado trofico (TSI) muestran un lago de aguas oligotréficas en toda su extension, aun
cuando el gran desarrollo de macrdfitas requiera de medidas adecuadas para su control y mejor
aprovechamiento del lago para diversos fines.

El Nihuil Reservoir: Hydrochemical characteristics, aquatic
macro and microflora and trophic state

KEYWORDS ABSTRACT

El Nihuil Reservoir Both the physical chemical quality of the water and the primary plankton productivity and the
Trophic State presence of macrophytes are analyzed to assess the trophic status of the reservoir throughout
Hydrochemical Quality its length and at different times of the year. To do this, electrical conductivity, total solids, anions
Water Quality and cations, among others, have been measured through quarterly sampling, as well as the

content of chlorophyll a, phosphorus, nitrogen and Secchi transparency, all as established by the
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Qualitative and quantitative
analysis of phytoplankton has also been carried out, including biodiversity calculations and the
estimation of the surface area occupied by macrophytes, as well as present submerged and aerial
species. The results indicate calcium sulphated waters, with an average value of total solids
around 1 g/l, with very low phytoplankton productivity in which diatoms predominate and a
TN:TP ratio < 9, resulting in nitrogen limiting algal development. The trophic state indices (TSI)
show a lake with oligotrophic waters in all its extension, even when the great development of
macrophytes requires adequate measures for their control and better use of the lake for various
purposes.

su cota maxima, lo que da al lago caracteristicas de
somero en buena parte de su extensién desde la
construccién de la presa, con 4 m de profundidad
media, que permitié rapidamente el desarrollo de

1. Introducciéon

El embalse El Nihuil fue inaugurado en 1947 con una
capacidad de 384 hm3y una superficie de 9600 ha en
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vegetacion acudtica sumergida arraigada en el fondo
en amplias zonas del mismo, denominada lamas en
toda la region, aun cuando esté constituida por
macrdfitas vasculares y no por algas. Fue construido
con propdsitos de generacidn hidroeléctrica y de
regulacion del caudal para riego de areas cultivadas
del oasis sur de la provincia de Mendoza. En la
actualidad su capacidad total se ha reducido a menos
del 60 % de la original (224 hm3 en 2016) y la
operativa a s6lo 155 hm?3 y ain cuando la superficie
ocupada resulta también variable, todavia presenta
buena parte de la extensién cubierta por menos de 2
m de agua la mayor parte del afo.

Este rio, como todos los de la provincia, es de
régimen nival y su erogacion depende de la
precipitacion de nieve en la cordillera durante la
época invernal, la cual viene disminuyendo en los
ultimos afios mientras la demanda se mantiene,
provocando una situacion de emergencia hidrica o
cercana a ella en toda la zona y la disminucidn de la
cota y superficie del embalse como se observa en las
imagenes satelitales de la Figura 1.En las mismas se
advierte que tanto en la década de los ‘90 como
desde 2011 a la fecha, con escasas excepciones, la
superficie, y por lo tanto la cota, del lago se
mantuvieron muy reducidas, lo que provocé que las
macrofitas sumergidas se encuentren hoy a nivel de
superficie del agua y la formacion de islas de diverso
tamafio con juncales, vegetacion emergente aérea,
que dificultan la navegacién y el uso recreativo, a la
vez que disminuyen fuertemente la capacidad
operativa del embalse. Tal situacidn hace pensar que
su estado tréfico se encuentre muy deteriorado a
pesar de que el rio Atuel no recibe contaminacién de
origen antropico significativa aguas arriba del
embalse.

El término eutrofizacidn, del griego “bien nutrido”,
comenzo6 a utilizarse a mediados del siglo pasado
para designar el enriquecimiento excesivo en
nutrientes de un ecosistema acudtico y su uso mas
extendido se refiere especificamente al aporte mas
o0 menos masivo de nutrientes inorganicos que
contienen nitrogeno y fdésforo en un ecosistema
acuatico con la entrada de agua restringida, como
por ejemplo en un lago. Debido a ello se produce una
proliferacion descontrolada de algas
fitoplanctoénicas, inicialmente diatomeas y algas
verdes para terminar favoreciendo el desarrollo de
cianoficeas — cianobacterias o algas verde azules —
que finalmente consumen hasta agotar el N y P
disponibles y este ultimo elemento actua como
limitante de la produccién primaria (Moreno-Franco
et al.,, 2010). Las cianobacterias generalmente
forman una capa en superficie, que baja mucho la

transparencia medida con el disco de Secchi e impide
el paso de la luz solar y la fotosintesis por debajo de
ellas, por lo que la produccién primaria no puede
existir a mayores profundidades.

Figura 1. Evolucion de imagenes satelitales del Embalse El
Nihuil mostradas por Google Earth
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Aunque desde mediados del siglo XX la eutrofizacion
solia evaluarse en forma muy subjetiva por la
apariencia del ecosistema y varios otros factores, en
1977 Carlson propuso diversos indices de estado
tréfico (TSI / IET) para la evaluacidn objetiva de la
misma con base en el contenido de clorofila a (Chl a
/ Clor a) y la turbiedad del agua medida por la
transparencia al disco de Secchi (SD / DS), como
parametros para estimar la produccién primaria o
biomasa algal y de fésforo (TP /PT) como parametro
util para evaluar el contenido de nutrientes del agua.

En su trabajo original (Carlson, 1977) indica que la
turbiedad medida debe estar producida por la masa
algal y no por cualquier otro material particulado, ya
sea organico o inorganico y calcula el TSI en base al
PT en forma complementaria a los otros dos, como
una herramienta mas de control ya que obtiene
buena correlacién entre los contenidos de fosforo y
clorofila. Dado que el contenido de fésforo total —y
por lo tanto su TSI — tiende a permanecer mas o
menos constante, con escasa variacion en el tiempo,
a diferencia de la clorofila y la turbiedad con fuertes
variaciones estacionales, concluye que el fdsforo
total resulta un buen indicador de ambientes
eutréficos siempre y cuando sea el nutriente
limitante en la produccién de biomasa algal.

En sintesis, estos indices de Estado Tréfico
propuestos por Carlson (1977), permiten Ia
clasificacion pertinente del cuerpo de agua segun los
valores que tomen en una escala de 0 a 100,
habiéndolos el autor distribuido en cuatro
categorias: oligo, meso, eutréfico e hipertréfico. La
OCDE paralelamente, habia establecido valores
limite para los valores analiticos de estos tres
mismos parametros a fin de incorporarlos a su propia
clasificacion (Balanza et al.,, 2018) con cinco
categorias en lugar de cuatro, incluyendo la de
ultraoligotréfico. Actualmente este organismo
recomienda la aplicacién de los indices de Estado
Trofico (TSI) de Carlson, pero asignando las
categorias tréficas segin los criterios que se
muestran en la Tabla 1, los cuales modifican los
valores inicialmente propuestos por Carlson,
especialmente en el limite entre oligo y mesotréfico
(Lopez-Martinez y Madrofiero-Palacios, 2015) y
establecen cinco categorias para la clasificacion.

Posteriormente, posiblemente para tratar de
superar dificultades cuando los indices presentan
valores diferentes entre si, Carlson propuso su TSl en
base al contenido de nitrégeno total (TN / NT),
también como indicador del contenido de nutrientes
en el medio cuando este elemento es el que actuaria

como limitante en ambientes no contaminados o
cuando la relacion TN / TP < 9, en lugar del fésforo.

Tabla 1. Criterios de la OCDE para aplicacion de los
indices de Estado Tréfico

Valor del indice (TSI) Categoria Troéfica

<30 Ultraoligotrofico
30-44 Oligotrofico
44 -54 Mesotréfico
54-74 Eutréfico

>74 Hipereutroéfico

En la actualidad, diversos autores proponen la
utilizacion de los valores medios obtenidos por todos
los TSI / IET de Carlson para la tipificacion tréfica de
los cuerpos de agua (Othaz Brida, 2020) o de algunos
de ellos, como en el caso de los indices de Calidad del
Agua utilizados por la Interjurisdiccional de las
Cuencas de los Rios Limay, Neuquén y Negro -
Secretaria de Gestion Ambiental (2011), que
promedia los valores de los IETs calculados segun los
contenidos de fésforo y de clorofila a del agua.

Aunque el uso de los IETs se ha generalizado
actualmente para la clasificacion tréfica, a los fines e
disponer de mayor cantidad de elementos para la
evaluacion global de los ecosistemas resulta de gran
valor comparar los resultados obtenidos a través de
los indices con los estudios cuali — cuantitativos del
fitoplancton en las zonas estudiadas y de la
biodiversidad del mismo.
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Figura 2. Evolucidn temporal del fitoplancton durante la
floracién algal de 2002-2003 en los embalses del Nihuil y
Valle Grande- Fuente: Balanza y Ordofiez, 2003
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En diciembre de 2002 el embalse en estudio
presentd, por Unica vez, una floracion algal de color
verde brillante en buena parte de la superficie de
zonas de aguas profundas debida al desarrollo de
una cloroficea unicelular flagelada identificada como
Chlamydomonas sp., la cual se prolongo hasta finales
de febrero del afo siguiente (Balanza y Ordédiiez,
2002), aunque no pudo determinarse
fehacientemente el o los factores desencadenantes
de la misma y no volvié a presentarse en afios
posteriores. En los momentos de mayor intensidad
de la floracion pudieron encontrarse recuentos de
hasta 20000 cel.ml-1. Cualquiera fuere la causa, en
los embalses aguas abajo no pudieron encontrarse
densidades significativas de este organismo, aunque
en el embalse Valle Grande también se produjeron
floraciones, pero de color amarronado, a causa del
desarrollo de dinoflagelados, predominando
Ceratium hirundinella 'y, en menor cantidad,
Peridinium sp. En la figura 2 se muestran las
densidades de los diferentes géneros en ambos
embalses.

2. Materiales y métodos

Puntos y fechas de muestreo: A fin de analizar
variacion espacial y estacional de los parametros
medidos en toda la superficie del embalse, se
establecieron cinco puntos de muestreo: uno en la
presa, en la parte mas profunda — mas de 25 m —, dos
en la zona de profundidad media — 8 a 10 m, uno en
cada margen del lago — y otros dos en zonas mas
cercanas a la cola del embalse, con 3,5 m o menos de
profundidad de agua. Todos los puntos se geo
referenciaron durante el primer muestreo de forma
de repetirlos en los muestreos posteriores. Sélo el
punto mas cercano a la cola sufrié algunas
modificaciones de ubicacion, dependiendo de la cota
del embalse al momento del muestreo. Aunque se
tomaron muestras también de profundidad para
verificar la existencia o no de variabilidad en la
calidad del agua, la mayoria fueron obtenidas de la
superficie, hasta 0,5 m de profundidad, segin lo
especificado en los Métodos Normalizados para el
Andlisis de Aguas Potables y Residuales (APHA,
AWWA.WPCF, 1992), registrando in situ, en todos los
puntos, los valores de temperaturas, tanto ambiente
como del agua, pH, oxigeno disuelto y conductividad
eléctrica.

Las determinaciones analiticas de los parametros
fisicos, quimicos y bioldgicos fueron realizadas segun
los Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas
Potables y Residuales (APHA, AWWA.WPCF, 1992) ya
mencionados, siendo algunos de ellos:

Fosforo Total: Método del acido ascorbico 4500-P E.
La concentracién de P total se registr6 como mg P1/L

Clorofila a: Método espectrofotométrico 10200 H. La
concentracion se registré como mg Clorofila a /m3

Nitrégeno total: se determind por método rapido
HACH espectrofotométrico colorimétrico, previa
oxidacion a nitrato.

Claridad del agua: En cada sitio se determind la
profundidad de extincidn de la luz mediante el uso
de disco Secchi, en metros, con aproximacién a
0,1m

Otros parametros: los valores de pH, Conductividad
Eléctrica (CE), Oxigeno Disuelto (OD) y Temperatura
(°C) se determinaron mediante el uso de Sonda
Multiparamétrica Sper Cientific 850081,

indices de estado tréfico (IET) de Carlson: Fueron
calculados de acuerdo a las siguientes férmulas:
(Carlson, 1977)

Para Clorofila a:

IETcior s = 9,81 * In [Clor a (mg/m?3)] + 30,6 (1)

Para Fésforo Total:

IETer = 14,42 * In [P1 (mg/m3)] + 4,5 (2)

Para Claridad por Disco Secchi:

IETos = 60 - 14,41 * In [DS (m)] (3)

Para Nitrégeno Total:

IETnT = 14,43 * In [N7 (mg/L)] + 54,5 (4)

Ensayos cuali — cuantitativos de fitoplancton: Para
los ensayos cualitativos se recolectaron muestras
con redes de arrastre tanto vertical como horizontal.
Las muestras concentradas se examinaron con
microscopio dptico en camara de Sedgwick — Rafter
para identificacion de los géneros presentes. Para los
ensayos cuantitativos se recolectaron muestras de
250 ml de agua superficial en botellas de plastico y
se estabilizaron con solucidn de Lugol, utilizando, de
igual manera, la cdmara de Sedgwick — Rafter para el
conteo.
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Biodiversidad de especies fitoplanctdnicas: Se
utilizaron los indices de Shannon Weaver y de
Margalef para medir la biodiversidad especifica del
fitoplancton. El primero esta dado por la ecuacién 5:

S
H' = - p;log, p; (5)
i=1
Siendo

H”: indice de diversidad especifica de Shannon
Weaver (generalmente 0,5 < H' < 5y H’< 2 para
baja diversidad y H”> 3 para alta diversidad)

S: numero de especies

pi: abundancia relativa de la especie i, calculada
comoni/N

ni: numero de individuos de la especie i
N: numero total de individuos de todas las especies

En tanto el indice de Margalef se calcula mediante la
formula de la ecuacién 6:
(s —1)

I =
ILnN (6)

Siendo

I: diversidad especifica segin Margalef (0 </ < 5)
s: numero de especies

N: nimero total de individuos de todas las especies
3. Resultados y Discusion

Evolucion de los parametros fisico quimicos medidos
en los diferentes puntos de muestreo: Debido a que
no se encontraron diferencias significativas entre los
valores de la mayoria de los parametros en los
diferentes puntos de muestreo (Balanza et al, 2018)
y si aparecen dichas diferencias en relacion con la
temporalidad, especialmente coincidentes con las
épocas de maximos y minimos caudales del rio que
alimenta el embalse, los resultados se muestran en
la Tabla 2 en forma de valores medios y desviaciones
estandar, con sus correspondientes coeficientes de
variacién porcentual (CV), asi como maximos y
minimos de cada parametro.

Los valores incluidos en la tabla 2 muestran un
contenido salino mas bien elevado para aguas
dulces, aunque tipico de todos los rios de la provincia
gue tienen su origen por en la cordillera y su cauce
transcurre luego por cientos de kildmetros en zonas
muy aridas

Tabla 2. Valores de los parametros fisico quimicos del agua del embalse en las diferentes épocas del afio

Parametro Valor medio + DE y (CV %) Maximo Minimo

Conductividad, pS/cm 1345 + 202 (15 %) 1616 1023
Residuo Seco (SDT), en mg/L 1002 + 147 (15 %) 1220 748
Temperatura del agua superficial, en °C 15,2 +5,5 (36 %) 22 6
Oxigeno disuelto, en % de saturacion 99,8 +0,35 (0,4 %) 101 98
pH 7,8+0,3 (3,9 %) 8,6 7,5
Sulfatos, en mg SO42 /L 42972 (17 %) 530 326
Cloruros, en mg CI'1 /L 146 £ 24 (17 %) 176 96
Bicarbonatos, en mg HCO31 /L 100 + 21 (21 %) 141 74
Calcio, en mg Ca*?/L 182 £24 (13 %) 200 122
Sodio, en mg Na*1/L 93 +18 (19 %) 120 63
Nitrégeno total, en mg N/L 0,12 £ 0,04 (31 %) 0,2 0,1
Fosforo total, en ug P/L 23 +11 (48 %) 50 9
Clorofila a, en ug Clorofila a /L 0,38 £+ 0,25 (66 %) 0,8 0,1

; *
l’:\a:ﬁsparenua DS en aguas profundas *, 6,99 + 1,25 (18 %) 10 5,8

; %
Z:‘arr;sparenaa DS en cola del embalse **, 1,28 +0,95 (18 %) 27 0,6
Relacién N/ P 5,6 2,5 (45 %) 11 2,5

(*) Considerados solo los valores inferiores a la profundidad en el punto de muestreo. (**) Todos los valores fueron inferiores

a la profundidad total en el punto de muestreo.
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Debido a la composicion de los suelos, predominan
ampliamente los sulfatos sobre otros aniones como
cloruros y bicarbonatos, con valores que, en la mayor
parte del afio, incluso superan los recomendados
como limite mdximo en aguas para consumo - 400
ppm - tanto por el Cddigo Alimentario Argentino
(CAA) como por el E.P.AS., ente regulador de la
calidad del agua para consumo en la Provincia de
Mendoza. Si bien el azufre como elemento no se
relaciona con deterioro tréfico dado que no se
reconoce influencia en el desarrollo de la microflora,
si se utiliza junto con el nitrégeno y el fésforo en la
preparacién de fertilizantes para cultivos (Robredo
et al, 2000; Santos-Coello y Rios-Mesa, 2016), por lo
cual deberia investigarse su posible relacidn con el
desarrollo de macrdfitas del embalse, no habiéndose
encontrado referencias bibliograficas al respecto. El
contenido de sulfatos del agua resulta casi el triple
de lo recomendado por Robredo (2000) para cultivos
en hidroponia, aunque tanto el nitrégeno como el
fosforo del agua del rio presentan valores muy bajos
por lo que deberian resultar limitantes.

Dado el pH del agua, que muestra muy poca
variabilidad, la especie carbonatada predominante,
responsable de la alcalinidad, es el carbonato 4cido,
siendo no significativas las cantidades de carbonatos
y acido carbdnico en cualquier época del afio.

En relacién con los cationes presentes, predominan
los alcalino térreos y fundamentalmente el calcio,
acompanado de menores cantidades de magnesio. Si
bien esto le confiere una dureza superior a la
recomendada por el CAA para aguas de consumo y
uso industrial, no suele superar los limites del EPAS
para este pardmetro. Estos valores altos de dureza,
si bien pueden causar incrustaciones importantes
tanto en el uso industrial como domiciliario,
representan, sin embargo, mas bien una ventaja en
el uso agricola, dado que tienden a disminuir los
riesgos potenciales de salinizacién —alcalinizacién de
suelos en aguas de salinidad mas bien alta como la
de este rio.

La temperatura del agua superficial, como es de
esperar, muestra una alta variabilidad estacional en
concordancia con los cambios de temperatura
ambiental y resulta de importancia, no sdlo para el
desarrollo de las diversas especies planctdnicas sino
también por la cantidad de oxigeno disuelto (OD)
que puede ser retenido en el agua. Por ello, el OD se
reporta como porcentaje de saturacion del agua a la
temperatura de la misma. Todos los valores
obtenidos al respecto fueron muy altos, y aunque no
se muestran en la tabla, dichos valores se mantienen
en todas las profundidades, incluidas las muestras

cercanas al fondo, aun en las partes mas profundas.
Si bien en la superficie el OD proviene,
fundamentalmente, de la atmésfera en contacto, en
partes mas profundas es también aportado por la
fotosintesis de las macrofitas del fondo, a las cuales
alcanza a llegar la luz solar debido a la importante
transparencia al disco de Secchi (DS) — casi siete
metros en promedio — que posee el agua en toda la
superficie del embalse, con excepcién de la cola del
mismo. Este nivel de transparencia DS indica un agua
con escasa cantidad de material en suspensién y
para el cdlculo de los valores medios no se han
tenido en cuenta los puntos de muestreo en los
cuales la altura de la columna de agua fuera inferior
a la lectura de la transparencia, para evitar
resultados erroneos o confusos y teniendo en cuenta
que los valores de los demdas parametros no
muestran diferencias significativas entre puntos de
muestreo. Si se observa, en la zona de cola del
embalse donde se recibe el aporte del agua del rio
con una importante carga de material inorganico
particulado en suspensién, una transparencia muy
disminuida, que no permite visualizar el fondo del
cuerpo de agua en ninguna época del afio, a pesar de
la escasa profundidad.

En relacién al contenido de nitrégeno total (NT),
incluyendo los nitratos, casi inexistentes en la zona,
y el nitrégeno proveniente de materia orgdnica y sus
productos de degradacion, presenta valores muy
bajos, proveyendo relaciones entre el nitrégeno vy el
fosforo (PT) inferiores a 9, valor considerado como
necesario para que este Ultimo elemento actue
como limitante en el desarrollo de las microalgas
(Lépez y Madroiiero, 2015) Dada esta situacidn, pasa
a ser esta pequefia cantidad de NT la que limita el
desarrollo del fitoplancton.

Al contrario de lo que ocurre con el nitrégeno, el
contenido de fosforo, medido como fdésforo total
(PT) se mantiene, en todos los puntos de muestreo,
en valores que, si bien pudieren parecer pequefios
por sus valores absolutos, salvo en unas pocas
muestras, estarian cercanos a los que presentan
lagos clasificados como mesotroficos. Sin embargo,
estos valores son casi coincidentes con el del fosforo
reactivo soluble (PRS) del agua y se detectan en
iguales cantidades en el agua del rio antes de entrar
al embalse, no proviniendo de contaminacién de
origen antrdpico sino de aportes del mismo terreno.
Su validez en este caso para la determinacion del
estado trofico, dada su relacion con el NT, ya fue
discutida en el parrafo anterior.

indices de Carlson de Estado Tréfico (TSI): en la tabla
3 se muestran los valores medios, DE y CV de los TSI
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de Carlson calculados separadamente para las zonas
de aguas de 7 m o mas de profundidad y la cola del

embalse, en las diferentes épocas del afio, con base
en las ecuaciones 1 a 4.

Tabla 3. Valores de los TSI de Carlson en diferentes zonas del embalse El Nihuil. Letras diferentes en los superindices en

cada fila indican diferencias estadisticamente significativas.

Profundidad >DS

Cola del embalse

Parametro .
(Valor medio + DE y (CV %)) (Valor medio £ DE y (CV %))
TSI Clora 19,1+ 8,0 (42 %) 20,8 +5,8 (28 %)
TSI PT 47,4 +7,4 (16 %) @ 50,7 +6,2 (12 %) @
TSI DS 32,8+3,3 (10 %) ° 59,1+8,1(14 %)
TSI NT 23,0+3,9 (17 %) ° 24,5+5,1(21%)°

Como puede observarse en dicha tabla no aparecen
diferencias significativas en los valores que toma
cada uno de los indices en las zonas de aguas mas
profundas y la zona de cola del embalse, excepto
para el IET calculado con base en la turbiedad o
transparencia al DS, el cual toma valores muy
elevados en esta uUltima zona debido, como ya se
dijoo no a la proliferacion de especies
fitoplancténicas, sino a la presencia de material
inorganico de arrastre del rio, que aun no alcanza a
sedimentar, por lo que ese indice debe descartarse
en la valoracion del estado trofico para ese punto del
lago.
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Figura 3. Comparacién de los valores de los diferentes IET
para las zonas de aguas mas profundas (arriba) y la cola
(abajo) del embalse El Nihuil

Con relacion a la comparacion de los valores
proporcionados por cada uno de los indices para una
misma zona de muestreo, el andlisis de la varianza 'y
prueba de rangos multiples muestra diferencias
estadisticamente significativas para un nivel de
confianza del 95% entre todos los indices para la

zona de aguas mas profundas, cuyos valores y rangos
pueden observarse mas facilmente en los graficos de
la figura 3, en la que aparecen muy separados los
valores de los IETs del PT y el DS. Sin embargo, no
ocurre lo mismo entre los valores medios de los
indices con base en la Clorofila a y el N, que se
encuentran bastante cercanos entre si, aunque
aparezcan como significativamente diferentes. Ello
se debe a que los valores del IET N presentan un
sesgo estandarizado > 2, lo cual viola el supuesto de
que los datos provengan de una distribuciéon normal
e invalida el uso del andlisis de la varianza para este
indice, recomendandose utilizar en su lugar la
prueba de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas en lugar de las medias. Al utilizar tanto
esta prueba como la prueba de las medianas de
Mood, para evaluar la hipotesis de que las medianas
de ambos grupos de datos son iguales, se obtiene un
valor-P mayor a 0,05, por lo que se concluye que no
existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medianas de los IET de Clor a y N en las
zonas de aguas mas profundas del embalse. El
analisis de la varianza para los valores de los IET en
la zona de cola del embalse si resulta vdlido y la
prueba de rangos multiples muestra dos grupos de
valores de los indices bien diferenciados
estadisticamente para el 95% de nivel de confianza,
por un lado el formado por los IETs de Clor ay N, sin
diferencias entre ellos, y por otro, los IET de P y DS,
también sin diferencias entre ellos.

Dadas estas diferencias halladas entre los valores de
los diferentes IETs y a los fines de poder asignar
correctamente una categoria trofica al embalse en
su situacién actual, se analiza también en los
proximos apartados la  composicion  cuali
cuantitativa del fitoplancton y la diversidad del
mismo.

Microflora: En los andlisis tanto cuali como
cuantitativos del fitoplancton solo pudo llegarse a la
identificacion de géneros y no de especies, por lo que
los indices de diversidad calculados pueden mostrar
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valores inferiores a los reales. Los géneros
encontrados en cualquier punto del embalse en los

diversos muestreos y la abundancia relativa de la
clase a la que pertenecen se listan en la tabla 4.

Tabla 4. Listado de géneros de microalgas hallados en el embalse El Nihuil y abundancia relativa de las clases.

B Abun-dancia B Abun-dancia
.Clase / Género . Clase / Género .
relativa relativa
Cyanophyceae Chlorophyceae
Coccochloris sp. Ankistrodesmus sp.
. 1%a7%
Gomphosphaeria sp. Chlamydomonas sp. 5%al2%

Microcoleus sp.
Oocystis sp.
Bacillariophyceae
. 56 % a6l%
Asterionella sp.
Cyclotella sp.
Cymbella sp.
Diatoma sp.
Fragilaria sp.
Navicula sp.
Stephanodiscus sp.
Melosira sp.
Stauroneis sp.
Synedra sp.
Tabellaria sp
6%al0%
Dynophyceae
Ceratium sp.
Gymnodinium sp.
Peridinium sp.

Dictyosphaerium sp.
Coelastrum sp.
Micrasterias sp.
Monoraphidium sp.
Oedogonium sp.
Scenedesmus sp.
Zygnema sp.
Euglenophyceae
Euglena sp.
Trachelomonas sp.
Cryptophyceae

0%a2%

Cryptomonas sp. 6%a25%
Rhodomonas sp.
Chrysophyceae 14%a25%
Chrysococcus sp.
Chrysocromulina sp.
Chromulina sp.

Dynobryon sp.

La gran mayoria de los géneros hallados
corresponden a organismos propios de aguas limpias
y la composicién, en cantidad de géneros
representados por clase, se muestra en la figura 4,
con mayor diversidad en las bacilarioficeas, o
diatomeas, y las cloroficeas o algas verdes. Sin
embargo, en la abundancia relativa, expresada como
cantidad de individuos de cada género sobre el total
de individuos, aparece un claro predominio de las
bacilarioficeas, constituyendo entre el 56 al 61 % de
la poblacidn, con predominancia de las diatomeas
centrales y, entre ellas, las del género Cyclotella sp.,
posiblemente debido a la sensibilidad de algunas
especies de este género al contenido de fésforo del
agua (Kelly y Whitton, 1995).

El nimero total de células planctdnicas hallado en
los diferentes puntos de muestreo y épocas del afio
varié entre los 15000 y 70000 cel/L, valores
considerados propios de lagos oligotroficos
(Gobierno de Chile, 2016). Coincidentemente, cabe
también destacar que la presencia de cianoficeas o
algas verde azules, siempre presentes en cuerpos de
agua eutroficados, fue muy baja en todos los
muestreos. Asi mismo, aun cuando Chlamydomonas
y Ceratium, géneros que anteriormente produjeron

floraciones, siguen estando presentes, los recuentos
se mantienen actualmente muy bajos.

Figura 4. Composicién, en cantidad de géneros de
fitoplancton por clase, hallados en el embalse El Nihuil

Los indices de Shannon Weaver y de Margalef,
calculados segun las ecuaciones 5y 6, sobre géneros
en lugar de especies, por lo que puede esperarse
valores inferiores a los reales, tomaron valores de
2,15 a 2,2 para el primero y de 2,0 a 2,2 para el
segundo, indicando buena diversidad, propia
también de lagos poco eutroficados.

Macroflora: A diferencia de la baja productividad a
nivel de microflora, la presencia muy visible de
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macrofitas en una gran extension de la superficie del
lago, hace que se lo perciba como muy eutroficado.
La macroflora consiste en su totalidad de plantas
vasculares acudticas arraigadas en el fondo, incluso
en las zonas de mayor profundidad. En general se
trata de vegetacion sumergida en la que predominan
especies como el pino de agua, Myriophyllum
aquaticum, con tallos de hasta 6 m, asi como
Potamogeton sp.y Chara aff. gracilis, por lo que en
zonas someras los tallos suben hasta ras de la
superficie, impidiendo la navegacidn, ademas de
otras especies de vegetacién emergente que en
zonas aguas mas someras aun, forma verdaderas
islas en las que predomina la presencia de juncos y
totoras de los géneros Schoenoplectus, Juncus y
Typha. Si bien el desarrollo de esta vegetacion no
depende del enriquecimiento en nutrientes del agua
del lago, debido a su enraizamiento en suelo, si
entorpece las actividades acuaticas y reduce la
capacidad de embalse, llegando a ocupar hasta un 80
% de la superficie.

4. Conclusiones

El agua del embalse ElI Nihuil presenta las
caracteristicas fisico quimicas propias del rio que lo
alimenta, con escasa amortiguacién de las
variaciones estacionales y con un contenido de sales
mas bien elevado, en las que predominan los sulfatos
y el calcio como iones salinos. Dada la ausencia de
contaminacion significativa de origen antrdpico en el
rio Atuel aguas arriba del embalse, el aporte de
nitrégeno es muy bajo y resulta el factor limitante en
el desarrollo de fitoplancton, el cual se mantiene en
valores compatibles con un cuerpo de agua muy
poco eutroficado y muestra buena diversidad, en
concordancia con la clasificacion de lago oligotrofico
que proveen los IETs basados en el contenido de
clorofila a y el nitrégeno e incluso la transparencia al
disco de Secchi en la zona de aguas mas profundas,
con escasa materia inorgdnica en suspension. Por
esta razon, el elevado IET basado en el contenido de
fosforo total, no deberia ser tenido en cuenta parala
clasificacion troéfica del embalse, dado que no puede
influir en la proliferacién de microalgas, limitada por
el bajo contenido de nitrégeno.

En lo que respecta al gran desarrollo de macrdfitas,
aun cuando no sea provocado en forma directa por
la calidad del agua en lo que se refiere a cantidad de
nutrientes, dadas las dificultades que provoca para
navegacion y capacidad de embalse, si deberian
tomarse medidas para su control, aunque estas

deben ser, necesariamente, de naturaleza diferente
de las que se requeririan para mejorar la calidad
tréfica del agua.
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