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Resumen

La oxidacion es una via de revalorizacion del glicerol obtenido como
subproducto de la produccion de biodiesel. En el presente proyecto integrador
se propone la obtencion de sus productos oxidados por diferentes medios
cataliticos. La evaluacion de la bioactividad de los mismos y su impregnacion en
acido polilactico.

En primer lugar, se realizo la evaluacion de bioactividad de los estandares
de glicerol, dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido (GA), mediante el método de
microdilucién en placa utilizando resazurina como indicador redox. Se determiné
gue solo GA posee bioactividad en las concentraciones estudiadas.

Se inmoviliz6 hematin sobre hojuelas de quitosano, obteniendo un bajo
rendimiento de inmovilizacion posiblemente por la polimerizacion del
glutaraldehido (Gt). Luego se oxidd el glicerol utilizando este catalizador
heterogéneo y se midié su actividad catalitica. A concentraciones elevadas de
reactivos se observé mayor generacion de productos oxidados, confirmando su
presencia mediante picos caracteristicos en cromatogramas y por la disminucién
de glicerol.

Por otro lado, se oxid6 el glicerol utilizando hematin en solucién. Se evalu6
el efecto del pH, la concentracion de hematin y se realiz6 un experimento de
optimizacibn basandose en el método de Doehlert de dos variables
(concentracion de glicerol y concentracion de peroxido de hidrogeno).
Finalmente se determind la actividad catalitica del hematin en solucion. Durante
el experimento de optimizacion se pudo observar un efecto positivo en la relaciéon
porcentual de GA a glicerol inicial con el aumento de perdxido de hidrégeno
juntamente con la disminucion del glicerol. A pH 4 se obtuvieron mejores
resultados de oxidacion del glicerol que a pH 5.

Como método alternativo a hematin, se oxidé el glicerol con sulfato ferroso
mediante la reaccion de Fenton. Por esta via catalitica se obtuvieron mayores
rendimientos de reaccién en comparacion a hematin. El ensayo mas productivo
fue el realizado con agregado de peroxido de hidrégeno en etapas
correspondiente al lote 4.

Se evalué distintas condiciones de impregnacion supercritica en &cido
polilactico (PLA) utilizando como estandar DHA. Se logré encontrar la condicion
mas optima a 90 bar, velocidad de despresurizacion 50 bar/min y 50°C en la cual
el rendimiento y la eficiencia de impregnacion fueron mayores. Se impregno con
esta condicién el lote con mayor concentracion de producto obtenidos por
Fenton.

15



Capitulo 1: Introducciony
marco teorico
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1.1 Introduccién

El crecimiento de la poblacion y el rapido desarrollo de algunos paises han
traido un incremento de las necesidades energéticas en todo el mundo. Debido
a los altos costos del petréleo, y a su influencia en la contaminacion de nuestro
planeta, desde los ultimos afios multiples organismos han comenzado a invertir
de forma importante en nuevos proyectos para generar fuentes de energias
alternativas, renovables y sostenibles para el ambiente.

En estas circunstancias, industrias relacionadas con la produccién de
biodiesel y bioetanol han experimentado un enorme crecimiento. La aparicion de
estos nuevos combustibles ha traido numerosas consecuencias a nuestra
sociedad como, por ejemplo: la modificacién de los precios de los alimentos o
subvenciones gubernamentales para nuevos proyectos de este tipo, entre otros.
Otra de las consecuencias, es la sobreproduccién y acumulacion de
subproductos en la produccion de biodiesel -como el glicerol-, que ha repercutido
en el mercado. Esta produccién genera un problema debido a la creciente oferta
de glicerol a nivel mundial y a una demanda practicamente estancada de éste.
Este hecho podria considerarse como una oportunidad de negocio porque se
cuenta con una sobreoferta de una materia prima a la cual se le puede encontrar
nuevos usos que sigan siendo sostenibles y respetuosos con el ambiente.

Es precisamente en esta cuestion, donde pretendemos ofrecer una solucion
con el presente proyecto. Esta propuesta incluye la de evaluacién de un uso
alternativo del glicerol en la industria, determinando la bioactividad de los
compuestos obtenidos de su primera oxidacién. Para lograr tal objetivo, se
pretende utilizar dos métodos de oxidacion de glicerol centrados en el hierro
como elemento de la catalisis: un complejo natural de éste —hematin- y la
reaccion de Fenton.

Para finalizar se pretende impregnar el producto obtenido en un film
polimérico comercial con la posible futura aplicacion del desarrollo de envases
activos para alimentos, con el fin de extender la vida util y calidad del alimento
envasado.

1.2 Glicerol

El 1, 2, 3-propanotriol, glicerol, o también conocido como glicerina, es un
alcohol de tres grupos hidroxilos. Su estructura quimica se muestra en la Figura
1.1. Esincoloro, inodoro, viscoso e higroscopico. Puede ser encontrado en todas
las grasas y aceites como un éster graso y es un importante intermedio en el
metabolismo de muchos organismos vivientes. Fue descubierto en 1779 por
Scheele por la saponificacion del aceite de oliva, y Chevreul demostré en 1813
gue una molécula de glicerol y 3 de acidos grasos forman la composicion de los
aceites y grasas en triglicéridos [1]. Las propiedades fisicas del glicerol se
resumen en la Tabla 1.1.
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OH

Figura 1.1. Glicerol.

Tabla 1.1. Propiedades fisicas del glicerol.

Propiedades fisicas

Apariencia Incoloro
Densidad 1261 kg/m?3
Viscosidad 1,5 Pa.s
Masa molecular 92,09382 g/mol
Punto de fusién 291 K
Punto de ebullicion 563 K
Punto de inflamacion 433 K
indice de refraccién 1,4729

El primer uso industrial del glicerol fue en 1866 cuando Nobel produce la
dinamita, en donde el trinitrato de glicerol (nitroglicerina) es estabilizado por
absorcion en tierras diatomeas [2].

Este propanotriol puede ser producido a partir de dos procesos distintos:

* Saponificacion o transesterificacion de aceites vegetales o grasas
animales, dando glicerol como subproducto.
* Produccion tradicional de glicerina sintética usando epiclorhidrina.

Desde 2006, la produccién de glicerol por transesterificacion a partir de
aceites ha superado la produccion a partir de otros métodos en todo el mundo.
Esto se debe al aumento de produccion de biodiesel. La produccion de glicerol
sintético se ha reducido al minimo ya que no es econdémicamente competitiva
cuando se compara con otros métodos. La produccion de glicerol por hidrolisis
ha sido sustituida por la explotacion del biodiesel.

El costo del biodiesel se puede reducir si su produccién se acompafia de un
aprovechamiento de la glicerina y se consiguen aplicaciones rentables para su
uso. El problema que puede plantearse es que, si la glicerina es muy impura o
no tiene mercado, puede llegar a convertirse en un desecho que generara costos
de manejo y no ingresos.

1.2.1 Usos tradicionales del glicerol
Cabe mencionar que el glicerol se ha venido empleando hasta ahora en
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cosmeética, en fabricacion de explosivos y en algunos productos alimenticios y
farmacéuticos. Sin embargo, estos usos tradicionales son incapaces de absorber
la oferta actual de glicerina. Es por eso que la utilizacién del subproducto rico en
glicerol, generado en la produccion de biodiesel, puede llevar consigo un
beneficio econémico, ya que si se descubre nuevas alternativas de uso que sean
factibles tanto técnicamente como econdmicamente este puede ser explotado.

El glicerol es usado principalmente en aplicaciones para el cuidado personal.
Se usa como emulsificante, emoliente y acondicionador. También es usado en
la industria farmacéutica y en la alimenticia como humectante, disolvente y
endulzante. Es el principal ingrediente en productos técnicos como resinas,
poliéteres, polioles y poliuretanos. El glicerol usado en aplicaciones técnicas esta
creciendo debido a la produccidon de epiclorhidrina, 1,3-propanodiol y
propilenglicol [3, 4].

A continuacion, se explican los principales usos tradicionales del glicerol
[5,6]:

* Industria de los alimentos:

El glicerol como alimento es facilmente digerible y no toxico, y se metaboliza
junto a los carbohidratos, aunque esté presente de alguna forma en todos los
aceites vegetales y animales. En productos alimenticios el glicerol actia como
un solvente y su viscosidad permite dar cuerpo al producto. En caramelos,
retarda la cristalizacion del azucar, y también es utilizado como medio de
transferencia de calor donde esta en contacto directo con el alimento. Ademas,
se utiliza como lubricante en las maquinarias procesadoras y empacadoras de
alimentos. Los poligliceroles y los ésteres de gliceroles han incrementado su uso
en los alimentos, particularmente en mantecas y margarinas.

+ Explosivos:

La nitroglicerina es un éster organico altamente explosivo, se obtiene
mezclando acido nitrico concentrado con glicerina. Es un liquido pesado,
aceitoso, incoloro o ligeramente amarillo, con una densidad de 1,60 g/cm?y un
olor suave a quemado. Produce dos formas cristalinas: una con un punto de
fusidon de 2,8°C, y otra de 13,5°C. La nitroglicerina arde lentamente si se calienta
al aire libre, pero explota al calentarla en un recipiente cerrado o si alcanza una
temperatura de 218°C. Es muy sensible a los golpes por lo que resulta peligroso
de transportar. Al detonar, produce alrededor de diez mil veces su propio
volumen de gas. Es ocho veces mas potente que la polvora para masas iguales
y trece veces mas potente para voliumenes iguales.

* |ndustria farmacéutica:

En medicina la nitroglicerina se usa como vasodilatador para el tratamiento
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de la enfermedad isquémica coronaria, el infarto agudo de miocardio y la
insuficiencia cardiaca congestiva. El glicerol también es utilizado como
excipiente en la mayoria de los jarabes.

» Cosmetologia:

El glicerol es un hidratante activo o humectante, es decir que retiene la
humedad. Se utiliza también en otros preparados para mejorar su conservacion,
ya que esta molécula permite retener el agua en el interior del envase,
impidiendo que el producto se seque. La glicerina se utiliza también para fabricar
jabones transparentes que pueden llegar a tener alrededor de un 15 a un 20%
de glicerina pura.

* Industria tabaquera:

Junto con otros agentes saborizantes es aplicada en un 2% respecto al peso
del tabaco. Ayuda a mantener su humedad y de esta manera impide su secado
e influye en el olor a quemado del tabaco cuando es consumido. También se usa
para producir tabaco para masticar, donde agrega dulzura y previene la
deshidratacion.

* Lubricantes:

El glicerol puede ser usado como lubricante en lugares donde el aceite no
puede cumplir ese papel. Es recomendado su uso en compresores de oxigeno
porque es mas resistente a la oxidacion que los aceites minerales. Se usa como
lubricante de bombas y otros equipos. Para incrementar la capacidad de
lubricacion se le puede agregar grafito. Ademas, se puede reducir la viscosidad
del glicerol agregandole agua, alcohol, o glicoles y puede ser incrementada por
polimerizacion o mezclandolo con almidones.

* Polimeros:

El glicerol es el iniciador para que el 6xido de propileno, solo o con éxido de
etileno, forme polimeros al reaccionar con diisocianatos produciendo espuma
flexible de uretano. Ademas, los poliéteres con glicerina se utilizan para formar
espuma rigida de uretano.

1.2.2 Revalorizacion del glicerol

Las principales vias de valorizacién del glicerol son: la hidrogendlisis a
propilenglicol, eterificacion, oxidacién para obtener &cidos y compuestos
carbonilicos, esterificacion o transesterificacién a monoglicéridos, obtencion de
hidrogeno, carboxilacion en presencia de urea para obtener carbonato de
glicerol y la deshidratacion para obtener acroleina. En la Figura 1.2 se pueden
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observar los distintos procesos de revalorizacion del glicerol.
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Figura 1.2. Procesos de revalorizacion del glicerol [7] (politrimetilentereftalato o
PTT).

De los procesos de revalorizacion del glicerol solo cuatro se han
comercializado [8]. El primero es la cloracion del glicerol a epiclorhidrina utilizado
para producir resinas epoxi, poliuretanos o como reactivo para producir
poligliceroles lineales, utilizados como aditivos en productos de cuidado
personal. El segundo proceso es la esterificacion de glicerol a esteres de
monoacilo y diacilo utilizados en la industria de alimentos y cosméticos. Otro
proceso comercializado es la produccién de gas sintético (CO y H2) a partir del
glicerol, utilizado como reactivo para producir metanol. El cuarto proceso de
importancia industrial es la produccién del 1,2-y 1,3-propanodiol y acroleina. El
1,2- y 1,3-propanodiol son productos intermedios para la industria de los
polimeros, mientras que la acroleina se usa como un precursor de la metionina,
utilizado como aditivo para la alimentacién del ganado.

De todas las vias de valorizacion del glicerol mencionadas se estudiara la de
oxidacion y especificamente mediante el uso de catalizadores de hierro como
hematin y Fenton.

1.2.2.1 Oxidacién del glicerol

La oxidacion del glicerol consta de una serie de reacciones que conducen a
la formacidén de compuestos en donde se reduce la densidad de electrones de
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la molécula, como aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos. Estos productos
poseen gran importancia en la industria cosmética y farmacéutica con
aplicaciones en la sintesis de productos farmacéuticos especificos.

Es posible obtener alrededor de 18 compuestos si cada grupo alcoholico se
oxida a aldehido, en el caso de los grupos alcohdlicos primarios, y a cetonas,
en el caso de los grupos alcohdlicos secundarios, con la consecuente
produccién de &cidos y aldehidos de cadena mas corta y eventualmente CO2

[9].

El glicerol se oxida en primer nivel a dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido
(GA) y seguidamente a diversos acidos, como acido glicérico, hidroxipiravico,
tartronico, lactico, oxalico, mesoxalico, férmico y acético. En la Figura 1.3 se
pueden observar los diversos productos de la oxidacion del glicerol.

OH OH 0
HO\)\70 -~ Ho\)\/OH — HO\A/OH
glyceraldehyde dihydroxyacetone (DHA)
\ /
OH 0
HO\)\fO HOJJ\fO
OH \ // OH
glyceric acid OH hydroxypyruvic acid
l o) Wo
OH OH
OH tartronic acid
’ \
OH
lactic acid
¥ Y OH OH
0 0 (o] 0 o o
PR R —
OH H OH OH OH OH
acetic acid formic acid mesoxalic acid oxalic acid

Figura 1.3. Oxidacion del glicerol [9].

La ruta de obtencion de estos productos varia en funcion de las condiciones
de reaccion, como la temperatura, pH, concentraciones y catalizador utilizado.
Asi, la selectividad de una ruta hacia un producto especifico estara condicionada
por la eleccion de los parametros mencionados.

Para lograr oxidar el glicerol se propone utilizar hierro, mediante hematin y
sulfato ferroso (reaccion de Fenton) como catalizadores, utilizando peroxido de
hidrogeno como agente oxidante.
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1.2.2.1.1 Oxidacion con hematin

Las cromoproteinas porfirinicas estdn compuestas por un grupo prostético
denominado porfirina. Este grupo esta compuesto por un anillo tetrapirrélico con
sustituyentes laterales y unido mediante cuatro enlaces de coordinacién a un
atomo metalico en el centro. Los hidrocarburos presentes en los anillos son en
su mayoria los causantes de las reacciones nucleofilicas y electrofilicas, a las
gue se ven sometidas las porfirinas. Estos anillos son estructuras compartidas
entre la clorofila y la hemoglobina. Si poseen en el centro un atomo de hierro se
conforma el llamado grupo hemo que permite fluir en su interior libremente
electrones, los cuales son localizados en otros sitios.

La hemoglobina y mioglobina pertenecen a las hemoproteinas y catalizan el
transporte de electrones durante la produccion de energia celular, del oxigeno
durante la respiracion y del citocromo B y C. Por otro lado, las catalasas y
peroxidasas catalizan la reduccion del H202 en distintos sistemas. La principal
aplicacion de las protoporfirinas es su uso como catalizadores en reacciones de
oxidacion en sintesis organica [10].

Hematin es una protoporfirina IX unida mediante enlaces de coordinacion a
un atomo de hierro unido a un hidroxilo. La estructura del hematin se puede
observar en la Figura 1.4.

HO,C

Figura 1.4. Estructura del hematin.

Es utilizada normalmente como antiparasitaria y antiprotozoos y fue
caracterizada durante el desarrollo de drogas contra la malaria [11]. Su
aplicacién como catalizador fue probada exitosamente en la polimerizacion del
etilfenol (EP), en presencia de H202 que oxida el atomo de hierro central de
hematin, generando un estado intermediario capaz de oxidar a sustratos
reductores como el etilfenol [12]. Mo6ssbauer y Akkara propusieron un
mecanismo catalitico para hematin mediante estudios de espectroscopia (Figura
1.5.) en el cual el peréxido de hidrogeno coordina la quinta posicion del hematin
y provoca la ruptura del grupo-OH durante la formacion del compuesto
intermediario I. Ademas, se propone una via de inactivacion reversible dando
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lugar al compuesto Il [12]. Por otra parte, estudios anteriores de espectroscopia
EPR proponen una ruptura homolitica del enlace peroxidico de peroxidos
organicos y la presencia de radicales peroxilo e hidroxilo [13].

EP-EP " O Complex with
x\ Ha0-

OM ~OH

*EP+EP

':-J:"'I']:U

H,0),

\

d Ill".
ad / =
TN

H,0) Hyl) + 0y

Figura 1.5. Mecanismo de polimerizacion de etilfenol (EP) propuesto por
Joseph Akkara [12].

Dependiendo de las condiciones del medio, el hematin forma
espontaneamente dimeros de tipo p-oxo y T limitando su actividad vy
solubilidad en solventes. El comportamiento del hematin depende entonces del
pH, fuerza iénica, concentracion y polaridad del solvente.

1.2.2.1.2 Oxidacion por reaccion de Fenton

La reaccién de Fenton, descubierta por H.J.H Fenton en 1894, se basa en
una reaccion de oxidacién en medio acido a presion y temperatura ambiente en
la cual se forman radicales OH-, provenientes del H202 catalizado por sales de
hierro (). Esta reaccién funciona mejor a un pH entre 3y 4 debido a que el hierro
se encuentra en solucién y a pH superior precipita como hidréxidos [14].

En este proyecto se utiliza sulfato ferroso como catalizador para promover la
oxidacion del glicerol.

En las reacciones de Fenton el Fe*? cambia su estado de oxidacion de +2 a
+3, y el H202 sufre principalmente una ruptura homolitica, formando radicales
hidroxilo (OH?) y peroxilo (OOH:) altamente oxidantes [15]. EI mecanismo
catalitico de Fenton se describe mediante cinco reacciones presentadas a
continuacion.
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a. Fet* + H,0, —» Fe'® + HO' + HO™

=

Fe*®*+ H,0, —» Fe'* + HOO' + H*
c. RH4+HO" —» R+ H,0
d. Fe**+ R* —» Fe™ +R*

e. R+ HO —» R-—-O0OH

Durante la primera reaccion el Fe*? se oxida, mientras que el peréxido de
hidrégeno se escinde formando union y un radical hidroxilo. La segunda reaccion
describe como el hierro se recupera al reaccionar con peroxido de hidrégeno,
formando un radical peroxilo. En las siguientes reacciones se describe la
produccion de radicales organicos (R') y la reduccién del Fe*® mediante dicho
radical formando asi un compuesto organico oxidado (R-OH).

El rendimiento del proceso Fenton depende de diversos factores, entre ellos,
la concentracion del agente oxidante y catalitico, la temperatura, pH y tiempo de
reaccion. Asi mismo la eficiencia de este proceso estad relacionada con la
naturaleza del compuesto a oxidar y la presencia de otros compuestos organicos
e inorganicos.

La efectividad de Fenton en la oxidacion de glicerol ha sido estudiada
previamente en efluentes de la industria vitivinicola [16]. Por ello en el presente
trabajo se utilizan las condiciones Optimas determinadas en dicho estudio.

1.3 Inmovilizacion de catalizadores en soportes sdlidos

La inmovilizacion de catalizadores es un procedimiento por el cual el
compuesto con actividad catalitica, en este caso hematin, es unido a un soporte
inerte [17]. Este proceso aporta los beneficios de facilitar la recuperacion del
catalizador del medio de reaccion y de prevenir la agregacion molecular evitando
asi la diminucion de la actividad catalitica. A través de la inmovilizacion del
catalizador el proceso catalitico resulta mas atractivo desde el punto de vista
ambiental y econdémico.

Como factor comun, los soportes deben tener ciertas caracteristicas
particulares como son: alta estabilidad bajo las condiciones de reaccion, ser
insolubles en el medio, poseer una elevada area superficial, ser inertes frente a
reactivos y productos y poseer moderada a alta resistencia mecéanica. Los
soportes pueden ser de naturaleza organica como inorganica siendo estos
altimos los mas utilizados actualmente, como por ejemplo la silice, zeolitas y la
alumina.

En busqueda de favorecer la unién del catalizador al soporte se han
investigado varios métodos, los cuales se han clasificado segun diferentes
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criterios, como por ejemplo la naturaleza fisica o quimica de la inmovilizacién o
su cardcter reversible o irreversible. Algunos grupos funcionales pueden formar
fuertes enlaces covalentes que los unen al soporte, o bien la inmovilizacién
puede ocurrir por adsorcion, siendo la union mas débil. Otra forma es que no se
produzca enlace alguno, sino que el catalizador quede “atrapado”, es decir
retenido fisicamente por el soporte [18].

La inmovilizacion de tipo covalente posee la ventaja de ser estable frente a
agentes externos, por lo cual no se produciria una pérdida de catalizador por
liberacion del mismo en el medio. Entre los posibles tipos de uniones covalentes,
se destaca la generacion de enlaces de bases de Schiff y su posterior reduccion
[18].

Cuando se desea lograr la inmovilizacion de una enzima sobre un soporte
gue contiene grupos amino, este proceso se realiza normalmente mediante
dialdehidos como el 1,5-pentanodial (glutaraldehido o Gt, Figura 1.6). Se han
inmovilizado con este compuesto humerosas enzimas como tirosinasa [19,20],
peroxidasa [21], B-galactosidasa [22] o lipasa [23].

Figura 1.6. Glutaraldehido (Gt).

La unién del Gty la enzima al soporte, a su vez puede estar mediada por un
agente espaciador, el cual aporta movilidad a la enzima y reduce la posibilidad
de impedimento estérico para el ingreso del sustrato al sitio activo.

El 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS, Figura 1.7) constituye un adecuado
bloque espaciador al unirse al soporte mediante uno de sus grupos etoxi,
dejando el grupo amino hacia el exterior para formar la base de Schiff con el Gt.
Su capacidad para reducir el efecto del impedimento estérico, creando un
ambiente similar al soluble ha sido demostrada por Agostina Cérdoba en el afio
2014, aplicando APTS como espaciador entre hematin y hojuelas de quitosano
[24].
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Figura 1.7. APTS.

Adicionalmente, puede realizarse una desactivacion de grupos activos del
soporte, logrando asi un catalizador heterogéneo con un Unico sitio activo. En el
caso del quitosano se desactivan los grupos carbonilos luego de inmovilizar
hematin evitando que estos grupos reaccionen y alteren la morfologia y
caracteristicas del catalizador. Por otro lado, se aumenta la eficiencia del
catalizador al quedar como unico sitio activo el del hematin.

1.4 Bioactividad

Existen ciertos compuestos, de origen natural y artificial, que poseen la
capacidad de eliminar microorganismos o inhibir su crecimiento, tales como
hongos, bacterias y parasitos. Tal caracteristica se denomina actividad
antimicrobiana y los principales métodos para su determinacién se clasifican en
métodos de difusion, dilucidon y bioautografia [25]. También existe el analisis
conductimétrico, en el cual se determina el crecimiento de microorganismos
como el cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo
[26].

Dentro de los principales métodos se encuentra el método de difusion en
disco y difusién del pozo en agar, en los cuales se realiza una determinacion
cualitativa del efecto de ciertos compuestos sobre bacterias de interés,
expresando los resultados mediante el diametro del halo de inhibicién, producido
por dichos compuestos [25]. El método de difusidn posee ciertas limitaciones que
derivaran en errores y falta de reproducibilidad, como es la densidad del inéculo
mal estandarizada, la utilizacion de cultivos no puros, déficit en el control de la
humedad del medio de cultivo que puede conducir a un crecimiento muy pobre
0 muy activo y el deterioro de los discos.

Por otro lado, los métodos de dilucion son dtiles para determinar
cuantitativamente la actividad antimicrobiana. La técnica mas utilizada es la
llamada concentracion minima inhibitoria (MIC), con la cual se define la
concentracion minima del compuesto capaz de inhibir el crecimiento visible del
microorganismo Yy la concentracion minima bactericida (MBC), con la cual se
define la concentracién minima del compuesto capaz de evitar el crecimiento del
microorganismo. Estas técnicas se mejoran con la ayuda de indicadores Redox,
utilizados generalmente para la determinacién del crecimiento/ viabilidad
microbiana.

El método de bioautografia consiste en realizar un cromatograma mediante
cromatografia en capa delgada (TLC). Este ensayo representa una herramienta
atil para la purificacién de sustancias bioactivas, o como una técnica de tamizaje
fitoquimico preliminar o un fraccionamiento bioguiado [25]. Es importante tener
en cuenta que solventes acidos o demasiado alcalinos pueden permanecer en
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la placa de TLC, aun después del secado, inhibiendo el crecimiento bacteriano.

El método conductimétrico resulta util para detectar la concentracion
microbiana y su metabolismo cuando la turbidez del medio es alta, como asi
también para matrices complejas como alimentos y materiales insolubles como
polvos cerdmicos antimicrobianos [26].

En el presente PI se determina la actividad antimicrobiana del glicerol y sus
compuestos oxidados mediante el método de microdilucion en placa utilizando
un indicador Redox para la determinacion de la MIC.

1.5 Impregnacion con CO:2 supercritico

1.5.1 Envases de alimentos. Envases activos.

Los envases alimentarios son los destinados a contener alimentos
acondicionados en ellos desde el momento de la fabricacion, con la finalidad de
protegerlos hasta el momento de su uso por el consumidor de agentes externos
de alteracion y contaminacion asi como de la adulteracion (Codigo Alimentario
Argentino, 1986).

Al buscar asegurar la inocuidad en los alimentos, los envases y su constante
evolucion, conllevan un significativo ahorro en lo que respecta a las pérdidas
econOmicas generadas por el deterioro de alimentos perecederos. De esta
forma, las tecnologias de Envasado Activo o “Active Packaging” (AP) se estan
desarrollando hace varios afios debido a esta creciente demanda. Este concepto
implica interacciones quimicas entre el envase y la comida empaquetada o la
atmosfera del espacio de cabeza mediante la incorporaciéon de ciertos aditivos
en la pelicula de envasado o dentro de los envases [27]. Algunos ejemplos de
envases activos incluyen oxigeno y eliminadores de etileno, peliculas
antimicrobianas y antioxidantes [28,29]. En los ultimos afios, los envases
antimicrobianos han atraido mucha atencion de la industria alimentaria debido al
aumento de la demanda de productos minimamente procesados y/o sin
conservantes por parte de los consumidores [30].

Los principios detras del envasado activo se basan ya sea en las
propiedades intrinsecas del polimero utilizado como material de embalaje o en
la introduccion (por inclusién, atrapamiento, recubrimiento, etc.) de sustancias
especificas en el polimero [31]. Las propiedades intrinsecas del polimero pueden
dar lugar a la funcion activa junto al afiadido intencional de un grupo activo. Un
principio activo puede ser incorporado en el interior del material de embalaje o
en su superficie, en estructuras multicapa o en elementos particulares asociados
con el embalaje tales como sobres, etiquetas o tapas.

La naturaleza de los agentes activos que pueden afiadirse es muy diversa
(enzimas, bactericidas, fungicidas, extractos naturales, iones, etanol,
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antioxidantes, etc.), asi como la naturaleza de los materiales en los que se
incluyen, como papeles, plasticos, metales o combinaciones de estos materiales.
Los sistemas activos se pueden colocar fuera del envase primario, entre sus
diferentes partes o en el interior. En este Gltimo caso, el sistema puede estar en
contacto s6lo con la atmésfera que rodea el alimento, en contacto con la
superficie del alimento o colocado dentro del propio alimento.

Los materiales de envase antimicrobianos surgieron recientemente como un
medio potencial para cooperar en la preservacion de alimentos perecederos [32]
y extender su vida util.

Para aplicaciones de envases antimicrobianos o antioxidantes, los agentes
deben ser incorporados a la capa envoltoria, de manera que se mantengan
estables alli por un tiempo y se liberen del envase en forma controlada. Algunos
ejemplos de este tipo de envases se ven reflejados en el envasado de carnes
rojas con agregado de aditivos antioxidantes como eugenol [33] o tocoferol en la
matriz del envoltorio, o el envasado de alimentos tipo snack, leche en polvo [34]
y aceite de soja, con agregado de antioxidantes fendlicos.

1.5.2 Materiales involucrados en envases activos

En las investigaciones de esta tecnologia de envase, se han utilizado
diversos materiales y polimeros con el fin de encontrar los materiales mas
adecuados como barrera fisica, y que ademas conformen una matriz apta para
portar principios activos. Entre los polimeros mas utilizados, se encuentran:
Polipropileno (PP), Polietileno de Baja Densidad (PEBD), Polietileno de Alta
Densidad (PEAD), Etilen Vinil Alcohol (EVOH), Policloruro de Vinilo (PVC),
Tereftalato de Polietileno (PET), Poliestireno (PS), Etilvinil Acetato (EVA), Surlyn;
otros compuestos como la Metilcelulosa, Carboximetilcelulosa, y biopolimeros
que estan encontrando su insercion en el mercado como el Acido Polilactico
(PLA). En el presente trabajo se busca impregnar nuestro compuesto activo (GA)
en este ultimo material.

Las propiedades mecanicas de los materiales poliméricos estan fuertemente
relacionadas con la estructura quimica de las macromoléculas y su
ordenamiento en la fase sdlida. La estructura quimica especifica, determina la
movilidad molecular de las cadenas poliméricas y el desarrollo de interacciones
intra e intermoleculares que pueden afectar fuertemente las propiedades
mecanicas, en términos de rigidez y resistencia a la rotura. ElI grado de
cristalinidad, la estructura de los cristales en materiales semicristalinos y las
orientaciones moleculares son otros parametros importantes que influyen en las
propiedades mecanicas finales de un polimero.

Ademas, los valores de la temperatura de transicion vitrea (Tg) y de fusion,
como asi también la densidad, se relacionan tanto con la estructura molecular
como con el grado de movilidad y ordenamiento de las cadenas. Cualquier efecto
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sobre la Tg, temperatura de fusion, densidad, y el grado de cristalinidad como
una consecuencia de tratamientos de alta presion de los materiales utilizados
para envase pueden resultar también en una modificacion de las propiedades
mecénicas del polimero.

1.5.2.1 Acido polilactico

El uso de polimeros a base de petréleo implica preocupaciones ambientales
relacionadas con su sustentabilidad y su disponibilidad, por ello existen desafios
tecnologicos para encontrar materiales mas ecoldgicos a partir de fuentes
renovables. Entre los plasticos biodegradables de origen renovable, el &cido
polilactico (PLA) es uno de los materiales mas prometedores debido a su
caracter termopléstico, biodegradable y biocompatible, asi como su buena
procesabilidad [35,36].

La aplicacion de PLA se ha extendido a otras areas de productos bésicos
tales como ingenieria de tejidos, embalaje, textiles y materiales compuestos
[37,38]. Actualmente, el PLA esta aprobado por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de EE.UU. (FDA) para ser utilizado en contacto con alimentos
[39,40]. En el campo del envasado de alimentos, uno de los principales
impulsores de la innovacion ha sido la creciente demanda por parte de los
consumidores de alimentos seguros, de alta calidad, minimamente procesados
y de larga duracion [41].

La molécula precursora del PLA es el acido lactico. La estructura quimica
bésica de este polimero se muestra en la Figura 1.8. Las numerosas aplicaciones
del PLA se deben a que presenta un amplio rango inusual de propiedades,
desde el estado amorfo hasta el estado cristalino; propiedades que pueden
ajustarse manipulando las mezclas entre los isémeros D (-) y L (+), los pesos
moleculares y la copolimerizacion [42].

@)
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Figura 1.8. Acido polilactico.

El acido lactico (acido 2-hidroxipropanoico) es el acido carboxilico mas
simple con un atomo de carbono asimétrico. Puede producirse por fermentacion
anaerdbica de substratos organicos, con microorganismos como hongos y
bacterias. El acido lactico obtenido en la fermentacién es 6pticamente activo, por
lo que la produccion especifica de los isomeros L (+) o D (-) puede determinarse
utilizando un lactobacilo apropiado (Figura 1.9) [43].
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HOOC

Figura 1.9. Acido lactico con sus isémeros D (figura superior izquierda) y L
(figura inferior izquierda).

Las propiedades fisicas y mecanicas dependen de la composicién del
polimero, de su peso molecular y de su cristalinidad. La cristalinidad puede
ajustarse desde un valor de 0% a 40% aproximadamente en forma de
homopolimeros lineales o ramificados, y como copolimeros al azar o de bloque
[50].

La temperatura de procesamiento esta entre 60 y 125°C y depende de la
proporcion de isémeros D y L en el polimero. Sin embargo, el PLA puede ser
plastificado con su monémero o alternativamente con &acido lactico oligomérico y
esto permite disminuir dicha temperatura [44].

El PLA tiene propiedades mecanicas en el mismo rango de los polimeros de
origen petroquimico, a excepcion de una baja elongacion. Sin embargo, esta
propiedad puede ser afinada durante la polimerizacion (por copolimerizacion) o
por modificaciones post-polimerizacién (por ejemplo, mediante el agregado de
plastificantes) [45].

El PLA puede ser tan duro como el acrilico o tan blando como el polietileno,
rigido como el poliestireno o flexible como un elastomero. Puede ademas ser
formulado para dar una variedad de resistencias. Las resinas de PLA pueden ser
sometidas a esterilizacion con rayos gama y son estables cuando se exponen a
los rayos ultravioleta. Al PLA se le atribuyen también propiedades de interés
como la suavidad, resistencia al rayado y al desgaste [45].

1.5.3 Incorporacion de compuestos en envases activos

Los principios activos son incorporados dentro de este tipo de materiales de
envase mediante distintas técnicas. Un método muy utilizado es el recubrimiento
activo. Este permite incorporar el agente en una capa fina superficial préxima al
alimento, mediante la utilizacion de barnices, o emulsiones acuosas de
polimeros vinilicos y acrilicos. El recubrimiento se obtiene por evaporacion
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posterior del disolvente. Este método ofrece la ventaja de no producir graves
degradaciones térmicas, pero se puede experimentar una pérdida importante de
los componentes voléatiles [46]. Otra técnica consiste en el mezclado por
extrusion. El agente se agrega al polimero fundido y se realiza un mezclado con
el agente directamente, o indirectamente mediante la incorporacion de una
nanoparticula que contenga el principio activo y sea compatible con el polimero.
Para esta técnica, se requieren grandes cantidades de compuesto activo, y se
pueden generar pérdidas significativas por evaporacion y/o degradacion térmica.

Frente a estas limitaciones, la impregnaciéon con solventes supercriticos
aparece como una alternativa interesante y merecedora de atencion, ya que se
opera con temperaturas bajas (preservando compuestos volatiles o termolabiles)
y se pueden lograr mayores profundidades de penetracién del compuesto activo.

1.5.3.1 Fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos son sustancias que se encuentran en condiciones
de presién y temperatura por encima del punto critico (Figura 1.10), descubiertos
en 1822 por Baron Charles Cagniard de la Tour mientras realizaba experimentos
con diversos fluidos calientes y una bala de cafion en un barril cerrado.

Los fluidos supercriticos presentan viscosidades y difusividades similares a
las de un gas, a la vez que su densidad y poder de solvatacion son semejantes
a las de un liquido. Esta combinacion de propiedades los convierte en excelentes
disolventes para numerosas aplicaciones [47].

Las principales sustancias utilizadas como disolventes supercriticos son
gases en condiciones ambientales: COz2, etano, propano, etileno, etc. En ese
sentido, la principal ventaja que presentan es la posibilidad de separar y realizar
el secado del producto con una simple expansion, mientras que el gas puede ser
recuperado, y reciclado a través de una minima purificacién, dado que en el
tratamiento puede quedar levemente contaminado, para Su posterior
reutilizacion.

La utilizacion de este tipo de tecnologias en los procesos industriales tiene
numerosos beneficios ambientales, al ser un proceso que consume poca energia
durante la operacion, y ademas tiene el potencial para reemplazar los disolventes
organicos convencionales (usualmente derivados del petréleo, y en muchos
casos contaminantes), es por ello que algunas veces se los denomina “solventes
verdes para el futuro”. Otra ventaja importante se refiere a la posibilidad de
ajustar las propiedades termofisicas de los fluidos supercriticos, como los son la
difusividad, viscosidad, densidad o constante dieléctrica, simplemente variando
las condiciones operativas como la presion y/o temperatura.
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Figura 1.10. Diagrama de fases Presion-Temperatura.

1.5.3.2 Di6xido de carbono supercritico

El dibéxido de carbono se encuentra como fluido supercritico en condiciones
por encima de 73,8 bar y 31,1°C. En estas condiciones, el CO2 posee una
combinacion de propiedades Unica: tiene la densidad de un liquido, dandole
caracteristicas de solvatacion similares a disolventes liquidos, sin embargo, tiene
la viscosidad de un gas, impartiendo en él propiedades de transferencia de masa
favorables. La densidad del CO:2 supercritico puede ser facilmente modificada
aplicando pequefios cambios en la presion o la temperatura que se ven
reflejados en alteraciones del poder disolvente.

El COz2 supercritico posee un bajo grado de polaridad, por lo que es capaz
de disolver facilmente sustancias volatiles de bajo peso molecular, apolares o
ligeramente polares, mientras que sustancias de mayor peso molecular como
polimeros pueden ser plastificados y procesados a temperaturas muy por debajo
de su punto de fusién.

El CO2 supercritico tiene un interés adicional, ya que no es inflamable, no es
toxico, es reciclable y relativamente inerte [48]. Ademas, no presenta las
dificultades clasicas de presencia de solvente residual ya que este compuesto
es gaseoso en condiciones ambientales y por lo tanto puede separarse
completamente del producto, evitando posteriores etapas de secado o
desolventizado [49].

1.5.3.3 Impregnacion supercritica

La técnica de impregnacion supercritica utiliza medios no téxicos e inertes,
comunmente CO2, que actia como solvente para incorporar un aditivo o
compuesto activo en una matriz polimérica. Asi, el CO2 supercritico representa
un buen medio para la impregnacion de compuestos organicos en polimeros, ya
gue muestra una alta capacidad solvente para este tipo de sustancias y altos
valores de coeficiente de difusion en diferentes tipos de matrices poliméricas a
relativamente baja temperatura, debido a su temperatura critica cercana a la
ambiente.
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En un proceso de impregnacion el CO2 cumple una doble funcion. Por un
lado, disuelve el compuesto activo, y simultaneamente penetra en la red
polimérica, produciendo su hinchamiento, como un solvente convencional. De
este modo, el compuesto activo penetra mas facilmente en el polimero, hasta
lograr su saturacién. Luego, al despresurizar el sistema, el CO2 abandona
rapidamente el polimero, que recupera su forma original, mientras que el
compuesto activo queda retenido en la red.

La cantidad de compuesto activo que puede incorporarse al polimero
depende de varios aspectos, tales como: las propiedades del polimero; las
interacciones quimicas entre el polimero y la sustancia activa; la capacidad de
hinchamiento y plastificacion del solvente, el tiempo de contacto, la presion, la
temperatura y la velocidad de despresurizacion [50, 51]. Este Gltimo suele ser un
pardmetro muy importante y debe ser optimizado en cada sistema polimero-
compuesto activo.

Los procesos de impregnacidon se pueden clasificar en dos grandes tipos:
“‘Rapid Expansion of Supercritical Solutions” (RESS) y “Supercritical Solvent
Impregnation” (SSI).

El proceso de Expansién Ré&pida de Soluciones Supercriticas (RESS)
aprovecha las grandes variaciones del poder disolvente del fluido supercritico
con cambios en la presion. Implica la deposicion de una sustancia soluble en el
fluido supercritico dentro de la matriz del polimero luego de la despresurizacion.
En este caso, incluso un soluto que tiene poca afinidad por la matriz polimérica
puede quedar atrapado dentro de ella [52].

El proceso de Impregnacion con Solventes Supercriticos (SSI) es un
mecanismo diferente en donde se satura el fluido con el compuesto deseado y
qgue aprovecha el alto coeficiente de particiéon del soluto entre el polimero y la
fase fluida debido a una alta afinidad del soluto por la matriz. También es posible
disolver otra sustancia en el fluido para mejorar la solubilidad del compuesto
(codisolvente) o para mejorar su dispersion en el polimero (surfactante) [52,53].

Debe mencionarse que tanto el proceso de RESS como el proceso de SSI
pueden verse limitados por la baja solubilidad del compuesto de interés en el
fluido.

Actualmente existen distintas aplicaciones a nivel industrial de la
impregnacion supercritica, como la impregnacion de madera con agentes
antifungicos [54] y tefiido de telas water-free [55]. A nivel experimental podemos
mencionar la impregnacion de polimeros para envases activos [29, 30] e
impregnacion de materiales biomédicos para liberacion controlada de drogas
[49], entre otras.

El proyecto integrador en cuestion se desarrolla dentro del segundo de los
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tipos nombrados anteriormente (SSI). Se han encontrado en la literatura
cientifica estudios recientes de impregnacion de peliculas de PLA con
compuestos activos de origen natural (como timol), pero el estudio de la
impregnacion con derivados oxidados del glicerol no ha sido reportado.

En este marco, este Pl presenta un estudio preliminar de la impregnacion de
dichos compuestos en peliculas de PLA utilizando CO2 supercritico como fluido
y se evaluard como dos variables de operacion (presion y velocidad de
despresurizacion) afectan la incorporacion del compuesto activo.

1.6 Objetivo general

Evaluacion preliminar de una ruta de valorizacion de la molécula de glicerol
a través de la produccién de derivados oxidados con presunta actividad
antimicrobiana y posterior impregnacion en un film polimérico comercial.

1.6.1 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion minima bactericida de estandares puros de
la oxidacién primaria de glicerol: gliceraldehido y dihidroxicetona.

e Evaluar la eficiencia de generacion de derivados oxidados del glicerol
catalizada por hematin tanto en solucién como inmovilizado en un soporte
solido.

e Comparar la eficiencia de técnicas alternativas simples de oxidacion de
glicerol tales como la reaccion de Fenton.

e Impregnar los productos de reaccion ricos en derivados oxidados, asi
como estandares puros, en un film de PLA utilizando CO2 supercritico.
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Capitulo 2: Bioactividad
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2.1 Introduccién

En el presente capitulo se detalla la metodologia utilizada para llevar a cabo
el ensayo de bioactividad y los resultados obtenidos.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se utiliza el método de
microdilucién en placa de 96 pocillos, en el cual se utiliza resazurina como
indicador redox.

Los microorganismos indicadores utilizados son Escherichia Coli,
Staphylococcus Aureus y Pseudomona Aeruginosa.

El ensayo de bioactividad se realiza para glicerol, con la finalidad de
confirmar que no presenta esta propiedad, y para DHA y GA, con el objetivo de
estudiar si alguno de ellos puede ser utilizado como biocida. En la bibliografia
actual, ain no se ha estudiado ninguno de ellos.

2.1.1 Método de dilucién

El método de dilucibn en agar o caldo es utilizado para determinar
cuantitativamente la actividad antimicrobiana de un determinado compuesto
sobre ciertos microorganismos.

En el método de dilucién se determina la MIC, concentracion minima a la
cual un compuesto inhibe el crecimiento de un microorganismo luego de su
incubacion durante 24 horas. Posteriormente se determina la MBC,
concentracion minima a la cual un compuesto antimicrobiano mata el 99% del
inodculo inicial luego de su incubacion durante 24 horas en condiciones
estandarizadas.

La técnica de dilucibn en caldo consiste en tubos o microplacas
(microdilucion) en las cuales la concentracion del compuesto es creciente. El
microorganismo analizado se inocula en los distintos pozos o tubos y se
determina la MIC luego de su incubacién durante 24 horas [56].

En la técnica de dilucién en agar las cajas se siembran en profundidad, con
una determinada concentraciéon del compuesto, luego se inoculan con el
microorganismo analizado y se incuba durante 24 horas. Posteriormente se
examina cada placa determinando si hubo o no crecimiento del microorganismo
[57].

La principal desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra.
En contraposicién, la principal ventaja radica en una mayor sensibilidad para
pequefias cantidades de compuesto bioactivo, ademas de diferenciar entre un
efecto bacteriostatico y bactericida.
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2.1.2 Determinacion de la MIC

La cuantificacion de la MIC se puede realizar en microdilucién, para lo cual
se utilizan placas con 96 pocillos (12 mm x 8 mm) en la que se estudia en cada
una de ellas 10 diluciones, un control positivo y uno negativo y hasta 8
compuestos antimicrobianos para un determinado microorganismo u 8
microorganismos diferentes para un determinado compuesto antimicrobiano.

Se debe tener especial cuidado en el mantenimiento de las condiciones del
inoculo, por lo cual las placas poseen una tapa y se sellan antes de incubar.
Posteriormente se observa la turbidez o mediante el empleo de indicadores
Redox se observa el cambio de color.

2.1.2.1 Indicadores redox

Un indicador redox es una sustancia que cambia de color al momento en que
se llega al punto de equivalencia en una valoracion redox. Es utilizado en
reacciones no coloreadas y se emplean en pequefias cantidades, debido a que
su coloracién es intensa.

Entre los indicadores redox utilizados en determinaciones de viabilidad
celular se encuentra la resazurina.

La resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide) es un colorante
azul, débilmente fluorescente utilizado como indicador redox en determinaciones
de viabilidad celular para la respiracion celular, tanto aerébica como anaerdbica
[58]. En la Figura 2.1 se puede observar su estructura quimica. En su forma
oxidada es de color azul, mientras que en su forma reducida se convierte
irreversiblemente a resorufin fluorescente de color rosa o rojo intenso. La
conversion de resazurina a resorufin es proporcional a la respiracion celular
aerébica [59].

HO (@) O

Figura 2.1. Estructura de la resazurina.

La resazurina fue utilizada por primera vez por Pesch y Simmert en 1929
para determinar la carga bacteriana de la leche [66]. Los ensayos realizados con
resazurina muestran una excelente correlacion con los ensayos de viabilidad
celular basados en MTT y las técnicas basadas en timidina triatiada.

Este ensayo es seguro y facil de utilizar, permite estudios mas largos y
funciona para células adherentes y bacterias/ hongos.
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La resazurina se reduce en las mitocondrias, por lo que resulta Gtil para medir
la actividad metabdlica mitocondrial. En presencia de NADPH deshidrogenasa o
NADH deshidrogenasa como enzima se convierte a resorufin, como se muestra
en la Figura 2.2. Por lo tanto, el sistema resazurina/diaforasa/NADPH puede
utilizarse para determinar niveles de NADH, NADPH o diaforasa y cualquier
actividad bioquimica o enzimatica involucrada [60].

En este PI, se utiliza la resazurina como indicador redox.
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Figura 2.2. Reduccién de resazurina en células vivas [60].

2.1.3 Microorganismos de analisis

Para realizar la prueba de bioactividad se seleccionaron las siguientes cepas
de microorganismos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Cepas de microorganismos analizados.

Microorganismo Cepa

Escherichia Coli ATCC 25922
Staphylococcus Aureus ATCC 25923
Pseudomona Aeruginosa | ATCC 27853

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el sistema digestivo
de animales y seres humanos, la mayoria de sus cepas son inofensivas, pero
existen algunas cepas que resultan patdgenas. Es un bacilo gram negativo
perteneciente a la familia de las enterobacterias, no produce esporas y es
aerodbica facultativa con movilidad mediante flagelos (Figura 2.3) [61].
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Figura 2.3. Escherichia coli.

Las cepas patdgenas se clasifican en seis grupos segun los sintomas que
producen, entre las cuales se encuentra la E. coli shigatoxigénica (STEC) que
puede producir una diarrea de distinta consideraciéon hasta provocar una
enfermedad grave como el sindrome urémico hemolitico (SHU). Las E. Coli
enterohemorragicas (EHEC) pertenecen al subconjunto de las STEC asociadas
generalmente al SHU. La cepa de E. coli (O157:H7) es la mas importante ligada
a las enfermedades transmitidas por alimentos y utilizada como indicador de
contaminacion fecal y parametro de inocuidad alimenticia.

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerdbica facultativa gram
positiva, inmavil y no esporulada (Figura 2.4). Forma parte de la flora natural del
ser humano, pero cuando se interrumpe la defensa de la piel puede causar
enfermedades, especialmente en grupos de riesgo [62].

Figura 2.4. Staphylococcus aureus.

Puede producir una amplia gama de enfermedades, desde infecciones
cutdneas y de la mucosa, de baja gravedad, hasta enfermedades de riesgo vital
como abscesos, meningitis, endocarditis 0 neumonia entre otras. Ademas,
puede afectar el tracto intestinal por la ingesta de la bacteria o la enterotoxina
gue ésta secreta.

Pseudomona aeruginosa es una bacteria gram positiva, aerdbica y con
movilidad unipolar (Figura 2.5). Es una bacteria patdogena tanto para plantas
como animales.
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Secreta una variedad de pigmentos como piocianina color azul verdoso,
fluoresceina color amarillo verdoso fluorescente y piorrubina color rojo pardo. Es
identificada, de modo preliminar por su olor a uvas y apariencia perlada in vitro.

Figura 2.5. Pseudomona aeruginosa.

Produce infecciones en las vias respiratorias y los pulmones, en vias urinarias y
heridas causando sepsis especialmente en personas inmunodeprimidas [63].

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Determinacién de ladensidad del in6culo minima capaz de reducir la
rezasurina

Luego de establecer las cepas de microorganismos a utilizar, se procede a
preparar el medio de cultivo, en este caso el Mueller Hinton (MHB), para lo cual
se pesan 1,76 gramos, se calienta con un alicuota de agua y se lleva a volumen
final de 80 mL. Se esteriliza el agua, caldo MHB y tips en autoclave.

En primer lugar se determind para cada cepa la concentracion del indculo
minima capaz de reducir la resazurina. Para ello se realizaron cuatro diluciones
seriadas (desde 10 a 10%) del in6culo bacteriano madre (106 UFC/mL) en tubos
falcon utilizando el medio de cultivo antes preparado y esterilizado como
diluyente. En una microplaca de 96 pocillos se colocaron 170 uL de cada dilucién
del in6culo bacteriano, 20 uL del medio de cultivo y 10 uL de resazurina.
Posteriormente se incubd a 37°C por 2 horas. Se seleccioné para cada cepa
bacteriana, la concentracion minima capaz de reducir la resazurina como la
menor concentracion del indculo que provoca el cambio de color azul a rosa en
la resazurina.
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2.2.2 Determinacion de MICy MBC

Se prepararon soluciones de GA, DHA y glicerol en agua de tal modo que
sus concentraciones fueron de 100 mg/mL. Esta operacion se realizd por
duplicado obteniendo 6 soluciones de compuestos.

Se realizaron 10 microdiluciones 1:2 de las soluciones de GA, DHAy glicerol
antes preparadas en tubos ependorff utilizando el caldo como diluyente para
lograr un rango de entre 25 mg/mL y 0,048 mg/mL.

En cada placa se trabajé con un solo compuesto. En cada pocillo de la placa
se colocaron 170 pL del inéculo a la concentracion antes determinada, con 20
uL de solucion con GA, DHA o glicerol. Para el control positivo se colocaron 170
uL del inéculo con 20 uL de caldo y para el control negativo se colocé 10 pL
resazurina con 20 puL de caldo.

Se incuba la placa a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se agrega a
cada pocillo 10 pL de resazurina.

Finalmente se realiza una ultima incubacién a 37°C durante 2 horas y se
observan los resultados.

Una vez determinada la MIC para cada compuesto y microorganismo se
procedié a determinar la MBC en agar. Para el agar utilizado se pesaron 5,5
gramos, se disolvio en una alicuota de agua y se llevdé a 250 mL finales.
Posteriormente se esterilizaron las placas de Petri utilizadas y el agar en
autoclave.

Se colocaron en cada placa de Petri el agar, las distintas diluciones de GA'y
se deja solidificar. Luego se inoculé cada placa con los microorganismos y se
deja incubar a 37°C durante 24 horas. Finalmente se observa el crecimiento o
no del microorganismo en cada placa.

El ensayo de bioactividad se realizé trabajando bajo campana UV para mantener
las condiciones de esterilidad controladas.

2.3 Resultados y discusion

La concentracién minima de cada cepa capaz de reducir la resazurina se
observa en la Figura 2.6.
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Figura 2.6. Determinacion de la densidad del in6culo minima capaz de reducir
rezasurina. EC (Escherichia coli), Sau (Staphylococcus aureus), Pse
(Peudomona aeruginosa)

Las diluciones realizas a partir del in6culo madre (106 UFC/mL) de izquierda
a derecha son: 10,6 UFC/mL (10%), 1,06 UFC/mL (10?), 0,106 UFC/mL (10®),
0,0106 UFC/mL (10%). Como se puede observar en la Figura 2.6, la
concentracion minima para E. coli es de 0,106 UFC/mL, para S. aureus 1,06
UFC/mL y para P. aeruginosa 0,106 UFC/mL. Una vez determinada esta
concentracion para cada cepa se procedié a determinar la MIC.

Durante la determinacion de la MIC se utilizé una placa de microdilucion por
compuesto y se sembré cada carril por duplicado. A la derecha se sembré un
control positivo (C+) y negativo (C-).

Al utilizar como compuesto de analisis DHA y glicerol se obtuvieron cambios
de color de la resazurina (de azul a rosado) bajo todas las concentraciones
analizadas, lo cual representa que para las concentraciones estudiadas no
arrojan un valor de MIC. Es decir, se observé un cambio en la actividad
metabdlica mitocondrial, por lo cual estas sustancias no actiian como inhibidores
del crecimiento.

Por otro lado, al utilizar GA como compuesto de analisis no se obtuvieron
cambios de color de la resazurina con algunas concentraciones, evidenciando
un valor de MIC patrticular para cada microorganismo.

Luego de establecer un valor de MIC para cada microorganismo se sembrg,
a partir de esta concentracion y superiores, en placas para determinar la MBC y
se observé a partir de que concentraciéon no hay crecimiento de las bacterias
indicadoras (Figura 2.7).

Los resultados finales se expresan en la Tabla 2.2.
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Figura 2.7. l1zquierda — Crecimiento de P. Aeruginosa a 6,25 mg/mL de GA;
derecha — Inhibicién de E. Coli a 6,25 mg/mL de GA.

Tabla 2.2. MIC y MBC para gliceraldehido.

Microorganismo

MIC GA [mg/mL]

MBC GA [mg/mL]

E. Coli 6,25 6,25
S. aureus 6,25 6,25
P. Aeruginosa 6,25 12,5

Luego de analizar los resultados y determinar que de los productos de la
primera oxidaciéon del glicerol sélo el gliceraldehido presenta bioactividad, se
prosigue en este proyecto integrador con el objetivo de oxidar el glicerol
selectivamente hacia este derivado. Por ello, en los siguientes capitulos las
determinaciones se focalizan respecto a este producto.
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Capitulo 3: Inmovilizacion de
hematin en hojuelas de
guitosano
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3.1 Introduccién

La oxidacion del glicerol catalizada por hematin en solucion utilizando
peréxido de hidrogeno como oxidante ha sido estudiada anteriormente por
Adrian Parodi [62]. Al evaluar la oxidacion como una via de revalorizacion del
glicerol es necesario tener presente que a escala piloto e industrial es necesario
reutilizar el catalizador, disminuyendo asi costos de materia prima y logrando
productos libres de impurezas que simplifican el tratamiento de efluentes.

La reutilizacion del catalizador se logra inmovilizdndolo sobre un soporte
inerte. El soporte debe presentar disponibilidad de grupos funcionales reactivos
para inmovilizar catalizadores y para modificaciones quimicas, hidrofilicidad,
estabilidad mecéanica y rigidez, regenerabilidad, y facilidad de preparacion en
diferentes configuraciones geométricas que proporcionen al sistema la
permeabilidad y el area superficial adecuada para una biotransformacion dada

[1].

Las hojuelas de quitosano presentan la mayoria de las caracteristicas
mencionadas y resultan efectivas para inmovilizar el hematin debido a su
estabilidad quimica, insolubilidad en el medio de reaccion utilizado, y caracter
inerte frente a reactivos y productos. Como inconvenientes se puede nombrar la
baja resistencia mecanica y alteraciones en su morfologia.

El quitosano es un copolimero amino polisacéarido que resulta de la union del
B (1-4),2-amino-2-desoxi-D-glucano y el 2-acetamidodesoxi-D-glucano, obtenido
por D-acetilacion alcalina de la quitina, que se extrae de las paredes de algunos
hongos y del exoesqueleto de algunos artrépodos como insectos, crustaceos y
escarabajos [1]. En la quitina los grupos amino C-2 son, en su estructura ideal,
totalmente acetilados. La quitina y el quitosano son, consecuentemente,
copolimeros de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. La estructura
idealizada de la quitina, al igual que la estructura del quitosano, se muestra en la
Figura 3.1.
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Figura 3.1. (a) Estructura idealizada de la quitina, (b) quitina 100%
desacetilada, (c) quitosano copolimero intermedio entre a'y b [1].

La principal caracteristica del quitosano es el grado de desacetilacion,
dependiendo del mismo su solubilidad en soluciones acuosas acidas, su
capacidad de adsorcion de agua y su resistencia a la biodegradabilidad [63]. Al
aumentar el grado de desacetilacién, aumenta la densidad de grupos — NH: del
polimero resultante (Figura 3.1).

La inmovilizacion covalente y efectiva del hematin sobre hojuelas de
quitosano ha sido estudiada anteriormente en la tesis doctoral de la Ing. Agostina
Cordoba [63].

En el presente capitulo se pretende inmovilizar hematin sobre hojuelas de
quitosano para obtener 1 gramo de catalizador heterogéneo evaluando la
eficiencia de inmovilizacion y su correspondiente actividad catalitica.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Inmovilizacién de hematin

A continuacion, se describen las etapas del procedimiento mediante el cual
se inmovilizé hematin sobre las hojuelas de quitosano para preparar 1 gramo de
catalizador. El proceso consta de 4 etapas en las cuales se realiza una
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modificacion superficial con el agregado de APTS y glutaraldehido, la unién
covalente del hematin y desactivacion de los grupos carbonilos remanentes
(Figura 3.2).

CATALIZADOR HETEROGENEO

Filtrado y lavado
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l Eiltrado y lavado . Filtrado y lavado Filtrado y lavado " %
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I o Tr—— T ——
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pH=7 2 horas pH=7 1 hora 2 horas 0,5M 1 hora

Figura 3.2. Proceso de inmovilizacién de hematin sobre hojuelas de quitosano.

3.2.1.1 Modificacién superficial: incorporacién de APTS

Se coloc6 1 gramo de hojuelas de quitosano en un Erlenmeyer de 100 mL.
Se afiadieron 50 mL de buffer fosfato pH 7 y 776 pL de solucién APTS 98%. La
mezcla se sometié a agitacion magnética durante dos horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se filtré al vacio (procurando no secar las hojuelas) y
se descartaron los sobrenadantes. Las hojuelas himedas se lavaron con 50 mL
de solucion buffer fosfato pH 7, repitiendo el mismo proceso de filtrado y
descartando los sobrenadantes. El lavado se repitio tres veces.

3.2.1.2 Modificacion superficial: glutaraldehido

Las hojuelas obtenidas de la etapa anterior se pusieron en contacto con 50
mL de buffer fosfato pH 7 y 130 uL de solucién de glutaraldehido 25% P/P con
agitacion magnética durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
filtr6 al vacio (procurando no secar las hojuelas) y se descartaron los
sobrenadantes. Las hojuelas himedas se lavaron con 50 mL de solucién buffer
fosfato pH 7, repitiendo el mismo proceso de filtrado y descartando los
sobrenadantes. El lavado se repiti6 tres veces.

3.2.1.3 Union covalente del hematin

Las hojuelas obtenidas de la etapa anterior se pusieron en contacto con 48
mL de una solucién de hematin de 1114 mg/L en NaOH 0,01N, de tal manera
gue la relacién masica de hematin/hojuela seca fuera de 0,054 g/g, bajo agitaciéon
magnética y a temperatura ambiente.
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Posteriormente se filtré al vacio y se trasvaso el sobrenadante a un matraz
de 100 mL, llevando luego a volumen final con agua destilada. Las hojuelas se
lavaron 3 veces con 45 mL de agua destilada. Se repitio la filtracibn en cada
lavado, separando los sobrenadantes en matraces de 50 mL. Se determind por
espectroscopia UV-visible (a 387 nm) el hematin no soportado en los
sobrenadantes y las aguas de lavado tomando muestras de 1 mL y utilizando
para la cubeta de referencia NaOH 0,01M.

3.2.1.4 Inactivacion de grupos carbonilo

El catalizador heterogéneo obtenido se sometié a una desactivacién de los
grupos C=0 remanentes en la superficie, necesario para lograr una matriz
quimicamente inerte. Las hojuelas se pusieron en contacto con 50 mL de
solucion tris 0,5 M bajo agitacion magnética durante una hora a temperatura
ambiente.

Posteriormente se filtro al vacio y se separo el sobrenadante en un matraz
de 100 mL llevando al volumen final con agua destilada. Las hojuelas obtenidas
se lavaron tres veces con 45 mL de agua destilada. Se filtr6 nuevamente y se
tomaron muestras de los sobrenadantes en matraces de 50 mL. Se midieron las
absorbancias a 387 nm para determinar la cantidad de hematin unido no
covalentemente que se separ0 durante esta etapa de desactivacion tomando
muestras de 1 mL y utilizando para la cubeta de referencia NaOH 0,01M.

La masa de hematin inmovilizada se determiné por balance de masa
considerando la masa de hematin que se contact6 con las particulas y la masa
de hematin en aguas de lavado de las dos ultimas etapas del proceso de
inmovilizacion.

Se estimé la eficiencia del proceso de inmovilizacién (Y) como la masa de
hematin soportado (mg) por masa inicial de hematin (mg):

masa de hematin soportado (mg)
Y = — - x 100
masa inicial de hematin (mg)

3.2.2 Calibrado para determinacion de concentracion de hematin

Se confeccionaron soluciones estandares de hematin de distintas
concentraciones utilizando una solucion acuosa madre de hematin de 1114 mg/L
en NaOH 0,01M como diluyente (Tabla 3.1). Luego se colocaron 1 mL de cada
solucion en cubetas plasticas y se realiz6 la lectura espectrofotométrica por
duplicado a 387 nm, longitud a la cual el hematin tiene su pico maximo de
absorcion. Para la cubeta de referencia se utilizé NaOH 0,01M.

El equipo utilizado fue el espectrofotometro Perkin-Elmer mod. Lambda 35
(Massachusetts, E.E.U.U.) de planta piloto de la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales (UNC).
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Tabla 3.1. Soluciones para curva de calibracion de hematin a 387 nm.

Estandar Vqumgn sol. Volumen sol. NaOH Concentracion

Hematin [pL] [WL] hematin [mg/L]
EO 0 5000 0.00
El 10 4990 2,23
E2 25 4975 5,57
E3 38 4962 847
E4 50 4950 11,14
ES 75 4925 16,71
E6 100 4900 2228

La curva de calibracion obtenida se observa en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Curva de calibracion de hematin a 387 nm.

3.2.3 Determinacion de la actividad catalitica hacia el fenol

Para determinar la actividad catalitica de hematin inmovilizado se llevo a
cabo una reaccion de testeo rapida y sencilla de oxidaciéon de fenol y 4-
aminoantipirina (AAP) con H202 anteriormente estudiada por Carvalho, Metelitsa
y Vojinovic [23]. En dicha reaccion se forma una quinoniamina de color purpura
como resultado de una condensacion entre el radical fenoxi con AAP. La
concentracion de dicho compuesto coloreado puede ser medida por
espectrofotometria a 510 nm. Originalmente fue testeada en 1943 por Emerson
utilizando ferricianuro de potasio en medio alcalino como catalizador y en la
actualidad se demostr6 que las metaloporfirinas sintéticas resultaron ser
catalizadores activos para esta reaccion [64].

En la Figura 3.4 se puede observar la reaccion entre la AAP (a) y el fenol (b)
con peroxido de hidrogeno, dando como resultado agua y una quinoniamina (c).
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Figura 3.4 Reaccion de determinacion catalitica hacia fenol.

La determinacion de la actividad catalitica hacia el fenol se realizé por
triplicado y las condiciones de reaccion se presentan en la Tabla 3.2. Para la
confeccion de los medios de reaccion se requirido de una solucion de fenol 140
mM en buffer fosfato 0,1 M a pH=7 como diluyente, una solucion de AAP 3 mM
en buffer fosfato 0,1 M a pH=7 como diluyente y una solucién de H20:2 diluida 1:2
en buffer fosfato 0,1 M a pH=7.

Tabla 3.2. Condiciones de reaccién del testeo de la actividad catalitica del
hematin inmovilizado.

Ensayo Vof'i‘;rgle” Fenol | AAP | Cat | H:02
(mL] [mM] [mM] [mg/L] [mM]

CAT-1 11,40 8,35 0,11 19,5 12
CAT-2 11,40 8,35 0,11 15,5 12

El medio de reaccion const6 de 0,22 g de catalizador para CAT-1y 0,17 g
de catalizador para CAT-2, 9,83 mL de buffer fosfato, 1,01 mL de solucién de
fenol, 408 pL de solucion de APP y 150 pL de solucién de H202. Los medios de
reaccion se prepararon en tubos falcon colocando en primer lugar el catalizador,
luego el buffer, la solucién de fenol y de AAP y finalmente la solucién de peréxido
de hidrégeno dando inicio a la reaccién.

Se tomO6 una muestra a tiempo 0 que corresponde a 1 mL del medio de
reaccion antes del agregado del peroxido de hidrégeno y se midio la absorbancia
a 510 nm en cubeta plastica. Luego del agregado del perdxido de hidrogeno se
agito el medio con vortex durante 1 minuto, se tomo6 una muestrade 1 mL y se
midi6 la absorbancia a 510 nm en cubeta plastica.

Se calcula la actividad obtenida promedio y la desviacion estandar
correspondiente como pmol tinta producidos por mghematn por min (U'renor) Yy

como umol tinta producidos por g catalizador por min (A% genol).
umol tinta

' _
fenol = 4 g hematin x min
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cat umol tinta

fenol —

g catalizador X min
3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Inmovilizacién

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos de la inmovilizaciéon del
hematin sobre hojuelas de quitosano.

Tabla 3.3. Resultados inmovilizacion del hematin en hojuelas de quitosano.

Masa inicial HEM Masa HEM Masa HEM Eficiencia | Qp [mg hematln /
[mal lavado soportado de proceso g ho;uela
[mg] [mg] [%] himeda]
54,59 48,07 6,51 11,93 1,00

La eficiencia del proceso de inmovilizacién segun la masa soportada es de
11,93%, es decir, s6lo 6,51 mg de hematin han sido inmovilizados de 54,59 mg
disponibles. Dicho valor resulta ser bajo comparado con los valores de
referencia, que son del 60% (Andali Maria Belén y Ottonello Esteban, 2015), [64].

Una posible causa de la baja eficiencia de inmovilizacion es que el
glutaraldehido se encuentre polimerizado, estado en el cual no reacciona
adecuadamente con el brazo espaciador.

El glutaraldehido en solucién acuosa puede producir espontaneamente
condensacion alddlica intramolecular, dando lugar a la formacién de dimeros,
trimeros y polimeros [65] (Figura 3.5). La presencia de estos compuestos en
solucion afecta directamente la eficiencia alcanzada durante la inmovilizacion del
catalizador.

Por otro lado, la relacion méasica entre hojuela himeda y hojuela seca es de
6,51. Se determindé que por cada gramo de hojuela humeda hay 1 mg de
hematin, relaciébn que es tenida en cuenta al realizar la determinacién de la
actividad catalitica hacia fenol y las reacciones de oxidacion.
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Figura 3.5. Condensacion aldélica del glutaraldehido. [65]

3.3.2 Actividad catalitica hacia fenol

Los resultados de la actividad catalitica hacia fenol son:

Tabla 3.4. Resultados actividad oxidativa hacia fenol.

unidades | unidades en Eficiencia de Aenor (U /g U fenot (U /Mg
HEM soporte proceso segun hojuela hematin)
ofrecidas | totales (U) |actividad fenol (%) humeda)
V)
381,69 2,88 0,75 38,75 0,44

Hematin soportado es activo hacia la oxidacién de fenol resultando en una
actividad catalitica de 38,75 U por gramo de hojuela y una actividad catalitica
intrinseca de 0.44 U por mg de hematin. La eficiencia del proceso segun la
actividad hacia fenol resulta ser de 0,75 y el error porcentual del método de
medicion de actividad fue del 10,1 %.

La pérdida de actividad a causa de la inmovilizacion es alta, las posibles
causas son la aglomeracion de las hojuelas durante el proceso de inmovilizacion,
contaminacion de las hojuelas durante el proceso o una posible oxidacion de
hematin durante su conservacion en heladera sin un recipiente hermético.
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Capitulo 4. Reacciones de
oxidacion del glicerol
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4.1 Introduccién

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos de reacciones
de oxidacion del glicerol utilizando como catalizador hematin inmovilizado sobre
hojuelas de quitosano, hematin en solucién y sales de hierro (ll) de tipo Fenton.

En todos los casos se siguid la reaccién a través de la generacion de
aldehido y, en algunos casos, por cromatografia gaseosa. Se estudi6 el efecto
de la concentracion inicial de glicerol, de peréxido de hidrégeno, el pH, la
concentracion del catalizador (y en ausencia de estos) asi como el dosaje en
etapas del perdéxido de hidrogeno. La finalidad es escoger el tipo de catalizador
y las condiciones de reaccidbn que maximicen la conversion de glicerol a
gliceraldehido.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Determinacién de gliceraldehido mediante el reactivo de Schiff

En la determinacion de aldehidos en las muestras de reaccion se utiliza el
método del reactivo de Schiff.

El reactivo de Schiff, inventado por Hugo Schiff, es el producto entre la
fucsina y bisulfito de sodio [66]. Es utilizado para la deteccion de aldehidos y
tincion de tejidos biolégicos. Durante su uso, el reactivo de Schiff se encuentra
incoloro y al reaccionar con los grupos aldehidos de una muestra se desarrolla
un color fucsia caracteristico. En la Figura 4.1 se puede observar la reaccion
entre el reactivo de Schiff con aldehidos.
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Figura 4.1. Reaccion entre el reactivo de Schiff y el aldehido.

Para la elaboracion del reactivo de Schiff se disolvié 0,10 gramos de fucsina
basica en 60 mL de agua, posteriormente se adiciond 10 mL de sulfito de sodio
anhidro a 10% P/V con agitaciébn magnética. Lentamente se agregd 1,5 mL de
acido clorhidrico (36,5-38%, Cicarelli), se diluyé con agua destilada en 100 mL y
se filtr6. El reactivo de Schiff se deja reposar durante 1 hora refrigerado y al
abrigo de la luz antes de ser utilizado. Una vez preparada esta solucion no utilizar
luego de 14 dias.

Para realizar la curva de calibracion del gliceraldehido se evalud la influencia
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de la solucidon matriz utilizada como blanco en la cubeta de referencia debido a
una fuerte inestabilidad presentada por parte del reactivo de Schiff. Se
confeccionaron, por duplicado, 200 pL de soluciones estdndares de
gliceraldehido de distintas concentraciones a partir de diluciones progresivas de
una solucibn madre de gliceraldehido de 50 mg/L, utilizando agua como
diluyente, en cubetas plasticas. Se agregd 800 uL de reactivo de Schiff a cada
cubeta y se dejo reaccionar por 30 minutos. Para la cubeta de referencia se
utilizé reactivo de Schiff o agua destilada. Se realiz6 la medicion a 560 nm,
longitud a la cual el complejo que se forma entre el reactivo de Schiff y el aldehido
tiene un pico maximo de absorcion.

Las curvas de calibracidon obtenidas se presentan en la figura 4.2.
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Figura 4.2. Curvas de calibracion del gliceraldehido.

En la Figura 4.2 se aprecia que el ajuste lineal es similar en ambos casos;
no obstante, utilizando agua destilada en la cubeta de referencia se aprecia que
el standard de 0 mM de GA acusa una absorbancia residual distinta de cero
debido a que el reactivo de Schiff presenta coloracién a 560 nm. Por lo expuesto,
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no es conveniente obligar a pasar por cero la interseccion de la curva de
regresion con el eje y. Debido a que se detectd que el reactivo de Schiff es
inestable a la luz coloreandose con el tiempo de exposicion, se decidié continuar
utilizando agua destilada en la cubeta de referencia y emplear la curva respectiva
para cuantificar el contenido de gliceraldehido en las muestras de reaccion.

Durante la determinaciéon de GA se toman 200 pyL de muestra y se deja
reaccionar durante 30 min con 800 L de reactivo de Schiff, de la misma manera
como se procedié con la curva de calibracion

4.2.2 Cromatografia gaseosa

El método para determinaciones por cromatografia gaseosa con deteccion
por ionizacion de llama (FID) de glicerol, DHA y GA fue disefiado por Adridn
Parodi en el afilo 2016, utilizando piridina como solvente, n- hexanol como
estandar interno y N-Methyl-N-(trimethylsilyl) como derivatizante.

El equipo utilizado es el espectrofotometro Perkin- Elmer mod. Lambda 35
(Massachusetts, EE.UU.) de planta piloto de la Facultad de Ciencias Exactas.
Fisica y Naturales (UNC).

Se confeccionaron soluciones acuosas de concentraciones conocidas para
cada estandar y se secaron durante aproximadamente 3,5 horas en estufa de
vacio a temperatura ambiente para eliminar el agua debido a que la misma
inactiva el derivatizante. Posteriormente se redisolvié cada muestra en 100 pL
de piridina para confeccionar las muestras a derivatizar.

Se determind que el tiempo de retencion del derivatizante es de 4,9 min, del
estandar interno de 5,9 minutos, del GA de 7,3 minutos, del DHA de 8,1 minutos
y del glicerol de 8,7 minutos.

Por otro lado, se confeccionaron muestras con los 3 estandares buscando
qgue la suma de las concentraciones de GA, DHA y glicerol se sitle entre 4,1y
4,4 mM (ver Figura 4.3).

DHA

Glicerol
El

GA

0]

L] 1 2 3 B a L] & 9 10 i 12 13 14 13 L] 7 18 19 il 21

xC (GA-GL-DHA: 1.084 ; 0.25 ; 2.921 mM)
Figura 4.3. Cromatogramas de muestras patron.

Para la determinacion de productos de reaccion se colocaron 50 pyL de
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muestra de los medios de reaccion en un tubo eppendorf y se secaron en estufa
de vacio a temperatura ambiente.

Tabla 4.1. Confeccion de medio de reaccidn para cromatografia gaseosa.

Volumen sol. Volumen
Volumen S Volumen
piridina [uL] N-hexanol derivatizante final [uL]
[ML] [ML]
26,70 3,30 10 40

Luego, las muestras fueron re-suspendidas en piridina y se agregé el
estandar interno y el derivatizante segun los volimenes que indica la tabla 4.1.
Finalmente fueron temperados durante 30 minutos a 70°C en un bafio
termostatizado de aceite con agitacion magnética. Posteriormente, se inyecto en
el cromatégrafo gaseoso 1 pL de muestra derivatizada. En el caso de ser
necesaria una dilucion de la muestra, ésta se realizé antes del agregado del
derivatizante, utilizando piridina como diluyente y tomando 26,70 uL finales de
muestra para confeccionar el medio de reaccion segun la tabla 4.1.

4.2.3 Actividad catalitica hacia el fenol

Se realiz6 una determinacion de la actividad catalitica hacia fenol para
hematin libre. EI medio de reaccién se prepar6 por duplicado en cubetas
plasticas y las condiciones de reaccion se pueden observar en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Condiciones de reaccién del testeo de la actividad catalitica del
hematin libre.

Ensavo Volumen| Fenol AAP Cat H202
y final [uL] | [mM] [mMM] | [mg/L] | [mM]
Hematin | 1,40 | 833 | 011 | 5.8 12
libre

El medio de reaccion consté de 6 pL de solucién de hematin (la misma que
se utilizé en la inmovilizacién, seccion 3.2.1.3), 977 uL de buffer fosfato, 101 pL
de solucion de fenol, 41 pL de solucion de APP y 15 pL de solucién de H202. Los
medios de reaccion se prepararon en cubetas plasticas colocando en primer
lugar el catalizador, luego el buffer, la solucion de fenol y de AAP y finalmente la
solucién de peroxido de hidrégeno dando inicio a la reaccion.

Antes del agregado del perdxido de hidrogeno se mezclo el medio y se midio
la absorbancia a 510 nm obteniendo el valor a tiempo cero. Luego del agregado
del perdxido de hidrégeno se agitd el medio y se midié la absorbancia en linea a
510 nm durante 2 minutos.
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Se calculé la actividad obtenida promedio y la desviacion estandar
correspondiente como pymol tinta producidos por mgnematin por min (U'reno).
wmol tinta

! —
U fenol —

mg hematin X min

4.2.4 Estudio de optimizacion

Se aplica el disefio experimental Doehlert para dos variables: concentracion
de glicerol y concentracion de peroxido de hidrogeno. Los resultados de la
experiencia de optimizacion se expresan mediante superficies de respuesta.

El analisis estadistico de los resultados se realizé por medio del software
Statgraphics Centuridn, version XV.1, realizado por lvana Magario. Se analizaron
los efectos sobre las respuestas estudiadas y se ajustaron mediante modelos de
regresion multiple expresando los resultados como la relacion porcentual de
gliceraldehido a glicerol inicial.

B GA (mM)
x= Glicerol inicial (mM)

x100

Los modelos se analizaron por medio de coeficientes de regresion R?. La
significancia estadistica de los factores y sus efectos de interaccion se
determinaron mediante el Test de ANOVA, descartando los valores que no
afectan las variables dependientes (p>0,05).

4.3 Oxidacién con hematin inmovilizado

4.3.1 Condiciones de reaccion

Las condiciones de reaccion con hematin inmovilizado se pueden observar
en la Tabla 4.3.

Los medios de reaccién son temperados a 35°C en un bafio termostatizado
y con agitacion magnética. El pH de todos los ensayos es de 5. El agregado del
perdxido se realiza en una etapa para el ensayo numero 1 (283 uL) y en 5 etapas
para el ensayo 2 (11,32 uL cada 1 hora).

Para cada ensayo se evalla ademas el aporte no catalitico del perdxido de
hidrégeno, manteniendo las condiciones de reaccién y exceptuando el agregado
del catalizador heterogéneo.

Tabla 4.3. Condiciones de reaccion con hematin inmovilizado.

Ensavo Glicerol H202 M Catalizador Volumen final
Y [mM] [mM] [g1] [mL]
1 100 100 0,4500 25
100 100 - 25
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5 25 30 1,8000 10
25 30 - 10

4.3.2 Resultados y discusién

La concentracion de gliceraldehido obtenida mediante el método de Schiff,

medida por espectrofotometro a 560 nm, a 24 horas de reaccion se puede
observar en la Figura 4.4.

30,68
27,08

[ee]
i
o

Concentracion GA
[mM]

~ | 038

1 1 SIN 2 SIN
CATALIZADOR CATALIZADOR

N° ensayo

Figura 4.4. Resultados ensayos 1y 2 medidos por método del reactivo de
Schiff.

Teniendo en cuenta que para el ensayo 1 la concentracion de glicerol es de
100 mM el rendimiento de la reaccion resulta de 30,68%. Para el ensayo 2, la

concentracion inicial de glicerol es de 25 mM y el rendimiento de la reaccion es
de 0,15%.

Como se puede observar, el aporte no catalitico para ambos ensayos resulta
ser elevado, sin embargo, la produccién de gliceraldehido es considerablemente
mayor para el ensayo 1.

Para el ensayo 1 se realiz6 un seguimiento del avance de la reaccion
mediante CG (Anexo 1), que puede observarse en la Figura 4.5. Se aclara que
las muestras de este ensayo (con hematin inmovilizado) no fueron sometidas a
secado. Se realiz6 una dilucién de 1:200 con piridina de la muestra acuosa de
reaccion centrifugada y se sometié directamente a derivatizacion.
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Figura 4.5. Ensayo 1 hematin inmovilizado aporte catalitico 0 y 24 horas.

A 24 horas de reaccién se observa una disminucién del area del pico
correspondiente a glicerol de un 12,49 % lo que indica que hubo reaccién. Se
observan picos emergentes a los 6.6, 8.6, 7.1 y 8.0 minutos que podrian
relacionarse a productos de reaccién ya que estan ausentes a tiempo cero. En
contraposicion en ausencia de hematin no se observa una disminucion del area
del pico correspondiente a glicerol aunque se observan un pico emergente a los
8.0 minutos (Figura 4.6).

- Ensayo 1 sin hematin 0 hs
- ensaye 1 sin hematin 24 hs

El
O Glicerol

....ﬁ'...|....ﬁ...|....ﬁ...|....%-..l....ﬁ...l....ﬁ...l....ﬁ...l....ﬁ...l....%...l....#...l....

g
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Figura 4.6. Ensayo 1 hematin inmovilizado aporte no catalitico O y 24 hs.

Luego de las 3 horas de reaccion las hojuelas se observaron mas delgadas
y de un color mas claro (Figura 4.7), condicidbn que indica alteracion en la
morfologia del quitosano y una desactivacion del catalizador.
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Figura 4.7. Morfologia y color de las hojuelas ensayo 1 a 3 hs de reaccion.

Dado que el agregado de peréxido de hidrogeno en el ensayo 2 fue en 5
etapas (cada 1 hora), se observé un efecto negativo en la produccion de
gliceraldehido en estas condiciones. Sin embargo, el tiempo en el cual el
catalizador permaneci0 sin cambios en su coloracion aumenté
considerablemente de 3 horas para el ensayo 1 a 6 horas para el ensayo 2.

- Ensayo 2 con hematin 0 hs
- Ensayo 2 cen hematin 24 hs

O Gliceral

10 20 2D 140 50 (1] 7o 3o oo 100 10 120

Figura 4.8. Ensayo 2 hematin inmovilizado aporte catalitico O y 24 hs.

Al evaluar el aporte catalitico del ensayo 2 se puede observar que solo en
presencia de catalizador se obtiene un pico a 8.0 minutos y no se evidencian
picos de GA, coincidente con el valor obtenido mediante el método de Schiff
(Figura 4.8). Para el cromatograma sin hematin a 24 horas de reaccién no se
observan picos pertenecientes a productos de oxidacion (Figura 4.9).
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- @nsayo 2 sin hematin 24 hs
- ensayo 2 con hematin 24 hs
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Figura 4.9. Ensayo 2 hematin inmovilizado aporte catalitico y no catalitico 24
hs.

4.4 Oxidacién con hematin libre

4.4.1 Estudio de optimizacion

Con el fin de determinar la condicion que maximiza el rendimiento del
catalizador dentro de un rango especifico de condiciones se selecciona un
disefio experimental Doehlert, basado en la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) [67]. Por lo tanto, a partir de datos experimentales se obtienen
modelos polinomiales multivariados mediante estimaciones de minimos
cuadrados. Las respuestas experimentales se ajustan al siguiente modelo
cuadrético:

i=3 i=3 i=3 Jj=3
Y = bO + Z bixi + Z biixz + Z mblxj
i=1 i=1 i=1j=1

Donde Y es la respuesta pronosticada, bo es el promedio de todas las
respuestas experimentales, bi es el coeficiente de efecto principal de la variable
i, bii el coeficiente de segundo orden de la variable xi y bj el coeficiente de
interaccidn de efecto entre las variables xiy X;.

Este modelo empirico permite dar una respuesta al experimento mediante
una representacion tridimensional frente a dos factores, los efectos de la
curvatura y las variables y sus efectos de interaccion [67]. La respuesta obtenida
de cada experimento representa un punto especifico del octaedro formando
superficies de respuesta.
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Se aplica el disefio experimental Doehlert para dos variables: concentracion
de glicerol y concentracién de peréxido de hidrogeno. Durante este experimento
la concentracion de hematin es de 700 mg/L, la temperatura de 35°C y el pH=5.

Las condiciones de reaccion utilizadas se describen en la la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Condiciones de reaccion del disefio Doehlert.

N° de experimento | Glicerol [mM] | H202 [mM]
1 550 115
2 550 115
3 550 115
4 1000 115
5 775 202
6 325 202
10 100 115
11 325 28
12 775 28

Cada experimento tuvo una duracion de 5 horas. El agregado de peroxido
de hidrégeno se realiz6 en 3 etapas, (cada 1 hora) y se tomaron 200 uL de
muestras antes del primer agregado de peroxido correspondiente a tiempo 0 y
luego de 5 horas de reaccion.

La determinacion del gliceraldehido se realiz6 mediante el método de Schiff
tomando 200 pL de muestra.

4.4.2 Evaluacion del efecto del pH

Se evalud el efecto del pH sobre la reaccion, teniendo en cuenta que el
hematin forma dimeros p-oxo y T-T1 espontaneamente dependiendo de las
condiciones de reaccion que limitan su actividad.

Por tal motivo se disefiaron dos reacciones en las cuales la concentraciéon
de glicerol, peroxido de hidrogeno, temperatura y concentracion de catalizador
se mantuvo constante y se vario solo el pH.

Las condiciones de reaccion se pueden observar en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Condiciones de reaccion con variacion de pH.

Glicerol H202 | Hematin o
mM] | [mM] | [mgn] | T LC] PH
1000 115 100 Ambiente 4
1000 115 100 Ambiente 5

Los medios se prepararon en tubos falcon de 45 mL y las reacciones se
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desarrollaron con agitacibn magnética a temperatura ambiente. El tiempo de
reaccion fue de 24 hs y se tomaron 200 pL muestras a tiempo 0 y cada 1 hora.
Las determinaciones se realizaron mediante el método del reactivo de Schiff (800
pL de este Gltimo).

4.4.3 Evaluacioén del efecto de la concentracién de hematin.

Se evalud el efecto de la concentracién de hematin sobre la formacién de
producto obtenido. Para lo cual se procedié a disefiar un experimento en el cual
se asegura la ausencia de blanqueamiento del hematin (es decir, su inactivacion)
agregando sucesivamente solucion basica de hematin y peroxido de hidrogeno
en etapas.

Inicialmente se tuvo una solucion de 1000 mM de glicerol en buffer acetato
0,1 M a pH 5. Se utilizé buffer acetato 0,1 M para que los sucesivos agregados
de solucion basica de hematin no modifiquen el pH del medio de reaccion.

Las condiciones de reaccion se detallan en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Condiciones de reaccion prueba hematin concentrado.

rea-lc-:l(?irgr?c[)hs] Vtotal [l ] Chem [g/L] Chz202 [mMM]
1 2225 1,0 20
2 2291 2.0 40
3 2377 3.0 60
4 2484 4,0 80
S 2622 5,0 100

La determinacion de gliceraldehido se realiz6 mediante el método del
reactivo de Schiff.

Teniendo en cuenta la alta concentracion de hematin en el medio de
reaccion, se centrifugaron las muestras antes de contactarla con el reactivo de
Schiff disminuyendo asi su interferencia a 510 nm. Para cuantificar la
interferencia de hematin en la concentracion de gliceraldehido se midi6 tanto la
absorbancia del hematin decantado como de la solucién clarificada.

ABS final = ABS sobrenadante — ABS muestra de hematin precipitado

4.4.4 Resultados

4.4.4.1 Optimizacién

Para todos los experimentos se observo la formacion de burbujas hasta el
tercer agregado de H202 (Figura 4.10), producto de la formacién de oxigeno en
la descomposicién del peroxido de hidrogeno.
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Figura 4.10. Formacion de burbujas durante el tercer agregado de H20:2.

Otro fenédmeno visualizado durante el transcurso de la reaccion fue la
insolubilizacion de hematin (Figura 4.11), observado en las reacciones 1,2y 3
hasta el tercer agregado de perdxido, luego del cual se resolubiliza.

Figura 4.11. Visualizacién de hematin insoluble hasta las 3 hs de reaccién.

Luego de las 5 horas de reaccién todos los experimentos realizados aprecian
blanqueamiento de hematin, el cual se puede observar en la Figura 4.12.
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Figura 4.12. Blanqueamiento de hematin a 5 hs (imagenes a la derecha),
coloracién inicial (imagen izquierda).

Para la relacion porcentual gliceraldehido a glicerol inicial el coeficiente de
determinacion fue de R?=97,5714% y el R?ajustado=96,1142%.

La ecuacién del modelo ajustado es:

Relacion GA a glicerol inicial = 6,30549 - 0,0151852*[Glicerol] +
0,0091954*[Peroxido de hidrogeno] + 0,00000888889*[Glicerol]?

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades
naturales.

La Figura 4.13 representa la superficie de respuesta obtenida para la relacion
porcentual de GA a glicerol inicial luego de 5 horas de reaccion.

Relacidn porcentual de GA a glicerol
inicial luego de 5 h
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Figura 4.13. Superficie de respuesta ensayo de optimizacion.

Se puede observar un efecto positivo en la relacion porcentual de GA a
glicerol inicial con el aumento de peroxido de hidrégeno juntamente con la
disminucion del glicerol.

4.4.4.2 Efecto del pH

Para las reacciones desarrolladas evaluando el efecto del pH se obtienen los
siguientes resultados:

Como puede verse de la Figura 4.14 (izquierda) la generacion de GA fue
mayor a pH 4 que a pH 5 tanto a las 3 horas como a las 19 horas de reaccion y
estos valores fueron a su vez significantemente mayores a los obtenidos en
ausencia de hematin. En la figura 4.15 (derecha) se observa que la
concentracion de GA aumento luego de 4 horas de reaccion y cay6 luego hasta
agotarse luego de 24 horas de reaccion. Esto indicaria que GA es un producto
intermediario de oxidacién que se consume con el avance de la oxidacion
posiblemente hacia acidos carboxilicos de 3 o 2 atomos de carbonos.

Efecto del pH y de hematin enla Generacion de GA con hematin a pH 4
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Figura 4.14. Efecto del pH y de hematin en la generacion de GA (izquierda).
Figura 4.15. Generacion de GA con hematin a pH 4 (derecha).

4.4.4.3 Evaluacién del efecto de la concentracién de hematin

Los resultados obtenidos del experimento con hematin concentrado se
presentan en la figura 4.16.
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Figura 4.16. Concentracion GA prueba hematin concentrado.

Como puede verse de la Figura 4.16 la concentracion de GA aumento6 con
el tiempo de reaccidon progresivamente evidenciando su valor maximo a las 24
horas de reaccién a valores algo superiores a los obtenidos empleando menos
hematin (Figura 4.16 —izquierda). Es importante destacar que bajo estas
condiciones no se evidencio blanqueamiento de hematin (Figura 4.17).

Figura 4.17. Sistema de reaccién con hematin concentrado.

4.4.4.4 Actividad catalitica hacia fenol
Los resultados se pueden observar en la Figura 4.18.
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Figura 4.18. Curvas concentracion tinta hematin libre vs tiempo.

Tabla 4.7. Actividad catalitica hacia fenol de hematin libre.

Error porcentual de la

Ufenol (U /mg hematin) medicion

10,31 6,30

En la Figura 4.18 se puede observar que tanto hematin como la solucion de
H20:2 estan estables. Se observa saturacion en la concentracion de tinta a los
100 segundos.

Los resultados obtenidos también resultaron ser similares con los obtenidos
en la tesis de grado Otonello — Andali en 2010 (Figura 4.18) [64].

45 Oxidacion con método Fenton

45.1 Condiciones de reaccion

Durante el estudio de la reaccién catalizada por sulfato ferroso, se evaluo6 el

efecto de la concentracion de glicerol y peroxido de hidrégeno, como asi también
la masa de catalizador.

Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con agitacion
magnética. El pH de todos los lotes es de 3,65 y el agregado del peréxido se
realizd en una etapa para todos los lotes exceptuando el lote 4 que se realizé en
5 etapas (cada 1 hora). El volumen final de cada lote fue de 25 mL. Cada lote se
confeccioné segun la Tabla 4.8, con el fin de evaluar el aporte catalitico
(presencia de sal de hierro) y no catalitico del peroxido de hidrégeno.

Las determinaciones se realizaron mediante el método del reactivo de Schiff
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y se confirmo la presencia de productos mediante CG. Se tomaron muestras de
200 pL a tiempo cero y cada hora de reaccion y se midio la absorbancia a 560
nm. Para la confirmacion por CG se tomaron muestras de 50 pL durante la Gltima
hora de reaccion.

Tabla 4.8. Condiciones de reaccion por método Fenton.

No Reaccion Glicerol H202 FeSOa4 Volumen final
Lote [mM] [mM] [mg/L] [mL]
Aporte no 76 8.83 ] 25
1 catalitico
Aporte 76 883 100 25
catalitico
Aporte no 76 883 ; 25
5 catalitico
Aporte 76 8.83 100 25
catalitico
Aporte no 76 35 ; 25
3 catalitico
Aporte 76 35 44 25
catalitico
Aporte no 76 69,54 ; 25
4 catalitico
Aporte 76 69,54 100 25
catalitico

Las condiciones de reaccion del lote 1 corresponden a las optimizadas en
efluentes de la industria vitivinicola [15], faltando el tiempo en el cual la
conversién hacia el gliceraldehido es maxima, se utilizd dicho lote para
determinarlo. Una vez encontrado el tiempo en donde la conversion es maxima,
se repitié esta condicion optimizada por duplicado, el que corresponde al lote 2.

Se prepard una solucién acuosa de glicerol de 7 g/L (76 mM) a pH 3,65
acidulada con HCI 1 N. Luego se realiz la bateria de reacciones segun la tabla
4.18 para cada lote en 25 mL de volumen final alcanzados con agua destilada.

4.5.2 Resultados y discusién

A continuacién, se detallan los resultados obtenidos para cada lote como asi
también la comparacion entre ellos.

El efecto del aporte catalitico para el lote 1 se presenta en la Figura 4.19.
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Figura 4.19. Resultados lote 1 Fenton.

Se observa que la conversion maxima se da a las 3 horas de reaccion.
Debido a que Fenton no es un método catalitico selectivo hacia el gliceraldehido,
se elige este tiempo para finalizar las siguientes reacciones en donde su
concentracion es maxima.

Para la reaccion con aporte no catalitico se observa un aumento en la
concentracion de gliceraldehido durante las primeras 2 horas de reaccion con
2,58 mM, luego de la cual disminuye y vuelve a aumentar a las 4 horas de
reaccion con 8,68 mM para finalmente disminuir hasta 0 mM a las 24 horas de
reaccion, valor que denota la desaparicion total del gliceraldehido. Este efecto
puede deberse a que en las primeras horas de reaccion existe mayor cantidad
de perdéxido disponible para oxidar el glicerol consumiéndose con el paso del
tiempo. Sin presencia de peroxido en el medio de reaccidn no hay otra sustancia
capaz de oxidar al glicerol. Por otro lado, el gliceraldehido cuantificado en las
primeras horas pudo continuar oxiddndose hacia otros productos que no detecta
el reactivo de Schiff. Si bien se observa una fluctuacién en el aporte no catalitico
este resulta no es considerable respecto a la curva de reaccién con catalizador.
También se puede observar que el reactivo de Schiff cambia de color
notablemente en la reaccion con catalizador y no en ausencia del mismo (Figura
4.20) debido a su interaccion con aldehidos presentes.
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Figura 4.20. Comparacion de reactivo de Schiff a 3 horas de reaccién sin
catalizador presente vs con catalizador presente respectivamente.

Para la reaccion con aporte catalitico, la cual contiene glicerol, sulfato ferroso
y peréxido de hidrogeno, se observa un aumento sostenido de la concentracion
de gliceraldehido hasta las 3 horas de reaccion con 28,38 mM, luego disminuye
hasta las 5 horas de reaccion y finalmente aumenta a las 24 horas de reaccion
obteniendo 28,08 mM.

Al comparar la reaccién con catalizador frente a la que no posee la sal de
hierro, se concluye que el aumento de concentracion de gliceraldehido en la
primera se debe Unicamente al aporte catalitico ya que la otra muestra no posee
catalizador y su concentracién se mantiene practicamente constante.

Debido que a las 24 horas de reaccion se obtiene un valor de concentracion
levemente menor que a 3 horas de reaccidon se decide terminar los siguientes
ensayos a las 3 horas de reaccion.

En la Figura 4.21 se expresan los resultados obtenidos para el lote 2 el cual
se realizd por duplicado.

30,00
__ 25,00
= 20,00
.g. 15,00
<< 10,00 —e— Aporte catalitico
5,00 —e— Aporte no catlitico
0,00 &
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
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Figura 4.21. Resultados lote 2 Fenton.

Se puede observar un aumento sostenido en la concentracion de
gliceraldehido para la reaccion con catalizador y no se observa variacion
considerable para la reaccion en ausencia de hierro, lo cual indica que la
concentracion obtenida en la primera se debe Unicamente al aporte catalitico. La

concentracion maxima obtenida a las 3 horas de reaccion es de 26,68 mM.
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Figura 4.22. Cromatogramas lote 2 Fenton.

L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L 0 Ly Ly L Ry RN LA LRy LR R ey LR (atad piaa pia s}
1 2 * 4 5 -] 7 .3 9 19 " 12 13 “ % 16 7 1 %5 0

En el caso del lote 2 se pueden observar picos importantes a 6,6, 6,8
posiblemente pertenecientes a otros productos de oxidacién. Los picos
correspondientes al rango entre 7.9 — 8.0 minutos corresponden a una especie
de glicerol parcialmente derivatizada. En el caso del duplicado del lote 2 se
observan picos a 7,9 y 8,3 minutos posiblemente pertenecientes a otros
productos de oxidacion.

En la Figura 4.23 se detallan los resultados obtenidos para el lote 3.
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== Aporte catalitico
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Figura 4.23. Resultados lote 3 Fenton.

Se puede observar que la concentracion de gliceraldehido es maxima a las
2 horas de reaccion con 10,58 mM para la reaccién con catalizador y no se
observa variacion considerable en ausencia de este, lo cual indica que la
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concentracion obtenida en la primera se debe al aporte catalitico. Si bien la
cantidad de peroxido de hidrégeno agregado en este lote es mayor a la de los
anteriores, no se observan cambios significativos en el aporte no catalitico.
Ademas, la relacion peroxido/ catalizador utilizada en este caso es mayor a los
anteriores.

O Glicerol - curva patrén

- lote 3 Fenton

Figura 4.24. Cromatograma lote 3 Fenton.

Del cromatograma obtenido para el lote 3 a las 3 horas de reaccion se puede
observar la presencia de picos tanto para DHA y GA (Figura 4.24). Ademas, se
detecta la presencia de estandar interno y glicerol y la linea de base se observa
superior con respecto a la curva patron. Entre 12,8 y 14,5 minutos no se
observan los picos caracteristicos de la curva patron, posiblemente debido a un
enmascaramiento por la elevada linea de base.

En la Figura 4.25 se expresan los resultados obtenidos para el lote 4.
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Figura 4.25. Resultados lote 4 Fenton.

Se observa un aumento sostenido de la concentracion de gliceraldehido con
el tiempo, dando una conversién maxima a las 24 horas de reaccion. Con cada
agregado de peroxido de hidroégeno el aporte no catalitico fluctda, lo cual puede
deberse a la reaccién directa con glicerol hasta activarse el mecanismo catalitico.

A las 24 horas de reaccion el aporte no catalitico es minimo y despreciable
comparado con el catalitico.

Luego del ultimo agregado de peroxido de hidrogeno, a las 4 horas de
reaccion, la concentracion de gliceraldehido aumenta el 50%, pasando de 30,92
mM a 46,38 mM y a su vez el aporte no catalitico se reduce mas de la mitad.
Esta condicidn denota la activacion del sistema catalitico Fe (I1)/ H202.

.
) D Gliceral - Curva patrén
- lote 4 Fenton

Figura 4.26. Cromatograma lote 4 Fenton.

Del cromatograma obtenido para el lote 4 a las 24 horas de reaccion (Figura
4.28) se puede observar presencia de picos de GA y DHA como asi también
picos a 6,6, 6,8 y 7,9 posiblemente pertenecientes a otros productos de reaccion.
Ademas, se verifica la presencia de estandar interno y glicerol, y una linea de
base superior a la de la curva patrén.

De la Figura 4.27 se puede observar que para el lote 4 la concentracion de
gliceraldehido a 3 horas de reaccion es mayor que para los lotes 1, 2 y 3 en sus
maximas conversiones.
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Figura 4.27. Comparacion de todos los lotes Fenton.

Cada lote presenta una curva de conversion diferente, lo cual puede deberse
a que el rendimiento de la reaccion depende de la relacion Fe (I1)/ H202 utilizada.

Para el lote 4 se observa un aumento sostenido de la concentraciéon de GA
con el tiempo y su valor final es mayor que para los lotes anteriores, esto denota
un efecto positivo en el agregado de peroxido de hidrégeno en varias etapas.
Debido a esto, este lote es el que se elige para realizar la impregnacion en la
condicion optimizada obtenida en el siguiente capitulo.

Como se observa en la Figura 4.28, el sistema que posee el catalizador tiene
color amarrillo debido a la presencia de hierro (II). Ademas, cabe destacar, que
en ninguno de los lotes se vio la decoloracién del catalizador como sucedié en
varios con uso de hematin.

Figura 4.28. Sistema con catalizador activo Fenton (izquierda). Sistema sin
catalizador (derecha).
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Capitulo 5: Impregnacion con
CO2 supercritico
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5.1 Introduccién

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos en la
impregnacion supercritica de los compuestos oxidados del glicerol en films de
PLA comercial.

Primero, se evalla la impregnacion bajo distintas condiciones usando un
compuesto puro. Se elige la dihidroxiacetona (DHA) debido a la disponibilidad
tanto fisica como econdmica. Es necesario resaltar, que los resultados obtenidos
utilizando DHA son también validos para GA, debido a que ambos compuestos
son isomeros funcionales (Figura 5.1). Debido a su similitud, es esperable que
su comportamiento en la impregnacion con CO:2 supercritico sea semejante.

H 0 H
N7 |
C H—(IJ—OH
H—-—(lj——OH |=O
H—(ll—OH H—(ll—OH
H H
Glyceraldehyde, Dihydroxyacetone,
an aldotriose a ketotriose

Figura 5.1. DHA y GA isdbmeros funcionales.

Una vez elegidas las condiciones de operacién se procede a impregnar el
producto de las reacciones cataliticas. Como se ha mencionado, se utiliza el lote
de oxidacién en el cual se obtiene mayor concentracién de productos oxidados
(lote 4 obtenido por método Fenton).

5.2 Materiales y métodos

Para llevar a cabo el proceso se utilizé una celda de alta presién instalada
en la Planta Piloto del ICTA (FCEFyN-UNC), que cuenta con control de
temperatura y presion y un sistema magnético de agitacion interna.

El equipo se esquematiza en la Figura 5.2. Consiste en un tubo de CO2 que
se conecta mediante una linea y una vélvula (V-2) al generador manual de
presién (B-1). Esta linea toma forma de serpentin en un segmento, con el
objetivo de ser sumergido en un bafio refrigerante, para asi asegurar que el CO:2
ingrese en estado liquido a la bomba. En un ramal en forma de T, se conecta la
bomba manual al impregnador, ubicandose el manémetro (M-3) entre estos dos
equipos.

Dentro de la celda de impregnacién (C-1), se coloca un iman agitador
teflonado y un soporte de malla metélica que permite ubicar los films de PLA a
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una altura intermedia de la celda, ademas de separarlos entre si para posibilitar
una buena superficie de contacto y una impregnacion homogénea. Una vez
cargada la celda con el polimero, el compuesto activo y el agitador, se cierra 'y
se presuriza con COz2 hasta el nivel deseado. Una vez ajustada la temperatura y
la presion, se deja el sistema en esas condiciones durante un determinado
periodo de tiempo, durante el cual transcurre la impregnaciéon. Finalmente, el
sistema se despresuriza, liberandose el CO: a través de una valvula
micrométrica (V-5), y se recupera el material impregnado.

Camisa

/" calefactora

| {3 Termocupla

M-1 4 v

°C

Tubo ® ——-

de |

Co, | B-1 Agitador Controlador de
: | Magnético Temperatura

& V-5

Figura 5.2. Esquema del sistema de impregnacion. C-1: Celda de
impregnacion; V: Valvulas; M: Manémetros (medidores de presion); B-1.:
Bomba manual.

Se fijaron ciertos parametros para limitar el nimero de ensayos a realizar y
analizar como varia la eficiencia del método con respecto a las distintas variables
implicadas en el proceso.

La temperatura de trabajo se mantuvo en 50°C y el tiempo de impregnacion
se fij6 en 2 horas para todos los ensayos. Se trabaj6é a dos presiones diferentes
(90 bar y 120 bar) y dos velocidades de despresurizacion: una lenta a 5 bar/min
y una muy rapida a 50 bar/min. Siempre se mantuvo la misma relacibn masica
de DHA/polimero.

En cada ensayo se utilizaron 4 films de aproximadamente 0,1 gramos cada
uno, a modo de réplicas. Para la cuantificacion de la cantidad de compuesto
activo impregnado los films fueron pesados antes y después de la impregnacion
en una balanza analitica con una precision de £0.0001 g, registrandose su
aumento de peso.

Se defini6 el rendimiento de impregnacion como:
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En donde mo y ms representan la masa de film antes y después de la
impregnacion.

Por otra parte, se definio la eficiencia del proceso como:

mimpregnada

E% = x 100

mcargada

En donde mcargada representa la masa de compuesto activo inicialmente
cargada en la celda y mimpregnada la masa incorporada en los films durante la
impregnacion.

Se utilizé espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) para
la confirmacion de la impregnacion del compuesto deseado. Para ello se utilizé
un microscopio infrarrojo Nicolet iIN10 Mx (Thermo Fisher Scientific, EE.UU)
facilitado por la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ-UNC). Se adquirieron los
espectros en modo transmisién, con una resolucién de 4 cm, en un rango de
nimero de onda de 400 a 4000 cm™ y 16 scans, a temperatura ambiente. Los
espectros fueron procesados con el software Omnic 8.

5.3 Resultados y discusion

La Tabla 5.1 muestra los resultados de rendimiento y eficiencia de
impregnacion de DHA en films de PLA en las cuatro condiciones evaluadas.

Tabla 5.1. Rendimiento y eficiencia de impregnacién de DHA.

N° ensayo |Presion [bar] | Velocidad [bar/min] Rend[LD;]|ento Ef|c[|02?0|a
1 90 50 4,64 + 0,18 6,36
2 90 5 2,64 £ 0,39 3,30
3 120 50 3,39+0,45 4,16
4 120 5 4,24 + 0,50 4,50

Como puede observarse, tanto desde el punto de vista del rendimiento como
de la eficiencia, la mejor condicion para la impregnacion de DHA en el film de
PLA a 50°C, es a 90 bar y con una velocidad de despresurizacion de 50 bar/min
(ensayo 1).

Se observa que a distintas presiones los resultados son diferentes. Ya que
a una presion menor (90 bar), la influencia de la velocidad de despresurizacion
es notable, obteniendo una eficiencia de casi el doble cuando se despresuriza
rapidamente. Por otro lado, a una presion mayor (120 bar), las eficiencias son
practicamente iguales, indicando que la velocidad de despresurizacién no tiene
efecto significativo.
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Esto puede deberse a que el compuesto posee mas afinidad por el polimero
que por el CO2. Entonces a 90 bar y a una velocidad rapida de despresurizacion,
el tiempo necesario para que el compuesto fluya con el CO2 no es suficiente y
precipita rdpidamente en el polimero. Cabe destacar, que el PLA es un polimero
con varios grupos polares por lo tanto tendr& afinidad con compuestos como el
DHA en donde puede tener interacciones muy fuertes por puentes de
hidrogenos. Lo contrario ocurre a una velocidad de despresurizacion lenta, en
donde posee mas tiempo. Por otro lado, la solubilidad del compuesto en CO:2
aumenta con la presion, por ello a 120 bar la eficiencia es independiente de la
velocidad.

La presencia del compuesto en el polimero impregnado se confirmé
mediante espectroscopia FTIR. A continuacion, se presenta los espectros
obtenidos:

2-Propanene, 1,3-Dihydroxy-

Infrared Spectrum
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=)
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0
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Figura 5.3. Espectro FTIR del compuesto DHA puro, obtenido de NIST
(National Institute of Standards and Technology, https://www.nist.gov/).

0

¥Tlfed Jan 24 15°9:16 2018 (GMT-03-00)

% Transmitancia
2883,55
295066
1454 .20
137283
951,59
869,31
742,88
676,89
456,31 -

1725,34
1191,95

I T e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de Ondas (cm-1)

83



Figura 5.4. Espectro FTIR obtenido de PLA comercial.

Comparando los espectros de DHA y PLA, como se observa en las Figuras
5.3 y 5.4, existen picos caracteristicos del polimero entre 2900 y 3000 cm y
1700 cm? distintos al DHA. En contraste, éste tiene un pico caracteristico
aproximadamente en 3400 cm, correspondiente al enlace O-H. Los picos del
polimero a 2993,55 cm™ y 2950,66 cm™ corresponden a vibraciones de los
enlaces C-H a partir de CHa. El pico a 1725,34 cm™ corresponde a la del enlace
C=0 de éster alifatico [69]. El polimero también presenta absorcion a longitudes
de onda cercanas a 3400 cm-1, también debido a la presencia de grupos
hidroxilos en los grupos terminales de las cadenas.

La Figura 5.5. Muestra el espectro obtenido del film impregnado superpuesto
a los espectros de DHA y PLA puro.
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Figura 5.5. a-Espectro DHA (violeta); b-Espectro PLA impregnado con DHA
(verde); c-Espectro PLA sin impregnar (rojo).

Se observa el pico caracteristico del DHA a 3400 cm™ (correspondiente a
enlaces O-H) en el film impregnado, siendo este mas pronunciado que en el
polimero sin impregnar. Se observa también un incremento en el pico que
aparece a aproximadamente 2300 cm™. El CO2 absorbe tipicamente en este
rango, lo cual sugiere que puede tratarse de CO: residual que no se terminé de
desorber del polimero después de la impregnacion.

Luego de confirmar mediante IR y teniendo ya la condicion optimizada de la
impregnacion para DHA en PLA, se impregno el lote 4 obtenido por el método
Fenton, en donde se obtuvo la mayor concentracion de GA. Se tomo una muestra
de 1,5 mL y se seco en estufa de vacio a temperatura ambiente durante 4 dias
para eliminar el agua y se disolvié la muestra seca en 2 mL de etanol 96%. Este
procedimiento se llevo a cabo para evitar la presencia de agua en la celda de
impregnacion, lo cual puede ocasionar deterioro del polimero.

Los resultados de la impregnacion supercritica del lote 4 de Fenton se
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presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Resultados impregnacion supercritica lote 5 Fenton.

Ensayo | Rendimiento (%) | Eficiencia (%)
Lote 4 2,28 £ 0,67 7,09

La eficiencia final del Lote 4, resulta ser mayor que la obtenida en los
ensayos con estandar de DHA. Cabe destacar que esto se debe a que la masa
de muestra era menor que en los otros ensayos, tratdndose de 0,02 gramos
frente a 0,1 gramos.
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Capitulo 6: Conclusiones
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6.1 Conclusiones

En el desarrollo del presente proyecto integrador fueron numerosas las
etapas de investigacion, disefio de actividades experimentales y las técnicas de
determinacion, experimentacion y analisis de datos. Con la finalizacién de cada
uno de estos ciclos se logré el disefio de la actividad posterior y el cumplimiento
de metas con sus respectivas conclusiones de interés.

Respecto al primer objetivo especifico planteado, se confirmé la actividad
biocida de uno de los productos de oxidacién del glicerol siendo éste el
gliceraldehido, resultado que fue muy alentador y sentdé un precedente ya que
nunca antes se habia estudiado. Dando una MBC con GA de 6,25 mg/mL para
E.coliy S. aureus y 12,5 mg/mL para P. aeruginosa.

Continuando por el segundo objetivo especifico, se inmovilizé el hematin
sobre hojuelas de quitosano con una baja eficiencia de inmovilizacion (11,93%
segun la masa soportada) y la consecuente sospecha de la polimerizacion del
glutaraldehido. A pesar de ello, se logro oxidar el glicerol al utilizar el catalizador
heterogéneo con una mejor relacién de reactivos/catalizador para el ensayo 1
obteniendo un rendimiento de reaccion del 30,68%.

Se oxido el glicerol con hematin libre, en el cual se obtuvo mayor rendimiento
apH 4 que apH5 (3,3% frente a 1,5% a las 19 horas de reaccién) y un efecto
positivo en la relacion porcentual de GA a glicerol inicial con el aumento de
perdxido de hidrégeno juntamente con la disminucién del glicerol.

Para todos los ensayos realizados con hematin, tanto libre como
inmovilizado, se puede concluir que el maximo rendimiento se dio a las 6 horas
de reaccion, tiempo después del cual las hojuelas presentan alteraciones
morfolégicas y blanqueamiento de hematin.

Luego, respecto al tercer objetivo especifico, se oxidé glicerol mediante
reacciones de Fenton, en las cuales se obtuvieron tanto DHA como GA vy la
sospecha de otros productos de reaccion. El tiempo para el cual el rendimiento
fue maximo fue de 3 horas de reaccién, siendo la mitad del tiempo determinado
para hematin. Se comprob6 que mediante el agregado de perdxido de hidrégeno
en varias etapas se logra un aumento sostenido en el tiempo de GA, dando un
rendimiento del 75%, condicién altamente buscada y satisfactoria,

Por ultimo, se cumplié con el cuarto objetivo especifico, en donde se logré
impregnar el estdndar con un buen rendimiento y eficiencia (4,64% y 6,36%
respectivamente), corroborando la existencia de los compuestos en el film
mediante espectrofotometria IR. Al impregnar el lote 4 de Fenton se logra una
eficiencia de 7,09% mayor al obtenido con los estandares, mientras que el
rendimiento es menor 2,28%. Cabe destacar que la eficiencia mayor se debe a
gue la masa de muestra era menor que en los otros ensayos, tratandose de 0,02
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gramos frente a 0,1 gramos.

6.2 Perspectivas a futuro

Si bien los objetivos del proyecto integrador realizado han sido cumplidos, se
han generado nuevos interrogantes y desafios que pueden ser tomados como
punto de partida para futuras investigaciones.

En cuanto a la oxidacién con hematin se propone seguir estudiando el efecto
de la concentracién de hematin para el aumento de rendimiento de reaccion.
Tomando como base de la condicién utilizada en la seccién 4.4.3 (100 mM
glicerol 5 g/L de hematin) e ir disminuyendo paulatinamente dichas
concentraciones.

Por otro lado, para la oxidacion con fenton se propone optimizar la relacion
de reactivos/catalizador con agregado de peroxido en etapas.

Respecto a la actividad biocida de los compuestos, se recomienda estudiar
el DHA en concentraciones mayores a las estudiadas en este PI.

Finalmente estudiar las caracteristicas del film impregnado, medir su
bioactividad, la capacidad de liberacion de los compuestos activos impregnados,
toxicidad de los mismos, caracteristicas fisicas y mecéanicas. Elegir un alimento
para envasado, determinar su flora natural y realizar ensayos sobre este
alimento.

Respecto al material propuesto, si bien propusimos el PLA ya que es un
material biodegradable y va de la mano con el objetivo de dar un uso a un
subproducto que es el glicerol sin generar otro tipo de contaminacién. Se deberia
estudiar si el PLA es el material mas apto para este tipo de aplicacion o existieran
otros posibles. Por otro lado, a qué tipo de envases se podria aplicar este y si es
rentable para alguna aplicacion en particular.
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7.1 Anexol

A continuacion, se presentan los cromatogramas del ensayo n°1 y 2 de
hematin inmovilizado

Cromatogramas del ensayo 1 de hematin inmovilizado:

e Con hematin tiempo 0 horas

e Con hematin tiempo 24 horas

00 10 o 30 40 50 6.0 70 30 5.0 100 10 120 130 140 150 160 170 130 19.0 200 o

e Sin hematin tiempo 0 horas
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oo 10 Zo Y ] 40 50 60 70 50 a0 100 "o 1z 130 1“0 150 160 7o 180 19.0 20 210

e Sin hematin tiempo 24 horas

o0 10 20 30 40 50 60 T0 30 5.0 100 110 120 130 140 150 16.0 170 130 190 200 Mo

Cromatogramas del ensayo 2 de hematin inmovilizado:

e Con hematin tiempo 0 horas

e Con hematin 6 horas
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e Con hematin tiempo 24 horas

o0 10 20 30 40 50 60 70 30 o0 100 110 120 130 140 150 16.0 170 130 190 200 20

¢ Sin hematin tiempo 0 horas

e Sin hematin tiempo 24 horas
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o0 10 20 30 40 50 60 70 30 o0 100 110 120 130 140 150 16.0 170 130 190 200 210

7.2 Anexo 2
Cromatogramas de las reacciones de Fenton:

e Lote 2 dilucién 1:8 tiempo 3 horas

- ™M

T I T I T [ T I T T T T I I O T T I T T I T T T O T A [T T T T I [T A [T T o T T T A T T [T T T oo oo oreT
1 2 3 4 5 6 T a 8 10 b | 1 1 1 1 1 7 1 19 e

° .ﬂ...|....E...|....ﬁ...\...\ﬁ.m.mamm..

e Lote 3 dilucion 1:8 tiempo 3 horas

° ..ﬂ...|....Hu.|....F....|....ﬁ.mmﬁ...|....

e Lote 3 duplicado, dilucién 1:8 tiempo 3 horas
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e Lote 4 dilucion 1:8 tiempo 24 horas

e T e
I
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