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ENRIQUE CASTELLANO: 1915-2011

Alberto L. Capparelli

Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas, Teéricas y Aplicadas (INIFTA),
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata,
C.C. 16, Suc. 4, 1900 - La Plata, Argentina

El pasado 16 de junio, en la ciudad de La Plata, fallecié el Dr. Enrique Castellano,
quien desde 1998 fuera un distinguido Académico Correspondiente de la Academia Nacional
de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

La trayectoria cientifica en el campo de la cinética y de la fotoquimica del Dr.
Castellano ha sido ampliamente reconocida por sus pares y su calidad humana encomiada por
sus discipulos y alumnos.

Habia nacido el 5 de octubre de 1915 en la ciudad de Carhué, Provincia de Buenos
Aires, v al momento de su fallecimiento habia cumplido los 95 aifios de edad, con sus
cualidades intelectuales intactas, a pesar de la enfermedad que, solo en el ultimo afio lo
mantuvo alejado del laboratorio de investigacién al que estuvo vinculado durante medio siglo

de su vida y de sus siempre constructivas conversaciones con sus discipulos y colegas en el
INIFTA.

Realiz6 sus estudios en la Facultad de Quimica y Farmacia (hoy Facultad de
Ciencias Exactas) de la Universidad Nacional de La Plata. Alcanz6 el grado de Doctor en
Quimica en 1942 a través de su trabajo de tesis doctoral “Variaciones de las Propiedades
Fisicas y Quimicas de Betunes Asfalticos en el Proceso de Mezclado Para Pavimentos”, bajo la
direcciéon del Dr. Pedro J. Carriquiriborde.

En 1946 ingres6é como Asistente del Departamento de Mecanica en la entonces
Facultad de Fisicomatematicas (hoy Facultad de Ingenieria), para luego, sumarse en caracter
de Asistente Principal de Estudios y Ensayos de Materiales, a la carrera de Ingenieria
Aeronautica.

En 1958 se incorpor6 como dJefe de Seccidon del entonces Instituto Superior de
Investigaciones “Carlos A. Sagastume” en la Facultad de Quimica y Farmacia. Es en este
ambito donde inicié los trabajos relacionados con la cinética quimica y fotoquimica de
reacciones en fase gaseosa, siendo en esta actividad, uno de los primeros y mas cercanos
colaboradores del Prof. Hans J. Schumacher, quien supo apreciar su notable habilidad
experimental y su gran capacidad de raciocinio, que fuera una de las caracteristicas que lo
destacara durante toda su vida.

Conjuntamente con el Prof. Schumacher y el Dr. Eduardo E. Sicre (1919-2010)
recientemente fallecido, realizaron importantes contribuciones en el campo de la cinética y
fotoquimica en fase gaseosa, incluyendo la formacién de recursos humanos, durante mas de
cuatro décadas que destacan aiin hoy en dia en el pais y en el exterior.

Los trabajos del Dr. Castellano, tanto en la quimica del ozono, como en la
interpretacién de la cinética y mecanismo de reacciones térmicas y fotoquimicas de
compuestos fluorados de relevancia en quimica de la atmoésfera recibieron reconocimiento
internacional.

~5~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

Sus contribuciones de la década entre 1960-1970, permitieron elucidar mecanismos
de reacciones complejas, en los que, con los equipamientos disponibles en esos afos, se
postularon especies reactivas en fase gaseosa, las que treinta afios después fueron aisladas y
estudiadas en el INIFTA por sus discipulos con técnicas resueltas en el tiempo, como fue el
caso del los radicales fluorooxicarbonados del tipo FCOx (x=1-3) y fluoroxisulfurados FSOx
(x=2-5), asi como en otros laboratorios del pais y del extranjero. Sus trabajos sobre la
fotoquimica del ozono trascendieron las fronteras de nuestro pais y mantienen vigencia en la
actualidad.

El Dr. Castellano se caracterizé por ser un eximio investigador y estar dotado de
una habilidad experimental fuera de lo comun. Esta destreza no solo quedd reflejada en su
trabajo de investigacién. Quienes tuvimos la oportunidad de conocerlo también fuera del
ambito de trabajo, pudimos apreciar su pasién por la construccién de modelos mecéanicos, en
particular miniaturas de trenes a escala milimétrica, donde quedaba plasmada su maestria en
el trabajo manual, asi como minuciosidad por este tipo de labor, la que también se reflejaba en
la construcciéon de equipos para la ensefianza experimental de la fisicoquimica.

Supo diseflar y construir numerosos equipos que fueron empleados en sus
investigaciones, y tuvo la capacidad de transferir su amor por el trabajo experimental a los
primeros discipulos, profesionales y técnicos del INIFTA, quienes compartieron esta vision
permitiendo superar las limitaciones instrumentales y de equipamiento en la etapa
fundacional del instituto al que estuvo vinculado durante mas de 50 afios de su vida. Aun, en
los tultimos afos, colabord estrechamente con colegas y discipulos trabajando a la par con
equipamiento de nueva generacién incorporado en el laboratorio de cinética en fase gaseosa.
Recuerdo verlo en su escritorio frente a sus notas de experimentos expresando cuanto se
hubiera avanzado en el conocimiento de los sistemas a los que dedicara su vida cientifica, si
este equipamiento moderno hubiese existido en los afios fundacionales del INIFTA.

Como miembro de la Carrera del Investigador Cientifico del CONICET, alcanzé la
categoria de Investigador Superior en 1975 y el mismo afio fue galardonado con el Premio
“Enrique Herrero Ducloux” de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

Fue un excelente docente, caracterizado por la claridad en la transmisién de sus
conocimientos y su capacidad de sintesis. Su actividad docente, que inici6 en 1937, la
desarrollé tanto en la Facultad de Quimica y Farmacia y en la Facultad de Ciencias
Fisicomatematicas. Desempené funciones docentes en las Catedras de Termodinamica y
Tecnologia del Calor y en la Catedra de Quimica General.

Entre 1958 y 1981 fue Profesor Titular de la catedra de Fisicoquimica I, a la que
Imprimi6é su impronta personal y en la que volcara importantes esfuerzos para incorporar la
actividad experimental en el proceso de ensefianza, con un entusiasmo y dedicacién que sus
discipulos valoran atun en la actualidad.

Fue Consejero Directivo de la Facultad de Quimica y Farmacia entre 1948 y 1949,
Decano Interventor de la Facultad de Quimica y Farmacia en 1957, Consejero Académico por
el estamento de los Profesores entre 1958 y 1961.

En 1968 se crea la Facultad de Ciencias Exactas, de la cual fuera Decano entre
1969 y 1970. En 1970, se lo distingue como Guardasellos de la Universidad Nacional de La
Plata.
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Alejado de la vida universitaria en la primera mitad de la década de 1950, su
actividad se canalizé hacia el sector privado, donde fue Jefe de Laboratorio de General Electric
(1951-1954); Jefe de Laboratorio de los Laboratorios Argentinos de Tratamientos Térmicos y
Afines (1954-1955) y posteriormente Socio Gerente hasta 1958. De regreso a la actividad
académica fue, entre 1958 y su jubilacién en 1981, Profesor Titular de la catedra de
Fisicoquimica I, como ya se menciond.

Fuera del ambito de trabajo, supo cultivar la amistad y la camaraderia sincera y
derramar su buen sentido del humor y su fina ironia.

Sus discipulos y ex-alumnos le profesaron un respeto poco comun. Lo admiraron,
tanto por sus amplios conocimientos, como por su impronta de bien, su honestidad intelectual

y la rectitud con la que dirigié su vida publica y privada.

Manuscrito recibido y aceptado en julio de 2011.
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RUDOLF L. MOSSBAUER: 1929-2011

Enrique J.Baran

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

El 14 de setiembre de este aifio falleci6 en Griinwald, un pequefio y muy bello
poblado situado en las cercanias de Munich, Rudolph L. Méssbauer uno de los mas destacados
fisicos contemporaneos, cuyo descubrimiento mdas notable, y que lleva su nombre (“efecto
Mossbauer”), generd un profundo y permanente impacto no sélo en la Fisica sino también en
todas las disciplinas que constituyen el campo de las Ciencias Exactas y Naturales y muchas
de sus aplicaciones tecnolédgicas.

Rudolf Ludwig Mossbauer nacié en Munich el 31 de enero de 1929, hijo de Ludwig
Mossbauer y Erna Ernst. Realizé sus estudios de ensefianza media en la “Oberschule” de
Munich- Passing e inici6 sus estudios de Fisica en la Universidad Técnica de Munich en 1949,
aprobando su Tesis de Diploma en 1955, bajo la direccién del profesor Heinz Maier-Leibnitz,
en el Laboratorio de Fisica Aplicada de la misma Universidad, en cuyo Instituto de
Matematica se desempené como Asistente durante la realizacién de este trabajo.

Inmediatamente inici6 su trabajo de Tesis Doctoral, trasladandose al Instituto de
Fisica del Instituto Max Planck de Investigaciones Médicas de Heidelberg. En el transcurso de
este trabajo realizdé las primeras observaciones experimentales del fenémeno de absorcién
nuclear resonante libre de retroceso, trabajando con la radiacion g de 129 keV del 191Ir.
Recibié su Doctorado, otra vez en la U.T. de Munich y bajo la supervisién del profesor Maier-
Leibnitz, en enero de 1958. Ese mismo afo, y trabajando nuevamente en Heidelberg, confirmé
definitivamente la existencia del fenémeno que ahora lleva su nombre.

La fama de Méssbauer crecié enormemente en 1960 cuando Robert Pound y Glen
Rebka emplearon este efecto para demostrar a escala de laboratorio el desplazamiento a
menoresenergias de radiacion gamma por efecto del campo gravitacional terrestre. Este
experimento realizado en los laboratorios de la Universidad de Harvard, constituyé una
importante y sélida soluciéon experimental de la llamada “paradoja de los relojes gemelos”
predicha por la teoria especial de la relatividad de Einstein.

Sin embargo, la importancia central del nuevo fendémeno descubierto y
adecuadamente descripto por Mossbauer radica en el hecho de que abrié una nueva e
importante ventana para la experimentacién cientifica, es decir el analisis espectroscopico de
la radiacién gamma o espectroscopia Méssbauer como usualmente se la denomina. El impacto
de este descubrimiento fue rapidamente reconocido por la comunidad cientifica internacional y
yva en 1961 Mossbauer obtuvo el Premio Nobel de Fisica por su descubrimiento, el que
compartié ese ano con el fisico estadounidense Robert Hofstadter, quien en su caso fue
galardonado por sus pioneros trabajos sobre la dispersiéon de electrones por nicleos atémicos y
sus descubrimientos relacionados a la estructura de los nucleones.

El afio anterior Mossbauer habia sido invitado a incorporarse al Instituto
Tecnolégico de California, en Pasadena, para continuar alli con sus trabajos, siendo designado
al poco tiempo Profesor de Fisica de ese Instituto.

En 1964 la Universidad Técnica de Munich lo convencié de incorporarse
nuevamente a ella, manteniendo alli su cargo de profesor hasta su designaciéon de Profesor
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Emérito en 1997. En 1972, sucedié a su maestro Maier-Leibnitz en la direccién del Instituto
Laue-Langevin en Grenoble (Francia), en el momento en que comenzaba a funcionar alli el
nuevo reactor experimental de alta energia, y finalizada su tarea alli, en 1977 retorné
definitivamente a Munich.

Si bien nunca dej6 de estar conectado nuadamente la herramienta por él
descubierta, sus intereses cientificos posteriores se centraron en varios otros aspectos de la
fisica del estado sélido y de la fisica nuclear, en especial la fisica de neutrinos.

Como se mencioné mas arriba, la espectroscopia Moéssbauer se fue transformando
en una herramienta sumamente valiosa para estudios estructurales en diversos campos de la
Ciencia y la Tecnologia.

En la actualidad se ha establecido que unas tres docenas de elementos del Sistema
Periédico pueden ser utilizadas para estudios por esta metodologia, siendo el 57Fe el nuclido
con el cual mas estudios se han realizado.

Este hecho ha tenido, por ejemplo, un fuerte impacto en los avances logrados en
nuestro conocimiento sobre sistemas inorganicos presentes en los seres vivos (Bioinorgéanica),
muchos de los cuales tienen en su composicién uno o mas iones Fe(Il) o Fe(IlI). En este caso, la
espectroscopia Mossbauer ha sido una herramienta fundamental para avanzar en la
comprensiéon de la estructura y los mecanismos de reacciéon de muchos de estos sistemas.

Por otra parte, también diversos avances en Medicina y Farmacologia estan
fuertemente ligados a esta metodologia (p. €j., a través de la utilizacién de los nuclidos 67Zn,
99Ru, 1291, 195Pt, 197Au, 151Eu y 1565Gd, entre otros).

Asimismo, la espectroscopia Mossbauer ha tenido y sigue teniendo enorme
importancia e impacto para los mas variados campos de la ciencia basica y la aplicada tales
como la cinética quimica, la ciencia de materiales, la mineralogia, la metalurgia, la geoquimica
y la biologia molecular.

Manuscrito presentado y aceptado en octubre de 2011.
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JOSE R. GALVELE: 1937-2011

Luis A. de Vedia

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

El pasado 31 de julio se produjo el inesperado fallecimiento de nuestro estimado
colega, Académico Titular Dr. José Rodolfo Galvele.

El Dr. Galvele habia nacido en la Capital Federal el 10 de marzo de 1937 y su muy
extensa y destacada trayectoria profesional puede resumirse de la siguiente manera: Realiz6
sus estudios en la UBA, recibiéndose como Licenciado en Quimica en 1960 y como Doctor en
Quimica en 1962. También realizé estudios de especializacién en corrosiéon de metales en la
Universidad de Cambridge, Inglaterra, obteniendo el Ph.D. en 1966.

Ingres6 como investigador en la Comision Nacional de Energia Atomica en 1960,
dedicandose al estudio de la corrosién de metales. Sus principales temas de trabajo estuvieron
relacionados con mecanismos de picado de metales y mecanismos de corrosién bajo tensiones.

Public6 158 trabajos cientificos en revistas de su especialidad. Es autor de 15
monografias, capitulos de libros y de enciclopedias, sobre temas de corrosién de metales.
Dirigié 22 tesis doctorales. Pronuncié conferencias y dictd cursos en Universidades y Centros
de Investigacién nacionales y del exterior. Fue miembro del comité editor de tres revistas
internacionales de su especialidad e invitado a dictar conferencias plenarias en numerosos
congresos internacionales. Fue Investigador Superior en la Carrera del Investigador Cientifico
y Tecnolégico del CONICET.

Asimismo, recibié los siguientes premios:

- Premio “P.A. Pistocchi”, afio 1972, de la Sociedad Argentina de Metales.

- Premio “T. P. HOAR-1981” y Premio “T.P. HOAR-1987" del Corrosion Institute, de
Inglaterra.

- Diploma al Mérito en Fisicoquimica y Quimica Inorganica, Fundacion KONEX, 1993.

- Premio W.R. WHITNEY-1999 de la National Association of Corrosion Engineers, USA.

- Premio U.R. EVANS-1999 del Institute of Corrosion, de Inglaterra.

Estos dos dltimos premios se otorgan anualmente a investigadores a nivel internacional por la

trayectoria cientifica y contribucion al conocimiento de la Ciencia de la Corrosiéon. Ambos son

los premios maximos que otorgan dichas instituciones, que son a su vez las principales

instituciones que reunen a especialistas en Corrosién en USA e Inglaterra, respectivamente.

- Designado en 1999 Honorary Fellow del Institute of Corrosion (Inglaterra).

- Designado en 2001 Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas
y Naturales (Buenos Aires, Argentina).

- Designado en 2002 Fellow de la TWAS (Academy of Sciences for the Developing World),
Trieste.

- Premio Konex de Platino 2003 en Ingenieria Civil, Mecanica y de Materiales.

- Premio “Vocacién Académica 2004, Fundacion El Libro y Lazara Grupo Editor, 4 de Mayo de
2004, 30°. Feria Internacional de Buenos Aires: El Libro del Autor al Lector.

- Felicitacién de la Honorable Camara de Diputados de la Nacién, por el premio recibido en
2003. Sesiones Ordinarias 2004, Orden del dia N° 1256, 02/12/2004.

- Investigador Emérito de la Comision Nacional de Energia Atomica, Resolucion de
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Presidencia N° 40, del 16/02/06; B.P.A. No. 5/06
- Doctor Honoris Causa de la Universidad Nacional de General San Martin. Otorgado el 2 de
junio de 2008.

Publicé, junto con el Dr. Gustavo S. Duffd, el libro “Degradaciéon de Materiales —
Corrosién”, Jorge Baudino Ediciones; Instituto Sabato, Buenos Aires, 2006.

Su trabajo: Transport processes and the mechanism of pitting of metals, publicado
en el Journal of the Electrochemical Society, 123, 464 (1976), fue recientemente incluido entre
los trabajos clasicos del JES (The Electrochem. Soc., Interface, Spring 2009, 33-35).

Hasta el momento de su fallecimiento, se desempefiaba como Profesor Titular de
Corrosién de Metales de la UNSAM, habiendo sido entre 1993 y 2007 Director del Instituto de
Tecnologia “Prof. Jorge A. Sabato”, UNSAM-CNEA, al cual contribuy6 a formar.

Su desaparicién deja un espacio que sin duda sera dificil de llenar, no sblo por sus

virtudes profesionales y capacidad técnica sino también por su humanidad y el afecto que
despertaba entre quienes tuvieron el privilegio de conocerlo.
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BRUNO FERRARI BONO: 1922-2011

Raul A. Lopardo

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

El Ingeniero Don Bruno Ferrari Bono, de cuyos antecedentes los Miembros de esta
Academia tienen ya suficiente conocimiento, ha desarrollado una tarea muy fructifera y ética
en todos los campos en los que le tocod actuar, siendo siempre un ejemplo por su dedicacién a
las aspectos vinculados con los recursos naturales renovables y con el bienestar del hombre en
general y del nifio en particular.

Naci6 en Buenos Aires el 29 de enero de 1922. Se gradué de Ingeniero Civil en la
UBA y realiz6 estudios de postgrado en Milan, Turin, Zurich y los Estados Unidos de NA. Fue
designado Dr. honoris causa de la Universidad de Buenos Aires y de la Universidad Nacional
de Cérdoba. Miembro Titular y luego Miembro Honorario de la Academia Nacional de
Ingenieria. Miembro de la Academia Nacional de Geografia y Miembro Titular de esta
Academia desde el anio 2004.

Su tan especial comunién a través de los siglos con personajes cientificos como
Leonardo da Vinci, Galileo Galilei y Amerigo Vespucel, y su vocacién por transmitirnos sus
trabajos y enseflanzas, su ingenio y dedicacién para proveer de agua potable a las
comunidades desprotegidas de Laos con tuberia de cafias de bamb1, su esfuerzo para dotar de
agua y recursos a la infancia mejicana (reconocido por las organizaciones internacionales y, en
particular, por UNICEF), su sencilla aplicacién de la bomba de agua como método econdémico e
inmediato de provision en Bolivia, su amor por la Argentina en general y por su Patagonia en
particular, que va mucho mas alla de haber colaborado exitosamente con la Cancilleria en el
conflicto austral con Chile sobre los limites en Laguna del Desierto y la regiéon de Hielos
Continentales, son sélo algunos de los aspectos destacados en la vida del Ingeniero Ferrari
Bono, que no pueden ser claramente expuestos en un sencillo “curriculum vitae”, pero que a mi
juicio demuestran mucho maéas certeramente las cualidades generales de nuestro Académico
recientemente fallecido.

Fundador de la primera firma de consultoria argentina en ingenieria hidraulica (en
asociacién con los ingenieros Ballofet y Cuenca), fundador del sistema de alerta hidrolégico de
la cuenca del Plata, brillante asesor internacional, consultor de Naciones Unidas, primer
Secretario de Recurso Hidricos de la Nacién de los tiempos de la democracia, profesor
universitario, presidente del Instituto Nacional de Ciencia y Técnica Hidricas, ha estado
presente en todos los ambitos de la profesién y de la actividad comunitaria: Pero eso atin no
seria tan destacable si no estuviera ademas conjugado con relevantes cualidades profesionales,
una notable eficiencia, una vocacién admirable y una gran calidad humana.

Lamento profundamente la irreparable pérdida que hemos sufrido con el
fallecimiento de quien ha sido un ser humano excepcional, un profesional del mas alto nivel
internacional, un funcionario de excelencia, un foco de cultura general inigualable y, en mi
caso personal, un amigo capaz de brindarme mucho mas de lo razonable.

El Ingeniero Ferrari Bono siempre estara con nosotros.

Presentacion realizada el 30 de setiembre de 2011.
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KAZUO NAKAMOTO: 1922-2011

Enrique J.Baran

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Kazuo Nakamoto fue uno de los mas importantes y reconocidos espectroscopistas
del siglo XX. Habia nacido en Kobe (Japdén) en 1922 y obtuvo su titulo de grado y el doctorado
en la Universidad de Osaka, en la que inicié también su actividad académica antes de
permanecer dos afios en la Iowa State University como becario Fulbright.

En 1958 se incorpord a la Clark University, tres afios mdas tarde paséd al Illinois
Institute of Technology y a partir de 1969 fue convocado por la Marquette University, como
primer Wehr Distinguished Profesor of Chemistry.

Su actividad estuvo siempre fuertemente ligada a la espectroscopia vibracional. En
este campo fue uno de los primeros en proponer y en utilizar sistematicamente la sustitucién
isotopica de metales para facilitar la asignaciéon de vibraciones metal-ligando en complejos de
coordinacion.

Durante el desarrollo de su labor académico-cientifica dirigié los trabajos de
investigacién de mas de cien tesistas y becarios posdoctorales y publicé méas de doscientos
trabajos originales en las revistas mas prestigiosas de su especialidad. Asimismo, tuvo una
estrecha relacién personal con varios investigadores argentinos del Centro de Quimica
Inorganica (CEQUINOR/CONICETUNLP) y estuvo un par de veces en nuestro pais, dictando
cursos de posgrado en la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

Pero el nombre de Nakamoto se hizo particularmente conocido y respetado a través
de una serie de libros que han tenido y siguen teniendo continuado impacto en los estudios
espectroscopicos de compuestos y sistemas inorganicos y bioinorganicos. Esta actividad se
extendié hasta 2008 en que se publicé el dltimo de sus libros, “Drug-DNA Interactions:
Structures and Spectra’, preparado en colaboracion con M. Tsuboi y G.D. Strahan. En
particular, su obra “Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds”
cuya primera edicién data de 1963, constituye un verdadero clasico en este campo de la
espectroscopia inorganica. Su quinta (1997) y sexta (2009) edicién fueron presentadas en dos
volimenes, mostrando el continuado y minucioso trabajo del autor en mantener la obra
continuamente actualizada, una tarea a la que se dedicé con entusiasmo y pasiéon durante toda
su vida. Esto ha ayudado, sin lugar a dudas, a la permanente vigencia de esta obra y el
continuado interés en la misma, por parte de alumnos, docentes e investigadores de todo el
mundo.

La mencionada quinta edicién de esta obra recibid en el ano 2000 el Premio Alpha
Sigma Nu (National Jesuit Book Award) como el mejor libro cientifico escrito por un miembro
de una Universidad jesuitica.

Kazuo Nakamoto acaba de fallecer el 7 de junio de este afo, pero estamos seguros
de que su nombre permanecera vigente a lo largo de los tiempos, a través del innegable valor
de su obra académico-cientifica y, en particular por la calidad y el potencial del ya clasico
“Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds”.

Manuscrito presentado y aceptado en diciembre de 2011.
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LOS HERMANOS de ELHUYAR: DESCUBRIDORES DEL WOLFRAMIO
y PIONEROS DE LA CIENCIA HISPANOAMERICANA
(HOMENAJE EN EL ANO INTERNACIONAL DE LA QUIMICA)

Enrique J. Baran

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

En la Historia de la Quimica el nombre de los hermanos Juan José y Fausto de
Elhuyar esta casi siempre relacionado solamente al descubrimiento del wolframio. Sin
embargo, aparte de ese importante y trascendental logro, los hermanos de Elhuyar deben ser
recordados también, con gratitud y respeto, por la importante y valiosa actividad cientifico-
tecnoldgica que realizaron en Hispanoamérica hacia fines del siglo XVIII. De esta manera,
deben quedar ubicados y reconocidos entre el grupo de los precursores y pioneros del
desarrollo de las actividades cientificas en nuestro Continente.

Pero antes de presentar alguna informacién biografica general de los homenajeados
haremos una breve referencia a la institucién que los cobijé y en cuyo seno evolucionaron
cientifica y académicamente y en la que lograron, finalmente, el descubrimiento de un nuevo
elemento quimico. Por iniciativa del conde de Penaflorida, en el ano 1770 el rey Carlos III
tomé bajo su protecciéon a la Sociedad Bascongada de Amigos del Pais, la que a partir de ese
momento pasé a llamarse Real Sociedad Bascongada de Amigos del Pais [1,2]. Pocos afios
después, en 1777, la Real Sociedad fundd el Seminario de Vergara que se transformé en un
centro académico de primer nivel, y el primer centro espafiol orientado a la enseflanza practica
de las Ciencias. Tal es asi que Vergara fue la primera ciudad espafiola donde se establecieron
catedras de Quimica y Metalurgia [1,2].

Volviendo ahora a nuestros homenajeados debemos mencionar, en primer lugar,
que su padre, Juan de Elhuyar Surrut, habia nacido en 1718 en el pueblo de Hasparren, una
localidad situada en los Pirineos Atlanticos en la histérica region vasco-francesa de Labort.
Estudié Medicina y Cirugia en Paris y en 1746 contrajo enlace con Ursula Lubice Sarrasti en
Saint-Jean de Luz, donde la pareja residié luego por un tiempo. En 1751 se establecieron en
Bilbao, trasladandose poco después a Logrono donde Juan ocupa el cargo de cirujano del
Hospital local.

El primer hijo del matrimonio, Juan José, naci6é en Logrofio el 15 de junio de 1754 y
un ano mas tarde, el 11 de octubre de 1755, vino al mundo su hermano Fausto Fermin. Su
hermana, Maria Lorenza, nacié el 8 de agosto de 1757. Lamentablemente, los tres hermanos
quedaron huérfanos muy pronto al fallecer su joven madre en 1758. El padre sacé adelante a
su familia, y volvié a desposarse en 1769 con Dominica Elizagaray, una mujer que habia
entrado a su servicio luego de la muerte de la esposa y le ayudé con la crianza de los tres nifios

[2].

Entre 1772 y 1777 Juan José y Fausto se radicaron en Paris, enviados por su padre
para encarar su formacién universitaria. En la capital francesa siguieron cursos regulares de
Ciencias Naturales, Fisica, Matematica y Quimica pero también de Medicina y Cirugia [2]. A
su regreso a Espana, ambos ingresan a la Real Sociedad Bascongada de Amigos del Pais,
donde rapidamente se reconoce su talento y entusiasmo. Ya al afo siguiente, Juan José es
enviado a KEscocia en una misién de espionaje, para obtener informacién sobre avances
recientes en la fabricacién de cafnones [2]. Y un afio después ambos hermanos son becados y
enviados a estudiar a la célebre Escuela de Minas de Freiberg, en Sajonia [1-3] donde fueron
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discipulos del famoso mineralogista Abraham Gottlob Werner (1750-1817), uno de los padres
de la moderna mineralogia y geologia, de quien ademéas se transformaron en fervientes
admiradores. Asimismo, durante esa estadia en Alemania tuvieron oportunidad de visitar
numerosas minas, fundiciones y otras industrias metalirgicas, no sélo en la regién aledana a
su lugar de estudios sino también en Inglaterra y Suecia [1,2]. En 1782 Fausto debe volver a
Vergara, para hacerse cargo de las catedras de Mineralogia y Metalurgia y su hermano Juan
José se traslada a Suecia para asistir a las clases del célebre quimico Torbern Olof Bergman
(1735-1784) en la Universidad de Upsala.

A su regreso a Espana, Fausto de Elhuyar, ya habia adquirido un cierto renombre
en los ambitos cientificos, no sélo debido a su sélida formacién sino también a través de una
serie de publicaciones relacionadas a temas de interés metaltrgico [1]. Por su parte Juan José,
no soélo reforzé grandemente sus conocimientos de Quimica bajo la guia de Bergman, sino que
también conocié a Carl Wilhelm Scheele (1742-1786), el descubridor del oxigeno, el bario y el
cloro, y seguramente también trabd contacto con Peter Jacob Hjelm (1746-1813) quien un afio
antes habia logrado aislar el molibdeno, el elemento liviano analogo al wolframio, ubicado en
el periodo anterior del Sistema Periédico. Todos estos contactos y experiencias seguramente
fueron de importancia fundamental para el préximo descubrimiento del wolframio. Terminada
su estadia en Suecia, y antes de regresar a Vergara, Juan José realizé también breves visitas a
Noruega y Dinamarca y volvié a tener una corta estadia en Paris [2]. En lo que sigue
analizaremos primeramente el descubrimiento del wolframio y luego la actividad de los
hermanos de Elhuyar en Hispanoamérica.

El descubrimiento del wolframio

Las dos fuentes minerales més importantes que aun son utilizadas en la actualidad
para la obtencién del wolframio metdalico son la scheelita (CaWOs4) y la wolframita, un
wolframato doble de Fe(II) y Mn(II), FeWO4 - MnWO4 [4] y esos mismos minerales eran los
estudiados hacia fines del siglo XVIII, con la presunciéon de que podrian contener un elemento
todavia desconocido, como lo era realmente el wolframio. Efectivamente, en 1779 Peter Woulfe
(1727-1803), un quimico y mineralogista irlandés, analizando muestras de wolframita lleg6 a
la conclusion de que este mineral contenia una sustancia desconocida. En 1781, Scheele
encontré que a partir de la scheelita, que en esa época se llamaba tung-stene (piedra pesada,
en sueco) era posible aislar un nuevo acido, al que llamé “acido tungsténico” y sugirié que a
partir de ese acido, eventualmente podria obtenerse un elemento metalico nuevo.

Después del regreso de Juan José a Vergara, los hermanos comenzaron a trabajar
con muestras de wolframita obtenidas en una mina de estafio de Zinnwald (un poblado minero
ubicado en los Montes Metaliferos (Erzgebirge), que constituyen el limite natural entre el
estado aleman de Sajonia y la Republica Checa). Entre los variados ensayos que realizaron con
este material, dos resultados aparecieron como particularmente importantes: a) al mezclar el
mineral con un exceso de carbonato de potasio y calentar la mezcla obtienen lo que llamaron
“sal blanca” (reaccién (1)); y b) al tratar esa sal con acido nitrico obtienen el llamado “polvo
amarillo” (reaccién (2)) cuyo posterior calentamiento da un polvo de color amarillo mas intenso
(reaccién (3)):

(Fe,Mn)WO: + K2CO3 — KaWO4 + 6xidos de Mn y Fe + CO2 (1)

La “sal blanca” no es otra cosa que el wolframato de potasio y simultdneamente determinaron,
en forma correcta, que la wolframita que estaban manipulando contenia también hierro y
manganeso, este ultimo en proporcién algo mayor. Luego, el tratamiento del KeWO4 con un
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acido fuerte (HNOs) genera acido wolframico de color amarillo:
KsWO4 + 2 HNOs — H2WO4 - H20 + 2 KNOs (2)
Y este acido, por calentamiento, da el correspondiente 6xido:
H2WO. - H20 + calor - WOs + 2H20 (3)

Por otro lado, a la luz de estos resultados sospechan, correctamente, que el acido
por ellos obtenido es analogo al obtenido por Scheele, a partir de la scheelita.

Finalmente, pudieron obtener el metal puro, reduciendo el 6xido con polvo de
carbdn, en un crisol refractario bien tapado; es decir, logrando generar en el interior del crisol
una atmosfera reductora de CO (ecuacién (4)):

WO3;+3C—->W+3CO (4

Asimismo, estudiaron en detalle las propiedades fisicas y quimicas del nuevo
elemento logrando obtener, incluso algunos otros compuestos nuevos del mismo, tales como
(NH4)2WO4, (NH4)10[HzW12042] - 10H20, CaWO. (scheelita sintética) y WOsx (azules de
wolframio) [2].

Los resultados de todos estos estudios, incluyendo el descubrimiento del nuevo
elemento, fueron presentados por los hermanos en las Juntas Generales celebradas por la Real
Sociedad Bascongada de Amigos del Pais en Vitoria, el 28 de setiembre de 1783 y aparecieron
publicados en los Extractos de las Juntas Generales de la Bascongada bajo el titulo “Analisis
quimico del volfram, y examen de un nuevo metal, que entra en su composicién”. El trabajo
esta dividido en trece capitulos, subdivididos en diversos apartados, y abarca 42 paginas [2].
Debido al hecho de la descripciéon de un nuevo elemento quimico y a la trascendencia general
de este trabajo, el mismo fue rapidamente traducido al aleman, al inglés, al francés y al sueco
[1,2].

Es interesante de mencionar que a pesar de que Scheele y Bergman, tuvieron en
sus manos el 6xido WO3 no pudieron aislar el metal del mismo. Esto muestra las dificultades
que encierra este proceso y este hecho fue reconocido también por uno de los mas importantes
quimicos alemanes de la época, Martin Heinrich Klaproth (1743-1817), el descubridor de
varios elementos quimicos (Zr, U, Ti, Ce), quien en 1786 admitié haber fracasado en todos sus
intentos por obtener el metal y que solo los de Elhuyar habia podido lograrlo [1,2]. Algunos
estudiosos espanoles consideran que los de Elhuyar fueron los tnicos que habian logrado
obtener un WO3 de muy alta pureza, mientras que los otros investigadores que habian tratado
de obtener también el metal a partir de ese 6xido probablemente habian manejado un material
fuertemente impurificado por el wolframato alcalino, lo que habria dificultado su reduccion [5]

Otra cuestién que fue reiteradamente discutida fue la del nombre que debia llevar
este nuevo elemento [2,6]. En la Gltima pagina de su trabajo los hermanos de Elhuyar dicen lo
siguiente: “Daremos a este nuevo metal el nombre de volfram, tomdndolo del de la materia de
la cual lo hemos sacado, y miraremos ésta como una mina, en que este metal estd combinado
con el hierro y la alabandina, como queda probado. Este nombre le corresponde mejor que el de
tungusto o tungsteno, que pudiéramos darle en atencion a haber sido la tungsteno o piedra
pesada la primera materia de que se ha sacado su cal, por ser el volfram un mineral que se
conocia mucho antes que la piedra pesada, a lo menos mas generalmente entre los
mineralogistas, y que el término volfram estd ya recibido en casi todos los idiomas de Europa,
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aun en el mismo sueco” [2]. Parece ser que Bergman insistié reiteradamente en el nombre de
tungsteno, pero su propuesta no fue aceptada por los hermanos de Elhuyar [2]. Asi quedd,
finalmente, convalidada su propuesta, la que modificada de acuerdo a las reglas de
nomenclatura de la ITUPAC terminé transformando el nombre del elemento en su actual
denominacion espafola de wolframio.

Los hermanos de Elhuyar en Hispanoamérica

Hacia fines de 1783 Carlos III designa a Juan José de Elhuyar como Director
General de Minas de Nueva Granada (hoy Colombia), para encarar el mejoramiento de los
procesos de exploracién y extracciéon minera en esas regiones del Nuevo Mundo [1,2,7]. Y, por
otra parte, envié a su hermano Fausto a Alemania y Hungria a establecer diversos contactos y
a conocer nuevas metodologias de trabajo en mineria y metalurgia, como paso previo a su
designacién como Director General de Minas de Nueva Espafia (México). En particular, se
buscaba aprender el nuevo método de extraccion de plata por amalgamacién, desarrollado por
el barén Ignaz von Born y que aparecia como muy promisorio para el tratamiento de minerales
argentiferos hallados en América [1,3,8]. Sin embargo, antes de partir para Hungria, Fausto
colaboré durante un par de meses con Francois Chavaneau (1754-1842), que habia sido
contratado como profesor de Quimica en Vergara y con quien realiz6 algunos interesantes
estudios sobre el platino encontrando, entre otras cosas, la forma de purificarlo y procesarlo
para hacerlo maleable [1,5]. Este logro constituye también un aspecto particularmente
interesante de la actividad de Fausto de Elhuyar como quimico, ya que los estudios sobre este
metal noble habian sido encarados en forma continuada en Espana, debido a que este
elemento habia sido descubierto y descripto por vez primera en el Nuevo Mundo por marinos
espanoles (Antonio de Ulloa y Jorge Juan, 1748) [7,9,10].

Por su parte, Juan José parti6 desde Cadiz al Nuevo Mundo en julio de 1784, en
compania de su cunado Angel Diaz Castellanos, y de inmediato se pone a la tarea que le habia
sido encomendada. En Bogota traba fuerte y perdurable amistad con su compatriota, el famoso
botanico José Celestino Mutis (1732-1808) [1], llamado a veces el “Linneo del Nuevo Mundo”
quien ya hacia tiempo que estaba radicado en Nueva Granada y cuyos conocimientos y
formacién fueran muy elogiados por Alexander von Humboldt quien lo visité en 1801, durante
su gran viaje americano [11].

Cuatro anos después de su llegada, Juan José se casa en Bogota con Josefa Gaona
de Bastida y de este matrimonio nacieron tres hijos: Ursula Pascuala (1791), José Luciano
(1793) y Fausta (1794). Un hecho importante, y escasamente difundido es que José Luciano
participé activamente en las guerras de la Independencia y es considerado como uno de los
héroes nacionales colombianos. En efecto, con sélo 20 afios formé parte del grupo de oficiales
granadinos que se incorporaron en Venezuela al ejército del Libertador Simén Bolivar durante
la llamada “Campana Admirable” de 1813. Después de varias encarnizadas y sangrientas
batallas en torno a Puerto Cabello en las que el joven de Elhuyar demostr6 todo su coraje y
destreza militar, fue ascendido a Coronel por el Libertador en el mismo campo de batalla. En
noviembre de 1814 fue nombrado Comandante General de la plaza de Cartagena, pero después
de una serie de conflictos y desavenencias internas entre los grupos patriotas fue expulsado a
Jamaica. Poco tiempo después intent6 regresar al Continente para volver a participar de la
defensa de Cartagena, otra vez ocupada por los espafoles, pero lamentablemente el navio que
lo llevaba naufragé durante la travesia, por lo que perdié la vida a la temprana edad de 22
anos [12]. Colombia lo sigue recordando con respeto y admiracion y el Batalléon de Infanteria
N° 40, creado en 1983, lleva su nombre, Coronel Luciano D’Elhuyar.

~17 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

En forma independiente, otra mision cientifica similar a la de Juan José de
Elhuyar, dirigida por el baron Thaddeus von Nordenflicht, arrib6é al Rio de la Plata en 1788,
recorrid diversas regiones del Alto Peru, especialmente la zona de Potosi y luego se instalé en
Lima donde desarrollé intensa actividad durante varios afos [7]. En uno de sus viajes von
Nordenflicht llegdé también a Bogota donde pudo reunirse e intercambiar experiencias e ideas
con de Elhuyar y Mutis [8,10].

La valiosa e intensa actividad de Juan José de Elhuyar se vio interrumpida
bruscamente por su temprana muerte, acaecida a los 42 afos, el 20 de setiembre de 1796 [2].
Y, si bien, habia llegado a bosquejar diversos proyectos y planes de trabajo en torno a la
explotacion minera de Nueva Granada, poco fue lo que realmente pudo concretar debido por
un lado a diversas trabas administrativas y burocraticas existentes en el Virreinato y,
finalmente, por su inesperado deceso en plena actividad.

Por otra parte, el impacto y la trascendencia de la obra de su hermano menor fue
mucho mas duradera y se ha dicho, con razén, que la importancia fundamental de la obra de
Fausto de Elhuyar radic6é en su funciéon como agente transmisor de las ideas cientificas a la
América espanola y el haber logrado colocar a la metalurgia mexicana al nivel de las mas
avanzadas de su época [3].

Después de haber estado recorriendo durante mas de un ano y medio diversas
regiones de Alemania y Hungria, Fausto se radicé por algunos meses en Viena, donde se
dedicé al estudio de los procesos metalurgicos de diversos metales que se venian desarrollando
en regiones aledafias a la capital imperial y disfruté también de la variada y brillante vida
social de la ciudad. Incluso, antes de retornar a Espafia contrajo enlace con una dama alemana
de distinguido linaje, Juana Raab de Moncelos, con quien partié hacia Nueva Espafia en junio
de 1788.

Luego de desembarcar en Veracruz, se dirigié de inmediato a México para hacerse
cargo de sus funciones de Director General de Minas de Nueva Espafia. De inmediato atendi6
los problemas administrativos mas urgentes y traté de comenzar con las reformas. Sin
embargo, rapidamente se encontrd con una importante serie de problemas, derivados en parte
por las luchas de intereses entre diversos grupos mineros y por otra parte, porque ya existian
un esquema y estructuras de trabajo, aquilatadas durante siglos, lo que dificultaba cualquier
reforma [10,13]. No obstante, en ningin momento perdié de vista uno de los objetivos mas
importantes que debia lograr, que era el establecimiento de una Escuela de Mineria para la
formacién y perfeccionamiento de nuevas generaciones de expertos en mineria y asi, en enero
de 1790 presenté un plan educativo para el nuevo Colegio en el cual se detallaron los
requisitos de ingreso de los estudiantes, el calendario de asignaturas béasicas, las condiciones
de trabajo de los profesores, los sistemas de evaluacién, el régimen de gobierno, la distribucién
de horarios y hasta el color de los uniformes [1,13,14].

La Escuela de Mineria fue finalmente inaugurada el dia de Ao Nuevo de 1792, con
una impactante y solemne ceremonia realizada en la Iglesia de San Nicolas [1,13,14],
transformandose de esta manera en la primera institucién cientifica erigida en suelo mexicano
[1,13].

Desde el comienzo se traté de impartir una ensefanza moderna, actualizada y
cientificamente sélida. El plan de estudios constaba de Asignaturas Principales (Matematica,
Fisica, Quimica y Mineralogia) y una serie de Asignaturas Auxiliares (Dibujo y Delineacién,
Francés, Gramatica Castellana, Latin, Geografia, Logica, Religiéon y Politica) que se dictaban
en forma paralela a las Principales. Asimismo, una vez avanzados los estudios habia practicas
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de campo, en las que los alumnos se incorporaban a la actividad de alguna explotacion minera,
baja la guia de un supervisor académico [13]. Los planes de estudios, asi como los contenidos
de las asignaturas fueron variando a lo largo del tiempo por diversas razones y necesidades,
pero la estructura basica continu6 respetandose. Asimismo, se hicieron grandes esfuerzos para
ir constituyendo una sélida biblioteca y para ir equipando los laboratorios con instrumental
moderno.

Entre las figuras destacadas que se incorporaron al cuerpo de profesores del
Colegio merece una mencion especial el nombre de Andrés Manuel del Rio (1764-1849), quien
llego a México en 1794 y se hizo cargo de los cursos de Mineralogia. Del Rio, habia sido
companero de estudios de Alexander von Humboldt en Freiberg y mas adelante fue el primero
en identificar al vanadio como un nuevo elemento a partir de un mineral aislado en la sierra
mexicana (1800) [9,15-17].

En 1797 cuando llegd a su término la designacién de Fausto de Elhuyar como
Director General, hubo una fuerte presién por parte de la comunidad minera y de sus colegas y
alumnos para que se lo volviera a redesignar por un nuevo periodo de nueve afios o
eventualmente de por vida, lo que finalmente fue concedido [1,14]. Ese mismo afio se comenzd
con la construccion del llamado Palacio de Mineria, para alojar no s6lo al Tribunal de Mineria
sino también al Colegio. La obra, cuyo disefio y construccién fueron realizadas por el escultor y
arquitecto espaiiol Manuel Tolsa, y que quedd definitivamente concluida en 1813, constituye
una de las obras maestras de la arquitectura neoclasica del continente americano.

Cuando Alexander von Humboldt visité México (1803-1804) quedé asombrado de la
calidad cientifica y académica de algunas de las instituciones que estaban funcionando alli
tales como el Jardin Botanico, la Academia de Bellas Artes y, en particular, del Colegio de
Mineria, que seguin dijo era practicamente una réplica mejorada de la Escuela de Minas de
Freiberg, reconfirmando la idea de que este Colegio fue sin duda una de las instituciones
cientificas més importantes y trascendentes de la América Ilustrada [9,13]. El impacto que
México, sus instituciones y su actividad cultural y cientifica tuvieron sobre el viajero prusiano,
parece haber sido muy grande e, incluso, se ha dicho que algunos anos después de su regreso a

Europa habia planeado seriamente retornar a América para radicarse definitivamente en
México [11].

Por otra parte, con el correr del tiempo, de Elhuyar habia llevado a Méjico a
numerosos cientificos alemanes o a espafioles formados en Alemania, con lo que la tradicién
alemana mantenia un fuerte impacto en toda la actividad minera mexicana. Incluso,
Alexander von Humboldt llegé a decir que “es en México donde se ha impreso la mejor obra
mineralégica que posee la literatura espafola, los Elementos de Orictognosia, escrita por el
sefior del Rio” [15]. Incluso, él mismo redactd un capitulo para ser agregado a esta obra, con el
titulo de Introduccion a la Pasigrafia [11]. Asimismo, qued6 fascinado por la coleccién
geoldgica del Colegio, por el equipamiento de sus laboratorios asi como por la excelente
preparacion y formacién de sus alumnos. Asimismo, mencioné en uno de sus escritos la
utilizacién los “Elementos de Quimica” de Lavoisier, cuya primera edicién espanola habia sido
publicada en México [1].

Durante esa visita de Alexander von Humboldt a Meéxico parece haberse
establecido un sélido vinculo de amistad y respeto entre él y Fausto de Elhuyar, quien muchas
veces comisiond, en afios posteriores, a través de él la compra de nuevos instrumentos para el
Colegio, mientras que von Humboldt deposité en numerosos museos europeos muestras de
minerales que habian sido colectados por el espafnol o sus colaboradores. Por otra parte, de
Elhuyar parece haber aportado también numerosas informaciones y sugerencias de valor e
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interés para la importante obra humboldtiana sobre México “Ensayo Politico sobre el Reino de
Nueva Esparia” [1]. Para la preparacién de este trabajo, el viajero habia logrado reunir
personalmente una importante cantidad de informacion en archivos y dependencias
gubernamentales del pais y el mismo fue redactado entre los afios 1809 y 1814, durante su
larga estadia en Paris, al regreso del viaje americano [11]. Este Ensayo tuvo, durante largos
afios, una fuerte influencia y un profundo impacto en los estudios histdéricos no sélo sobre
México sino también en el analisis de problematicas econdémicas, sociales y politicas de toda la
América colonial entre fines del siglo XVIII y comienzos del XIX.

Un trabajo particularmente valioso de Fausto de Elhuyar, fue publicado en 1818
bajo el titulo “Indagaciones sobre la Amonedacion en Nueva Esparia’ en el cual voleé una
importante parte de su larga experiencia en tareas mineras y actividades directamente
relacionadas.

Toda la actividad minera se vio fuertemente afectada por las guerras de la
independencia, y las actividades del Colegio de Mineria se fueron deteriorando rapidamente y
fueron gradualmente suspendidas hasta que finalmente dej6 de funcionar. El 30 de junio de
1821 se resuelve suspender totalmente las actividades del Colegio y el 22 de octubre de ese
mismo afio se acepta la renuncia de de Elhuyar al cargo de Director General, luego de mas de
33 afios continuados de servicios [1,14].

Durante este periodo de actividades, crecimiento y desarrollo el Colegio logré éxitos
ciertos en el impulso de nuevas técnicas productivas acordes con el desarrollo minero de los
paises europeos. Promovi6 la capacitacién de la mano de obra para resolver los mas variados
problemas técnicos y convencié a la colectividad minera que tenia sentido realizar fuertes
inversiones en la educacién de la juventud novohispana. Por otra parte, el Colegio no se limité
solamente a dar una instruccién teérica de las ciencias aplicadas, sino que procurd también
instruir a los jovenes en las reglas de urbanidad y el buen comportamiento social, buscando
formar profesionales que tuvieran todos los atributos de la cultura, la buena crianza y la
cortesia, es decir ayudar a la formacién de un “ciudadano” ilustrado que obedeciera, aceptara y
reprodujera la estructura de la autoridad virreinal. Paraddjicamente, en la instituciéon
germinaron también ideas revolucionarias y muchos de los jévenes alli formados participaron
en forma activa del proceso revolucionario que termind consolidando, finalmente, la
independencia del pais [13].

Después de su regreso a Madrid Fausto de Elhuyar participé todavia de numerosas
comisiones gubernamentales y al poco tiempo, en 1825, publicé su famoso tratado sobre la
influencia de la mineria en Nueva Espafna bajo el titulo “Memoria sobre el Influjo de la
Mineria en la Agricultura, la Industria y Civilizacion de la Nueva Espana”. Ese mismo afo fue
nombrado Director General de Mineria y de inmediato planific6 la organizaciéon de una
Escuela de Ingenieros de Minas y redacté una gran variedad de ordenanzas y proyectos
relacionados con la mineria, entre ellos el famoso Decreto Real del 4 de julio de 1825, que fue
la base de una nueva etapa para el desarrollo minero espaiiol [1,18].

Fausto de Elhuyar siguié viviendo una vida muy activa y sumamente modesta,

centrando todas sus energias en la actividad cientifica y académica y falleciendo, finalmente,
el 6 de enero de 1833 a la edad de 77 anos.
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Conclusiones

Los hermanos Juan José y Fausto de Elhuyar pueden ser considerados como dos
representantes tipicos y destacados de cientificos de la Ilustracién espafnola [10]. Su formacion
tuvo lugar en algunos de los centros de excelencia mas famosos y brillantes de la época y
también el Seminario de Vergara, donde lograron culminar exitosamente el aislamiento y
caracterizaciéon de un nuevo elemento, fue parte vital y representativa de ese mismo periodo
ilustrado. Su forma de encarar la actividad cientifica y de transmitirla también refleja todas
las tendencias, modalidades y costumbres de una época muy peculiar de la civilizacién
hispanica y europea. Y, finalmente, su destacada actuacién en la América espanola los hace
merecedores de perpetuo reconocimiento y admiracién.

En particular, desde el Colegio de Mineria de México Fausto de Elhuyar defendid
siempre la idea de que la educacién era significativa por si misma y no por los grados o éxitos
que, eventualmente, permitia obtener. La organizaciéon de ese Colegio tuvo un caracter
novedoso en la historia de la educacién americana, principalmente porque intenté ser un
instrumento del cambio por medio de la difusién de las ciencias aplicadas. Entro otros
objetivos, esa educacién pretendia crear un hombre nuevo y esos estudiantes fueron el
producto de la ilustracién americana, educados en las ciencias del progreso y portadores de la
modernidad [13]. Y, en ese sentido, el impacto de la obra de los hermanos de Elhuyar para el
desarrollo de la Ciencia en las Américas debe ser recordado siempre con profundo respeto y
gratitud.

Manuscrito recibido y aceptado en agosto de 2011.
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PRESENTACION DEL DR. DANIELE AMATI COMO ACADEMICO
CORRESPONDIENTE EN TRIESTE, ITALIA

Alberto Pignotti

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Es para mi un gran honor, a la vez que un gran placer, la misién de presentar a
nuestra Academia a su nuevo Miembro Correspondiente Daniele Amati, una de las figuras
mas distinguidas de la fisica tedrica contemporanea, cuya trayectoria se gesté en nuestro
medio, donde se recibié como Doctor en Fisica en la Universidad de Buenos Aires, a fines de
1952.

Nacido en Roma, Amati se cridé en la Argentina donde cursé todos los estudios que
culminaron con su doctorado. Después de pasar un afio como becario en el Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas y cinco como Asistente de investigaciéon en la Universidad de Roma, se
trasladé al Centre Européen pour la Recherche Nucléaire (CERN), donde trabajé por mas de
30 afios y cuya Divisién de Fisica Teodrica dirigié en mas de una oportunidad. Pasé luego a
dirigir la SISSA (Scuola Internazionale Superiore di Studi Avanzati) de Trieste, en un
momento en que la SISSA era s6lo una promesa concebida por Paolo Budinich y que bajo su
direccién se convirtié en la instituciéon de excelencia que es actualmente, y de la que es ahora
Profesor Emérito. Y como fruto de su gestién hay que mencionar el SISSA MEDIALAB donde
se crearon una serie de revistas cientificas que se impusieron notablemente en sus respectivos
ambientes y hoy estan entre las de mayor impacto:

JHEP, Journal of High Energy Physics

JCAP, Journal of Cosmology and Astrophysics
JSTAT, Journal of Statistical Mechanics
JINST, Journal of Scientific Instrumentation

A pesar de su intensa actuacién internacional, Amati no se ha olvidado de sus
vinculos con la Argentina. Habla con fluidez en lunfardo, visita a menudo nuestro pais y
mantiene contactos con investigadores locales, especialmente jovenes, con los que se siente
particularmente a gusto.

Fueron muchas las areas de la fisica tedrica a las que hizo aportes Daniele Amati, y
mencionaré sélo algunos de sus principales trabajos y colaboradores. Entre los colaboradores:
Ciafaloni, Fubini, Stanghellini, Veneziano, Virasoro, Vitale, etc., y entre las areas: simetrias y
propiedades de conservacion, origen de las fuerzas nucleares, modelos de scattering y
multiproduccién de particulas a altas energias, confinamiento de quarks, cromodindmica
cuantica, colapso gravitacional, agujeros negros y teoria de cuerdas. Y es oportuno mencionar
que mas recientemente, quizas porque ya le quedaba estrecho el campo de la fisica tedrica, se
le ha dado por incursionar en temas como la evolucién del cerebro humano y de la capacidad
cognitiva de nuestra especie.

De este vasto campo que en su vida Amati ha recorrido, hoy ha elegido hablarnos

del apasionante tema: “Agujeros negros: evidencia astrofisica y desafio conceptual”.

Presentacion realizada el 29 de agosto de 2011.
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PRESENTACION DEL DR. HERNAN CENDRA COMO ACADEMICO
CORRESPONDIENTE EN BAHIA BLANCA

Jorge E. Solomin

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Es un gran honor para mi, y un gran gusto, trazar una breve semblanza del Dr.
Hernan Cendra, a quien esta Academia, en reconocimiento a la solidez de sus antecedentes y a
su influencia en el desarrollo de la ciencia argentina, ha designado Académico
Correspondiente en Bahia Blanca.

Hernan es Ingeniero Electromecanico por la Universidad Nacional de Cuyo y
Doctor en Matematica por la UBA. Su tesis doctoral versd sobre conjuntos semi-algebraicos y
aproximaciéon algebraica de variedades, y fue dirigida por el fallecido académico Angel
Larotonda.

Llevd a cabo su estadia postdoctoral en la Universidad de California en Berkeley.
Alli, bajo la direccién del Profesor Jerrold Marsden, se volc6 al estudio de la mecanica
geométrica, area en la que, con el correr del tiempo, se transformaria en una figura de
referencia.

A su regreso a nuestro pais, cre6 un grupo de investigacién en la Universidad
Nacional del Sur, al que se irian sumando investigadores de otras universidades. Bajo su
direccion, este grupo ha llegado a ocupar un significativo lugar en la matematica argentina y
en la consideracién internacional.

La mecanica geométrica es un area multidisciplinaria que enfoca problemas de la
fisica utilizando ideas y estructuras geométricas. Estudia distintos aspectos de los sistemas
mecanicos, como el analisis y la aproximacién numérica de sus trayectorias, su control, la
cuantizacion del sistema, etc.

Cabe destacar que Hernan ha hecho contribuciones en todo el espectro del area.
Entre los resultados que le valieron reconocimiento internacional, podemos senalar sus
contribuciones fundamentales a la teoria de reduccién de sistemas con simetria y al analisis de
sistemas no holénomos con vinculos de segundo orden. Sus articulos son bibliografia obligada
en estos temas.

En la actualidad, Hernan es Profesor Consulto de la UNS, investigador del
CONICET y miembro del Comité Editorial del Journal of Geometric Mechanics, primera
revista cientifica dedicada a la Mecanica Geométrica. Hasta la semana pasada, fue presidente
de la Unién Matematica Argentina.

Fue, ademaés, Catedratico de la Universidad Carlos III de Madrid, Profesor
Asistente de la Universidad de Santa Cruz (California) y, en varias oportunidades,
Investigador Visitante del Caltech (California Institute of Technology).

La capacidad para formar recursos humanos, basada en su talento matematico, su
claridad, su generosidad y su carisma, es otra faceta destacada de Hernan. Sus numerosos

tesistas pueden dar fe de ello.
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Para concluir, diré que me siento muy orgulloso de ser amigo de Hernan desde hace

muchos anos.
Presentacion realizada el 30 de setiembre de 2011.
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PRESENTACION DEL DR. IGOR FELIX MIRABEL MIQUELE
COMO ACADEMICO CORRESPONDIENTE EN LA
CIUDAD AUTONOMA DE BUENOS AIRES

Héctor Vucetich
Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Es para mi un honor presentar al Doctor Igor Félix Mirabel Miquele en su
incorporacion como Académico Correspondiente en la Ciudad Autéonoma de Buenos Aires.
Mirabel es uno de los cientificos argentinos mas reconocidos en el exterior por la importancia
de sus descubrimientos para la fisica y la astronomia.

El Dr. Mirabel nacié en Uruguay en 1944, donde cursd sus estudios primarios y
secundarios mientras que los estudios universitarios los cursé en la Argentina, donde se
recibié como Licenciado en Filosofia en la UBA y posteriormente obtuvo el Doctorado en
Astronomia en la UNLP, en 1974.

En ese afo tuvo que comenzar a trabajar en Gran Bretana y posteriormente lo hizo
en Estados Unidos y Francia. En esos afios desarroll6 una importante labor, principalmente
en radioastronomia, que lo llevd en la década de los ’90 a realizar uno de los mas importantes
descubrimientos en el tema de la astrofisica de altas energias: el de microcuasares en la
Galaxia, pero también colaboré en el dscubrimiento de las galaxias luminosas en el infrarrojo,
de movimientos superluminicos en la Galaxia y de galaxias enanas tidales, hallazgos estos
comparables en importancia al anterior. Muchos de esos trabajos han sido resumidos en dos
trabajos de revision, escritos por el propio Mirabel y colaboradores, que ya son clasicos.

Aunque muchos descubrimientos importantes son obra de la casualidad (algo que
en inglés reciben el nombre de serendipity) el descubrimiento de los microcuasares es un
ejemplo interesante de busqueda racional de una explicacién para un fenémeno nuevo. Resulta
que una fuente de rayos g conocida como el gran aniquilador era completamente silenciosa en
otras frecuencias del espectro electromagnético. Esto es tan raro como si una persona pudiese
conversar usando “fa sobreagudo” pero no pudiese hacerlo en voz normal. Una btusqueda bien
planeada en otras frecuencias, guiada por la teoria, mostré que ese objeto misterioso se
comportaba en pequefio como un cuasar: un objeto originado por un agujero negro que absorbe
materia a su alrededor y arroja las sobras como brillantes chorros de energia.

Aunque personalmente opino que los cientificos no deben juzgarse “por peso”, para
seguir con la tradicién menciono que el recipiendario pesé, en la balanza de ADS, 218 papers
en revistas internacionales con referato, con un total de 10991 citas y sin contar el peso de
conferencias invitadas, presentaciones a congresos y otros adornos similares. Tampoco he
incluido en la balanza sus importantes contribuciones como administrador de la ciencia (ha
sido miembro de los directorios de Hubble Space Telescope, del European Southern Laboratory
y del Observatorio de las Islas Canarias, entre muchos otros) ni los muchos reconocimientos de
sus pares (ha ganado, entre otros, el Grand Prix Deslandres de l’Academie des Sciences de
France (2011) y el Premio Consagracion de la ANCEFN (2010)) ya que pienso que hay mejores
maneras de juzgar su labor. Son las consecuencias cientificas y filoséficas de los
descubrimientos las que los hacen importantes, ya que confirman o refutan teorias existentes,
originan nuevos problemas y tienen consecuencias sobre nuestra visiéon de la naturaleza y de
nuestra responsabilidad. Los descubrimientos de Mirabel son importantes porque son ricos en
estas consecuencias.
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Como ejemplo de lo primero, mencionemos que la existencia de microcuasares en la
Galaxia muestra que algunas de las consecuencias mas sorprendentes de las ecuaciones de
Einstein se realizan en la naturaleza. Y como consecuencia filosofica y ética, nos ensefia que
nuestra idilica posicién en el Universo es sumamente fragil pues por todas partes, incluso en
nuestra cercanias, se dasarrollan eventos violentos, hostiles a la vida, y que es nuestra
responsabilidad mantener a nuestra Tierra como una pequena isla de paz.

Presentacion realizada el 28 de octubre de 2011
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APERTURA DEL ACTO DE ENTREGA
DE PREMIOS DEL ANO 2011

Eduardo H. Charreau

Presidente de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Una vez mas, como lo viene haciendo desde 1926, la Academia Nacional de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales premia al esfuerzo, la dedicacién y la inteligencia. La
Academia entrega hoy las distinciones de los Premios Estimulo y Consagracién a un grupo
selecto de cientificos, acreedores del reconocimiento publico por su dedicacién a la creacién
intelectual, permitiendo de esta forma considerar el esfuerzo que no siempre se ha visto
secundado con el reconocimiento adecuado.

Durante los ultimos 16 afios, este acto trascendental, se realiz6 en el anfiteatro de
la Academia Nacional de Medicina, pero hoy, al ser honrados con la presencia del Sefior
Ministro de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva, la Mesa Directiva considero
importante recibirlo en nuestra casa ya que esta Academia bregdé permanentemente por la
creacién de un Ministerio de Ciencia y Tecnologia como lo hizo cuando promovié el nacimiento
del CONICET y ha apoyado y apoyara sin restricciones, con la experiencia de sus miembros, al
conjunto de objetivos nacionales que inteligentemente disefiados integren un sistema que
conduzca al crecimiento del sector cientifico tecnoldgico y por ende al progreso de la Nacién.

En lo personal, me siento muy honrado que el Sr Ministro acompafe mi tltimo acto
publico como Presidente de la Academia por finalizar el mandato estatutario.

Se ha ido constituyendo en costumbre aprovechar esta ocasion tan especial para
divulgar actividades y agradecer a nuestros benefactores. Por cuanto deseo agradecer a la
Asociacién Civil Danone para la Nutricién, la Salud y la Calidad de Vida en la figura del Ing
Ricardo Weill, Director se Investigaciones, presente en este acto, por el patrocinio de los
premios Estimulo en Tecnologia de Alimentos y Consagracién en Ingenieria; la donacién por
parte de la Ingeniera Mastronardi de las becas “In Libris Carpe Rosam”, en homenaje a los
hermanos Marcelo y Paulo Barroso Mastronardi, destinadas a estudiantes de la Universidad
de Buenos Aires menores de 22 anos que cursen las licenciaturas en Matematica y en Ciencias
Biol6gicas y también la beca Eduardo Gros para alumnos de Ciencias Quimicas con fondos
donados por la familia de este ex Presidente de la Academia.

Agradezco también al Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovaciéon Productiva y a
su Direccion de Relaciones Internacionales por la ayuda recibida para solventar las
actividades internacionales realizadas como asi también la contribucién otorgada para la
puesta en valor del edificio de la Casa de las Academias, asiento de nuestra sede.

No puedo terminar los agradecimientos sin mencionar al CONICET principal
sostenedor del IBODA nuestro Instituto de Botanica y también por su apoyo para la
realizacion de la reunion anual de los puntos focales del Programa de Educacién en Ciencias
de la Red Interamericana de Academias de Ciencias.

Cabe mencionar que uno de los aspectos de mayor importancia para nuestra
Academia es el reconocimiento a la excelencia.

~ 30~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

Es por eso que cuando Instituciones como la Academia Nacional de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales, consustanciada con la historia misma de las Ciencias, con su
evolucién y progreso, otorga distinciones como las que hoy se entregan, premiando
reconocimientos no buscados, la satisfaccion y el halago que se puede sentir es rapidamente
superado por el compromiso que ello impone para los recipiendarios. Enfatizo el término “
Presentacion realizada el 1 de diciembre de 2011. distinciones no buscadas”, porque la
presentaciéon no admite la auto postulacidon y el prestigio que esta distincidon ha alcanzado
proviene de la rigurosa seleccién de los candidatos por jurados prestigiosos, que analizan las
presentaciones realizadas por mas de un centenar de Instituciones.

La medalla de la Academia que acompafia a estos premios, lleva grabado su
recientemente creado logotipo con alegorias varias que representan el estudio, la dedicacién y
el logro obtenido por los sefiores investigadores que reciban la distincién. El globo terraqueo,
un texto, el compas, un diploma y orlas de triunfo son a nuestro juicio, simbolos adecuados
para el propoésito encomendado pues hablan de la universalidad de la Ciencia como base
intelectual del desarrollo, la imprescindible presencia del libro como factor de
acompafiamiento en el estudio y también las demads figuras que se refieren a la exactitud en
los procesos y finalmente el éxito como consecuencia de la entrega en la tarea realizada.

La Academia instituyé en 2006 los Premios Estimulo en las distintas
especialidades que conforman sus secciones y son otorgados a investigadores de hasta 40 afios
con méritos demostrados y que desarrollen sus trabajos en el pais. Estos Premios Estimulo
conllevan afio a afio el nombre del algiin académico, cientifico o tecndlogo de reconocido
prestigio.

Este afo, los premios estimulo, honran las figuras de los cientificos Angel Cabrera
en Ciencias Bioldgicas, Juan Olsacher en Ciencias de la Tierra, Venancio Deulofeu en
Quimica, Pedro Zadunaisky en Matematica, Carlos Bollini en Fisica, Ramén Enrique Gaviola
en Astronomia, Pedro Laura en Ingenieria Mecanica y Pedro Cattaneo en Tecnologia de
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Resumen

El presente trabajo discute los avances que han tenido lugar en los dltimos afios en
el campo del analisis de datos instrumentales multi-via, es decir, datos que pueden
ser organizados en

un objeto matematico de al menos tres dimensiones, cuando se registran para un
conjunto de muestras diferentes. La atencién esta focalizada en calibraciones
analiticas cuantitativas, discutiéndose la generacién de nuevos datos multi-via, asi
como el desarrollo de algoritmos de procesamiento, y la estimacién de cifras de
mérito.

Palabras clave: calibracién multi-via, generacién de datos, algoritmos, cifras de
mérito

Abstract

Recent developments in analytical calibration employing multy-way
instrumental data. The present work discusses the advances which have taken
place in the last years in the

field of multi-way instrumental data analysis, e.g., data which can be organized
into a mathematical object of at least three dimensions, when they are registered
for a group of different samples. Attention is focused on quantitative analytical
calibrations, discussing the generation of new multiway data, as well as the
development of processing algorithms and estimation of figures of merit.

Key words: multi-way calibration, data generation, algorithms, figures of merit

Introduccion

Un unico dato (escalar) medido para una dada muestra analitica se clasifica como
univariado, mientras que multiples datos instrumentales registrados para una Unica muestra
se consideran multivariados. Cuando los datos multivariados para una muestra pueden
organizarse en una tabla o matriz de datos con dos dimensiones diferentes, o cuando los datos
para un conjunto de varias muestras se pueden organizar en un arreglo tri-dimensional, se
dice que pertenecen a la clase multi-via [1-2,3,4,5,6]. La relacién entre datos univariados,
multivariados y multi-via se ilustra en la Figura 1.

La medicién y procesamiento de datos multi-via conlleva, desde el punto de vista de
la quimica analitica, una serie de ventajas: (1) mayor sensibilidad, derivada del efecto de
promediado del ruido que proviene de multiples medidas de datos redundantes, (2) mayor
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Fig. 1. Hustracion de los diferentes arreglos de datos que pueden construirse para una Unica muestra y para un conjunto de muestras,
y la nomenclatura usualmente empleada para su clasificacion.

selectividad, ya que cada nueva dimensién de los datos provee un grado adicional de
selectividad parcial, y, probablemente lo mas destacado, (3) modelado de la contribucién del
analito a la senal total y su determinacién cuantitativa en presencia de interferencias
potenciales desconocidas, ausentes en las muestras de calibracién [7]. Es dificil exagerar la
importancia de esta dltima ventaja; quizas sea la mayor contribucién de la investigacién de
datos multi-via a la quimica analitica. En términos sencillos, implica que luego de registrar
datos multi-via para muestras de un analito puro, su concentracién puede determinarse en
cualquier muestra futura, sin importar su complejidad o cuantos interferentes potencialmente
contiene. Esta afirmacién puede resultar excesivamente optimista, y quizds existan
limitaciones de indole practica para alcanzar esta ventaja; se trata de cuestiones que
probablemente exijan intensos estudios tedricos y experimentales en el futuro cercano.

La Figura 2 muestra la distribuciéon aproximada del nimero de trabajos publicados
sobre analisis cuantitativos aplicando calibracién multivariada (y multi-via) a datos
registrados mediante una variedad de técnicas. La mayor parte de estos trabajos se basan en
mediciones de espectroscopia molecular, lo cual es razonable, debido a que la quimiometria
analitica moderna comenzé cuando la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) fue
combinada con la regresiéon en cuadrados minimos parciales (PLS) en la década de 1970 [8].
Otras medidas espectrales moleculares tales como absorcion en el UV-visible e infrarrojo
medio, luminiscencia, etc. fueron gradualmente incorporadas en los afios subsiguientes. La
generacién de datos luminiscentes multi-via es de particular importancia por una variedad de
razones: (1) la luminiscencia es méas sensible y selectiva que la absorcién, (2) las matrices de
excitacion-emisién de luminiscencia pueden medirse convenientemente en un Unico
instrumento, y (3) la estructura de los datos luminiscentes es mas sencilla que la de otros
datos multi-via (véase maéas adelante). El campo de investigacion espectral estd aun en
expansion, y es probable que en el futuro cercano la espectroscopia multi-via domine la porcién
del grafico de la Figura 2 en la zona etiquetada como “espectroscopia molecular”.
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Fig. 2. Gréfico de torta que muestra el nimero relativo de trabajos publicados sobre calibracion multivariada, clasificados
de acuerdo con el tipo de datos registrados: espectroscopia molecular, cromatografia, electroquimica y espectrometria
atomica. Dentro de cada porcion, el color mas oscuro corresponde a datos multi-via. Nétese que los datos cromatograficos
pueden involucrar deteccién multivariada espectral (o electroquimica), pero se clasifican como cromatograficos.

En el otro extremo del grafico de torta de la Figura 2, la porcién mas pequena
corresponde, logicamente, a la espectrometria atomica. La razén es simple: la probabilidad de
superposicion de lineas atémicas espectrales es muy baja, y por lo tanto hay poco espacio para
métodos de calibracién multivariada en el mundo atémico. Se conocen muy pocos ejemplos
multivariados [9], y especificamente no hay trabajos publicados que se basan en informacién
espectral atomica multi-via.

El registro de barridos electroquimicos ha dado lugar a un cierto nimero de
trabajos multivariados, los que ocupan una porcién significativa del grafico de torta de la
Figura 2 [10].

Entre estos trabajos, no obstante, hay muy pocas determinaciones basadas en el
registro de datos multi-via.

La cromatografia representa una nueva frontera en la generaciéon y procesamiento
de datos multi-via [11-12,13,14,15]. Los términos “cromatematografia” (chromathography) [15]
y “cromametria” (chromametrics) [16] han sido acuniados para describir la conjunciéon de
cromatografia y quimiometria. La aproximacion tradicional para mejorar la selectividad en
cromatografia ha sido y sigue siendo principalmente experimental (nuevas fases estacionarias,
gradientes de pH, solvente o temperatura, derivatizacion quimica, etc.). Sin embargo, han
aparecido nuevas posibilidades a medida que la cromatografia se ha vuelto bi-dimensional en
si misma, (LC-LC 6 GC-GC) [17,18], y la deteccion ha aportado dimensiones adicionales
[deteccion con arreglo de diodos (DAD) o espectrométrica de masas (MS)]. Esta sera
probablemente un area de activa investigaciéon en la generacién y andalisis de datos multi-via
en los proximos afios, de modo que la porcién de la torta de la Figura 2, hoy ocupada por los
datos cromatograficos, aumentara considerablemente de tamario.
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Nomenclatura
Componentes y muestras

Es importante definir diferentes tipos de constituyentes que pueden existir en una
muestra bajo estudio. Particularmente relevantes son aquellos componentes que generan
sefiales que se superponen con la del analito de interés, y por lo tanto pueden considerarse
como potenciales interferentes. Los constituyentes presentes en el conjunto de muestras de
calibrado se clasifican como “esperados”, debido a que se los incluye en dicho conjunto para
que este sea suficientemente representativo. A su vez, pueden dividirse en “calibrados” y “no
calibrados”, en referencia a si se conocen o no, respectivamente, sus concentraciones en las
muestras de calibrado. Por otro lado, los constituyentes que solamente estan presentes en una
muestra desconocida se conocen normalmente como “inesperados”. Estos tultimos podrian no
producir una verdadera interferencia, en el sentido de generar un error sistemdatico en la
determinacion del analito [19]. Sila interferencia sera real o sélo permanecera en el terreno
de lo potencial depende del tipo de datos que se analizan y del éxito logrado por la
aproximacién multi-via que se aplique.

Tipos de calibracion

Dependiendo del arreglo instrumental que se emplee, son posibles varias
estructuras para los datos instrumentales registrados (Figura 1). Estas estructuras pueden
describirse de acuerdo con su numero de vias, que es numéricamente igual al nimero de
dimensiones de un arreglo compuesto por datos registrados para un conjunto de muestras. Asi,
la clasica calibracién univariada opera con datos de una via (un escalar por muestra, un
vector o arreglo de una via para un conjunto de muestras), mientras que la bien conocida
calibracion NIR/PLS procesa datos de dos vias (un vector espectral por muestra, una matriz o
arreglo de dos vias para un conjunto de muestras). Estructuras mas complejas que estas
corresponden al campo multi-via: los datos de tres vias para un conjunto de muestras
provienen de la medicion de matrices por muestra, los de cuatro vias provienen de arreglos tri-
dimensionales por muestra, y los de cinco vias de arreglos tetradimensionales por muestra
(Figura 1).

Existe una descripcion alternativa basada en el concepto de “orden”, que se basa en
el nimero de dimensiones del arreglo de datos colectado para cada muestra. La calibracién
univariada de una via es equivalente a la calibracién de orden cero, y lo propio es cierto para
los pares de calibraciones de dos vias/primer orden, tres vias/segundo orden, cuatro vias/tercer
orden, cinco vias/cuarto orden, etc. El concepto de orden se emplea en la expresion popular
“ventaja de segundo orden” [7], que es la propiedad antes mencionada que permite determinar
analitos en presencia de constituyentes inesperados en una muestra.

Algoritmos multi-via
Tres vias

Los algoritmos disponibles para el analisis de datos de tres vias pueden clasificarse
de acuerdo a su estructura interna, en las siguientes clases: (1) solucién de un problema de
autovalores, (2) regresion por cuadrados minimos directos, (3) cuadrados minimos alternantes
(ALS) trilineales, (4) ALS no trilineales, o (5) regresién en variables latentes. En la Tabla I se
muestra un resumen adecuado.
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Para la correcta aplicacion de estas metodologias al analisis de datos de tres vias,
es importante establecer si existen relaciones especificas entre los perfiles de los diferentes
componentes de las muestras a lo largo de cada una de las dimensiones de los datos. Una
propiedad de gran importancia en este sentido es la asi llamada trilinealidad, que puede
definirse de manera no matematica como sigue: un conjunto de datos de tres vias se considera
trilineal si el comportamiento de un dado constituyente se puede describir mediante una
relacién lineal con cada uno de sus perfiles en las dimensiones de los datos, y dicho perfil es
Unico y comun a todas las muestras. Un ejemplo popular de datos trilineales son los de
excitacién-emisiéon de luminiscencia.

La violacion del principio enunciado anteriormente produce desviaciones de la
trilinealidad [4]. La causa mas comun de pérdida de la trilinealidad es la variacién de los
perfiles de los componentes en una de las dimensiones de los datos entre muestra y muestra,
un fenémeno usual en datos multi-via de origen cromatografico (ver mas adelante). Un caso
particular lo constituyen los datos de espectrometria de masas bidimensionales (MS-MS), que
son intrinsecamente no trilineales, porque el espectro de masa de un fragmento depende de su
posicién en el espectro madre.

Como se resume en la Tabla I, algoritmos que requieren trilinealidad de los datos
son los que pertenecen a los siguientes grupos: (1), aniquilacién generalizada de rango
(GRAM) [20] v descomposicién trilineal directa (DTLD) [21], (2) cuadrados minimos bilineales
(BLLS) [22], v (3) analisis de factores paralelos (PARAFAC) [23] y sus variantes, como la
descomposicién trilineal (TLD) alternante auto-ponderada (SWATLD) [24] y la TLD
alternante penalizada (APTLD) [25].

Tabla I. Clasificacién de algoritmos de procesamiento
para juegos de datos de tres y cuatro vias.

Grupo Estructura interna Multi-linealidad Algoritmo® Vias Ref.
(1) Autovalores Trilineal GRAM 3 22
DTLD 3 23
(2) Cuadrados minimos Multi-lineal BLLS/REL 3 24
directos TLLS/RTL 4 28
(3) Cuadrados minimos Multi-lineal PARAFAC 3,4v5 25
alternantes trilineales SWATLD 3 26
APTLD 3 27
APQLD 4 36
AWRCGQLD 4 27
(4) Cuadrados minimos No-trilineal MCR-ALS 3 28
alternantes no trilineal PARAFAC?2 3 29

(B) Variables latentes U-PLS/RBL 3 32,33
N-FLS/EBL 3 32
No-multilineal U-PLS/RETL 4 38
N-PLS/ETL 4 a8
U-PLS/RQL 5 a8

* Ver el texto para mas detalles sobre las siglas.

La pérdida de la trilinealidad puede ser tolerada por algoritmos alternativos.
Cuando se producen cambios en los perfiles, las alternativas disponibles son las del grupo (4),
resolucién multivariada de curvas acoplada con ALS (MCR-ALS) [26] y PARAFAC2 [27]. Para

~ 39 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

otros sistemas analiticos que muestran desviaciones de la trilinealidad, esta disponible el
grupo (5): PLS desdoblado y multi-via (U-PLS y N-PLS) [28,29] Es importante notar que los
algoritmos pertenecientes a los grupos 1, 3 y 4 logran en forma natural la ventaja de segundo
orden, ya que sus modelos internos son capaces de descomponer la contribucién de los
potenciales interferentes de la de los analitos a la sefial total. En los grupos 2 y 5, sin embargo,
el logro de esta ventaja es una actividad post-calibracién. La muestra incégnita se somete a un
procedimiento conocido como de bilinealizacién residual (RBL), que separa la porciéon de la
senial que puede explicarse mediante la calibracién, de la contribuciéon de los potenciales
interferentes, dando lugar a la metodologia hibrida BLLS/RBL [24], y a las mas flexibles U-
PLS/ RBL y N-PLS/RBL [30,31].

Existen métodos adicionales para estudiar sistemas con relaciones no lineales entre
sefial y concentracién, pero son de uso mas limitado [32,33].

Cuatro vias

En este caso las metodologias disponibles pertenecen a dos clases diferentes, que
pueden homologarse a los grupos 3 y 5 de la seccién anterior: cuadrados minimos alternantes
cuadrilineales (grupo 3) y modelos de variables latentes no cuadri-lineales (grupo 5) (ver Tabla
I). El modelo cuadri-lineal PARAFAC es en realidad de tipo multi-via, pudiendo aplicarse a
cualquier nimero de vias. Existen también variantes complementarias de PARAFAC, tales
como la descomposiciéon cuadri-lineal alternante penalizada (APQLD) [34] y la alternante
ponderada con restriccién residual (AWRCQLD) [35]. Estas metodologias pueden aplicarse
s6lo cuando los datos cumplen con la condicién de cuadri-linealidad, que implica que las
senales de los constituyentes de las muestras pueden describirse por una relacién lineal con
los perfiles en cada dimensidn, y que estos perfiles son comunes a todas las muestras.

Para tratar ciertas desviaciones de la cuadri-linealidad, se han desarrollado
modelos basados en estructuras latentes. Si se pretende lograr la ventaja de segundo orden,
estos modelos deben acoplarse con la tri-linealizacion residual (RTL), que es la extension
natural de la RBL hacia una dimension adicional, dando lugar a las regresiones en cuadrados
minimos desdoblados y multi-via acopladas a RTL (U-PLS/RTL, N-PLS/ RTL) [38]. También
existe la técnica hibrida de regresion en cuadrados minimos trilineales acoplada a RTL

(TLLS/RTL) [36].

Cinco vias

Como se explic6 anteriormente, PARAFAC es un modelo generalizado que puede
aplicarse a datos con cualquier nimero de vias, en el presente caso con la salvedad de que los
datos deben ser penta-lineales. Un trabajo muy reciente describe un algoritmo alternativo que
combina UPLS con cuadri-linealizacién residual (RQL), procedimiento desarrollado como
extensiéon de RBL y RTL hacia una dimensién mas [37]. Es natural esperar que en los
préximos anos se produzcan nuevos desarrollos en este campo, motorizados por el progreso en
el acoplamiento en tandem de instrumentos. Por lo tanto, es muy probable que la Tabla I se
expanda para acomodar nuevos algoritmos.
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Software

Existen pocos programas comerciales para analisis multi-via. El software mas
poderoso, sin embargo, esta disponible libremente en internet, aunque se encuentra
fundamentalmente en forma de cédigos de MATLAB [25], cuya implementaciéon practica
requiere cierta habilidad en programacién. En este sentido, se han desarrollado interfaces
graficas, que son utiles para hacer disponibles las herramientas informaticas a la comunidad
analitica [38-39,40], y constituyen la mejor manera de popularizar la calibracién multivia en el
mercado analitico. La Tabla II muestra una variedad de coédigos libres de MATLAB que
pueden emplearse para el procesamiento de datos multi-via.

Generacion de datos
Tres vias

En este caso la aproximacién clasica, todavia hoy en boga, consiste en registrar
matrices de excitacién-emision de fluorescencia. Estas mediciones pueden efectuarse
convenientemente en un Unico instrumento, las sefiales son sensibles y selectivas, y los datos

son trilineales, de modo que todos los algoritmos disponibles pueden aplicarse para su estudio
[41].

Tabla II. Software libre para procesamiento de datos multi-via.

Nombre Algoritmois) | Ref. | Pagina webb

The N-way toolbox PARAFAC 25 | http://www.models. life. ku.dk/algorithms
PARAFAC?Z
GRAM
DTLD
U-PLS
N-PLS
MCE graphical interface MCE-ALS 40 | http://www.merals.info

GUIPRO graphical interface | MCR-ALS 41 | http://personal.ecu.edu/gemperlinep
MVC2 graphical interface PARAFAC 42 | www.chemometry.com

APTLD
SWATLD
BLLS/EBL
U-PLS/RBL
N-PLS/REBL
MVC3 graphical interface PARAFAC = | www.chemometry.com
APQLD
AWRCQLD
TLLS/RTL
U-PLS/RETL
N-PLS/RETL

a En preparacion.
b Todas las paginas fueron visitadas en Diciembre de 2011.
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Los avances mas recientes en el registro de datos luminiscentes de tres vias que
vale la pena mencionar se han dado merced al empleo de: (1) fases sélidas como soporte para
los analitos, tales como membranas de nylon [42,43], o (2) técnicas de inyeccién en flujo, en las
que el flujo se detiene cuando la muestra alcanza la celda de deteccién, y se miden matrices de
excitacién-emisién de luminiscencia. Dado que en este Gltimo caso no hay separacion fisica de
los componentes, la selectividad es provista por el algoritmo de calibracién de tres vias. Se ha
aplicado esta metodologia usando diferentes fases sensoras dentro de la celda, tales como
polimeros de impronta molecular [44], particulas de silica gel C18 [45] y polvo de nylon
[46,47].

Otros datos de tres vias que pueden generarse en un Uunico instrumento consisten
de espectros de absorcion UV-visible (usualmente mediante DAD) o de emisién de
fluorescencia, modulados en funcién de: (1) el tiempo de reaccidén en experimentos cinéticos, o
(2) pH en experimentos de gradiente de pH [1,6]. Este tipo de datos no ha sido explotado
exhaustivamente, pero constituye un modo sencillo de generar arreglos de tres vias.

La busqueda de nuevas sefiales espectroscopicas de tres vias ha continuado, con
interesantes posibilidades tales como el decaimiento temporal de luminiscencia sensibilizada
de lantanidos [48] y la evolucién temporal de quimioluminiscencia [49]. El reciente desarrollo
de detectores del tipo DAD en el rango espectral NIR [50] puede impulsar la generacién de
datos de tres vias de interés industrial.

Otra alternativa para la generaciéon de datos de tres vias es el acoplamiento de
instrumentos en tandem. Un cromatdgrafo con deteccion DAD, de fluorescencia de barrido
rapido o espectrométrica de masas produce datos de tres vias: para una dada muestra, la
primera dimensién es el tiempo de retencién provisto por el cromatédgrafo, y la segunda es la
dimensién de la deteccion multivariada [4].

En este campo aparece un interesante problema quimiométrico: cuando los perfiles
cromatograficos de los componentes cambian de experimento en experimento en la dimension
del tiempo de retencién (ya sea en forma y/o en posicién del maximo), los datos dejan de ser
trilineales. Este problema puede atacarse de dos modos diferentes; (1) corrigiendo los cambios
temporales y sincronizando los cromatogramas con un algoritmo apropiado, o (2) aplicando

una metodologia de calibraciéon capaz de modelar dichos cambios, tales como MCR-ALS o
PARAFAC?2 [4].

La deteccion fluorescente de barrido rapido en cromatografia es conveniente debido
a su mayor sensibilidad respecto de la absorcion UV-visible. Datos de tres vias de LC-
fluorescencia se han empleado para la determinacién de: (1) diez hidrocarburos policiclicos
aromaticos en muestras acuosas en presencia de interferentes mediante MCR-ALS [51], (2)
ocho fluoroquinolonas en muestras con y sin interferentes usando PARAFAC y N-PLS/RBL
luego de sincronizar los cromatogramas [52], y (3) los marcadores neopterina, biopterina,
pterina, xantopterina e isoxantopterina en muestras de orina humana en presencia de
interferentes usando MCR-ALS [53].

Finalmente, se han publicado pocos ejemplos electroquimicos de tres vias. Estos se
refieren a la determinacién de: (1) pesticidas mediante medidas cinéticas de adsorcién en
voltamperometria de onda cuadrada en el modo stripping [54], (2) plomo en muestras con
interferentes mediante datos temporales potencial-pulso usando voltamperometria diferencial
de pulso [55], y (3) tioles por cromatografia liquida con deteccién mediante rampas lineales de
potencial [56]. En este campo se observaran avances significativos a medida que la deteccién
electroquimica se haga mas popular en cromatografia.
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Cuatro vias

El registro de la evolucién temporal de matrices de excitacion-emisiéon de
luminiscencia es una manera conveniente de producir datos de cuatro vias en un tunico
instrumento. Un ejemplo es la mediciéon de matrices de fosforescencia en funcién del tiempo de
decaimiento en muestras enfriadas a la temperatura de helio liquido, y su posterior modelado
mediante PARAFAC de cuatro vias para la determinacién de 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina en muestras ambientales complejas [57].

El seguimiento de cinéticas de reaccién ha sido mas estudiado. Por ejemplo, la
oxidacién con permanganato ha dado lugar a las siguientes determinaciones: metotrexato y
leucovorina en orina mediante PARAFAC [58], TLLS/RTL y U-PLS/RTL [38], acido félico y
metotrexato en orina mediante PARAFAC y N-PLS [59], y en suero mediante U-PLS/RTL [60],
y acido folico en presencia de sus dos metabolitos, los acidos 4cido tetrahidrofélico y 5-
metiltetrahidrofélico mediante U-PLS/RTL y N-PLS/RTL [61]. Hidr6lisis en medio alcalino
permitié andlisis similares de cuatro vias: procaina y su metabolito el acido p-amino benzoico
en suero equino mediante NPLS/ RTL [62] y una variante de PARAFAC [36], carbaril en
efluentes [63] y carbaril y 1-naftol en muestras de agua en presencia de potenciales
interferentes [64]. La reacciéon de Hantzsch se utilizé6 para cuantificar malonaldehido en
aceites de oliva, usando una variante no lineal de PARAFAC y una red neuronal acoplada con
RTL [65]. Finalmente, las cinéticas de la induccién fotoquimica de fluorescencia y su
degradacion fotocatalitica fueron procesadas por PARAFAC de cuatro vias para el analisis de
varios pesticidas no fluorescentes [66] y de mezclas ternarias de hidrocarburos policiclicos
aromaticos respectivamente [67].

El acoplamiento en tandem de cromatografia bidimensional con deteccion
multivariada da también lugar a datos de cuatro vias. En los experimentos de GC, los
corrimientos de los tiempos de retencién son poco comunes, de modo que los algoritmos cuadri-
lineales pueden aplicarse directamente. A modo de ejemplo, puede citarse la medicién de la
composicién porcentual de mezclas de biodiésels y diésels convencionales, mediante modelos
PLS de creciente grado de complejidad aplicados a datos de GC con deteccién MS: (1) datos GC
unidimensionales con deteccion de un unico 16n (dos vias), (2) datos bidimensionales GC-MS y
GC-GC con deteccién de un Unico i6n (tres vias) y (3) datos completos GC-GC-MS (cuatro vias)
[68]. Las cifras de mérito mejoraron notablemente al pasar de los modelos de dos vias a los de
tres vias, pero no cambiaron en forma significativa al pasar a los de cuatro vias.

En algunos casos se requirieron correcciones a los tiempos de retencién. Por
ejemplo, durante el estudio de extractos metabdlicos aislados de células de levadura que
metabolizan glucosa por fermentacién, o etanol por respiracién, con el objeto de obtener
relaciones de concentraciones de metabolitos [69], se aplicé un algoritmo para la alineacién de
tiempos de retenciéon basado en lograr coincidencias entre los picos de un dado 16n [70].

En el caso de la cromatografia liquida bidimensional (LC-LC), los problemas de
corrimientos en los tiempos de retencién pueden resolverse dividiendo el cromatograma en
pequenas regiones temporales, empleando luego algoritmos cuadri-lineales. Esta estrategia se
utilizé en analisis metabdlicos de datos de LC-LC-DAD de cuatro vias mediante PARAFAC,
permitiendo el estudio cuantitativo de un nimero importante de compuestos indélicos en
plantulas de maiz [71].

En un reciente estudio metabolico mediante LC-LC-DAD, los datos originales de
cuatro vias se desdoblaron en datos de tres vias, concatenando las matrices LC-LC en vectores
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a cada longitud de onda. Estas matrices se procesaron luego mediante MCR-ALS, que permite
cambios en los tiempos de retencién [72].

En el futuro cercano, la generacién de datos de cuatro vias, particularmente en
cromatografia, recibira un fuerte impulso. El potencial de la cromatografia bidimensional,
junto con el poder de resolucién de la deteccién basada en MS sera seguramente explotado en
muestras de complejidad creciente.

Merece notarse que el desdoblado de datos de cuatro a tres vias lleva a una
disminuciéon de la sensibilidad en comparacién con el procesamiento de los datos en su
estructura original. Esto requiere, previamente, sincronizar los cromatogramas
bidimensionales en las dos dimensiones temporales. Es evidente que se necesitan estudios
adicionales en el alineamiento de cromatogramas multi-dimensionales.

Cinco vias

Se ha publicado un unico trabajo en este campo, basado en medidas de la evolucién
cinética y en funcién del pH de matrices de excitacidénemision de fluorescencia durante la
hidrélisis del pesticida carbaril para producir 1-naftol [39]. Estos datos permitieron la
resolucién de mezclas de carbaril y potenciales interferentes no calibrados, mediante un nuevo
algoritmo de estructura latente llamado U-PLS/RQL. Para la aplicacion de PARAFAC, la
naturaleza de los datos requirié que los arreglos de cinco vias originales fueran desdoblados a
arreglos de cuatro vias, concatenando las dimensiones de pH y tiempo, debido a que los datos
no puede describirse usando perfiles tinicos e independientes para cada componente en estas
dos dimensiones, ya que la cinética de hidrélisis es pH-dependiente. En este caso particular, la
mayor sensibilidad se obtuvo mediante el algoritmo U-PLS/RQL, que mantuvo la estructura
original de los datos.

Es importante disponer de algoritmos para el procesamiento de este tipo de datos,
asi como conocer sus ventajas y desventajas relativas. En el futuro, se veran nuevos
desarrollos en la generacion de datos cromatograficos multi-via, acoplando cromatografia y
deteccion multi-dimensionales. Por ejemplo, la cromatografia LC-LC 6 GC-GC con deteccién
MS-MS produciria datos de cinco vias. Dado que los datos MS-MS son intrinsecamente no
bilineales, es evidente que se requeriran nuevos algoritmos no multi-lineales para procesar
estos juegos de datos.

Cifras de mérito

En calibracién de una y dos vias, la estimacién de cifras de mérito esta firmemente
establecida, como lo documentan informes técnicos oficiales de la Unidén Internacional de
Quimica Pura y Aplicada IUPAC) [73,74]. Probablemente la cifra de mérito mas importante
sea la sensibilidad, ya que esta constituye un ingrediente basico en las expresiones que
permiten la estimacién de las restantes cifras: sensibilidad analitica, selectividad, limite de
deteccién, limite de cuantificacién e incertidumbre en la prediccién [75]. La sensibilidad puede
definirse como el cambio en respuesta (neta) para un dado cambio en concentraciéon de analito.
Mientras en la calibracién univariada la sensibilidad esta dada por la pendiente de la recta de
calibrado [73], en calibracién de dos vias se ha desarrollado una expresiéon analoga basada en
el concepto de sefial neta del analito (NAS) [76]. La NAS es la porciéon de la senal total que
puede adjudicarse al analito de interés de manera univoca, y por lo tanto la pendiente de la
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recta de calibrado seudo-univariada (NAS vs. concentracién) constituye una definicion
razonable de la sensibilidad.

Sin embargo, en el campo de los datos de tres vias, se intentd inicialmente aplicar
el concepto de NAS, pero se encontraron dificultades en su interpretacion, debido al desarrollo
de definiciones conflictivas de la NAS. Por ejemplo, en el marco del modelo PARAFAC, se
dedujeron dos expresiones diferentes, una por Messick, Kalivas y Lang (MKL) [77] y otra por
Ho, Christian y Davidson (HCD) [78]. Estas expresiones condujeron a dos valores de
sensibilidad diferentes, sin razén aparente alguna. La diferencia fue resuelta al demostrarse
que tanto la definicion MKL como la HCD son casos especiales de una definicién general de la
sensibilidad de PARAFAC (FO, por Faber y Olivieri) [79]:

SENFO = Sn{[(BcalT PB,unx Bcal) * (Ccal T PC,unx Ccal)]il}nn -172 (1)

donde s es la sefial del analito puro a concentracién unitaria, Bea y Ccal son dos matrices que
contienen los perfiles de los analitos calibrados en las dos dimensiones de los datos, *’ es el
producto matricial de Hadamard, el subindice ‘nn’ denota el nésimo elemento diagonal de una
matriz, v Punxy Pcunx son las siguientes matrices de proyeccién:

PB,unx =1- Bunx Bunx +Z (2)
PC,unx = I — Cunx Cunx + (3)

donde I es una matriz unitaria, Bunx y Cunx contienen los perfiles de los componentes
inesperados, y el superindice '+ denota la operacién inversa generalizada. En ausencia de
potenciales interferentes, las matrices de las ecuaciones (2) y (3) son unitarias, y la expresién
(1) se reduce a la ecuacion MKL:

SENMKL = 8 {[(Bear T Beal) * (Cear T Ceal)]hnn ~1/2 (4)

Por otro lado, cuando sdlo existe un tUnico analito calibrado en presencia de
interferentes potenciales, la ecuacién (1) se reduce a la expresiéon HCD:

SENucD = sn {[(BT B) “nn [(CT C)nn 12 5)

donde las matrices B y C contienen todos los perfiles, tanto de componentes calibrados como
de inesperados:

B= [Bcal | Bunx] (6)
C= [Ccal | Cunx] (7)

La exactitud de la ecuaciéon (1) ha sido probada mediante simulaciones exhaustivas
de Monte Carlo, habiéndose comprobado también que provee valores realistas en sistemas
experimentales. Los calculos de sensibilidad basados en la ecuacién (1) han sido incorporados
en una interfaz grafica para calibracién de tres vias [42].

Para el algoritmo PARAFAC, la sensibilidad permite definir en forma precisa la
selectividad, la incertidumbre en la concentracién y los limites de detecciéon y cuantificacién.
La cuestion no estéd completamente resuelta en el caso de MCR-ALS o en las metodologias
hibridas que emplean RBL, aunque se han producido algunos avances [33].

~ 45 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

La extension de la exitosa aproximacién de tres vias hacia cuatro o mas vias ha
sido problematica [80]. S6lo recientemente se ha desarrollado una expresién para PARAFAC,
que parece funcionar razonablemente bien en el caso de cuatro vias (y presumiblemente para
mayor numero de vias), pero requiere ser comprobada en sistemas simulados y experimentales
adicionales [81]. Restan determinar las consecuencias referentes a las restantes cifras de
mérito.

Finalmente, se conoce muy poco acerca de la sensibilidad de los algoritmos que
emplean RTL o RQL, aunque seguramente se veran nuevos desarrollos en los préoximos anos.
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Resumen

Consideramos la incorporacién de neutrinos masivos y estériles en el universo
primitivo, durante el proceso de nucleosintesis primordial. Para ello, calculamos la
funcién de distribucién de neutrinos y las abundancias primordiales como funcién
de los parametros de mezcla de neutrinos activos y estériles. Usando datos
observacionales de D, ‘He, y 7Li, establecimos limites tanto en la densidad
bariénica como en los parametros de mezcla entre neutrinos activos y estériles.
Encontramos que el valor para la densidad baridnica depende fuertemente de la
inclusion de los datos de 7Li.

Palabras clave: nucleosintesis primordial; neutrinos masivos; neutrinos estériles

Abstract

Primordial nucleosynthesis with massive neutrinos. We consider the
presence of massive and sterile neutrinos during the primordial nucleosynthesis.
We compute the distribution functions of light neutrinos and the primordial
abundances as a function of the mixing parameter between active and sterile
neutrinos. Using observable data of D, *He, y 7Li, we set constrains on the baryon
density and the mixing parameters. We find that the value of the baryon density
strongly depends on the inclusion of the 7Li data in the analysis.

Key words: primordial nucleosynthesis; massive neutrinos; sterile neutrinos

I. Introduccion

Una de las herramientas mas importantes para estudiar el Universo temprano es
la nucleosintesis primordial. Se llama nucleosintesis primordial al proceso en el cual se
forman los nucleos de elementos livianos (deuterio, tritio, 3He, ‘He, 6Li, L1, "Be). Este proceso,
en el SBBM (Standard Big Bang Model) ocurre durante los tres primeros minutos del
Universo. El modelo depende solamente de un parametro, la densidad bariénica, Qgh2, y puede
ser determinado al comparar las abundancias de los elementos livianos predichas, con las
observadas, o bien de forma independiente utilizando datos del fondo c6smico de radiacién [1,
2]. Varios autores estudiaron la consistencia de los métodos de determinacién de Qgh? [3-8].
Los resultados del estudio del fondo césmico de radiacion (Wilkinson Microwave Anisotropy
Probe, WMAP), coinciden con las abundancias medidas para el deuterio y helio (nuevas
observaciones de la abundancia de “He dan como resultado, densidades bariénicas mas
cercanas a la predicha por WMAP [6, 9, 10]), pero no con los datos de "Li. Con respecto a la
abundancia de 7Li, los autores de Ref. [11] encontraron que, para la determinaciéon de la
abundancia de ese isétopo del litio, es necesario entender mejor el transporte turbulento en
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las zonas radiativas en el interior de las estrellas, otros autores sugieren que existe una
reduccion del litio estelar que puede depender de la masa de la estrella [12]. Otros estudios
recientes indican que la cantidad de “Li observado es un tercio del reportado usualmente [13].
Sin embargo, si las abundancias de estos elementos se encuentran bien determinadas, se
podria estar en presencia de nueva fisica, como por ejemplo neutrinos masivos y estériles [14,
15]. Por este motivo, el proceso de formacién de nucleos livianos no sélo es una herramienta
importante para verificar la teoria del Big Bang, sino también para establecer cotas a teorias
alternativas al Modelo Estandar de las Interacciones Fundamentales [16].

Al considerar a los neutrinos como particulas sin masa, las observaciones de
neutrinos solares difieren de las predicciones obtenidas a partir del Modelo Estandar del Sol
(modelo solar confirmado por diversas mediciones astronémicas), asi mismo, existen,
observaciones de neutrinos atmosféricos, producidos por colisiones hadrénicas en la atmésfera
en las que se evidencia un déficit en la cantidad de neutrinos de un determinado sabor. Si los
neutrinos poseen masa, la probabilidad de que oscilen es no nula (un neutrino liviano pasa a
uno medio o pesado y viceversa). Al permitir la oscilacion entre los diferentes estados de sabor,
las observaciones, tanto de neutrinos solares como atmosféricos, no discrepan con la teoria [17,
18]. Las observaciones demuestran la existencia del fendémeno de oscilaciones entre
autoestados de masa y por ende pueden ser interpretadas como evidencia de la existencia de
neutrinos masivos [19]. El fenémeno de oscilaciones de neutrinos ha sido comprobado por
diversos experimentos, SNO (Sudbury Neutrino Observatory), SK (SuperKamiokande) [20,
21], entre otros [22-27]. El realizado por el LSND (Large Scincillator Neutrino Detector)
estableci6 limites para la existencia de otro tipo de neutrino, el neutrino estéril [28, 29].
Experimentos recientes [30] han fijado limites mas restrictivos [31, 32]. Los resultados del
experimento MiniBooNE [33] concuerdan con los reportados por el LSND, y por estos
resultados varios autores han estudiado los efectos de las oscilaciones entre neutrinos activos
y estériles en el esquema de 3+1 (tres neutrinos activos y un neutrino estéril), 3+2 (tres
neutrinos activos y dos neutrinos estériles) y 3+3 (tres neutrinos activos y tres neutrinos
estériles) [31, 34, 35]. La existencia de neutrinos masivos implica la necesidad de extender el
modelo estandar de las interacciones electrodébiles y posee consecuencias directas sobre la
observacion de procesos electrodébiles exdticos [36].

En la Ref. [37] se estudié la abundancia primordial de *He suponiendo la existencia
de oscilaciones entre neutrinos activos y estériles, en funcién de los grados de libertad y los
parametros de mezcla, encontrando que la abundancia primordial de ‘He varia notablemente
como funcién de los parametros de mezcla de neutrinos. Otros aspectos del problema fueron
analizados por los autores de las Refs. [38, 39] que estudiaron las correcciones al espectro de
neutrinos activos debido a las interacciones entre neutrinos y electrones y positrones. En la
Ref. [40] los autores estudiaron la influencia de las oscilaciones entre neutrinos activos en
nucleosintesis primordial. Hallaron que el numero efectivo de neutrinos permanece sin
cambio, mientras que la abundancia primordial de *He aumenta al considerar oscilaciones. En
trabajos recientes [14, 15] se estudié la sensibilidad de la abundancia primordial de ‘He por
distorsiones del espectro de neutrinos livianos producido por acoplamientos con neutrinos
estériles. Los efectos de la mezcla entre neutrinos estériles y livianos se reflejan en
nucleosintesis primordial en forma importante. Los resultados de la Ref. [14] muestran que se
puede analizar sistematicamente la mezcla de neutrinos estériles y livianos en observables
cosmolégicos, como nucleosintesis primordial. El mecanismo de oscilacién entre neutrinos
estériles y activos fue estudiado en detalle en Ref. [41].

En este trabajo, estudiaremos los efectos de la incorporacién de oscilaciones entre
neutrinos activos y estériles durante el proceso de nucleosintesis primordial. Para ello,
trabajaremos en el esquema de dos estados (un neutrino activo y uno estéril), y en el esquema
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3+1 y 3+2. Calcularemos la funcién de distribucién de los neutrinos livianos en funcién de los
parametros de mezcla entre neutrinos activos y estériles para obtener las velocidades de
decaimiento beta simple. Estas reacciones son importantes para el calculo de las abundancias
primordiales ya que son las responsables de determinar la cantidad de neutrones y protones al
inicio del proceso de nucleosintesis primordial. Una vez calculadas las abundancias
primordiales es posible establecer rangos para los parametros de mezcla entre neutrinos al
comparar los resultados tedricos con los datos experimentales.

Este trabajo se organiza de la siguiente manera. En la Seccion II describimos el
formalismo para calcular las funciones de distribucion de los neutrinos livianos en los
diferentes esquemas adoptados y las correspondientes velocidades de las reacciones que
transforman neutrones en protones. Asi mismo, en esta seccion explicamos como se calculan
las abundancias de los elementos primordiales. En la Seccién III presentamos lo resultados
obtenidos y finalmente presentamos las conclusiones en la Seccién IV.

II. Formalismo
A. Esquema de dos estados

En el equilibrio y sin la presencia de oscilaciones, el nimero de ocupaciéon de los
neutrinos en la base de sabor corresponde a una distribucién de Fermi-Dirac. Al incorporar
oscilaciones entre neutrinos activos y estériles, la funcién distribucién deja de ser diagonal.
Los neutrinos livianos (vi) y estériles (vs) se pueden escribir como combinacién lineal de
neutrinos en los autoestados de masa (vi, v2):

vV, =CoSQv, +Singv,
: (1)
V_=-—sinpv, +cosov,

N

La ecuaciéon para la matriz densidad, , en la base de masa, en un Universo en
expansion resulta [37]:

& A

e )
", v o/

donde con indicamos el tiempo, Hy es la constante de expansién del Universo (proporcional a
la temperatura al cuadrado: Hr = pp1%), Ev, es la energia del neutrino y Ho es el Hamiltoniano
del sistema, f es la matriz:

(S [
/ _|-,\.fr_-. fis)

En este caso, el Hamiltoniano del sistema es, simplemente, el correspondiente a
neutrinos libres. La condicién inicial resulta:
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en To=5MeV.

Suponemos que los neutrinos poseen el mismo momento y desarrollando en serie, a
primer orden, la energia (ya que la masa de los neutrinos es pequena comparada con el

1 P
I=— ¥==
impulso), introduciendo el cambio de variables ! I, y utilizando la igualdad
or
S HLT
cr

encontramos la ecuacién a resolver:

a {f S Am-z( 0 f,

2 =2z
" CE NS T 2 yvli—-f, 0O )

- = ]
£ T =m- =, . . e,
con Arn ", M5+ Resolvemos el sistema de ecuaciones con la condicién inicial mostrada

anteriormente y retornando a las variables originales del problema, tenemos:

L =C08°
J{]] I[I] ]+€E T

amt Tl
1 e
L= —sin2p ————e '
i 2 ¢1+€£" g ©)

AT 1
1 1 SupE |70 7.3

.f"-‘ =—5iﬂ2¢' = € fo)
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2
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Volviendo a la base de sabor [42]:

f 2 *
[ Am- T ( | ] l —‘
x| cos T ——3 —lJ
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Observamos que la funcién de distribucién, al considerar oscilaciones entre
neutrinos activos y estériles, difiere de la funcién de distribucién sin considerar oscilaciones.
Esta diferencia disminuye al disminuir la temperatura y depende oscilatoriamente de la
temperatura y de la energia de los neutrinos.

B. Esquema de 3+1 y 3+2

En el esquema de tres estados, la matriz de mezcla entre los autoestados de masa
de los neutrinos activos vi (i,=1, 2, 3), es representada por U [43]

3/

(8

donde se conserva CP. En la matriz anterior utilizamos la notaciéon usual para las funciones
trigonométricas de los angulos de mezcla, cij(si) representa a cos 0;j(sin 0;) donde 0; es el
angulo de mezcla entre los autoestados de masa i y j. Consideramos dos nuevos autoestados de
masa que se pueden mezclar con el autoestado de masa 1, mediante los angulos @1 y @2
(esquema 3+2). A continuacién presentaremos el formalismo correspondiente al esquema 3+2
estados. El desarrollo para obtener las ecuaciones necesarias para el calculo de las
abundancias primordiales en el caso del esquema de 3+1 estados es analogo [44]. La nueva
matriz de mezcla es escrita como

U,.0, )=

(9)

donde, siguiendo con la notacién anterior, ¢; y s; representan a cos @; y sin @; respectivamente,
a=s12¢23 + S23813C12, B = S12823 — S23813812, € = -c12823 — c23813812 . Al igual que en el desarrollo
anterior, la inclusién de neutrinos estériles afecta a la funcién de distribucién de los neutrinos
activos, y para su calculo debemos resolver la ecuacion que determina los factores de
ocupacién en el Universo en expansiéon (2). Realizando los mismos cambios de variables que en
el caso de dos estados, encontramos que las soluciones de la ecuaciéon diferencial tienen la
forma
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f _ =i
L T

E T
l+e™
‘:5,: i | I 1 |
P ! —_—
=¥ Gpp F T 17
T — : i \
Jy ={ET (10)

donde y las constantes ¢;; son determinadas a partir de la condicién inicial de forma usual [45].
Finalmente, al realizar la transformacion a la base de sabor encontramos el factor de
ocupacién de neutrinos livianos

! { o )
fn= I l+¢ f“_ 7 H (11)

| +e \ A
| 3, 7 (1 | )
Al considerar A, =— —‘ — ‘,
obuw, £ L7 1)
HBp £ 4 6

{ F
is.:-‘ II.I "?I]
Al considerar <, la funcién se escribe como:
'ff'.'l ) 1 . .. - .
g T;‘ - —;(.'.';(:."_. [511‘1" Zr_:u.(l —c, CosA , —

S5 cash_.,:_) ke sin® 20, (1-cos A, )] (12)

C. Nucleosintesis primordial

Para calcular las abundancias de los elementos livianos, es necesario resolver las
ecuaciones de balance [46]:

¥ =J@)-T)Y, (13)

donde J(t) y G(t) y son los términos fuente y sumidero que dependen del tiempo y de la
abundancia de otros elementos, es la abundancia del elemento Yi, el punto indica derivada
respecto del tiempo. Estas ecuaciones pueden ser resueltas utilizando el método semianalitico
desarrollado en la Ref. [46] o bien numéricamente, utilizando el cédigo numérico de Kawano
[47, 48]. El método semianalitico consiste en calcular las abundancias en etapas
caracterizadas por la importancia de las reacciones y por el elemento de mayor produccién y/o
destruccién. Para el elemento de mayor produccién se resuelve la ecuacién anterior. Para los
otros resolvemos las ecuaciones planteando equilibrio cuasi estatico (es decir igualando la
derivada temporal de la abundancia a cero). Cuando el término sumidero, para un cierto
nucleo, es del orden de la velocidad de expansién del universo, el valor de la abundancia se

~ 54 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

“congela”. El régimen cuasi estatico se mantiene y se puede escribir a la abundancia final
como:

10)-3

con #r el tiempo en el que se produce el congelamiento.

El c6digo numérico, desarrollado por Kawano [47, 48], calcula las abundancias de
los elementos livianos producidos durante nucleosintesis primordial, en funcién del tiempo.
Para realizar este calculo, en cada instante, se obtienen la temperatura, el potencial quimico
de los electrones, y las abundancias, entre otras cantidades. Para calcular la evolucién
temporal, se resuelven las ecuaciones diferenciales por el método de Runge-Kutta de orden 2
con paso variable (se controla el paso de forma tal que el error en las cantidades involucradas
se encuentre limitado por una precisién predeterminada).

Sin importar el método que se utilice para resolver las ecuaciones diferenciales
correspondientes a las abundancias primordiales, es necesario calcular la abundancia inicial
de neutrones presentes en funciéon de los parametros de mezcla de los neutrinos activos y
estériles. Para ello, observamos que las velocidades de las reacciones que convierten neutrones

en protones dependen de los factores de ocupacion de los neutrinos livianos. Las velocidades de
los decaimientos beta simple pueden ser calculadas mediante

= AldppEp E, 1,0~ 1)
[dp E2p2 f.(1-f,)

jo = Al dp E*p2 £~ 1)

/ . =- .rfppf‘.;.r}l_;‘"_'r._ﬂ. (I—f )

=.L.
i
b3
[l

(15

=t
L
|

En la expresion anterior p y E (pe y E.) son el momento y la energia del neutrino
liviano (electrdn), f. es la funcién distribucién de los electrones y A corresponde a la constante
de normalizacién que se determina a partir de la vida media del neutrén. Para 211 y 213 y la
relacién entre las energias es E. — E = @, mientras que para 212y 214 es E — E. = @ donde Q es
la diferencia de masa entre neutrén y protén. A partir de estas cantidades, calculamos los
decaimientos de neutrones y protones mediante Zinp = 211 + A2 Y Alop = Alz + Al
Finalmente, una vez encontradas estas cantidades en funcién de los parametros de mezcla
entre neutrinos activos y estériles calculamos las abundancias de los elementos primordiales
ya sea mediante el calculo semianalitico o bien modificando el c6digo numérico.

ITI. Resultados

Para los angulos de mezcla y las diferencias de masas al cuadrado de los neutrinos
activos, tomamos los valores determinados por los experimentos SNO, SK, GNO y CHOOZ
[20-27, 49].
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Los datos proporcionados por WMAP permiten la determinacién de la densidad
baridénica Qgshs (relacionada con el cociente entre bariones y fotones ng) con gran precisiéon. Sin
embargo en los ajuste se encuentra cierta degeneracién entre los parametros del modelo. Por
esta razon, calculamos las abundancias primordiales permitiendo que el valor de la densidad
bariénica durante la nucleosintesis primordial pueda variar libremente (es decir ser un
parametro mas en el ajuste). Para determinar el mejor valor para los angulos de mezcla y el
cociente entre bariones y fotones realizamos una minimizacién del X2 calculado entre los
valores tedricos y los datos observacionales.

Los datos observacionales para el deuterio fueron extraidos de las Refs. [50-60],
mientras que para el ‘He utilizamos los valores proporcionados por [61—-64] y, finalmente, para
el Li consultamos a las Refs. [12, 656—67]. Estudiamos la consistencia de los datos siguiendo el
tratamiento de Ref. [68] y aumentamos los errores por un factor fijo: ®p = 2.23 para el
deuterio, para los datos de *He. En el caso del 7Li, el valor de ® es menor a uno y los errores no
son modificados.

A. Esquema de dos estados

En este caso consideramos solamente mezcla entre un neutrino activo y uno estéril.
Los parametros a determinar fueron el angulo de mezcla ¢ y la densidad bariénica. Como
primera aproximacion supusimos que el término oscilatorio que incluyen a la diferencia de
masa, oscila rapidamente, reemplazandolo por su valor medio del mismo. Al realizar el
analisis estadistico obtuvimos

N, = @58 £0.16)<10"
¢ =0.00+0.04

YR (16)
- =356
N — 2

al considerar todos los datos observacionales en el ajuste (IV es la cantidad de datos usados en
el ajuste), mientras que al eliminar los datos del 7Li en el analisis estadistico obtuvimos

N, =6.25+0.21)x107"
b =0.00+0.05 17)

0

1.94

Como se puede observar, no se encuentran ajustes razonables y el valor de c2
decrece notablemente al excluir los datos del litio en el analisis. En este ultimo caso, el valor
obtenido para el cociente entre bariones y fotones acuerda con el valor obtenido por la
colaboracién WMAP a una desviacién estandar.

A continuacién realizamos el mismo procedimiento considerando que la diferencia
de masa entre los autoestados de masa pueda tomar valores del orden de 1 eVZ2 10 eV2 y
10719 V2 [31, 35, 41]. No encontramos modificacién alguna en los valores obtenidos ni en la
calidad del ajuste en este caso.
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B. Esquema de 3+1 estados

En este caso consideramos al angulo de mezcla entre neutrinos activos y estériles
@1 y la densidad baridénica como parametros a determinar. Como primera aproximacion
supusimos que los términos oscilatorios que incluyen a la diferencia de masa entre los estados
de masa 1 y 4, oscilan rapidamente, por este motivo reemplazamos los términos por el valor
medio del mismo. Al realizar el analisis estadistico obtuvimos [45]

N, =06.09£0.12)x10™"

$, =0.03+0.11 18

al considerar todos los datos observacionales en el ajuste, mientras que al eliminar los datos
del "Li en el analisis estadistico obtuvimos

n,=0685+027)x<107"°
b, =0.01+0.14 (19)

I'—!

Fa

0.85

Como se puede observar, se encuentran ajustes razonable y el valor de X2 decrece
notablemente al excluir los datos del litio en el andlisis. En este ultimo caso, el valor obtenido
para el cociente entre bariones y fotones acuerda con el valor obtenido por la colaboraciéon
WMAP a una desviacién estandar.

A continuacién realizamos el mismo procedimiento considerando que la diferencia
de masa entre los estados 1 y 4 pueda tomar valores del orden de 1 eVZ%, 1075 eV2y 10710 ¢V2
[31, 35, 41]. No encontramos modificacién alguna en los valores obtenidos ni en la calidad del
ajuste en este caso.

C. Esquema de 3+2 estados

Consideramos los angulos de mezcla, @1 y @2 como variables desconocidas. En
primer caso, consideramos los valores medios de los términos oscilatorios que contienen a las
diferencias de masas entre los autoestados de masa 1 y 4 y entre los autoestados 1 y 5. A
continuacién, consideramos valores diferentes para las diferencias de masas cuadradas, del
orden de 1 eV2, 1075 eV2y 10710 V2 [31, 35, 41].

Calculamos las abundancias de los elementos primordiales para valores diferentes
de nB, @1 y ¢2, manteniendo constante los valores de las diferencias de masa. Realizamos el
andalisis estadistico para obtener los mejores valores que ajustan a los angulos de mezcla,
obteniendo
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N, =(.09+0.18)x10 "

0, =0.01£0.13
(<3
G, = 0.0 | +0 13 (200
L _ 2.35
N =3

al considerar todos los datos observacionales en el ajuste, mientras que al eliminar los datos
del "Li en el analisis estadistico obtuvimos [45]

N, =3.85700 <107

¢, =0.00 £0.16
¢, =0.00£0.16 (91)
I.".

- - -
2

0.93

Los valores de ng y c2 y son similares al caso anterior, cuando un solo neutrino
estéril es incorporado, sin embargo los angulos resultan menores al caso anterior. Al realizar
el mismo procedimiento al mantener valores fijos para las diferencias de masas cuadradas no
encontramos modificacion alguna en los valores obtenido ni en la calidad del ajuste.

IV. Conclusiones

En este trabajo calculamos los efectos de incorporar neutrinos estériles y masivos
sobre las abundancias de los elementos primordiales. Consideramos diferentes tipos de
mezcla, en dos estados entre un neutrino activo y uno estéril, en el esquema 3+1 (tres
neutrinos activos y uno estéril) y también incorporamos dos neutrinos estériles a la mezcla.
Calculamos las funciones de distribuciéon de los neutrinos livianos y las velocidades de los
decaimientos débiles. A partir de estas cantidades, obtuvimos las abundancias de los
elementos primordiales. Encontramos que la sensibilidad de las abundancias de los elementos
producidos durante BBN es apreciable [14, 42, 44]. Encontramos que si la abundancia del “Li
es excluida del analisis estadistico, los resultados son consistentes con el valor determinado
por WMAP para la densidad bariénica y, ademaés, los angulos de mezcla resultan ser
pequernios. Sin embargo, si este grupo de datos se incorpora en el analisis, el valor de ns no
concuerda con el proporcionado por WMAP pero los angulos de mezcla permanecen pequefios.
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Resumen

Las bacterias probiéticas fueron definidas por la Organizacién Mundial de la Salud
como microorganismos que, consumidos en adecuadas dosis, ejercen efectos
benéficos sobre la salud del consumidor. La mayoria de estos microorganismos
pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, son de origen intestinal
(aislados de individuos sanos) y son incluidos en productos lacteos fermentados,
principalmente yogures, para su llegada al consumidor. Su agregado a matrices
alimenticias presenta numerosos desafios tecnolégicos, como lo son el
mantenimiento de su viabilidad y funcionalidad a lo largo del proceso y
conservaciéon del alimento, como también el recuento selectivo o diferencial en
medios de cultivo, lo que permite realizar el control de calidad del nivel de células
viables, requisito fundamental para ejercer su actividad probidtica o benéfica para
la salud. Desde mediados de los afios 90, la Argentina, en sintonia con una
tendencia mundial, se sumé al desarrollo comercial de leches fermentadas y, en
menor medida, de quesos frescos conteniendo cultivos de L. acidophilus, L. casei y
Bifidobacterium. Nuestro pais fue ademas pionero (primer pais de Latinoamérica
en 1999) en el desarrollo comercial de quesos probidticos. El consumo regular de
este tipo de alimentos permite mantener un nivel mas saludable de vida,
disminuyendo en cierto grado la incidencia, severidad y frecuencia de algunas
patologias intestinales (diarreas, inflamacién) o no intestinales (enfermedades
respiratorias, alergias) o modulando de forma benéfica el transito

intestinal o la actividad de la microbiota residente en el tracto gastrointestinal.

Palabras clave: probidticos; leches fermentadas: recuentos; alimentos funcionales:
salud.

Abstract

Probiotic bacteria in fermented dairy products. Probiotic bacteria were
defined by the World Health Organization as live microorganisms which when
consumed in adequate amounts can confer a health benefit on the host. The majority
of the strains regarded as probiotics belong to the genera Lactobacillus and
Bifidobacterium, have an intestinal origin (isolated from healthy individuals) and
are incorporated in fermented dairy products, specially fermented milks such as
yoghurts, to reach consumers. Their addition to food matrices implies numerous
technological challenges, such as the maintenance of cell viability and functionality
along food production and storage, as well as the selective or differential
enumeration on culture media, which allows to perform the quality control of the
levels of viable cells, a fundamental requisite to exert the probiotic activity. Since
mid-90’s, Argentina, following an international trend, developed commercial
fermented milks, and to a lesser extent fresh cheeses, containing probiotic strains of
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L. acidophilus, L. casei and Bifidobacterium. Our country was also a pioneer (first in
Latin-American in 1999) in the development of a commercial probiotic cheese. The
regular intake of this kind of foods allow to maintain a healthier status of life,
diminishing to a certain extent the incidence, severity and frequency of some
intestinal (diarrhoea, inflammation) or non-intestinal pathologies (respiratory
diseases, allergies) or modulating in a positive way the intestinal transit or the
activity of the intestinal microbiota.

Key words: probiotics; fermented milks; enumeration; functional foods; health.

Introduccién a probiéticos: definicion y microorganismos usados

Se considera que la microbiota intestinal constituye aproximadamente el 95% del
total de las células del cuerpo. Poseemos 10 veces mas células procariotas en el intestino que
células eucariotas en todo nuestro organismo. Se estima que la poblacién total bacteriana
residente en el tracto intestinal llega a 1011-1012 células/g de contenido intestinal. La
microbiota intestinal posee una intensa actividad metabdlica para contrarrestar su
eliminacién a diario en la material fecal. El intestino del bebé es estéril al momento del
nacimiento; la composicién de la microbiota es relativamente sencilla en neonatos y se hace
gradualmente mas compleja hacia la adultez. Se considera que esta microbiota se adquiere de
diversas fuentes a partir de la madre (vagina, piel y leche materna) y del ambiente. Respecto a
las especies y cepas, existe un gran nivel de variabilidad entre individuos, incluso entre
aquellos que pertenecen a una misma poblacidén y que poseen habitos alimentarios similares,
dependiendo fuertemente de la edad, la dieta, el estatus inmunolégico, la exposiciéon a factores
de estrés, tratamientos médicos (antibidticos, rayos) y de otros factores atin no totalmente
dilucidados. En realidad, el intestino es un 6rgano de defensa del huésped atin no explorado en
su totalidad [1]. Los principales géneros y especies que se encuentran en la microbiota
intestinal incluyen Bacteroides, Eubacterium, Ruminococcus, Clostridium y Bifidobacterium,
y, como subdominantes, Escherichia coli, Veilonella, Staphylococcus, Proteus, Streptococcus, y
Lactobacillus [2].

La actividad metabdlica de la microbiota intestinal es muy intensa, depende en
gran medida del consumo de fibras y es esencial para el mantenimiento de la salud intestinal.
Por ejemplo, la sintesis de acidos grasos de cadena corta que actian como fuente de carbono
para los colonocitos, la sintesis de vitaminas y la activacién o inactivacién de compuestos
bioactivos (inhibicién o disminucién de la actividad de enzimas procarcinogénicas) son
funciones de la microbiota intestinal. Su establecimiento y metabolismo son cruciales para el
desarrollo anatémico y funcional del sistema inmunolégico asociado a la mucosa intestinal [3]
y tiene numerosas implicancias en la salud y en la enfermedad, tanto a nivel intestinal como
sistémico [4]. En general, es posible categorizar a los componentes de la microbiota intestinal
en base a que si ejercen efectos potencialmente patogénicos, efectos exclusivamente benéficos o
una mezcla de ambos [5]. Los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, cominmente
encontrados como parte de la microbiota intestinal de individuos sanos, tienen una larga
tradicién de ser considerados promotores de la salud y es por esto que son los principales
géneros a partir de los cuales se han aislado microorganismos probiéticos o benéficos para la
salud.

El término “Probidtico” fue introducido por primera vez por el Dr. Roy Fuller, en
1989, al referirse a un suplemento alimenticio microbiano vivo el cual afecta benéficamente al
huésped al mejorar su balance microbiano intestinal [6]. Sin embargo, y luego de varias
definiciones alternativas propuestas por diferentes autores, pareceria existir un consenso
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cientifico internacional tendiente a adoptar globalmente la definicién propuesta por un grupo
de trabajo reunido ad hoc en nuestro pais en Octubre de 2001 por la Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura y la Organizacién Mundial de la Salud
(FAO/WHO, por sus siglas en inglés) que establecié que los probidticos son “microorganismos
vivos que cuando son administrados en dosis adecuadas ejercen un efecto benéfico en la salud
del consumidor” [7]. Esta comisiéon conjunta elaboré también una serie de lineamientos
generales para caracterizar microorganismos probidticos.

Lactobacillus casei, L. paracasei, L. rhmanosus, L. acidophilus, L. gasseri, L.
johnsonii, L. plantarum, L. reuteri, L. crispatus, L. fermentum, Bifidobacterium bifidum, B.
adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. breve, B. infantis, B. longum, Saccharomyces
boulardii 'y S. cerevisiae son algunas de las especies a partir de las cuales se aislaron cepas con
caracteristicas probidticas. El uso de enterococos (E. faecium) como probidticos para humanos
esta aun en debate debido a su participacion en ciertas patologias o a la posibilidad de que sea
un vector intestinal de transmisién de genes de resistencia a antibidticos [8, 9, 10]. La
definicion de probidticos implica que el término sea empleado exclusivamente a
microorganismos vivos que hayan demostrado un efecto benéfico en estudios in vivo, sin
tenerse en cuenta muchas veces su capacidad de resistir el transito gastrointestinal. Sin
embargo, especies 0 cepas que no son capaces de sobrevivir a la barrera gastrica, tales como
Streptococcus thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus or Lactococcus lactis también
podrian ser consideradas probidticas [11, 12]. Es importante establecer que ninguna cepa
nueva que se aisle y que resulte pertenecer a alguna de las especies listadas anteriormente
deberia ser considerada probidtica hasta que no se hagan los estudios correspondientes:
estudios en animales y estudios en humanos, al azar, a doble ciego y con control de placebos.

El hecho de que Bifidobacterium y Lactobacillus sean integrantes normales de la
microbiota intestinal humana, que algunas cepas demuestren una adecuada tolerancia a las
barreras gastrointestinales y que solo se hayan descriptos efectos benéficos hacia la salud
relacionados a su consumo, hace que ambos géneros sean ideales para el aislamiento,
caracterizacion y desarrollo de nuevos cultivos probidticos. En este sentido, la estrategia a
seguir seria la de reforzar a la microbiota intestinal con constituyentes naturales de la misma,
al menos mediante una colonizacién externa y transitoria, ya que hasta el momento no se ha
demostrado la factibilidad de implantar en el ambito intestinal una cepa probidtica de forma
permanente una vez interrumpida su administracién oral. Ademaés de la microbiota intestinal
humana, se pueden aislar cepas de interés, principalmente del género Lactobacillus, ya que
las bifidobacterias son microorganismos anaerdbicos estrictos, a partir de la microbiota
intestinal de otras especies y a partir de alimentos fermentados o no tales como leches
fermentadas tradicionales, quesos artesanales, embutidos, frutas o alimentos con base cereal
fermentados [13]. Se podria pensar que los aislamientos de probidticos realizados a partir del
ambiente intestinal de un individuo podrian colonizar y funcionar mejor en individuos de la
misma especie, lo que se conoce como criterio de especificidad de especies. Sin embargo,
existen algunas dudas respecto a la validez de este criterio una vez que el microorganismo fue
aislado de su ambiente primario y propagado en medios de cultivos sintéticos en laboratorios,
en medios de cultivo industriales y colocado finalmente en matrices alimentarias. Por ejemplo,
en relaciéon a la capacidad de colonizacion de la misma especie de la que fue aislado, se
demostré que la administracion oral de Lactobacillus GG a neonatos en los primeros seis
semanas de vida, periodo donde la mucosa intestinal no esta aun completamente colonizada,
no fue capaz de lograr una colonizacién permanente una vez finalizada la administracién oral
de la cepa [14]. Por otro lado, se determiné que el cultivo sucesivo en medios de laboratorio de
una cepa de Bifidobacterium indujo la pérdida de material genético correspondiente a la
expresiéon de caracteristicas que tenian que ver exclusivamente con la sobrevida en el
ambiente intestinal de la cepa [15]. Respecto a las cepas de origen intestinal, la desventaja
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podria radicar en su posible baja capacidad de tolerar las condiciones adversas de los
alimentos (acidez, oxigeno disuelto, metabolitos derivados de la fermentacién lactica,
compuestos quimicos alimenticios, etc). Sin embargo, se ha demostrado que muchas cepas
probidticas de origen intestinal pueden tener una performance tan adecuada como las que
fueron aisladas de alimentos fermentados [16], tolerando los compuestos quimicos utilizados
en la formulacién de productos lacteos fermentados [17]. Lo mismo se podria plantear para
cepas probiodticas aisladas de alimentos fermentados: podrian estar naturalmente adaptadas a
sobrevivir en las condiciones del alimento, pero su performance a nivel intestinal podria
generar dudas. Haller y col. [18] determinaron que propiedades metabdlicas como funcionales
de interés pueden encontrarse tanto en lactobacilos de origen intestinal como también en
ciertas cepas de origen alimentario. Dogi y Perdigéon [19] determinaron que tanto cepas
comensales como no comensales de L. fermentum y L. acidophilus fueron capaces de activar

la respuesta inmune de mucosa en ratones. En conclusién, se podria decir que propiedades
tecnoldgicas como funcionales de relevancia pueden encontrarse tanto en cepas de origen
intestinal como en aquellas aisladas de alimentos, por lo que la capacidad probidtica es atin
una propiedad fuertemente dependiente de la cepa y no tanto de su origen.

Efectos benéficos hacia la salud de bacterias probidticas y de leches fermentadas
conteniendo bacterias probioticas

En rasgos generales, algunos de los efectos benéficos relacionados al consumo de
bacterias probidticas y de los productos lacteos fermentados que las contienen son la
modulaciéon benéfica de la actividad de la microbiota intestinal mediante la reducciéon de
actividades mutagénicas y procarcinogénicas, disminucién de los sintomas de intolerancia a la
lactosa, mejora de la inmunidad de mucosas, mejora del transito intestinal, disminucién de los
niveles de colesterol, prevenciéon o reducciéon de la duracién de ciertas diarreas, prevencion o
modulacién de ciertos tipos de cdnceres intestinales y enfermedad inflamatoria intestinal,
prevenciéon de la incidencia de Helicobacter pylori y patégenos intestinales y prevencién de
alergias, entre otros. Una discusion detallada de los efectos benéficos de cada cepa y de sus
mecanismos esta mucho mas alla del alcance de este articulo. Sin embargo, el lector interesado
puede encontrar un analisis mas detallado de estos aspectos en articulos de revisiéon [20, 21,
22, 23, 24, 25, 26] o libros al respecto [13, 27, 28, 29]. Es importante destacar que es poco
probable que una misma cepa probidtica pueda cumplir los numerosos efectos benéficos
atribuidos a los probidticos en general, por lo tanto un efecto particular debe ser asociado a
una cepa especifica y se debe informar la dosis y el alimento en el cual debe incluirse para
lograr el efecto estudiado. Para tener una idea general de la efectividad de los probidticos y de
los alimentos que incluyen bacterias probidticas es aconsejable leer el trabajo de revisién
publicado por Montrose y Floch en el afo 2005 [30]. En este trabajo se revisaron las
conclusiones de 288 estudios clinicos en humanos llevados a cabo entre 1980 y 2004, donde se
administraron bacterias probidticas y donde se abordaron practicamente todos los aspectos
benéficos relacionados al consumo de bacterias probiéticas. En las conclusiones de este trabajo
se determina que en 239 de los 288 trabajos evaluados, los efectos sobre la salud resultaron ser
positivos, mientras que en los 49 restantes no se observaron diferencias respecto a los grupos
controles.

Debido a que los probidticos son administrados en forma oral y que al primer
6rgano con respuesta al que llegan es el sistema inmune asociado a la mucosa intestinal, los
mecanismos de accién tienen que ver con su capacidad de modular el sistema inmunolégico,
cuya regulaciéon dependera de la cepa, el alimento usado como vehiculo y sus componentes
bioactivos (péptidos, exopolisacaridos, otros microoganismos presentes), la dosis y el periodo
durante la cual es administrada y la forma de administracién (continua o ciclica, es decir,
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alternando periodos de administracién y descanso). Por ejemplo, de Moreno de LeBlanc y col.
[31] demostraron que la administracion continua (durante 98 dias), a ratones, de una leche
fermentada conteniendo una cepa probidtica indujo un pico en la producciéon de IgA
(parametro funcional de interés al administrar un probiético) en intestino delgado luego de un
corto periodo de administracion (7 dias). Luego de este pico, la respuesta de interés sufrié un
proceso de homeostasis, volviendo a los niveles observados en el grupo control. Esto podria
sugerir la importancia de evaluar periodos alternados de administracién y descanso para
mantener, en el tiempo, una respuesta activada promedio mayor a la del grupo control en los
individuos que reciben el alimento probidtico y mantener asi una respuesta inmune mas
elevada que sea capaz de prevenir o ejercer un efecto terapéutico ante ciertas patologias
intestinales.

(Por qué agregar bacterias probidticas a yogures y leches fermentadas?

La asociacién entre el hombre y los efectos benéficos hacia la salud intestinal del
consumo de leches fermentadas conteniendo bacterias lacticas se remonta a miles de afios
atras y existen registros en pinturas rupestres del consumo de productos lacteos fermentados.
Las principales areas geograficas asociadas al uso milenario de leches fermentadas incluyen el
norte, noreste y sudeste europeo incluyendo también el Ciucaso, Asia, India y la Unién
Soviética [32]. Entre los microorganismos naturalmente presentes en los alimentos
fermentados de estas regiones encontramos S. thermophilus, Lactococcus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. acidophilus, L. kefir, L. kefiranofaciens y cepas del grupo L.
casel.

No hay registros precisos en relaciéon al origen del yogur. Se cree que los antiguos
pueblos turcos en Asia, donde vivian como némades, fueron los primeros en elaborar una leche
agria o acidificada por accién de bacterias lacticas. De forma mas contemporanea, una de las
primeras elaboraciones industriales de yogur en Europa fue realizada por Danone en Madrid
en 1922 [33]. Los microrganismos involucrados en la elaboracién comercial de yogur han sido
histéricamente S. thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Luego de la Segunda
Guerra mundial, se incrementé rapidamente la tecnologia para la produccién de yogur, su
consumo y el conocimiento acerca de sus propiedades benéficas hacia la salud [34]. Sin
embargo, el uso e incorporacién masiva de cepas de bacterias probidticas de los géneros
Lactobacillus (L. casei y L. acidophilus principalmente) y Bifidobacterium, y el desarrollo de la
gran cantidad de leches fermentadas y, en menor medida, quesos, conteniendo estos
microorganismos es un fenémeno mucho mas reciente que data de principios de la década del
80 [35], con la sola excepcién tal vez del mundialmente conocido Yakult, desarrollado ya
comercialmente en Japén en los anos 50.

El yogur es reconocido como un alimento con numerosos efectos benéficos hacia la
salud [21], principalmente a nivel de la salud intestinal. ;Cuédles son entonces los factores que
justifican la adicion de bacterias probidticas a una matriz que de por si presenta efectos
benéficos?

Los microorganismos utilizados para la produccion de yogur, S. thermophilus y L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, no son de origen intestinal y por lo tanto dificilmente sobreviven
las condiciones extremas encontradas durante el transito gastrointestinal [11]. Sin embargo,
Lactobacillus y bifidobacterias utilizados como probidticos muchas veces han sido parte de la
microbiota intestinal de individuos sanos y ejercen solamente efectos benéficos hacia el
consumidor [36]. Muchas de estas cepas son capaces de tolerar el bajo pH del estébmago y los
compuestos inhibitorios encontrados a lo largo del tracto gastrointestinal (sales biliares,
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lisozima, lactoferrina, defensinas) [37, 38]. Esta propiedad les conferiria probablemente la
capacidad de ejercer actividad metabdlica benéfica durante el transito, como por ejemplo la
deconjugacién de sales biliares [39] y ademas interactuar con las células inmunes presentes en
el tracto intestinal [40], desencadenando asi una respuesta inmune benéfica. Finalmente, son
numerosos los estudios que demuestran la importancia de la viabilidad celular para lograr o
potenciar numerosos efectos benéficos a nivel intestinal [41, 42].

Como parte del debate sobre si las bacterias lacticas starters o acidificantes
deberian ser consideradas probidticas [23], muchos autores consideran que claramente
cumplen con los requisitos para ser consideradas como tal [12]. Es por lo tanto justo reconocer
que los yogures tradicionales conteniendo exclusivamente cultivos de S. thermophilus y L.
delbrueckii subsp. Bulgaricus ejercen efectos benéficos promotores de la salud [12, 21] debido
al contenido de lactasa (liberada por las bacterias lacticas sensibles a la acciéon detergente de
las sales biliares, por ejemplo), de péptidos bioactivos liberados a partir de las proteinas
lacteas [43], la produccién de exopolisacaridos solubles [44] o de compuestos antimicrobianos
[45] y también efectos relacionados a restos de paredes celulares provenientes de células que
no resisten las barreras gastrointestinales (acidez gastrica, sales biliares, lisozima) pero que
aun asi tienen propiedades inmunomodulatorias [46, 47]. No obstante, la presencia de
bacterias probidticas
con capacidad de sobrevivir la digestién gastrointestinal y llegar viables al intestino asegura o
aumenta la intensidad de muchos otros efectos benéficos que tienen que ver con la integridad
y viabilidad de células microbianas capaces de interactuar con las células inmunes asociadas
al intestino.

Recuento de bacterias probidticas en productos lacteos fermentados: desafios,
dificultades y logros

La enumeracién de bacterias probidticas en alimentos es un desafio en el
laboratorio de microbiologia por numerosas razones. La gran proximidad evolutiva entre las
bacterias probidticas y los cultivos starters o acidificantes empleados en la elaboracién del
producto fermentado es uno de los mayores obstaculos al tratar de diferenciar colonias de unos
y otros en las placas de medios de cultivo. Sin embargo, el esfuerzo sostenido llevado a cabo en
las tltimas dos décadas ha dado como resultado la formulacién de numerosos medios de
cultivos selectivos y/o diferenciales para tal fin. No obstante, no todos son adecuados para ser
utilizados con la gran variedad de cepas probidticas y de cultivos starters disponibles y en la
gran diversidad de alimentos utilizados como vehiculos para probidticos, por lo tanto, la
eleccién de un medio de cultivo o una combinacién de ellos, es siempre una tarea particular y
que se debe ajustar a las cepas y alimentos en estudio, sin poder hacer generalizaciones.

El control del nivel de células viables de un probidtico en un cultivo puro o en el
producto final permite (1) verificar el nivel de células viables en los cultivos comerciales
congelados o liofilizados utilizados para inoculacién directa, (i1) monitorear el nivel de células
viables a lo largo del proceso de produccion del alimento utilizado como vehiculo y a lo largo de
la vida de estante del mismo y (iil) controlar la dosis administrada para lograr el efecto
benéfico asociado a la cepa en particular.

Cuando se formula o se adopta un medio de cultivo para el recuento selectivo y/o
diferencial de un probidtico, deben tenerse en cuenta algunos aspectos:

- Las bacterias probidticas (cepas de L. casei, L. acidophilus, bifidobacterias, etc.)
estan nutricional y microbiolégicamente muy relacionadas a los cultivos starters o
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acidificantes (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. lactis), por lo tanto es dificil
favorecer el crecimiento de unos tratando de inhibir el desarrollo de los otros.

- Los probidticos son utilizados como cultivos adjuntos (practicamente no
desarrollan durante la fermentacion lactica junto a los cultivos starters), por lo tanto son
agregados a la concentracion final esperada en el producto (107-108 UFC/ml) mientras que las
bacterias lacticas del starter, luego de la acidificaciéon de la leche o de la maduracién del queso,
pueden llegar a niveles superiores: entre 108-109 UFC/ml. Si el desarrollo del starter sobre el
medio de cultivo no es adecuadamente inhibido, puede cubrir las placas de Petri impidiendo la
visualizacién de las colonias de las bacterias probidticas.

- Las bacterias probidticas no constituyen un grupo taxondémico o microbiolégico
homogéneo. Por lo tanto, es muy dificil formular un tnico medio de cultivo adecuado para
todas las especies y cepas utilizadas como probidticos y que a la vez sea capaz de inhibir a la
gran variedad de cultivos iniciadores utilizados para la fermentacion de alimentos.

- La enumeracién de bacterias probidticas es mas dificultosa en aquellas matrices
alimentarias en la cual mas de un probidtico ha sido incorporado, especialmente si pertenecen
al mismo género (L. acidophilus y L. casei, por ejemplo), siendo practicamente imposible
diferenciar en un medio de cultivo colonias de cepas de una misma especie, lo cual debe
tenerse en cuenta al momento de querer disenar alimentos conteniendo multiples probiéticos.
Lo mismo sucede con el género Bifidobacterium, cuyas especies forman colonias muy similares
entre si [48].

Un medio de cultivo adecuado para el control de bacterias probidticas deberia ser
capaz de inhibir el desarrollo de la microflora lictica acompanante, o al menos ofrecer un
desarrollo diferencial. A su vez, la tasa de recuperacién de células viables debe ser lo mas
cercana posible al 100%, para no subestimar el nivel de células y debe tener capacidad
selectiva o diferencial si existe més de un probidtico a enumerar. Finalmente, para que pueda
ser empleado en el control de calidad de rutina en plantas lacteas, debe ser facil de preparar,
estable y de costo razonable.

Hacia la época en que se comenzaban a agregar probidticos a leches fermentadas, el
foco de la investigacién se puso en el recuento de cepas de L. acidophilus y bifidobacterias, las
cuales fueron las primeras en ser empleadas a nivel comercial. Sin embargo, y luego de
algunos problemas de viabilidad relacionados al empleo industrial de estos microorganismos,
comenz6 a surgir una tendencia hacia el uso de cepas del grupo L. casei [49]. Por ejemplo,
actualmente en nuestro pais la tres leches fermentadas probidticas con mayor difusiéon
commercial (Actimel, Yakult y Leche SanCor Bio) poseen cepas del grupo L. casei como
probidtico. Por lo tanto, los medios originalmente disefios para el recuento de L. acidophilus 'y
bifidobacteria fueron testeados en relacién a su capacidad para realizar el recuento de L. casei,
o alternativamente, se desarrollaron medios especificos para cepas del grupo L. casei [50, 51,
52]. La gran variedad de medios de cultivo base y agentes selectivos y diferenciales utilizados
(antibidticos, sales, azlcares, agentes cromodgenos, etc) permiten tener una idea sobre la
complejidad de esta tarea. Es muy probable que para cada combinacién de probidtico/starter
en un alimento en particular, se deba realizar una adecuada busqueda de medios de cultivo
para asegurar un correcto recuento de células viables.

No existen hasta el momento protocolos oficiales ni métodos estandares validados
para el control de viabilidad de probiéticos en alimentos. En 1990, la Federacién Internacional
de Lecheria (International Dairy Federation, FIL-IDF) public un boletin [53] donde proponia
medios de cultivo para la deteccién y recuento de bifidobacterias en heces y en productos
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lacteos fermentados. En este boletin se propusieron cuatro medios de cultivo para la deteccion
de bifidobacterias en heces y catorce medios de cultivo para el recuento en leches fermentadas
y en otros alimentos. En 1995, se publicd otro boletin [54] donde se proponian dieciséis medios
de cultivo para el recuento de L. acidophilus, combinado con bacterias lacticas iniciadoras y/o
bifidobacterias. Hasta el momento, esta organizacién no ha publicado boletines sobre el
recuento de cepas del grupo L. casei (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus), probablemente el
grupo mas utilizado hoy en dia en leches fermentadas comerciales alrededor del mundo.

Los esfuerzos realizados por la FIL y la ISO (International Organization for
Standardization) para disefiar un método tinico y confiable para el recuento de L. acidophilus
en productos lacteos derivé en la publicaciéon en 2006 de una técnica para el recuento
presuntivo en un medio selectivo [55]. Esta técnica implica el uso de los antibidticos
clindamicina y ciproflaxina, ambos capaces de inhibir el desarrollo de la mayoria de las cepas
de L. delbrueckit subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, S. thermophilus,
bifidobacterias, lactococos, L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. reuteri y Leuconostoc. Sin
embargo, se advierte que este método no es capaz de distinguir entre L. acidophilus, L.
johnsonii, L. gasseri y L. crispatus, que son cuatro especies altamente relacionadas del grupo
L. acidophilus [56]. La metodologia advierte ademas que debido a la gran variedad de
productos lacteos existentes el método podria no ser apropiado para ciertos productos en
particular. Otra limitacién es que la técnica no es adecuada en el caso de que L. acidophilus
estuviera en concentraciones menores que otros lactobacilos tales como L. rhamnosus, L.
reuteri, L. plantarum, L. helveticus o levaduras [55].

Con el objetivo de desarrollar un método para el recuento selectivo de
bifidobacterias en productos lacteos, la FIL lanzdé en 2003 un ensayo a nivel mundial que
incluy6 veinte laboratorios de Europa, Japon y Nueva Zelanda [47]. Cada uno de estos
laboratorios recibié siete muestras ciegas de productos lacteos conteniendo bifidobacterias,
como cultivos puros o en combinacién con L. acidophilus, L. gasseri, S. thermophilus y L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. Los laboratorios emplearon un medio de cultivo conteniendo el
antibidtico mupirocina (MUP) y el sustrato TOS (oligosacarido transgalactosilado) para la
enumeracion selectiva de bifidobacterias. Los resultados de este estudio demostraron que el
empleo del antibiético no interfirié con el crecimiento de las bifidobacterias y que a su vez fue
capaz de inhibir el desarrollo de las bacterias lacticas acompanantes. Ademas, el empleo del
medio conteniendo TOS-MUP result6 en un desarrollo de las bifidobacterias mas rapido y con
colonias de mayor tamano [57]. En base a estos resultados, es esperable que en el futuro sea
publicada por la FIL-ISO una técnica para el recuento presuntivo de bifidobacterias en
productos lacteos en presencia de bacterias lacticas.

Hasta el momento, todos los medios de cultivos propuestos para el recuento de
bacterias probidticas tienen limitaciones y tienen alcance para las cepas y condiciones
ensayadas, con poca posibilidad de ser generalizados a otras cepas y productos sin hacer
ensayos confirmatorios. Por lo tanto, al disefiar un alimento nuevo conteniendo bacterias
probidticas, es aconsejable determinar primero la respuesta de cada probidtico como cultivo
puro (crecimiento, tasa de recuperacion respecto a un medio sin agentes selectivos o
diferenciales y un registro de la morfologia de las colonias para el reconocimiento posterior al
estar mezclado con otros cultivos) en cada uno de los medios de cultivo en estudio. Con este fin,
en el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, UNL-CONICET) realizamos un estudio
exploratorio de catorce medios de cultivos, diferenciales o selectivos, incubados bajo tres
condiciones de incubacién diferentes [52,58]. De este estudio, se identificaron dos medios de
cultivo adecuados para el recuento de L. acidophilus, L. paracasei y Bifidobacterium en
presencia de S. thermophilus y L. lactis en el Bioqueso Ilolay Vita, primer queso probiético

~ 68 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

comercial de Latinoamérica [59], ademas de ser util también para el recuento de bacterias
probidticas en leches fermentadas.

Actualmente, todos los procedimientos de rutina para el control de la viabilidad
celular de bacterias probidticas en leches fermentadas se basan exclusivamente en recuentos
en medios de cultivo agarizados. Estas metodologias demandan mucho tiempo, son tediosas y
susceptibles a recuentos que subestimen la poblacién celular por la autoagregacién de cepas
[60] o debido a errores metodoldgicos en los que frecuentemente se incurre y que han sido
revisados recientemente [61]. Es importante tener en cuenta que el estrés al que estan
sometidos estos microorganismos durante la vida de estante podria hacer que células
subletalmente dafiadas no desarrollen en forma adecuada en medios agarizados, o desarrollen
en muchos casos como colonias de diferentes tamafios, segin el grado de dafio subletal, lo que
hace el recuento aiin més confuso. Afortunadamente, nuevas técnicas tales como el uso de
PCR cuantitativa en tiempo real, citometria de flujo e hibridaciéon in situ estan siendo
desarrolladas con este fin, aunque su aplicacién masiva para el control de rutina en industrias
u organismos gubernamentales de control sea mas dificil de implementar por el costo de los
equipamientos necesarios y la necesidad de disponer de recurso humano altamente
especializado para su implementacién y manipulacién.

Probidticos en productos lacteos
Yogures y leches fermentadas

Las bacterias probidticas tienen una larga historia asociada a productos lacteos
como principal vehiculo alimenticio. Son numerosas las razones que hicieron que las leches
fermentadas, como el yogur, hayan sido uno de los primeros, y mas exitosos comercialmente,
vehiculos de bacterias probidticas. Por un lado muchos probiéticos comparten nichos ecolégicos
con las bacterias lacticas empleadas como starters y por lo tanto se considera generalmente
que “bacterias cercanas podrian funcionar bien en una misma matriz alimentaria”, aunque,
como se discutira luego, no todas las combinaciones de bacterias lacticas y probidticas son
exitosas. Ademas, el yogur ha sido considerado siempre un alimento saludable. Otro factor no
menos importante para garantizar la continuidad del consumo es que el yogur es un alimento
incorporado en la dieta de la poblacién y que es consumido con periodicidad. Otros factores
que han marcado su éxito comercial es la variedad de sabores disponibles y lo atractivo de su
packaging, su relativamente bajo costo al constituir un alimento en si mismo y su practicidad
para transportarse, almacenarse y consumirse.

Para la elaboracién de yogures conteniendo bacterias probidticas se pueden utilizar
los procedimientos industriales ya establecidos para la elaboracién de yogur tradicional,
siendo los probidticos agregados antes de la fermentacién (unto a las bacterias acidificantes) o
después de la misma. En el primer caso, la ventaja es que operativamente son menos pasos,
pero la desventaja es que la cepa probidtica estara expuesta a temperaturas no Optimas
durante la fermentacion y expuesta a la acidez lactica generada por las bacterias lacticas, lo
que podria impactar negativamente en la viabilidad del probidtico [62]. En el caso del
agregado del probidtico luego de la fermentacion, esto se puede aplicar a yogures batidos (en el
caso de yogures set o firmes el probidtico debe agregarse antes de la fermentacién) y la
desventaja podria ser la sensibilidad al oxigeno incorporado durante el batido, principalmente
si se emplean bifidobacterias [62]. Hay numerosos estudios sobre el agregado de probidticos a
leches fermentadas y su adecuada viabilidad durante la vida de estante [49, 63, 64, 65]. Sin
embargo, tan pronto como estos desarrollos comenzaron a aparecer, otros estudios advirtieron
sobre pérdidas de viabilidad celular en forma cepa y productodependiente [66, 67, 68],
principalmente debido a la accién inhibitoria de la acidez lactica, a factores del proceso o a
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otros compuestos quimicos que forman parte de la formulacion del producto [17, 69], asi
también como a las posibles interacciones negativas entre las bacterias lacticas y probidticas
[70, 71].

La viabilidad de bacterias probidticas en leches fermentadas depende de numerosos
factores tales como la cepa en particular, la forma de inoculacién (cultivos congelados,
liofilizados o con una etapa previa de propagaciéon in situ en planta), el momento del agregado
a la leche (antes o después de la fermentacién), la temperatura de fermentacién, la acidez final
y la composicién quimica de la matriz, las interacciones con las bacterias lacticas acidificantes,
las condiciones de temperatura durante la vida de estante y el oxigeno disuelto, entre otros
[35]. Esta lista no es exhaustiva ya que es probable que existan interacciones entre estos
factores, los cuales no han sido completamente abordados por estudios cientificos. A pesar de
esto, el pH final del producto y el fenémeno de post-acidificacién durante la vida de estante
han sido sefialados como los dos factores mas importantes en las pérdidas de viabilidad celular
de bacterias probidticas en leches fermentadas experimentales y comerciales.

En nuestro pais, algunos ejemplos de leches fermentadas comerciales, con varios
afios de presencia en el mercado, que contienen bacterias probiéticas (y las cepas presentes)
son: Actimel (L. casei DN 114 001), Leche SanCor Bio (L. casei CRL 431), Yakult (L. casei
Shirota) y Activia (B. animalis subsp. lactis DN 173010).

Quesos

El queso ha sido la segunda matriz alimentaria con mayor éxito comercial para la
vehiculizacion de bacterias probidticas. El agregado de estos cultivos a variedades frescas,
blandas o semi-blandas de quesos es una alternativa alentadora a algunos problemas de
escasa viabilidad en leches fermentadas, debido principalmente a la acidez lactica. Los quesos
poseen mayores valores de pH que los yogures, una matriz mas compacta y con menos oxigeno
y un mayor contenido de grasa que podria actuar como un agente protectivo del probidtico
durante el transito gastrointestinal [72]. Sin embargo, y a diferencia del proceso tecnologico
de elaboracion de yogures, algunos procesos casearios deben ser ligeramente modificados para
adaptarse a los requerimientos de viabilidad de los probiéticos. La actividad acuosa, contenido
de sal, temperatura de coccién de la cuajada, periodo de maduracién, entre otros, son algunos
de los factores sobre los cuales se debe reflexionar antes de decidir la inclusién de una bacteria
probidtica en un queso. En este sentido, los quesos frescos son los productos ideales para
incluir probiéticos, ya que son productos que no implican maduracién y en general poseen de
bajo a moderado contenido de sal. El almacenamiento se hace a temperaturas de refrigeracién
y la vida 1til es relativamente corta o dentro de los plazos en los que se espera el probidtico
pueda mantenerse viable (de un par de semanas a unos pocos meses) [73].

Uno de los principales obstaculos a sortear para el agregado de probidticos a quesos
es determinar en qué momento y como agregarlos a la tina de elaboracion para minimizar la
pérdida de biomasa junto al suero que se elimina después del corte de la cuajada. Para cada
queso en particular debe encontrarse una solucién segin su tecnologia de elaboracién, por
ejemplo, en el caso de queso cottage, la incorporacién tiene lugar en el momento del agregado
de la crema y la sal [74, 75]. Por otro lado es posible implementar un sistema de ultrafiltracién
para concentrar los sélidos del producto y evitar entonces la etapa de desuerado, con la
consecuente pérdida de células viables en el suero. Esta fue la tecnologia adoptada para el
proceso de producciéon del Bioqueso Ilolay Vita, primer queso probiético Argentino y
latinoamericano desarrollado por la empresa Sucesores de A. Williner (Rafaela, Argentina) con
la colaboracion de investigadores del Instituto de Lactologia Industrial (UNL-CONICET) de la
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ciudad de Santa Fe [59]. Existen numerosisimos antecedentes de la incorporacion exitosa de
bacterias probidticas a quesos, la mayoria de ellos experimentales, algunos ejemplos son:
Cheddar [76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84], Cottage [74, 75, 85], Gouda [86], Crescenza en
Italia [87, 88, 89], Kariesh [90] y Tallaga [91] en Egipto, de cabra en Portugal [92], Bioqueso
Ilolay Vita fresco en Argentina, que llegé al desarrollo comercial y lanzamiento al mercado
[69], Canestrato Pugliese [93] y Fior di Latte [94] también en Italia, Pikantne en Estonia [95],
blanco salado [96], blanco [97], Minas frescal en Brasil [98], de oveja [99], semi duro tipo Tybo
[100] y petit-suisse también en Brasil [101].

Productos congelados

Productos tales como helados, yogures congelados y postres helados han sido
propuestos como vehiculos para bacterias probidticas [102,103,104]. Se argumenta que la
principal ventaja de los productos congelados es que se almacenan a temperaturas de entre 5y
10°C bajo cero, aunque la mayor vida util de estos productos podria afectar negativamente la
viabilidad de los probidticos a largo plazo. Otros factores del alimento que podrian jugar en
contra de la viabilidad de estos microorganismos son la baja actividad acuosa y la
posiblemente elevada presién osmoética debido al nivel de sélidos. Se podrian registrar a la vez
alteraciones en la fluidez de la membrana plasmatica y deshidratacién intracelular debido a la
formacién de cristales intracelulares que podrian romper las células y causar la inactivacién
de los probidticos a lo largo del proceso de congelamiento, segiin sean las condiciones del
mismo. Sin embargo, hay otros factores que jugarian a favor de los probidticos, como la
presencia de crioprotectores naturales (caseina, azlcares, grasas). De todos modos, la
capacidad de un probidtico de mantenerse viable en un producto son siempre caracteristicas
que dependen tanto de la cepa como de las propiedades fisicoquimicas del producto. Un
ejemplo de un desarrollo exitoso de un producto de este tipo es el helado comercial Biogarde®,
disponible en Alemania desde los afios 80’s y que contiene B. bifidum y L. acidophilus como
cultivos probidticos.

Conclusiones

La incorporacién de bacterias probidticas en productos lacteos ha experimentado
una gran expansion en las ultimas dos décadas, apoyandose en la proliferacion de estudios
cientificos que avalan sus efectos benéficos para la salud. Sin embargo, no todas las cepas
disponibles han sido sometidas atin a estudios clinicos a doble ciego y con control de placebos y
menos aun una vez que han sido incorporadas a diferentes matrices alimentarias, las cuales
tienen un papel decisivo en su funcionalidad. Existen atin numerosas dificultades a nivel de la
industria de alimentos para manejar y controlar su presencia en el producto final,
principalmente cuando es necesario hacer un control de células viables y estan presentes junto
a las bacterias lacticas acidificantes o en mezcla con otros probidticos. En menor medida se
conoce de qué forma la matriz alimentaria y las variables del proceso tecnolégico de
elaboracién de alimentos e incluso de la biomasa de bacterias probidticas, puede influenciar la
funcionalidad de éstas. Afortunadamente existen numerosos recursos humanos ya formados
en el tema, herramientas metodolégicas disponibles y un principio de conciencia sobre la
importancia de regular este tema por parte de los organismos gubernamentales de control que
llevara, en el futuro, a disponer de cepas perfectamente caracterizadas, para las cuales se
conoceran sus efectos benéficos hacia la salud cuando son consumidas en un alimento de forma
sistematizada. Por el momento, una mirada global a los estudios clinicos realizados,
demuestran que su consumo es seguro y, que en la mayoria de los casos, su ingesta mejora
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numerosas funciones del organismo tendientes a prevenir o a actuar de forma terapéutica
sobre algunas patologias, sobre todo las de origen intestinal.
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Resumen

Un laboratorio subterrdaneo profundo provee un entorno unico blindado de la
radiacién césmica. Se pueden desarrollar en su seno experimentos imposibles de
operar en un laboratorio comtun, como estudios de neutrinos o busqueda de materia
oscura. Puede a la vez albergar estudios de baja radiactividad, impacto de la
radiacién césmica en biologia o climatologia, y una gran variedad de estudios
geofisicos. Este trabajo presenta el laboratorio ANDES, la propuesta de
construcciéon del tnico laboratorio subterraneo del hemisferio Sur. Detalla las
caracteristicas esenciales de la configuracién del laboratorio y del entorno esperado
(flujo de muones, radiactividad natural).

Palabras clave: laboratorio subterraneo, neutrino, materia oscura, ruido de fondo

Abstract

The Andes underground laboratory. A deep underground laboratory is a
unique environment protected from cosmic rays. It can host experiments that
would be impossible to run in other laboratories such as neutrino studies or Dark
Matter search. It can also host low radioactivity measurements, studies on the
impact of cosmic rays on biology and climate, and a great variety of geophysics
studies. This work presents the ANDES laboratory, a proposal for the construction
of the only deep underground laboratory in the southern hemisphere. It details the
main characteristics of the laboratory layout and the expected background (muon
flux and natural radioactivity).

Key words: deep underground laboratory, neutrino, dark matter, background noise

Introduccion

En fisica de particulas, desde el descubrimiento el neutrino, la presencia de
particulas interactuando solo a través de la fuerza débil impuso eldesarrollo de experimentos
subterraneos. Al proteger el detector de un espesor importante de roca, uno se blinda del
importante flujo de particulas secundarias de los rayos césmicos (del orden de 100 muones por
m2 por segundo en la superficie terrestre, dependiendo de la latitud magnética del sitio y de
su altitud), reduciéndolo a algunos por m?2 por dia, segin la cobertura rocosa. Resulta por lo
tanto posible planificar experimentos con baja tasa de evento, del orden del evento horario o
diario, mientras extraer esos eventos del fondo de eventos césmicos en un experimento no
blindado seria imposible.
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En los ultimos 50 afios se construyeron varios laboratorios subterraneos protegidos
por centenas o miles de metros de rocas. Al dia de la fecha, 12 laboratorios subterraneos se
encuentran en Canad4d, EE.UU, Inglaterra, Espafia, Francia, Italia, Rusia, China, Corea y
Japon. Los mas profundos, en China y Canadda, cuentan con mas de 2000 m de roca de
cobertura. Todos estan ubicados en el hemisferio norte.

El laboratorio subterraneo ANDES

Para incrementar la integracién regional entre Argentina y Chile, se estan
mejorando los pasos entre ambos paises. En particular, se aprobd la construccién de un doble
tunel de 14 km de largo (el tunel internacional Agua Negra) entre la provincia de San Juan y
la regién de Coquimbo. El punto méas profundo del trazado del tunel se encuentra cerca de la
frontera entre ambos paises, y cuenta con mas de 1750 m de cobertura rocosa, representando
un lugar ideal para ubicar un laboratorio subterraneo.

Se propuso por lo tanto a finales del 2010 incluir al proyecto de tunel el proyecto de
construccion de un laboratorio profundo, el laboratorio ANDES. Para poder albergar
experimentos de gran tamano de fisica de neutrinos, se propone construir un pozo circular de
30 m de diametro y 30 m de alto y una caverna principal de 21 m de ancho, 23 m de alto y 50
m de largo. Una caverna secundaria de 16 m de ancho, 14 m de alto y 40 m de largo recibiria
los servicios del laboratorio (potencia, acondicionamiento del aire, ventilacién, tratamiento del
agua, computacién...), y 3 cavernas de menor tamano (9 m de ancho, 6 m de alto, 15 m de
largo) recibirian experimentos de biologia, materiales, y el laboratorio de geofisica.
Finalmente, un pozo de 9 m de didmetro por 9 m de alto albergaria un laboratorio de muy baja
radiacién. El acceso al laboratorio se haria por un tunel de acceso reservado dentro del tinel
Chile-Argentina. Un dibujo conceptual del laboratorio se puede ver en la Figura 1.

Fig. 1. Dibujo conceptual del laboratorio ANDES, ubicado en el km 4 de los 14 km del tinel
Agua Negra (direccién Chile-Argentina).
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Estudio de la radiacion esperada en ANDES
Flujo de muones

La principal caracteristica de un laboratorio subterraneo es el espesor de su
cobertura rocosa. Para determinar este espesor en el caso de ANDES se us6 el trazado
estimado del tinel [1] y un mapa de elevacién del Shuttle Radar Topography Mission [2]. Se
calculé asi el espesor de roca vertical y el espesor minimo omnidireccional, a lo largo del
trazado del tanel, ubicando el laboratorio 100 m al sur del eje del tinel. Los resultados se
pueden ver en la Figura 2.

El lugar de mayor profundidad, debajo de la frontera entre ambos paises, provee un
espesor de 1775 m vertical y 1675 m omnidireccional. Con esos valores, ANDES seria el tercer
laboratorio mas profundo en el mundo, después de Jin Ping en China y SNO en Canada.

Usando esos valores, el flujo de muones en ANDES fue estimado en base en una
simulacién de un mes del flujo de rayos césmicos primarios en una superficie de 1 m2. Las
cascadas de particulas correspondientes fueron simuladas usando el cédigo CORSIKA [3]
hasta el piso. Los secundarios resultantes fueron propagados en la roca usando el cédigo
GEANT4 [4]. 28 muones simulados llegaron a la profundidad del laboratorio, resultando en un

1800
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Fig. 2. Profundidad vertical y omnidireccional como funcién de la posicién del laboratorio

respecto a la entrada del tunel del lado chileno.

flujo de ~ 1 muon/dia/m?, resultado similar a mediciones efectuadas en otros laboratorios de
profundidad similar [5].
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Radiactividad natural

Una vez determinado el flujo de muones en el laboratorio, el segundo parametro
importante de determinar es la radiactividad natural de la roca.

Hasta que se haya perforado el tinel de ventilacién del lado chileno, no se puede
determinar con certeza la roca en la zona de interés de ANDES. Se puede inferir de los
estudios efectuados para la planificacién del tinel y de sondeos hasta 600 m de profundidad
que la mayoria de la roca en la zona de interés sera andesita, basalto y riolita. Se analizaron
cuatro muestras, extraidas de los sondeos mas profundos efectuados en la zona, en el
Laboratorio de Activacion Neutréonica del Centro Atémico Bariloche (dos de riolita, una de
andesita y una de basalto), midiendo la radiactividad correspondiente a la proporcién de
uranio (U), torio (Th) y potasio (K). Los resultados de la medicién, resumidos en la Tabla I, son
muy comparables o mejores que otros laboratorios en el mundo, y no limitan el programa de
fisica planteado para ANDES.

Activacion neutronica

El dltimo parametro relevante para un laboratorio subterraneo es el fenémeno de
activacion neutrénica. Como los experimentos ubicados en laboratorios subterraneos deben
protegerse de toda forma de radiacién, es muy importante que el detector mismo sea lo menos
radiactivo posible. Se usa por lo tanto cobre, plomo arqueoldgico, y materiales sin isotopos de
larga vida media. Uno de los posibles problemas es la activacién del material del experimento,
convirtiendo por ejemplo cobre en zinc (65Zn, vida media de 243.8 dias). La activacion es
principalmente proporcional al flujo de neutrones, el cual depende de la altitud y del corte
geomagnético del lugar.

Este flujo se puede modelar de manera simple como el producto de un factor de la
altitud por otro del corte geomagnético [6]. Se calcularon los cortes geomagnéticos en el globo
terrestre con el cédigo Magnetocosmics [7], y usando los datos de altitud de ETOPO2 [8], se
estableci6 un mapa del flujo de neutrones relativos al flujo a nivel del mar promediado al
ecuador. El resultado se puede apreciar en la Figura 3.

Fig. 3. Flujo de neutrones relativo al flujo a nivel del mar promediado al ecuador. El flujo est4 directamente
relacionado a la altitud en el lugar con un efecto secundario relacionado a la latitud geomagnética.
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El flujo relativo de neutrones esperado en los laboratorios de apoyo a ANDES, que
se ubicarian en Vicufia en Chile y Rodeo en Argentina son respectivamente de 1.1 y 2.2,
comparable a los valores en Modane (2.3) o SNO (1.4).

Caracteristicas especiales de ANDES

La comunidad internacional estd muy interesada en la construccién de un
laboratorio subterraneo en el hemisferio Sur por varias razones. Una de las principales esta
relacionada a la modulacién esperada de una eventual sefial de materia oscura. E1 movimiento
del sistema solar en el halo de materia oscura de nuestra galaxia deberia producir una sefial
modulada segtin el movimiento de la Tierra alrededor del Sol. Esa modulacién anual podria
haber sido observada por el experimento DAMA/LIBRA en su btisqueda de materia oscura [9].
Si bien la modulacién es extremadamente clara (mds de 9 sigmas), su interpretacion no es
unanime en la comunidad. Ultimamente la situacién se ha vuelto ain mas confusa con los
resultados de CoGeNT [10] y CRESST [11], observando también una modulacién en su sefial,
mientras Xenonl00 la descarta por completo [12]. Para poder descartar que la modulacién sea
de origen atmosférica (se propusieron varios mecanismos que van desde cambios en los flujos
de muones debidos a la temperatura en alta atmodsfera a contaminacién por agua derretida en
alta montafia), una medicién en el hemisferio Sur es primordial. La observacién de una
modulacién corrida de 6 meses confirmaria un efecto atmosférico, mientras una compatible
seria un fuerte indicio de un efecto genuino de materia oscura.

Tabla 1. medicion de radiactividad de rocas en ANDES. Por
comparacién, los rangos de valores observados en el laboratorio
subterraneo de Canfranc estan indicados. Todos los valores son en Bg/kg.

Muestra Andesita Baszalto Riolita 1l TRiolita 2 Canfranc
238U 9.2+0.9 26+x05 147+20 11.5+1.3 4.5-30
232Th 5.2+05 0.94+0.09 45+04 48+0.5 8.5-76
40K 47+ 3 50+3 T+3 52+3 37-880

Otro interés fuerte en la comunidad por tener un laboratorio en el hemisferio Sur
tiene que ver con la deteccién de neutrinos de supernova. Medir el efecto MSW en neutrinos de
supernova es de gran importancia [13] y para lograr tal medicién es importante tener una
variedad de detectores distribuidos sobre el globo terrestre.

Otra ventaja del sitio de ANDES sobre los otros laboratorios subterraneos
existentes es la ausencia de reactores nucleares cercanos. Los reactores nucleares son fuentes
de anti-neutrinos, y representan un fondo suplementario para medir, por ejemplo, los
geoneutrinos, neutrinos producidos en la Tierra por decaimiento de uranio, torio y potasio. Se
estima que la mitad del balance térmico de la Tierra viene de esos decaimientos. Para mejorar
las mediciones actuales de KamLAND [14] y Borexino [15], el sitio de ANDES es ideal.

Finalmente, la zona geografica de ANDES es una zona de subduccién particular
por la presencia de una parte plana en la placa de Nazca que se traduce por una ausencia de
volcanismo [16]. El laboratorio ANDES podra albergar un laboratorio de geofisica con
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sismoégrafos de bajo ruido, complementado por medidores de campo magnético y gravimétrico,
permitiendo una visién unica de la actividad sismica de la region.

Conclusiones

La construccién del tinel Agua Negra es una oportunidad Unica para construir un
laboratorio subterraneo de primer nivel mundial, el primero en el hemisferio Sur. El
laboratorio ANDES contaria con méas de 1750 m de cobertura rocosa, convirtiéndolo en el
tercer laboratorio mas profundo a nivel mundial. La geologia del lugar parece indicar que la
radiactividad natural sera baja. La localizacién en un lugar de fuerte corte geomagnético
compensa en parte la altura del sitio en cuanto a la activacién producida por el flujo de
neutrones césmicos. El sitio hace de ANDES un lugar ideal para estudiar la modulacién de la
senal de materia oscura, medir neutrinos de supernova y geoneutrinos, y llevar a cabo
experimentos de geofisica.
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PAPEL DE LAS ACADEMIAS DE CIENCIAS EN LA COOPERACION
GUBERNAMENTAL Y REGIONAL

Eduardo H. Charreau

Presidente de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Para poder considerar mejor el papel que tienen las Academias en la colaboracién
gubernamental e internacional en Ciencia y Tecnologia deberiamos reflexionar brevemente
sobre los elementos constitutivos esenciales de las Academias.

Hay cuatro razones caracteristicas de las Academias que permanecen invariables a
través del tiempo y los paises:

a) la excelencia como vias de acceso

b) el affectio societatis de los miembros como motivacién
¢) la independencia como razoén de ser

d) la integraciéon desinteresa como utilidad social

La esencia misma de la Academia se basa, sin duda, en la apertura cultural, la
libertad de expresiéon y la posibilidad del disenso. Sobre estas bases paso a resefar los
fundamentos de cuatro funciones que justifican la existencia y definen el accionar de las
mismas.

Esos cuatro papeles de la Academia pueden titularse:

1) el cuidado de la memoria

2) el discernimiento de honores
3) la integraciéon del saber

4) la difusién del conocimiento

Resefiemos brevemente cada uno:

1) El cuidado de la memoria

La antigliedad de una institucibn mas aun, de la Academia tiene un valor
intrinsecoque es su patrimonio histérico de tradicién y conocimiento. Tal acervo actualizado de
continuo,ofrece un anclaje en el pasado y un lazo hacia la realidad que refiere a las sucesivas
generaciones una herencia comun.

En términos actuales, la preservacién y actualizacién de la memoria colectiva es un
componente esencial de la identidad nacional

2) El discernimiento de honores

En las sociedades actuales, donde coexiste el enorme potencial de la diversidad, con
una mezcla desordenada de valores, uno de los caminos de clarificacién y jerarquizacién de los
mismos es el otorgamiento de distinciones a quienes se destacan por sus conductas y logros en
pos de ciertos objetivos.

La Academia, por prestigio, es una entidad especificamente apta para desempenar
esa funcién de aclaraciéon y ponderacién de valores por la via del discernimiento de honores,
que despiertan vocacién e inspiran emulaciones fundadas en conductas y realizaciones como la
busqueda de la excelencia y/o los aportes al bien de la Nacién o de la humanidad.
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3) La integracion del saber
El beneficio social de la integracion del saber es obvio: contribuye mas al bien
comun un saber integrado que conocimientos dispersos.

Pero en el ambito de la Academia hay un valor agregado al rescate de conocimiento
valioso, que es la articulacién de los paradigmas vigentes con los nuevos desafios y la
sefializacién de orientaciones de investigaciéon que busca una eficiencia intertemporal de la
produccién del saber superadora de la difusiéon del conocimiento.

Por otra parte, el costo de integrar conocimientos especificos parece ser menor si
ese intercambio, se realiza en base a ciertos agrupamientos. La academia, por sus aptitudes,
tiene

ventajas en la formacién y operacién de esos grupos y por su capacidad de
convocatoria de expertos no académicos.

4) La difusion del conocimiento

La difusién de conocimientos por parte de la Academia tiene como ventaja, aparte
del aval de su prestigio, y el tratamiento de temas de saber integrado, con horizontes
extendidos, ser complementario de esfuerzos especificos de otras entidades (universidades,
centros de investigacion) con bases objetivas y orientadas al bien comun.

Las academias deben enfrentar el presente y el futuro préximo ofreciendo
respuestas cientificas validas para responder a los interrogantes que plantea el dinamismo
social.

Un tema central respeto de los documentos de difusién de la Academia, es que estos
deben enarbolar la independencia de opiniones politicas y el pluralismo de su membresia, en
funcién de la propia esencia académica, lo cual los harda més valiosos y ecuanimes, para
quienes tengan la tarea de tomar decisiones de politicas, programas o proyectos de alcance
nacional.

Cabe a la Academia un papel importante en la seleccién, ordenamiento
procesamiento, produccién y sintesis de la informacién disponible sobre los asuntos en estudio,
orientando hacia el apoyo para la toma de decisiones politicas contrastando con la realidad,
distintas visiones sobre la estructura que relaciona las variables, ayudando probablemente a
descartar algunas lecturas de la realidad, contribuyendo asi a reducir, y en todo caso a
ilustrar, el disenso.

Los problemas globales requieren soluciones globales. Creo que no se ha
aprovechado suficientemente el saber y las opiniones de los lideres cientificos del mundo y de
sus Instituciones, aun a sabiendas que las mismas son fuentes poderosas de intercomunicacion
mundial para obtener acercamientos racionales y acuerdos en problemas regionales o globales.

Las Academias de ciencia del mundo cuyos pronunciamientos se basan en el
andlisis de evidencias objetivas tiene el respeto de los gobiernos nacionales aun cuando no son

controladas por el estado.

Asi, por ejemplo cientificos de cualquier parte del mundo puede generalmente estar
de acuerdo aun cuando sus gobiernos mantengan diferentes agendas.
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Muchos lideres politicos reconocen el valor de basar sus decisiones en el mejor
consejo cientifico o tecnoldgico y se ha observado un aumento de solicitudes de colaboracion
Estado- Academia en los paises de la regién.

Si bien las academias pueden variar por su tamano, presupuestos e influencias,
comparten un sentimiento comun que es el valor que tiene la ciencia para la sociedad y la
importancia de la excelencia en todo emprendimiento cientifico que conduzca al bienestar de
las Naciones.

Las asociaciones con los gobiernos le dan acceso sin duda a ciertos circulos del
poder politico y su status no gubernamental le da al mismo tiempo su independencia.

Las Academias publican informes que examinan situaciones criticas para la
sociedad, presentados con una perspectiva cientifica, opciones, que los gobiernos podrian
adoptar y de hecho existen academias bien establecidas que han logrado que sus opiniones
sean ampliamente aceptadas a nivel gubernamental.

EI TAC y el IAP con sus equipos de expertos cientificos responsables de los reportes
publican una serie de informes claves destinados a organizaciones internacionales y gobiernos
como los informes de IAC referidos a “Inventig a better future”, “Realizing the promise and
potencial of African Agriculture”, “Women for Science”, “Lighting the way” y “Climate change
assessments”.

Uno de los principios guias del IAC es que todas las Academias de ciencias se
beneficien intercambiando ideas y aprendiendo unas de otras.

En ese sentido cabe recordar que la Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales de Argentina ha participado en el afio 2008 en la organizacion del Workshop
“Toward a sustainable energy future” patrocinado por IANAS y IAC y con la participacién del
Ministerio de Ciencia y Tecnologia, que dio lugar a la publicaciéon de un informe detallado y
critico que se puso a disposicién de los gobiernos de la regién.

De la misma forma y con los mismos responsables institucionales y la Universidad
de California organizé en 2010 la VII Reunién Internacional del Foro Rosenberg de politicas
sobre el agua bajo el lema “Water for the Americas: challenges and opportunities”.

Por supuesto que hay otros caminos en que las academias de ciencias pueden
influir sobre la sociedad y que no son menores. Me refiero a la promocién del mejoramiento de
la ensefianza de las ciencias como parte de un esfuerzo mayor que es precisamente llegar a
tener una ciudadania cientificamente mas educada, una mayor apropiacién social del
conocimiento incorporando a los medios a una amplia gama de informacién relacionada con la
clencia que

tenga acceso publico y llegar también a otras comunidades, (economistas,
cientificos sociales y humanidades), todo ello para forjar una coalicién de ideas que puedan
servir mejor a los intereses de la sociedad.

En este sentido nuestra academia contribuye con la educacién de nuestro pais en
forma directa o ilustrando a la opinién publica y a funcionarios para aunar esfuerzos
tendientes a mejorar el nivel educativo. Sus acciones estan estrechamente relacionadas con los
tres integrantes del sistema educativo: los padres, los educandos y los docentes.
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El proyecto pretende instalar en la conciencia colectiva el valor del saber y del
saber hacer. En los alumnos la certeza de que el logro de estos valores dependen mas del
esfuerzo personal que del talento individual o de la condicién social y en los docentes reforzar
la conviccién de que la ciencia es algo que se hace, no algo que ya esta hecho y escrito en los
textos.

Ademas de sus actividades a nivel local colaborando con el Gobierno Nacional y
Provinciales tales como los de Mendoza, Santa Fe, Tucuman, Buenos Aires y recientemente
con el Gobierno de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires capacitando “facilitadores” o
profesores en la metodologia IBSE para 600 escuelas de esta Capital, ha participado con
TANAS y con la Academia de Ciencias del Instituto de Francia en estas actividades.

Precisamente en 2005/6/7 ANCEFN organizé tres cursos sobre “Quimica
sustentable”, en 2008 el 2° “Taller Latinoamericano Sobre Ensefianza de la Ciencia Para
Ilustrar al Ciudadano”; en 2009 el “Taller Latinoamericano Para Ensefianza de la Ciencia a
Nivel Secundario” y el proximo noviembre 2011 el “Taller Latinoamericano Sobre
Metodologias IBSE y sus Instrumentos de Evaluacién”. Con la participacién de la mayoria de
de las Academias que conforman el Programa de Educacién de las Ciencias de TANAS y
profesores de educacion secundaria.

En todos los casos los ministerios de Educaciéon y Ciencia y Tecnologia de la
Argentina participaron activamente y ambos ministros estuvieron presentes.

ANCEFN participa también activamente como punto focal de todos los programas
que TANAS tiene en ejecucién y es actualmente coordinador del Programa de Educacién de
TANAS conjuntamente con la Academia de Ciencias de Guatemala.

Otro dato importante de la actividad de la ANCEFN en la vida cientifica nacional,
fue su participacién en la creacién de la Asociacion Argentina Para el Progreso de las Ciencias
en 1933 y desde entonces la alberga en su casa.

Ademas, en el afio 1956 la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, propuso a la presidencia de la Naciéon la creacion de un Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas. Se confié a la Academia la redaccion de un proyecto que
debia contener los fundamentos y finalidades del mencionado consejo. Con muy pocas
modificaciones la esencia del proyecto se conservéd en el decreto ley 1291/58 de creacién del
CONICET.

De igual forma sus opiniones fueron consideradas por el Gobierno Nacional cuando
se le elevaron informes o declaraciones sobre “Desarrollo, Educacion, Ciencia y Tecnologia
(1973) “Consideraciones y Pautas para una Ley Marco de Ciencia y Técnica” (1995),
“Hidrégeno como fuente futura de energia”(2004), propuesta en relaciéon al “Documento para el
Debate de una Ley de Educacion Nacional” (2006), “Futuro energético sustentable”(2008),
“Biocombustibles” (2009), “Cuestiones con el agua en la Argentina”(2011) y “Energia Nuclear
en la Argentina”(2011). Desde 2008 ANCEFN es sede de la mayoria de las reuniones de
cooperacion cientifica y tecnolégica que realiza el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacién Productiva.

Es importante destacar que el Inter Academy Council en su informe “A better
future: A strategy for building worldwide capacities in Science and Technology”, identifica
doce actors mayores para implementar acciones. Entre ellos figuran las Academias Nacionales
de Ciencias, Ingenieria y Medicina y dentro de sus roles y responsabilidades corresponde:
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1) Participar en el esfuerzo de identificar las prioridades y metas Nacionales en
Ciencia y Tecnologia.

2) Ayudar a los Gobiernos a reconocer las fortalezas y debilidades para obtener las
metas buscadas

3) Aconsejar en Ciencia y Tecnologia a los Gobiernos.

4) Favorecer nuevos centros de excelencia para prioridades nacionales.

5) Promocién de Programas en marcha de la investigacién prioritaria a nivel
nacional.

6) Promover programas e instituciones dedicadas a la enseflanza de la ciencia.

7) Proveer y promover la distribucién de la informacion de importancia cientifica a
la sociedad en general.

Creo con este escueto resumen haber colaborado a aclarar el papel de las
Academias Nacionales de Ciencia tanto en la cooperacién regional como en la gubernamental.

Presentacion realizada el 19 de junio de 2011

en La Habana, en el marco de los festejos organizados
para conmemorar el 150° Aniversario de la creacion de
la Academia de Ciencias de Cuba.
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METALOFARMACOS: UNA NUEVA PERSPECTIVA PARA
LA FARMACOLOGIA Y LA MEDICINA

Enrique J. Baran

Académico Titular de la Academia Nacional de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
Resumen

La Quimica Bioinorganica ha tenido un importante y continuado desarrollo
durante las ultimas décadas y, consecuentemente, un fuerte impacto en diversas
areas de la ciencia y la tecnologia. El creciente desarrollo de la llamada Quimica
Inorganica Medicinal y, en particular, el de nuevos farmacos basados en la
utilizaciéon de complejos metalicos, es una de las consecuencias méas notables y
valiosas de esta situacién, ofreciendo nuevas e inesperadas posibilidades a la
industria farmacéutica, que tradicionalmente ha sido dominada sélo por la Quimica
Organica, para el descubrimiento de nuevas drogas con nuevos mecanismos de
actividad. El desarrollo de este nuevo campo fue inicialmente estimulado por el
éxito alcanzado por el cis-platino, una de las drogas anticancerigenas mas efectivas
disponibles actualmente. A él se han sumado luego otros complejos de platino, asi
como de varios otros elementos (Ru, Rh, Ti, Ga, Sn, etc.). A estas drogas
antitumorales se han agregado también variados complejos metalicos con actividad
antiartritica, antiulcerosa o antiviral, asi como otros capaces de simular la
actividad de insulina o la de superéxido-dismutasa. Incluso, varios complejos del
grupo de los lantanidos han demostrado ser extremadamente utiles en medicina
(como por ejemplo los agentes de contraste para estudios de imagenes por
resonancia magnética nuclear, basados en gadolinio) y aun diversos
polioxometalatos han mostrado ya una interesante y variada actividad
farmacolégica.

Palabras clave: Quimica Bioinorganica; Quimica Inorganica Medicinal;
metalofarmacos;
complejos metalicos.

Abstract

Metallopharmaceuticals: A New Perspective for Pharmacology and
Medicine.

Bioinorganic Chemistry had an important and continuous development during the
last decades and, consequently, a strong impact on different areas of science and
technology. The increasing development of the so-called Inorganic Medicinal
Chemistry and, in particular that of new drugs based on the use of metallic
complexes, opens new and unexpected possibilities to the pharmaceutical
industries which have traditionally been dominated by organic chemistry alone for
the discovery of novel drugs with new mechanisms of action. The development of
this new field was initially stimulated by the success of cis-platin, one of the most
efficient antitumoral drugs so far available. Other platinum complexes were added
to this one as well as complexes of some other elements (Ru, Rh, Ti, Ga, Sn, etc.).
To them, an important number of complexes with antiarthritic, antiulcer or
antiviral activity and others with capacity to mimic insulin or superoxide-
dismutase activity were added. Besides, various complexes derived from lanthanide
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elements demonstrated their utility in medicine (for example, as contrast agents in
magnetic resonance 1imaging studies, based 1in gadolinilum) and even
polioxometalates have shown an interesting and widespread pharmacological
activity.

Key words: Bioinorganic Chemistry; Inorganic Medicinal Chemistry;
metallopharmaceuticals;
metallic complexes.

Introduccién

Como consecuencia directa de los rapidos y continuos avances en el campo de la
Quimica Bioinorganica [1-6] han comenzado a generarse nuevas e interesantes aplicaciones en
diversos y muy variados campos, algunas de las cuales han producido ya un fuerte impacto.
Algunos ejemplos importantes y bien conocidos se encuentran en el campo de la biolixiviacion
[4, 7], la catalisis [8, 9] y la Ciencia de Materiales [10-12], a los que pueden agregarse el
monitoreo biolégico y diversos procesos de decontaminacién y remediacién del medio ambiente
[13-15], asi como la Medicina y la Farmacologia [16-20]. Entre todas estas nuevas areas de
investigacién directamente derivadas o vinculadas con la Quimica Bioinorgéanica, la Quimica
Inorganica Medicinal comienza a ocupar, ciertamente, un lugar prominente [4, 21-25].

Actualmente ya estd perfectamente reconocido que numerosos elementos metalicos
resultan esenciales para el normal funcionamiento de los organismos y para la correcta
actividad de sus procesos metabodlicos y fisiolégicos y, por lo tanto, los organismos han ido
encontrado durante sus procesos evolutivos las formas méas adecuadas para manejarlos. Dado
que algunos metales esenciales, cuando sus niveles no estan regulados adecuadamente, y se
encuentran en exceso, llegan a ser téxicos y que algunos otros elementos (no-esenciales)
pueden ser toxicos, hay que encontrar formas adecuadas de lograr su redistribuciéon o
eliminacién. Por otra parte, cuando existe deficiencia de un elemento esencial, hay que hallar
rutas para encarar su adecuada suplementacién. Ademas, numerosos metales, tanto
esenciales, como no esenciales, usualmente en forma de complejos, han demostrado poseer una
interesante y efectiva actividad biolégica y farmacolégica. Estos son los tres aspectos
esenciales en los que la Quimica Inorganica Medicinal centra actualmente su actividad:

a) La remocién de elementos toxicos (procesos comunmente denominados
quelatoterapias [4, 26, 27]);

b) La suplementacion de elementos-traza esenciales [4, 28];

¢) La utilizacién de variado tipo de compuestos metalicos como farmacos.

El presente trabajo esta centrado en este ultimo aspecto, es decir en la utilizacién
de farmacos basados en metales, para el tratamiento de diversas enfermedades y desérdenes.

En este contexto, se ha aseverado que la mayoria de los elementos del Sistema
Periédico, incluyendo hasta el bismuto (Z = 83), son potencialmente adecuados para el disefo
de nuevas drogas o de agentes de diagnéstico [21] y, por otra parte, la utilizacién de
compuestos inorganicos en Medicina se remonta a la Antigliedad [4].

Asi, se dice que los antiguos egipcios utilizaban cobre para esterilizar el agua,
mientras que la antigua Medicina china menciona ya 2500 afios a.C. la utilizacién de diversos
compuestos de oro. Por otro lado, durante el s. XVI el famoso médico y alquimista Paracelso
(1493?-1541) utilizé6 y ensayo repetidamente una variedad de compuestos metalicos para el
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tratamiento de diversas afecciones y fue también el primero en llamar la atenciéon acerca de la
importancia de encontrar una dosis correcta para cada elemento (“la dosis correcta diferencia
un veneno de una remedio”) [29, 30].

Pero la utilizacién de compuestos metalicos con bases cientificas ciertas parece
arrancar recién en 1890 cuando Robert Koch (1843-1910) demostré que el complejo
K[Au(CN)2] era letal in vitro para el bacilo de la tuberculosis, iniciando asi la moderna
utilizacién de compuestos de oro en Medicina, y pocos afios después se demostré que diversos
compuestos de este metal eran notablemente efectivos en el tratamiento de artritis
reumatoideas.

Otra figura central en el inicio de la utilizacién cientifica de compuestos metéalicos
como farmacos es la de Paul Ehrlich (1854-1915), considerado como el padre de las modernas
quimioterapias. Con el compuesto arsenical arsfenamina (Salvarsdn) proveyé unos de los
primeros tratamientos efectivos para la sifilis y asimismo introdujo las primeras ideas sobre la
relacién estructura/actividad y el concepto de indice quimioterapéutico, que fue base
fundamental para el futuro desarrollo de nuevos farmacos.

Pero sin duda el descubrimiento reciente mas importante y que puso en marcha
definitivamente, y en forma explosiva, a la Quimica Inorganica Medicinal fue el hallazgo de la
actividad antitumoral del complejo cis-diclorodiamino-platino(II) por Barnett Rosenberg (1926)
en 1969.

1. Metalofarmacos con actividad antitumoral

1.1. Complejos de platino

Como en muchos otros casos que registra la Historia de la Ciencia, el
descubrimiento de la actividad antitumoral de ciertos amino-complejos del platino fue, en
clerto modo, fortuita.

En una serie de experiencias, disefiadas para analizar el efecto de campos eléctricos
oscilatorios sobre el crecimiento bacteriano, Rosenberg y colaboradores [31] suspendieron un
cultivo de Escherichia coli en una solucion de NH4Cl entre dos electrodos de platino y
comprobaron que este proceso inhibia la divisién celular pero que el crecimiento celular
continuaba, generando largos filamentos [31-33].

Una larga serie de experiencias de control mostré que la corriente eléctrica no era
la responsable de este crecimiento filamentoso y que el mismo estaba asociado a la presencia
de bajisimas concentraciones de platino generadas por disolucién del material de electrodo. La
especie formada fue identificada como (NH4)2[PtCle]. Ensayos con soluciones de este
compuesto, sintetizado en el laboratorio, mostraron poseer solamente accién bacteriostatica.
Sin embargo, se detecté que soluciones envejecidas durante algunos dias producian
nuevamente el crecimiento filamentoso de los cultivos bacterianos.

Se establecié que en las soluciones envejecidas tiene lugar una compleja serie de
transformaciones de tipo fotoquimico que finalmente terminan generando la especie cis-
[PtCls(NH3)z], que se manifest6 como un potente inhibidor de la divisién celular. Estudios
realizados con ambos isémeros geométricos (cis y trans), sintetizados por rutas convencionales,
demostraron que sélo el isémero cis poseia actividad biolégica. El andlisis de los complejos
similares de Pt(II) (cis y trans [PtCla(NHs)2]) demostré que también en este caso, sélo el
isémero cis presentaba actividad [32, 33]. La propiedad de estos isémeros cis de inhibir la
division pero no el crecimiento celular, sugirié que estos complejos podrian tener propiedades
antitumorales.
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Las investigaciones siguientes mostraron rapidamente que el complejo de platino
mas potente y con el mayor espectro de actividad en experiencias con animales era el
cisdiclorodiaminoplatino(Il) (Fig. 1), lo que llev6 a la publicacién de una primera nota sobre la
potente actividad antitumoral del mismo durante 1969 [34] la que, de alguna manera, marca
el inicio de esta nueva etapa de la Quimica Inorganica Medicinal.

El cis-diclorodiaminoplatino(II), corrientemente llamado cis-platino, demostrdé una
particular eficacia en el tratamiento de canceres de testiculo y ovario y su utilizacién produjo
un cambio sustancial en los porcentajes de supervivencia en los afectados por estos tipos de
cancer, llegandose actualmente a un 80-90% de enfermos que logran sobrevivir a estos
tumores. Estos éxitos han transformado al cis-platino en una de las tres drogas antitumorales
mas utilizadas a nivel mundial [35]. Asimismo, ha demostrado su utilidad en el tratamiento de
canceres de cuello, vejiga, pulmén y cabeza [4, 33, 35].

No obstante estos éxitos, la droga presenta una serie de inconvenientes, generando
una serie de efectos colaterales indeseables, incluyendo nefrotoxicidad, neurotoxicidad y
desordenes gastricos. Estos efectos tdxicos colaterales limitan fuertemente las dosis que
pueden emplearse. Para minimizar los efectos nefrotéxicos se suele recurrir a técnicas de
prehidrataciéon o infusién, acompanadas por el uso de diuréticos.

Luego de los primeros éxitos practicos logrados con la utilizacién del cis-platino, la
busqueda de nuevas drogas antitumorales basadas en platino se orient6 rapidamente hacia los
siguientes aspectos: a) minimizacién de los efectos toxicos colaterales, b) mayor solubilidad en
agua, de forma de permitir la administracién oral, que no resulta posible con el cis-platino
debido a su muy baja solubilidad, ¢) mayor actividad y ampliaciéon del espectro de accién. Esto
ha dado origen a la que suele denominarse “segunda generaciéon” de complejos antitumorales
basados en platino, de los cuales unas dos docenas han entrado ya en ensayos clinicos [35]. Sin
embargo de todos ellos, sélo el 1,1-ciclobutanodicarboxilatodiamino platino(IT) (“Carboplatino”)
(Fig. 2) ha alcanzado aprobaciéon a nivel mundial y esta siendo utilizado rutinariamente en la
practica clinica. Es menos téxico que el cis-platino, pero lamentablemente sbélo muestra
actividad frente a los mismos tumores que éste y también debe ser administrado en forma
intravenosa.

En afos recientes los otros dos complejos de platino que se muestran en la Fig. 3,
han recibido aprobacién limitada en algunos paises. Se trata del (L-
diaminociclohexano)oxalatoplatino(I) canceres colorectales en Francia y otros paises
europeos, y el cis-diaminoglicoloato-O,0’-platino(Il) (“Nedaplatino”), aprobado en Japén [16,
35].

H:N —— Cl

o’

Pt

H;N

\
Fig. 1. Estructura del cis-diclorodiaminoplatino(II).
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Fig. 2. Estructura del “Carboplatino”. (“Oxalilplatino”), aprobado para el tratamiento de

Mas recientemente se ha generado un cierto interés en la posible utilizaciéon de
complejos de Pt(IV), que al poseer un centro metélico més inerte podrian ayudar a minimizar
aun mejor, los efectos toxicos. Entre éstos, los dos més promisorios son los llamados
“Tetraplatino” y JM-216, cuyas estructuras se muestran en la Fig. 4.

0 0
0—( HJN\ O—y
/P< |
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Fig. 3. Estructuras del “Oxalilplatino” (izq.) y “Nedaplatino” (der.)
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Fig. 4. Estructuras del “Tetraplatino” y del JM-216.

Mucho se ha discutido sobre los posibles mecanismos de accién de éstos farmacos
(ver p. €j. [16, 33, 36]). En base a la informacién existente el mecanismo primario puede ser

planteado de la siguiente manera:
a) El cis-[Pt(NH2)2Cl2] puede ser transportado sin inconvenientes a través del

plasma, ya que la elevada concentracién de cloruro que existe en el mismo, reprimira una
eventual labilizacién de los dos cloro-ligandos del complejo.
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b) En cambio, una vez dentro de la célula, donde la concentraciéon de cloruro es
mucho menor (del orden de 1/30 de la existente fuera de ella), estos dos ligandos pueden ser
reemplazados
con facilidad por nucledfilos tales como el H20, el -NHz o el Sz-. Es decir la sustitucion de los
dos cloro-ligandos sélo ocurrira a baja concentracion de cloruro, en la zona donde la droga
puede comenzar a actuar.

¢) En esta sustitucién puede darse un reemplazo directo de los cloruros por el o los
ligandos que aportan las bases del ADN o bien, previamente, puede ocurrir una serie mas
complejas de reacciones del tipo:

[Pt(NH2)2Clz2] + H2O — [Pt(NH2)2:Cl(H20)]+ + Cl-
[Pt(NH2):C1(H20)]+ + H20 —
[Pt(NH2)2(H20)2]2+ + Cld)

d) Si se admite esta situacién seria el acuo-complejo la especie activa que
interactuaria con sitios del ADN, interaccién que produce el desplazamiento del agua por otro
ligando.

e) Para esta interaccion existen varias posibilidades y varios sitios de coordinacioén
posibles: los atomos de oxigeno de los grupos (poli) fosfato cargados negativamente, y/o los
atomos de N y O de las bases nucléicas. En la Fig. 5 se muestran algunas posibilidades de
interaccion del cis-platino con la doble hélice del ADN.

—NH,

“NH,

Fig. 5. Representacion esquematica de la interaccién del cis-platino con el ADN: unién monofuncional
(A); unién entre cadenas (B); unién ADN/ proteina (C); unién a N7 y O6 de una guanina
(D); unién a N7 de dos guaninas separadas por una tercera base (E); unién a dos
bases diferentes (F) (adaptado de [4]).
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1.2. Complejos de otros metales de transicion

El descubrimiento de la fuerte actividad antitumoral del cis-platino y los éxitos
obtenidos con la aplicacibn de este complejo generaron una explosiva actividad de
investigacion en la busqueda de nuevos metalofarmacos, y asi en menos de diez afos el
Instituto Nacional del Cancer de los EEUU de NA lleg6 a acumular datos sobre mas de 11.000
compuestos derivados de 55 metales diferentes [37]. Treinta y cinco de estos elementos
presentaron al menos un complejo con actividad antitumoral y en diez de ellos se encontrd
actividad en mas del 10% de los compuestos ensayados [37]. Estos diez elementos se presentan
en la Fig. 6.

Al
6/77
W =a
11/62 16/41
Eu Eh Sn
200100 20/20 170/1434
Ta Ft An Fh
2/14 212/1100 15/95 b4/278

Fig. 6. Los diez elementos que presentan mayor nimero de complejos con actividad antitumoral;
X/Y = nimero de complejos activos/nimero de complejos ensayados (adaptado de [37]).

Entre los metales de transicion mas pesados, los mas estudiados han sido los
complejos de paladio, rutenio, rodio y oro. El paladio es el metal de la segunda serie de
transicién equivalente al platino y tiene, al igual que éste, la posibilidad de generar una
amplia gama de complejos cuadrado planares de configuracion electronica d8. Asi, muchos de
los complejos bien caracterizados de Pt(II) tienen también sus analogos de Pd(II), aunque la
mayoria de ellos presentan escasa o nula actividad biolégica. Esto se debe, fundamentalmente,
al hecho de que los complejos de Pd(II) son muchos mas labiles que los del Pt(II) [38].

Los estudios en torno a la actividad antitumoral de complejos de rodio tuvieron su
origen en la observacion de la fuerte actividad antibacteriana de un gran nimero de complejos
de Rh(III) del tipo trans-[RhX:L4Y (L = piridina o piridinas sustituidas o dos donores
bidentados de N y X = Cl-). Con muchos de estos complejos fue posible observar crecimiento
filamentoso a dosis subletales, lo que indica interferencia en el proceso de divisién celular. No
obstante, estos complejos no mostraron actividad antitumoral. A partir de estos primeros
ensayos se sintetizaron posteriormente diversos complejos octaédricos de Rh(III) con amino-
ligandos y grupos cis-labiles, tales como cis-[Rh(en)2CI2]NOs, trans-[Rh(en)2Cl2]NOs, trans-
[Rh(NH3)3Cl2(H2O)|NOs, mer-[Rh(NH3)3(NOs)s] v mer- [Rh(NH3)sCls]. Este dltimo (Fig. 7) ha
mostrado interesante actividad frente a diversos tumores experimentales y ha sido unos de los
complejos metalicos no-platinicos mas investigados. Sin embargo, su actividad es inferior a la
de la mayoria de los complejos conocidos de platino [38].

Los complejos de rutenio muestran varios aspectos peculiares y sumamente
interesantes. En primer lugar, parecen ser mas activos frente a las metastasis que frente a los
propios tumores primarios [16]. Estos complejos han sido ensayados en forma continuada
durante las ultimas dos décadas y la gran cantidad de informaciéon obtenida ha permitido
visualizar algunos aspectos esenciales ligados a los mismos. En primer lugar, esos complejos
parecen actuar a través de un mecanismo que se ha denominado genéricamente “activacién

~ 94 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

por reduccién”; es decir, los complejos de Ru(III) se mueven y son transportados libremente por
el organismo y al llegar a las células cancerigenas son reducidos a Ru(ll), generando un
elevada concentracion de la especie biolégicamente activa en el sitio de acciéon. Por otra parte,
hay crecientes evidencias de que el transporte hacia las células tumorales ocurre a través de la
transferrina y, finalmente, el mecanismo de interaccién de las especies de Ru(II) con el ADN
es diferente al que ocurre con los complejos de Pt(II) [39].

Entre los complejos mas interesantes hasta ahora estudiados debemos mencionar
los complejos de imidazol que se muestran en la Fig. 8 y que han mostrado un amplio espectro
de actividad frente a diversos tumores experimentales. El primero de ellos es particularmente
eficiente en el tratamiento de canceres colorectales [39, 40] y el segundo, conteniendo una
molécula de dimetilsulféxido (DMSO) coordinada por el atomo de azufre, se ha mostrado como
particularmente efectivo en la minimizaciéon del crecimiento de micro-metastasis, a veces
dificiles de detectar, luego de cirugias o radioterapias [40].

Fig. 7. Estructura del mer-[RhIII(NH3)3Cl13].

La actividad antitumoral del dicloruro de titanoceno fue reconocida inicialmente en
1979 y posteriormente también se ha reportado la actividad de varios otros metalocenos [16,
41]. Entre ellos, las especies con Ti y V (Fig. 9) son neutras mientras que algunas otras,
conteniendo Mo, Nb y Re son catiénicas [41].

Otro complejo muy interesante de Ti(IV) que ha llamado la atencién en afios
recientes es el llamado budotitano (cis-dietoxibis(1-fenilbutano-1,3-dionato)titanio(IV)) [42,
43], cuya estructura se muestra en la Fig. 10, y que fue el primer complejo metalico no-
platinico en ser ensayado clinicamente. Este complejo ha mostrado una interesante actividad
antitumoral y en particular una notable actividad en el tratamiento de canceres de colon [16,
42, 43].

Otros metales de transicion de los que se han obtenido complejos con variable grado
de actividad antitumoral son el cobre, el vanadio y el oro. A este tltimo nos referiremos en la
Secc. 2. de este articulo. En el caso del Cu(ll), el complejo bis(3,5-diisopropilsalicilato)
cobre(Il) es uno de los que més interesante actividad biolégica ha demostrado ya que aparte de
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bloquear diverso tipo de canceres también tiene una fuerte actividad anticonvulsiva y posee
propiedades antiinflamatorias y antiulcerosas [44, 45]. También algunos complejos de Cu(Il)
con tiosemicarbazonas han mostrado actividad antitumoral [44, 46]. En el caso del vanadio,
aparte del ya mencionado dicloruro de vanadoceno, se ha encontrado que diversos
peroxocomplejos de este metal presentan una interesante actividad antitumoral [47, 48] y se
ha sugerido que seria muy valioso profundizar los estudios en torno a estos sistemas, ante todo
porque se supone que su mecanismo de acciéon es marcadamente diferente al de otros
metalofarmacos antitumorales, habiéndose sugerido que el mismo ocurre a través de la
formacién de radicales libres y la consecuente actividad de los mismos [48, 49].

Fig. 8. Estructura del trans-[Ru(imidazol)2Cl4]- (izq.) y del trans-[Ru(DMSO)(imidazol)Cl4]- (der.).

Cl

Cl

Fig. 9. Estructura de los dicloruros de metaloceno neutros (M = Ti, V).
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Fig. 10. Estructura del budotitano.

1.3. Complejos de elementos representativos

Entre los complejos derivados de elementos representativos del sistema periédico,
los derivados del Ga(IIl) han resultado particularmente atractivos. Algunas sales simples de
este elemento, como el nitrato o el cloruro se venian ensayando desde hace bastante tiempo,
mostrando una moderada actividad frente a tumores localizados en tejidos blandos [40, 50,
51]. Actualmente el nitrato de galio ha quedado aprobado solamente para el tratamiento de
hipercalcemias derivadas de cuadros tumorales [51, 52].

Desde el punto de vista quimico el mayor impedimento para lograr una buena
absorcion intestinal del Ga(IIl) es su tendencia a la hidrélisis y por este motivo se inicié la
busqueda de complejantes adecuados para estabilizar al catién y, simultineamente facilitar la
permeacion de membranas. Esto llevé a la preparacién y caracterizaciéon de diversos complejos
de coordinacion del galio. Dos de ellos, el tris(8-hidroxiquinolinato)galio(III), corrientemente
denominado KP 46, y el tris(maltolato)galio(IIl), cuyas estructuras se muestran en la Fig. 11,
va han entrado en la etapa de evaluacién clinica [50-53]. Ambos complejos mostraron una
elevada biodisponibilidad en modelos animales, cuando se los administra oralmente y
presentan in vitro una actividad antitumoral muy superior a la de las sales simples de Ga(III).
En la fase I de estudios clinicos estos complejos mostraron muy baja toxicidad y el KP 46
muestra una cierta actividad en el caso de carcinomas renales. Este tipo de carcinomas
generalmente son fuertemente quimio-resistentes, lo que hacen sumamente atractivo a este
complejo para el eventual tratamiento de este tipo de canceres [51, 52].

Como puede verse de la Fig. 6 ha habido también una gran actividad en torno a
compuestos de estafio y plomo. Los estudios incluyeron desde sales simples a compuestos
organometalicos de diverso grado de complejidad o aductos moleculares del tipo [R2SnX2L]
con R = metilo, etilo, n-propilo, etc., X = ion haluro o SCN- y L. = donor de O 6 N, como por
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ejemplo [Et2SnCla(ophen)] [38]. Sin embargo, y a pesar de la enorme cantidad de compuestos
de estos dos elementos que han sido preparados y ensayados, su impacto ha sido relativamente
escaso y gradualmente han ido perdiendo interés [54, 55].

Un comentario especial merecen aqui diversos estudios realizados con compuestos
de germanio. Uno de estos compuestos en especial, el llamado spirogermanio, sigue
manteniendo un cierto interés. Desde el punto de vista quimico este compuesto (8,8-dietil-2-[3-
(N-dimetilamino)-propil]-2-aza-8-germaspiro[4,5]decano), es una clase de azaspirano
conteniendo un atomo de N unido a un grupo sustituyente propil-dimetilamino, como se
muestra en la Fig. 12. Estudios preliminares de laboratorio, in vitro e in vivo, asi como una
serie de estudios toxicoldgicos sugirieron rapidamente que este compuesto podria ser muy util
como agente antitumoral y de esta manera el spirogermanio se transformé en el primer
compuesto organo-germanico en entrar en la etapa de experimentacién clinica [55, 56]. Los
ensayos clinicos en la fase I mostraron, en general, una buena tolerancia a la droga, con baja o
moderada toxicidad. En la fse II de ensayos clinicos se investigd una amplia variedad de
tumores (carcinoma de ovario, carcinomas renales y colorectales, cdnceres de mama y
diferentes tipos de linfomas y melanomas) [565-57]. En general estos estudios mostraron una
baja o modesta actividad antitumoral acompanada, a veces, con signos de toxicidad.
Independientemente de estos resultados, el hecho de que la droga es bien tolerada y no
presenta sintomas de mielotoxicidad y toxicidad renal sugieren que el spirogermanio deberia
seguir siendo investigado, bien como droga tnica o tal vez en combinaciéon con otros agentes
quimio-terapéuticos [55]. Otros estudios complementarios con esta droga han demostrado que
también posee una cierta actividad antimalarica y anti-artritica [56].

M o -
i
M

Fig. 11. Estructuras del ¢ris (8-hidroxiquinolinato) galio(IIl) (izq.) y del ¢ris (maltolato) galio(III)
(der.). Fig. 12. Estructura del spirogermanio.

2. Metalofarmacos con actividad antiartritica

Como consecuencia de los trabajos de Koch con compuestos de oro para el
tratamiento de la tuberculosis, estos complejos fueron ensayados también para el tratamiento
de otras afecciones demostrandose muy rapidamente que algunas de ellos resultaban muy
eficientes para el tratamiento de cuadros de artritis reumatoideas. Las farmacoterapias
basadas en compuestos de oro reciben habitualmente el nombre de crisoterapias y alcanzaron
una espectacular difusién a partir de la década 1925-35 [58].

La mayoria de las drogas utilizadas inicialmente eran tio-complejos de Au(l),
algunos de los cuales se muestran en la Fig. 13. Estos complejos tienen todos una relacion
Au(l) : ligando préxima a 1:1 y son poliméricos, generando estructuras en forma de cadenas o
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anillos, puenteadas por uniones -S-Au-S- lineales [16]. A estos compuestos debemos agregar
ambién el sulfuro de oro(I) coloidal, comercializado con el nombre de Sulfuro de Aurol y la sal
sédica del complejo bis-tiosulfatoaurato(I), Na3[Au(S203)2], conocida como Sanacrisina o
Aurotion [58]. Estas drogas son muy efectivas para el tratamiento de cuadros de artritis, sobre
todo para casos muy agudos pero tienen la gran desventaja de que tienen que ser aplicadas por
via intramuscular en forma de suspensiones oleosas lo que las hace dolorosas y ademas
dificulta el control de posibles efectos toxicos colaterales. Estos fueron los motivos que
indujeron a la busqueda de nuevos farmacos de este tipo que pudieran ser administrados
oralmente. Los complejos de Au(l) derivados de fosfinas parecieron una opcién razonable, ya
que son compuestos muy estables, faciles de sintetizar y habitualmente solubles en agua.
Entre todos los compuestos de este tipo que se han sintetizado y ensayado surgié un complejo
nuevo particularmente activo e interesante. Se trata del 2,3,4,6-tetraacetato de 1-tio-b-D-
glucopiranosato de trietilfosfina oro(I), conocido comunmente como Auranofina o Ridaura (Fig.
14) que pertenece a una clase de compuestos que son alquilfosfinas de Au(l) derivadas de
glucopirandsidos.

La Auranofina ha sido ya ensayada ampliamente y ha mostrado ser altamente
efectiva por administracion oral y la concentracién de oro determinada en suero luego de su
aplicacién indica una muy buena y efectiva absorcién de la droga [58-60]. Este complejo ha
demostrado también poseer una elevada citotoxicidad frente a diversas células tumorales en
cultivo [16, 61]. Por otra parte, muchas veces se ha tratado de aprovechar la analogia entre
Pt(IT) y Au(IIl), ambos de configuracion electronica d8, y con facilidad para generar especies
cuadrado- planares, pero en el caso del oro hasta ahora no han sido reportados complejos con
actividad antitumoral importante. Aparte de los complejos de oro, el otro metal cuyos
complejos tienen una reconocida actividad antiinflamatoria y antiartitica es el cobre. Asi, una
gran cantidad de compuestos de este metal han sido preparados y evaluados en afios recientes
[44, 62]. Entre los mas estudiados podemos mencionar el acetato, antranilato
y salicilato de Cu(Il), asi como también los complejos de Cu(Il) derivados de la aspirina, el
acido 3,5-diisopropilsalicilico y de diversos aminoacidos. Por otra parte, en la década 1940-50
se utilizaron con bastante éxito compuestos de cobre comercializados bajo los nombres de
Cupralene (3-(N-alilcuprotiocarbamido)benzoato s6dico), Alcuprin ((3-(N-
alilcuprotiocarbamido) benzoato sdédico) y Dicuprene (sal de dietilamonio de la bis(8-
hidroxiquinolina-5,7 disulfonato) cuprato), asi como el Permalén, una mezcla de cobre-
salicilato de estructura desconocida. Pero el uso de estas drogas se ha ido dejando de lado en
los ultimos afios [44].

3. Metalofarmacos con actividad tipo SOD

Durante la utilizacion del O2 por parte de los seres vivos, el oxigeno tiende a
reducirse a agua, mediante un proceso redox que involucra la utilizacién de cuatro electrones:

O2+4H*+4e-— 2 HO

Sin embargo, muchas veces esta reducciéon resulta incompleta, generandose
entonces iones superédxido o agua oxigenada:

02=02-2022-=202-

Dado que estas especies intermedias son sumamente reactivas y téxicas, los
organismos han disefiado sistemas enzimaticos capaces de eliminarlas [4]. La destruccién del
agua oxigenada involucra habitualmente a las catalasas o peroxidasas, mientras que para la
degradacion del superdxido se utiliza habitualmente las superéxido-dismutasas (SOD).

~ 99 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

il ]
OH | I
Ea=
|1© : .
Il Mz |I | O ! R

Fig. 13. Estructura de algunos de los complejos de Au(l) utilizados en las crisoterapias. De izquierda a derecha:
aurotiomalato de sodio (Miocrisina), aurotioglucosa (Solganol), sal sédica del sulfonato de aurotiopropanol
(Alocrisina).
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Fig. 14. Estructura de la Auranofina.

La SOD dependiente de Cu/Zn se encuentra en el citoplasma, mientras que una
SOD dependiente de Mn se localiza habitualmente en las mitocondrias [4, 16, 63]. Sin
embargo, la posibilidad utilizar directamente SOD con fines terapéuticos se ve muy limitada
por su muy corta vida-media plasmatica y su incapacidad para atravesar membranas [16].
Esta es la razon por la cual el disenio de complejos pequefios con actividad tipo SOD ha
adquirido un importante interés farmacolégico [16, 63, 64].

En afnos recientes se han sintetizado algunos complejos de manganeso y de hierro
cuya actividad SOD aparece como muy promisoria. Entre ellos, varios complejos de Mn(II) o
Mn(III) con ligandos porfirinicos o macrociclicos [16, 63]. Entre todos ellos el complejo
Mnlldicloro-(1,4,7,10,13-pentaazaciclopentadecano)([15] anaN5) (Fig. 15) aparece como
particularmente atractivo habiendo demostrado un amplio potencial de posibilidades frente a
la acumulacién de superédxido, generado en diversas condiciones de estrés oxidativo, en
sistemas experimentales basados en modelos animales relacionados a desdérdenes que
aparecen en seres humanos [16, 63].

4. Metalofarmacos con actividad insulino-mimética

Es conocido el hecho de que la diabetes es una de las enfermedades mas
ampliamente difundidas en todo el mundo. La misma se caracteriza por una falta relativa o
absoluta de insulina y/o algun tipo de resistencia a la misma. En estos casos se ve impedida la
incorporacion de glucosa a los tejidos periféricos, tales como musculo esquelético y tejido
adiposo, ya que se trata de un proceso insulino-dependiente. También la tolerancia a la
glucosa, definida en términos de la respuesta a una dosis de glucosa administrada oralmente
[65], aparece usualmente deteriorada. Generalmente, la diabetes mellitus en humanos puede
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ser categorizada como de tipo I o de tipo II. El tipo I es insulino-dependiente, mientras que el
tipo II (que dispone de insulina pero los tejidos periféricos son resistentes a su accidén) se
clasifica como no dependiente de insulina [48]. De todas formas, ambos tipos requieren
administracion exégena de insulina.

Como ocurre con muchas otras proteinas, la insulina no queda intacta cuando se la
absorbe oralmente, de manera que se debe administrar parenteralmente. De alli deriva,
indudablemente, el interés que han despertado los compuestos insulino-miméticos de vanadio,
que al poder ser administrados oralmente vendrian a generar un avance fundamental y
significativo respecto a las terapias actualmente disponibles.

En este contexto, es interesante de mencionar que ya a fines del siglo XIX se
descubrié que el vanadato de sodio mejoraba los cuadros diabéticos en humanos [66, 67], pero
recién durante los dltimos treinta afos quedd claramente establecido que diferentes especies
de vanadio(V) y vanadio(IV) o compuestos de coordinacién de los mismos presentan actividad
insulino-mimética o antidiabética, tanto in vitro como in vivo [67, 68].

En las primeras experiencias realizadas con ratas en las que se inducia diabetes
por administraciéon de estreptozoticina (STZ) asi como con otras espontaneamente diabéticas,
demostraron una buena respuesta a tratamientos orales con soluciones acuosas de sulfato de
vanadilo (IV) o de vanadatos (V). Estos estudios mostraron también que si bien, en algunos
casos, no se obtenia la remisién total del cuadro, se aumentaba marcadamente la tolerancia a
la glucosa y se disminuian los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma [48, 66-68].

/

Fig. 15. Estructura del MnII([15]anaN 5)Cl12.

Estos primeros éxitos llevaron a la bisqueda y al disefio de nuevos compuestos que
tuvieran otro tipo de ventajas y que, eventualmente pudieran utilizarse en el tratamiento de
cuadros diabéticos humanos. Se apuntd, ante todo, a sistemas que mostraran buena
lipofilicidad y/o absorcién lenta por difusién pasiva. Inicialmente se estudiaron diversos
peroxovanadatos, los que fueron rapidamente reemplazados por diferentes quelantes organicos
como derivados de la picolina, la cisteina, polialcoholes, semicarbazonas, etc. [48, 66-69]. Entre
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todos ellos surgié bien pronto el bis(maltolato)oxovanadio(IV) (Fig. 16) como un sistema
particularmente atractivo y efectivo. Este complejo resulté ser unas tres veces mas efectivo

que el que el sulfato de vanadilo (IV), normalizando rapidamente los niveles de glucosa en
todos los modelos animales de diabetes ensayados y también el metabolismo lipidico y
presenta bajos niveles de toxicidad pudiendo ser administrado oralmente con el agua. [67, 68].

Un analogo de este complejo, el bis (etilmaltolato) oxovanadio(IV), ya ha superado
exitosamente los primeros ensayos clinicos en humanos (Fase I y Fase Ila), mostrando
resultados sumamente promisorios [67, 68, 70] y abriendo interesantes perspectivas para la
futura utilizacién de este tipo de complejos en la practica médica.

0O o 0O
CH,

Fig. 16. Estructura del bis (maltolato) oxovanadio (IV).

En otro orden de cosas, resulta interesante de mencionar que en 1980 se reportd
que el Zn(II) también presenta algun tipo de actividad insulino-mimética [71]. Esto llevo,
posteriormente, a una intensa investigacién de complejos de este metal, fundamentalmente en
Japén, y varios de ellos mostraron poseer una buena biodisponibilidad, baja toxicidad y una
buena actividad en la normalizacion de niveles de glucosa en animales experimentales [66,
72], lo que también abre algunas perspectivas de interés para los complejos de este elemento.

En el contexto que estamos discutiendo en esta seccidon también debemos
mencionar que reiteradamente se ha planteado la hipétesis de que también el cromo podria
participar en la potenciacién de la accién de la insulina y en la normalizacion de los niveles de
glucosa, en forma de uno o mas complejos de Cr(III) denominados genéricamente “factor de
tolerancia a la glucosa” [4, 73, 74]. Diversos han sido los complejos de Cr(III) ensayados para
simular la actividad y accién de este factor, entre otros complejos con acido nicotinico y los
amino acidos glicina, cisteina y acido glutamico (los constituyentes del importante tripéptido
glutation) [28, 74]. Sin embargo, el complejo fris(2-carboxipiridina)cromo(IIl), usualmente
llamado picolinato de cromo (Fig. 17) se ha constituido en la actualidad en el agente
terapéutico conteniendo cromo mas ampliamente comercializado y utilizado a nivel mundial.
Se lo esta utilizando como suplemento dietario en tratamientos de obesidad, para el
mejoramiento de la calidad muscular y en los tratamientos de diabetes mellitus de tipo II [75].
Aunque en afos recientes se ha comenzado a llamar la atencién en torno a algunos efectos
adversos, aparentemente relacionados a la utilizacién de dosis elevadas del mismo [28], este
compuesto sigue siendo uno de los metalofarmacos mas difundidos y comercializados.
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Fig. 17. Estructura del ¢ris (picolinato) cromo (III).
5. Metalofarmacos antibacterianos, antivirales y antiparasitarios

Sin lugar a dudas, uno de los logros mas valiosos e importantes de la quimioterapia
es la de haber logrado la eliminacion practicamente total, de enfermedades bacterianas
fatales, tales como las neumonias, la tuberculosis y las infecciones originadas en procesos post-
operatorios.

Esto se ha logrado, fundamentalmente, luego del descubrimiento y aplicacién de las
sulfonamidas, las penicilinas y las tetraciclinas. Pero no debe olvidarse, también en este
contexto, los farmacos puramente inorganicos. Histéricamente, el uso de estas drogas se inicia
con los intentos de emplear sales de mercurio como antibacterianos (Koch, 1881) y la ya
mencionada aplicacién de complejos de Au(l), para el tratamiento de la tuberculosis (Koch,
1890), asi como con la introduccién del Salvarsan (Ehrlich, 1912) para el tratamiento de la
sifilis. De todas formas, debe recordarse que en realidad la utilizacién de compuestos sencillos
de mercurio se inicia mucho antes y los mismos aparecen mencionadas, por ejemplo, ya en
escritos arabes del siglo X y también fueron utilizados en forma continuada durante toda la
Edad Media, sin olvidar su utilizacién para el tratamiento de la sifilis, cuando esta
enfermedad alcanzé proporciones epidémicas en la Europa del siglo XVI [4, 19].

Los mercuriales utilizados en la antigiiedad incluyeron el cloruro, ioduro, sulfuro,
cianuro 6xido y sulfuro; a partir de 1919 se introdujo también el mercurocromo. Esta droga,
junto con otro derivado similar, el mertiolate, constituyen dos buenos ejemplos de compuestos
de mercurio con propiedades antisépticas suaves y que han alcanzado amplia y continuada
difusién en el tratamiento de heridas e infecciones de la piel [4,19].

También algunos compuestos de plata han encontrado interesantes aplicaciones
farmacolégicas, comenzando por la introduccién del nitrato de plata en 1884, para el
tratamiento de las cegueras infantiles (ophtalmia neonatorum) que signific6 en su momento
un gran avance médico a un problema extremadamente serio.

Dentro de la moderna farmacologia inorganica, el complejo de plata con la
sulfadiazina (Fig. 18) ocupa un lugar prominente y muy particular. Se trata de un complejo
polimérico, en el cual cada ion Ag(I) tiene un entorno aproximadamente tetraédrico, AgNsO,
originado en la interaccién con tres moléculas de ligando y generando también enlaces Ag---Ag
muy cortos y fuertes. Estas peculiaridades estructurales hacen que el complejo sea muy
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insoluble, ocasionando una liberacién extremadamente lenta de la Ag(I), lo que favorece su
accion. El complejo se utiliza en forma de cremas para el tratamiento de heridas en el caso de
quemaduras graves, en las cuales la infeccion por Pseudomonas putida puede ser fatal [4, 19].

En lo que hace a sistemas antivirales, existen ain muy pocos estudios sistematicos
en torno a la accién especifica de complejos metalicos, aunque hay una buena cantidad de
estudios con complejos metalicos derivados de la 1,10- fenantrolina, o de amino complejos de
paladio y platino. Por otra parte, una cierta cantidad de agentes quelantes ha demostrado
claramente poseer este tipo de actividad. Uno de los més interesantes parece ser la sal sddica
del acido fosfonoacético, y que aparece como un agente capaz de interferir exitosamente en la
replicacién del DNA viral [19].

Sin embargo, uno de los aspectos mas novedosos e interesantes dentro de este
campo ha sido el reconocimiento de la actividad antiviral de diversos polioxometalatos, tema al
que nos referiremos mas detenidamente en la préxima seccion.

En afios recientes ha surgido también un cierto interés en la posible aplicacién de
metalofarmacos al tratamiento de algunas enfermedades tropicales graves como las
tripanosomiasis, la malaria o la leishmaniasis que afectan a millones de personas, sobre todo
en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo [19, 76, 77, 78]. Basicamente, la posible
utilizacién de metalofarmacos en este campo estd basada en las siguientes estrategias [78, 79]:

- Inclusién de un centro metalico en una droga antiparasitaria de actividad
reconocida para aumentar su actividad o mejorar sus mecanismos de accién.

- Utilizacién de compuestos antiparasitarios como agentes complejantes de metales,
para superar mecanismos de resistencia.

- Formacién de complejos metalicos con ligandos que poseen propiedades
intercalantes en el ADN.

- Estudio de complejos metalicos con ligandos no-bioactivos para ensayarlos como
posibles inhibidores o bloqueantes de enzimas especificas del parasito.

o O
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Fig. 18. Estructura de la sulfadiazina y de su complejo de Ag(I).

~ 104 ~



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 66 (2014): 5-21.

Debido al reconocimiento de algunas similitudes bioquimicas entre los
tripanosomas y las células tumorales, en términos metabdlicos y de ausencia de enzimas
protectoras tales como catalasas y peroxidasas, los primeros estudios estuvieron centrados en
la utilizacion de agentes antitumorales como tripanicidas, pasandose posteriormente a la
utilizacion de complejos metalicos de algunos inhibidores de la biosintesis de esteroles como el
ketokonozol o el clotrimetazol. En particular, los complejos de rutenio de estos sistemas han
dado algunos resultados sumamente interesantes y promisorios [76, 77].

En el caso de la malaria, la utilizacién quinina, cloroquina y otras drogas similares
ha resultado ser exitosa en el control de esa enfermedad. No obstante, estas drogas han ido
perdiendo efectividad debido a la resistencia desarrollada por los parasitos, la que es
particularmente severa en Sudamérica y en algunas regiones del Sudeste asiatico [76]. De esta
manera la potenciacién de algunas de estas drogas a través de la formacién de complejos
metalicos es otra area de gran interés actual. Y, en este contexto algunos complejos de rutenio,
rodio y oro de la cloroquina ya han demostrado una muy buena actividad en diversos estudios
in vitro [76, 77].

En el tratamiento de las leishamaniasis, habitualmente se vienen utilizando
algunos compuestos antimoniales (que de por si constituyen ejemplos clasicos de
metalofarmacos) pero que, de todas maneras, no son totalmente eficaces y seguros [76, 77, 80].
Dado que frente a algunas de estas drogas varias especies de Leishmania han comenzado a
desarrollar resistencia, urge también en este campo encontrar nuevas drogas para generar
terapias alternativas, habiéndose obtenido primeros resultados de interés con diversos
complejos de platino, iridio, rodio y cobre [76-78] y asimismo se han hecho algunas propuestas
muy atractivas con diversos complejos de vanadio [78].

6. Polioxometalatos

Los polioxometalatos son cimulos metal-oxigeno anidnicos que habitualmente involucran a los
primeros metales de las tres serie de transicion. Mas especificamente, son agregados
oligoméricos de cationes metalicos (usualmente especies de configuracion electrénica dO, como
V(V), Nb(V), Ta(V), Mo(VI) y W(VI)) puenteados por aniones 6xido que se generan por procesos
de auto-ensamblado [81, 82].

Bésicamente existen dos familias de polioxometalatos, los isopolianiones o
isopolioxometalatos, que contienen como constituyentes sélo los cationes metalicos d° y los
aniones 6xido, y los heteropolianiones o heteropolioxometalatos que contienen uno o mas
“heteroatomos” de los grupos de elementos p, d, o f adicionales a los otros iones. Estos
“heteroatomos” pueden ubicarse en el interior del cimulo o en su superficie siendo,
respectivamente, inaccesibles o accesibles a solventes. Mas de la mitad de los elementos del
sistema peridédico pueden funcionar como “heteroatomos” en estos sistemas, lo que los hace
extremadamente variados y complejos.

Una de las estructuras mas comunes para este tipo de polixoaniones es la llamada “estructura
de Keggin”, esquematizada en la Fig. 19. En ella existen unidades de tres octaedros MOs que
comparten aristas y cuatro de esas unidades se agrupan compartiendo vértices entre ellos,
para generar la estructura [M12040]™. Como se ve en la Fig. 19, existe una cavidad en el centro
de la estructura la que tiene dimensiones adecuadas como para alojar en su interior atomos
relativamente pequenos tales como P(V), Si(IV), Ti(IV), As(V), etc., los que adquieren en esos
sitios coordinacién tetraédrica de oxigenos. La incorporacién de estos “heteroatomos” (X)
genera una estequiometria de tipo [XMiz O40]™.
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Fig. 19. Esquema de la estructura tipo Keggin.

Se conocen muchos otros sistemas diferentes, constituidos por otro tipo de
agrupamientos de octaedros y reemplazo de heteroatomo. Entre los mas importantes debemos
mencionar a los sistemas que adoptan la llamada “estructura de Anderson” de tipo [XMeOz4]™,
en la que seis octaedros MOs forman un anillo planar compartiendo aristas, quedando el
heterodtomo X, coordinado también octaédricamente, en el centro del anillo, o los de férmula
[X2M180s2]™ (“estructura de Dawson”) con un ordenamiento mucho mas complicado [81].

Desde el punto de vista médico y farmacoldgico este tipo de compuestos han
comenzado a despertar un cierto interés en afios recientes ya que varios de ellos han
demostrado poseer actividad antiviral y antitumoral, lo que ha incrementado notablemente los
estudios en torno a ellos en estos nuevos contextos [83, 84].

Una primera experiencia bioldgica interesante, sobre la actividad citostatica de este
tipo de sistemas fue realizada ya en 1975 por Schonfeld y Glemser [85, 86]. Basandose en la
idea de que las células cancerosas suelen tener un pH mas acido que las normales sugirieron
que en esos medio acidos podria llegar a generarse una polimerizacion localizada de MoOq
2z 0 WO4* que llevara finalmente a la formacién de fésforoheteropolioxometalatos. De esta
forma tal vez podria interferirse localmente en el metabolismo del fésforo en las células
cancerosas y asi inhibir el crecimiento de las mismas. Algunos ensayos realizados en torno a
esta idea demostraron que el efecto citostatico depende claramente del valor de pH. A pH
constante, el efecto depende de la concentraciéon de molibdato o tungstato, mientras que a
concentracion aniénica constante, el efecto se magnifica al disminuir el pH.

En la misma época en que se realizaron los ensayos arriba comentados,
investigadores franceses demostraron la actividad antiviral in vitro de diversos 12-
silicotungstatos, [SiW12040]*, aunque no pudieron detectar ese tipo de actividad in vivo. En el
marco de estos estudios, se encontr6é un polioxometalato con importante actividad bioldgica, el
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[NaSboWz210s6]18, corrientemente llamado HPA-23 y habitualmente utilizado en la forma de
una sal sédica amoénica de composicion (NHs)17Na[NaSbeWz210s6] nH20 [83]. Se trata de un
sistema relativamente complejo, constituido por fragmentos de la estructura tipo Keggin y que
generan un compuesto de tipo “criptato” con el ion Na+ en el interior de la cripta [87]. Debido a
la excelente actividad in vitro que este compuesto mostrd frente a una gran variedad de
sistemas virales, se sugirid que podria ser un agente efectivo contra el virus de inmuno-
deficiencia humana, el agente generador del SIDA. Sin embargo los resultados de los ensayos
clinicos no fueron demasiado promisorios, lo que unido a una marcada toxicidad renal y
hepatica del HPA-23, desaconsejaron rapidamente su utilizacién y llevaron a diversos grupos
de investigacién a la busqueda de nuevos polioxometalatos menos téxicos y con propiedades
que los hicieran efectivos como agentes antivirales frente al HIV [83].

No obstante, y a pesar de haberse preparado y ensayado centenares de compuestos
de este tipo [83, 88], hasta el presente parece no haberse logrado resultados que permitan
presentar a alguno de ellos como agente realmente promisorio en la lucha contra el SIDA. De
todas formas, estos estudios han permitido ir avanzando en el mejor conocimiento de la
selectividad, toxicidad y eficiencia antiviral de muchos de estos interesantes compuestos [88].

Otro aspecto de la actividad biolégica de los polioxometalatos que ha sido
reiteradamente explorada es su posible actividad antitumoral [84,86]. Yamase y colaboradores
fueron los primeros en demostrar una potente actividad antitumoral en polioxomolibdatos con
estructura tipo Anderson y de algunos heptamolibdatos. [84]. En particular, el anién Mo70O24 &
en forma de su sal de isopropilamonio, (NHsPri)s[Mo7024] -3H20 mostré una notable actividad
antitumoral frente a diferentes tumores experimentales humanos. Se ha sugerido que la
actividad de este polioxometalato se deberia a un proceso redox ciclico del tipo:

Mo,0,% + H* + & HMo,0, %
que tendria lugar en la célula una vez fijado el polianién. Esto implicaria que la interacciéon
molecular entre el Mo7Oz24 8 y las células tumorales produce, por activacién térmica, una
transferencia de carga ligando-metal, O — Mo, similar a la que ocurre en la conocida
fotorreducciéon del heptamolibdato y parece ser que la actividad se origina en la especie
reducida HMo70O24 6 generada continuamente a través del ciclo redox mencionado [86].

En afos recientes se ha ensayado también la actividad antitumoral in vitro de
diversos polioxotungstatos, habiendo logrado establecerse algunas correlaciones de interés
entre su actividad biolégica y algunas de sus propiedades fisicoquimicas fundamentales, tales
como el potencial redox [84].

Teniendo en cuenta el hecho de que diversos compuestos de vanadio han
demostrado poseer una excelente actividad insulino-mimética discutida en la Secc. 4 de este
articulo, las similitudes entre vanadatos, molibdatos y tungstatos sugirieron que tal vez
también oxo- y polioxoaniones derivados de molibdeno y wolframio podrian presentar una
actividad similar [84, 89]. Primeros ensayos realizados en este contexto mostraron que tanto el
molibdato como el tungstato producian efectos similares al vanadato en el metabolismo de la
glucosa hepatica [89] y estudios posteriores mostraron algunos efectos interesantes
especialmente por parte del tungstato [84]. Respecto a estos estudios se ha mencionado que
practicamente no existe informacién acerca de la potencial toxicidad celular del WO4 2 y que
este aspecto deberia ser investigado en detalle y cuidadosamente antes de seguir avanzando
en la utilizacion de este y otros oxoaniones del tungsteno con fines terapéuticos [90].
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Para terminar, resulta interesante mencionar que en afios reciente se ha sugerido
también la utilizaciéon de fullerenos funcionalizados; es decir, fullerenos exoédricos en los
cuales quedan ubicados diversos sustituyentes quimicos (por ejemplo grupos alcohol) que
ayudan a generar especies solubles [91, 92], como posibles agentes antivirales y
antibacterianos, incluso con posible actividad anti-HIV [92, 93].

7. Complejos de Bi(III) con actividad antiulcerosa

Diversas sales y compuestos simples de bismuto (III) se han venido utilizando en
medicina y farmacologia durante mas de doscientos anos para el tratamiento de variadas
afecciones y desérdenes [16, 21, 94, 95]. El interés en torno a algunos de estos compuestos ha
renacido notablemente en afios recientes, fundamentalmente en relacién a sus muy positivos
efectos en el tratamiento de ciertos desérdenes gastricos.

Las gastritis y las tlceras pépticas constituyen en la actualidad uno de los mayores
problemas de salud humana a nivel mundial. En el pasado se pensaba que estos cuadros se
generaban por la acidez estomacal, situaciones de estrés o comidas muy picantes, entre otros
factores y debian ser tratados con drogas capaces de bloquear la produccién de acidez. Sin
embargo, estos tratamientos tradicionales proveen sélo soluciones breves y temporarias. Un
cambio importante en la situacién se generd a partir del reconocimiento de que las gastritis y
las ulceras se originan por acciéon de una bacteria, denominada actualmente Helicobacter
pylori. De tal manera, cuando los desérdenes gastricos son causados por esta bacteria, pueden
erradicarse permanentemente utilizando terapias antibacterianas, contexto en el cual varios
farmacos a base de Bi(III) han demostrado una notable actividad. Por el descubrimiento que
relaciona a las Ulceras gastricas y a las gastritis con la actividad del H. pylori, dos médicos
australianos, R. Warren y B. Marshall, recibieron en 2005 el Premio Nobel de Medicina [96].

El farmaco a base de Bi(III) mas difundido en la actualidad es el llamado subcitrato
de bismuto coloidal (comunmente denominado CBS = colloidal bismuth subcitrate) que se
comercializa en varios paises bajo diversas marcas registradas. Este compuesto posee un
efecto antibacteriano directo sobre el H pylori y las propiedades quimicas generales del CBS
parecen contribuir adicionalmente a su accién antiulcerosa: la solucién coloidal es precipitada
en el medio acido que predomina en el estémago en forma de una mezcla de de cloruro de
bismutilo y citrato de bismuto, estimandose que un 90% de esta precipitacién ocurre en los
crateres ulcerosos del paciente mientras que el tejido sano normal practicamente no es
afectado [94]. La capa protectora asi generada ayuda a prevenir la difusién de acidez hacia la
zona afectada y promueve su reepitelizacion.

Desde el punto de vista quimico, los preparados comerciales de CBS son mezclas
relativamente complejas de compuestos de bismuto y potasio y/o amonio, cuya composicién es
fuertemente dependiente del pH [94]. De todas maneras, en la mayor parte de todos estos
compuestos parece estar involucrada una unidad estructural dinuclear del tipo (cit)BiBi(cit),
mostrada en la Fig. 20 [16,94], que aparece como la “subunidad” mas estable en la quimica de
estos subcitratos, permitiendo suponer que el CBS, que esta constituido por una mezcla de
productos amorfos, podria generarse a partir de agregados de estas “subunidades” a través de
enlaces por puentes de hidrégeno y de citrato [16, 94, 97].

8. Metalofarmacos a base de lantanidos

En afos recientes han aparecido en el mercado algunos nuevos metalofarmacos conteniendo
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cationes lantanidos. Este hecho ha vuelto a generar creciente interés en torno a las posibles
aplicaciones farmacologicas de compuestos de estos elementos.
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Fig. 20. Representacién esquematica de la subunidad (cit)BiBi(cit) presente en los

complejos de Bi(III) con acido citrico.

0

Basadas esencialmente en su similitud con las del calcio, las propiedades biologicas
de los lantanidos fueron motivo de estudios desde comienzos del siglo pasado y constituyeron
la base de las investigaciones en busqueda de potenciales aplicaciones terapéuticas de los
mismos [98-100].

Inicialmente varias sales simples de algunos lantanidos encontraron fugaz
aplicacién como antieméticos, antimicrobianos y antibacterianos y, mas recientemente fueron
también ensayados en btsqueda de actividad antitumoral, con escaso éxito. De todas maneras,
un aspecto reciente, particularmente interesante, fue el hallazgo de que el Tb(III) es capaz de
exaltar la citotoxicidad del cis-[Pt(NHz3)2Ci2], posiblemente facilitando la acumulaciéon de la
droga en células resistentes a su accién [100, 101].

Uno de los fArmacos méas novedosos e interesantes, derivado de un catién lantanido
es, sin duda el carbonato de lantano tetrahidratado. La2(COs)3“H20, comercializado bajo el
nombre de Fosrenol® y ya aprobado para su uso en los EEUU de NA y en varios paises
europeos. Se trata de una droga sumamente promisoria para el tratamiento de
hiperfosfatemias [99, 100, 102], apareciendo como una alternativa valiosa en reemplazo de los
habitualmente empleados compuestos de calcio como el carbonato o el acetato. Este compuesto
tiene ademas la ventaja de que mantiene la actividad fijadora de fosfato en el intervalo de pH
entre 1y 7, lo que le permite actuar tanto en presencia del bajo pH estomacal como a valores
mayores de pH, como los encontrados en el intestino delgado, el duodeno y el yeyuno.

Sin embargo, el campo en el que la utilizaciéon de compuestos de lantanidos ha
tenido su mayor impacto es, sin duda, el de las técnicas de resonancia magnética nuclear
(RMN). La técnica de imagenes de RMN se ha transformado en una de las metodologias mas
poderosas y sensibles en el campo de la diagnosis clinica [16]. Las enfermedades y desérdenes
pueden ser detectadas por diferencias entre las resonancia RMN de 'H (esencialmente de Hz0)
entre tejido normal y anémalo por administracion externa de agentes paramagnéticos de
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contraste. La mayoria de los agentes de contraste utilizados contienen Gd(III), Fe(III) o
Mn(I), cationes que tienen un importante numero de electrones desapareados (7, 5 y 5,
respectivamente, en las conformaciones de alto espin) y largos tiempos de relajacién de espin
electronico.

Debido al continuado aumento en la utilizacién médica de las técnicas de RMN, ha
crecido proporcionalmente la demanda por agentes de contraste cada vez mas eficientes. Para
su disenio deben considerarse varios factores importantes, incluyendo la estabilidad, la carga y
la lipofilicidad del complejo. Las caracteristicas del mismo, usualmente son dictadas por el tipo
de 6rgano a explorar. Por ejemplo, se sabe que los compuestos anidnicos tienden a ser
eliminados por el rifién, que muchos complejos catidnicos son retenidos en el corazén y que
para cruzar la barrera sangre-cerebro conviene utilizar complejos neutros. Por otra parte,
complejos lipofilicos van a tener mayor retencion en el higado o en tejidos grasos [100].

Diversos complejos de Gd(III) se han mostrado como particularmente utiles y
eficientes en este campo [16, 100, 103] y para demostrar en forma sencilla la amplia difusién
que han alcanzado en el mercado farmacéutico los complejos de este elemento resulta
revelador el mencionar que en diez afios, y a partir de 1988 en que fuera autorizada la
utilizacién de estos sistemas, se han llegado a procesar mas de treinta toneladas de gadolinio,
para administrarlas a millones de pacientes alrededor del Mundo [100, 103].

En la Fig. 21 se esquematizan las estructuras de los cuatro complejos de Gd(III)
mas difundidos y utilizados en la actualidad. Todos estos complejos son extracelulares,
difunden rapidamente hacia los espacios intersticiales y su baja osmolalidad disminuye los
dolores de inyeccién. Todos ellos tienen niimero de coordinacién nueve, estando ocho posiciones
de coordinaciéon ocupadas por atomos donores del ligando y la novena, en todos los casos, por
una molécula de H20. Ademas, poseen una elevada estabilidad, permitiendo su transporte,
acumulacién y posterior eliminacién sin sufrir degradacién, evitando de esta forma la
liberacién de GA(III) que es altamente toxico [100]. La utilizacion de estos y otros complejos de
Gd(II) en el estudio de diversos trastornos y enfermedades y su acumulacién especifica en
varios oOrganos, ha sido excelentemente analizada y discutida en un articulo de revisién
reciente [104].

En este contexto también resulta interesante de mencionar que recientemente se
han comenzado a realizar estudios sobre la posibilidad de utilizar diverso tipo de calixarenos
como complejantes para el GAd(III), para su eventual aplicacién en este campo, estudios que
comienzan a abrir nuevas e interesantes perspectivas para el mismo [105].

En la seccién siguiente volveremos a mencionar otros ejemplos de metalofarmacos
basados en lantanidos.

9. Complejos metalicos como sensibilizadores de radiaciones

Una modalidad muy importante en los tratamientos de cancer la constituyen las
radioterapias basadas en la utilizacién de radiaciones ionizantes, ya sea sola o combinada con
quimioterapias [19]. Es bien conocido el hecho de que estas terapias son menos eficientes si las
células a irradiar tienen déficit de oxigeno (células hipdxicas o anéxicas). Es razonable suponer
que los tumores tengan un marcado déficit de 02, dado que el mismo es consumido
rapidamente cuando debe penetrar distancias mayores a los 100 micrones a partir de los
capilares sanguineos que lo conducen [19, 33, 106], tal como se muestra en la Fig. 22.
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Fig. 21. Complejos de GA(III) utilizados como agentes de contraste en estudios de RMN: 1: Gd/
DTPA; 2: GA/DOTA; 3: GA/BMA-DTPA; 4: Gd/ HP-DOTA.

Fig. 22. Esquema que muestra la formacién de células hipéxicas por consumo gradual de oxigeno
durante su difusién y la posible y mas facil llegada de complejos de platino a la zona tumoral [33].
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Un aspecto importante de la investigacion radiobioldgica esta centrado en la biisqueda de vias
capaces de superar esta radioresistencia de ciertas células tumorales, que seria la responsable
del fracaso de este tipo de tratamientos frente a diversos carcinomas. Una posible solucion se
basa en la utilizacion de agentes quimicos oxidantes que puedan actuar de radio-
sensibilizadores de células hipoéxicas, involucrando radicales libres, generados durante la
irradiacién. Un efecto terapéutico razonable seria encontrar un camino que permita
sensibilizar las células hipéxicas en el tejido tumoral sin exaltar la sensibilidad de las células
oxigenadas, suponiendo que en el tejido sano hay una tensién suficiente de Oz [33].

Ya en 1976 Richmond y Powers encontraron que el cis-[Pt(NHs)2Ci2] era un eficiente agente
radiosensibilizante aun a muy bajas concentraciones [107], descubrimiento que inicid una
amplia serie de estudios de éste y otros complejos de platino como agentes potenciadores de los
efectos de radiaciones. Tal como se puede ver también de la Fig. 22, se espera que estos
complejos puedan penetrar en la regiéon tumoral con mas facilidad que el Oz y de esta manera
facilitar la interaccién con la radiacién que llega a ellas.

Una gran variedad de complejo metalicos, inicialmente de platino, fueron profusamente
investigados en este contexto. Entre otros, cisy trans-diclorodipridinplatino(Il), y complejos
analogos conteniendo tiazol, N-metil imidazol o quinolina, en lugar de piridina [108].
Asimismo, diversos complejos de Rh(II) y Ru(l) mostraron interesante actividad como
radiosensibilizantes, y en particular el [RuCls(imidazol)2]*>, presenta una actividad
relativamente potente [108].

Mas recientemente se han preparado e investigado también una variedad de complejos de
cobre, niquel, hierro y cobalto. En el caso particular del cobalto la reduccion de quelatos de
Co(IIT) a Co(IT) genera especies con marcada sensibilidad a las radiaciones [108].

Por otra parte, las llamadas terapias fotodinamicas implican el tratamiento de tejidos
enfermos con luz visible en presencia de un fotosensibilizador [16, 108]. La accién
fotodinamica de estos sensibilizadores se inicia por la absorcién de un foton seguida por varias
reacciones competitivas, radiativas y no radiativas que finalmente resultan en la oxidacién y
degradaciéon de biomoléculas. El oxigeno molecular juega un papel fundamental en estos
procesos, propagando el dafio molecular inicial, que finalmente lleva a la destruccion de tejido
y muerte celular.

El proceso fotofisico iniciado por la excitacién del fotosensibilizador, llevando a la formacién

de radicales libres y especies activadas del O2 involucra varias etapas. En la primera, la
absorcién de luz lleva al fotosensibilizador a un estado electréonico excitado, usualmente en
estado de singlete (So + hn — Si1). La vida de estos estados S: es usualmente de algunos
nanosegundos, y por lo tanto muy corta para permitir una interaccién significativa con las
moléculas circundantes. El estado S1 puede estabilizarse por via radiativa (fluorescencia: S; —
So + hn) o por un entrecruzamiento no radiativo al estado de triplete (S1 — Ti + calor). La
energia de este estado T: puede disiparse por fosforescencia (T:1 — So + hn) o bien por
transferencia de energia y/o electrones al oxigeno molecular o a un sustrato organico, iniciando
la cadena de reacciones.

Entre los fotosensibilizadores mas utilizados y estudiados hasta el presente deben

mencionarse, en primer lugar, a los complejos derivados de porfirinas y otros tetrapirroles
relacionados a ellas, como por ejemplo las ftalocianinas. Una gran variedad de complejos T
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metalicos con este tipo de ligandos han sido preparados y ensayados. Varios de ellos
conteniendo paladio, platino, rutenio y estafio han mostrado ya interesantes resultados [108].

En afios recientes han despertado notable interés los complejos de las llamadas
“texafirinas”. Se trata de una nueva clase de porfirinas expandidas, totalmente aromaticas y
fuertemente coloreadas, presentando un sistema de 22 electrones p en lugar de los habituales
18 electrones de las porfirinas [100,109]. Consecuentemente, son de color verde oscuro y su
energia de transicion mas baja cae alrededor de los 700 nm. Estos ligandos forman complejos
muy estables y poco disociables y los mismos presentan potenciales redox que los hacen
particularmente activos en entornos biolégicos.

Dos complejos de este tipo, conteniendo Gd(III) y Lu(IIl) (ver Fig. 23), han sido
evaluados ya como excelentes fotosensibilizadores. El complejo de lutecio esta actualmente en
etapa de experimentacién clinica para el tratamiento de cancer. Presenta una ancha e intensa
banda de absorcién en 732 nm y después de la absorcién de luz resulta activado a un estado de
triplete de vida media elevada que reacciona facilmente con el Oz, generando el oxigeno
singlete que es fuertemente citotéxico [16].

En cuanto al complejo de gadolinio, el mismo ya ha alcanzado la fase III de
experimentacion clinica, demostrando su utilidad en el tratamiento de metastasis tumorales
en el cerebro.
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Fig. 23. Estructura de los complejos de Gd(II) y Lu(III) ligados a una texafirina, y que poseen
interesante actividad fotosensibilizadora.

10. Otros metalofarmacos de interés

En esta Seccion mencionaremos, en forma muy suscinta, algunos otros
metalofarmacos de interés que se vienen utilizando desde hace tiempo en medicina. Uno de
ellos es el complejo pentacianonitrosilferrato(Il), [Fe(CN)sNO]2, habitualmente llamado
nitroprusiato y que suele ser administrado en forma de su sal sédica, Naz[Fe(CN)sNO] 2H:0.
Se lo emplea habitualmente para el control de cuadros de hipertensién. Sus efectos
hipotensivos se observan ya pocos segundos después de la infusién y la tensién arterial logra
normalizarse al cabo de uno o dos minutos. La droga ha mostrado también su utilidad en el
caso de emergencias hipertensivas, ataques cardiacos y cirugias [16, 19] Los efectos
terapéuticos del nitroprusiato dependen, aparentemente, de la liberacion del éxido nitroso que
actuaria como relajante del musculo liso vascular.
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El uso de sales de litio para el tratamiento de los llamados cuadros de mania
bipolar también est4a muy bien establecido desde hace muchas décadas [4, 21, 110, 111] y su
utilizacién ha tenido un creciente incremento en afos recientes. Se ha reportado que en varios
paises europeos uno de cada 2.000 habitantes esta recibiendo actualmente tratamiento
profilactico con sales de litio [37, 110]. El litio habitualmente se administra en forma de su
carbonato, Li2COs, aunque también se comercializan en la actualidad algunas otras formas
(p.ej., citrato, acetato, sulfato o gluconato). Uno de los problemas que todavia no han logrado
resolverse totalmente es el de encontrar formas adecuadas para lograr una liberacién lenta del
litio, ya que este elemento se absorbe y excreta muy rapidamente, lo que dificulta mantener
un nivel adecuado y constante del mismo en los tejidos.

Otros metalofarmacos sumamente importantes en diagndstico y terapia son los
llamados radiofarmacos. Este tipo de compuestos constituyen por si mismos un capitulo
central en la Medicina moderna [4, 16, 112, 113]. En la Medicina Nuclear Diagndstica se
utilizan habitualmente emisores de radiacién g de alta energia (p. €j., 99mTec, 205T1, 67Ga,
111In, 51Cr, 169Yb). Diseiando complejos de estos metales que puedan acumularse
selectivamente en un 6rgano particular se logra estudiar los procesos bioquimicos que ocurren
a nivel celular y sub-celular en esos d6rganos, analizando las imigenes producidas por la
radiacion.

Por otra parte, la Medicina Nuclear Terapéutica utiliza el poder citotéxico de
radiaciéon de bajo alcance (radiacién a, b, o electrones Auger) para destruir selectivamente un
tejido enfermo. Es decir, la radiacién interacciona con el medio bioldgico generando especies
sumamente reactivas que producen cambios fisicos y quimicos en las biomoléculas, llevando
finalmente a la muerte celular. Entre los nuclidos mas utilizados en estas terapias podemos
mencionar los siguientes: 90Y, 67Cu, 186/188Re, 1311, 153Sm, 167Tm y 199Au.

En anos recientes el desarrollo y las posibles aplicaciones de nanomateriales han
producido fuerte y revolucionario impacto en practicamente todas las ramas de la Ciencia y la
Tecnologia. La Medicina tampoco ha quedado al margen de ese impacto y diverso tipo de
nanomateriales han comenzado ya a utilizarse con fines terapéuticos y de diagnédstico. Asi, por
ejemplo, se han comenzado a utilizar nanoparticulas de oro, funcionalizadas de diversas
maneras, con esos fines [114]. Asi, dado que muchas células cancerosas tienen en su superficie
una proteina llamada EGFR (Epidermial Growth Factor Receptor), uniendo la nanoparticula
a un anticuerpo para estas EGFR (anti-EGFR) se logra llevar el oro a una célula cancerosa.
Estos sistemas tienen hasta un 600% mas de afinidad por células cancerosas que por células
normales. Una vez fijada sobre la célula cancerosa la nanoparticulas puede ser irradiada con
un haz de energia adecuada (por ejemplo un pulso de laser o, a veces simplemente, un
generador de radio frecuencia) con lo que se logra el “calentamiento” intenso de la célula
tumoral, comenzando su destruccién.

Los anticuerpos no son los unicos sistemas que pueden utilizarse para lograr la
interacciéon de nanoparticulas de oro con el material biolégico. Asi, se han utilizado también
monocapas de moléculas organicas pequenas, biopolimeros como el colageno, hidratos de
carbono o pequenios péptidos [114, 115]. En casi todos los casos la nanoparticula constituye el
nucleo del nano-biomaterial asi generado y su tamano y forma habitualmente puede variarse
teniendo en cuenta la aplicacion a realizar. Ya son multiples las aplicaciones propuestas y
ensayadas con estos novedosos sistemas, que van desde su uso para la deteccién de tejido
tumoral o de patégenos, la liberacién controlada de drogas, el analisis de actividad enzimatica
o de estructura del ADN, y varias otras [114, 115].
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Conclusiones y Perspectivas

Dado que muchos metales participan en procesos fisiologicos fundamentales es
evidente que un mejor y mas profundo conocimiento de sus roles en esas funciones ayudara al
disefio y desarrollo de nuevos farmacos basados en ellos. Por otra parte, un creciente
aprovechamiento de las propiedades de muchos otros metales (no-esenciales) conducira, sin
duda, a nuevas generaciones de farmacos con muy variadas posibilidades y efectos. El disefio
de nuevas drogas de este tipo depende fuertemente de un conocimiento cada vez mas preciso y
pormenorizado de la quimica de coordinacién de esos metales en condiciones biolégicamente
relevantes. Este conocimiento implica no sélo el de factores termodinamicos (constantes de
equilibrio, estructuras de productos y de intermediarios) sino también el de parametros
cinéticos (mecanismos y caminos de reaccién, dinamica de reacciones, intercambio de ligandos)
asi como de un conocimiento detallado de los procesos redox y de las reacciones colaterales en
las que estos complejos puedan participar.

También es importante comprender claramente la naturaleza de la interaccién del
complejo con las membranas celulares, con proteinas y enzimas y con el ADN. Asimismo, es
relevante tener una imagen clara de los posibles efectos toxicos de los propios complejos, de
sus ligandos y de sus eventuales productos de degradacion.

Los avances recientes en torno a la forma en que ciertos metales son captados y
transportados y la forma en que pueden participar en la regulacién y transmisién de
informacion genética seguramente van a tener también inmediato impacto en el disefio de
nuevos metalofarmacos. Lo mismo es esperable a partir de nuevos desarrollos en los campos
de los fullerenos, los polioxometalatos y los nanomateriales.
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Resumen

El tema de la formacién de “spray” es de interés tanto industrial como desde el punto
de vista de la fisica no lineal. Requiere un detallado conocimiento de las condiciones
en que se forman las gotas del “spray” debido a la necesidad de controlar el tamafio
de las mismas y las condiciones de eyeccion El objeto de este trabajo experimental,
es la caracterizaciéon del fenémeno de eyeccién de gotas de un fluido macromolecular.
El polimero seleccionado POE,

tiene la particular propiedad de reducciéon de la tension superficial cuando se
aumenta su concentracién. Se analizé el proceso a partir de una capa liquida
depositada en una celda vibrante. La aceleracién a la cual se produce la eyeccion de
gotas (umbral de eyeccion) se determino para soluciones con diferentes
concentraciones de POE y en un rango relativamente bajo de frecuencias. En
particular, se analizé el comportamiento de las soluciones de Polyoxietileno (POE)
poniendo en evidencia la influencia de las propiedades reoldgicas del fluido en la
etapa estudiada. Un aspecto de interés, es el control del tamafio de gota. Se puso en
evidencia cuales eran los factores fisicos (viscosidad y/o tensién superficial) que
pesan mas en la respuesta de las soluciones estudiadas. Al mismo tiempo, se
analizaron criticamente los modelos de eyecciéon y tamatnio de gota, de manera de
poder identificar los factores que condicionan el comportamiento del polimero
eyectado desde una celda vibrante.

Palabras clave: spray; celdas vibrantes; polimeros viscoelasticos; formacion de gotas.
Abstract

Drop Ejection Phenomenon: the case of a macromolecular fluid. Spray
formation is not only of industrial interest, it is also important from non linear
physics perspective. It requires detailed knowledge of the droplets creation in order
to control their size, as well as the ejection conditions. This experimental work
addressed the macromolecular characterization of some fluids ejection phenomena.
The fluids selected were Poliethylene (POE) liquid solutions, which exhibit
decreasing surface tension with increasing concentration. Droplets production was
investigated from a liquid layer laid on a vibrating cell; control parameters were
acceleration and frequency. The acceleration which induces ejection was measured
for solutions of different POE concentrations. Ejection threshold occurred at a
relative low frequency range. Evidence was found out of the influence of the
rheological properties on the ejection behavior and the resulting droplets size. The
relative importance of physical properties, such as viscosity or surface tension, on
liquid response was established.

Key words: spray; vibrating cells; viscoelastic polymers; droplet formation.
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Introduccion

La formacion de “spray” obtenido a partir de una pelicula liquida depositada en
una celda vibrante, es un sistema empleado tanto en atomizadores ultrasénicos como en
aplicaciones que van desde humificadores hasta la manufactura de polvos metalicos.

Este tema, de interés industrial, requiere un detallado conocimiento de las
condiciones en que se forman las gotas del “spray” debido a la necesidad de controlar el
tamano de las mismas y las condiciones de eyeccion.

Cuando se trata de producir gotas con fluidos complejos (como por ejemplo el caso
de soluciones poliméricas), la influencia de sus propiedades reolégicas en la formacién de las
mismas, es un tema importante y aun abierto debido al comportamiento diferente de cada uno
de estos liquidos dependiendo de su peso molecular, concentracién y solvente seleccionado, asi
como temperatura y presiéon. Por lo tanto, entre los factores a considerar debe incluirse el
conocimiento de su microestructura para comprender la manera en que estos fluidos
responden en el momento de producirse la eyeccion.

Los polimeros solubles en agua, son utilizados como agentes de control, de procesos
de filtracién, como estabilizantes, etc. También se emplean para modificar los umbrales de
ruptura cuando son usados en “jet printing”, pintura de automéviles (como dispersante de
pigmentos), agente para pulverizacién en agricultura, floculante, etc. [1] o como agente de
reducciéon del arrastre en mezclas [2].

El polimero seleccionado para este trabajo, POE (PEO en inglés,
Polyethyleneoxide) tiene baja inflamabilidad y baja presién de vapor, es biodegradable, bio-
compatible y no téxico. Para este polimero, por lo tanto, el agua resulta un buen solvente a
bajas concentraciones, pero a altas concentraciones no tiene tan buena respuesta debido a los
cambios en las interacciones de las uniones hidrogeno del agua con las moléculas de POE.

La particular propiedad de reduccién de la tensién superficial cuando se aumenta
la concentracién del polimero, asi como la poca dependencia de esta propiedad fisica con el
peso molecular le dan a este fluido complejo una caracteristica muy interesante que se debe
considerar cuando se quieren estudiar y controlar los mecanismos de eyeccién de gotas [3,4].

Las propiedades de la respuesta de una capa de fluido colocada en una celda
vibrante ha despertado desde hace afnos el interés de fisicos e ingenieros. Asi, desde los
pioneros trabajos de Faraday [5] en 1831 hasta los importantes aportes del analisis no lineal
[6, 7] permitieron comprender los fenémenos que se presentan a medida que los parametros de
control del sistema (frecuencia y aceleracién) se van modificando.

En este sistema, antes de la formacion y eyeccion de la gota, a una frecuencia (f) y
aceleracion (a) definidas (a medida que estos parametros se van aumentando), aparecen ondas
estacionarias sobre la superficie del liquido. A medida que se sigue aumentando la frecuencia
de excitacion, la superficie se desordena hasta llegar a un umbral a partir del cual se inicia la
eyeccion de gotas [8,9].

En la Figura 1, se muestran los esquemas realizados por Plateau, quien en 1849

estudio detalladamente el proceso de formacién de gotas en el caso del rompimiento de una
columna de aceite suspendida en una mezcla de alcohol y agua [10].
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Mas adelante, Rayleigh [11], siguié analizando este proceso y agregd, a la
descripcion de la dinamica del mismo, la consideracion del papel que cumple la tensién
superficial que debe competir con las fuerzas de inercia para permitir la formacion de gotas.

Fig. 1. Rompimiento de una columna de aceite suspendida en una mezcla de alcohol y agua. De
arriba hacia abajo, se muestra la evolucién de una pequena perturbacién hasta
la ruptura final donde se observan tres pequenas gotas satélite.

Sistema experimental

El sistema experimental empleado en este trabajo, fue descripto en detalle en
publicaciones previas [9]. En la Figura 2, se presentan los diferentes componentes del mismo:
la sefial producida en el generador digital, es amplificada hasta excitar un transductor
electromecanico que esta rigidamente conectado mediante una barra de aluminio a la celda
que contiene la muestra y que, a su vez, se monitorea desde un osciloscopio. El sistema de
iluminacién se fue ajustando de acuerdo a las necesidades de obtenciéon de la imagen. La
camara empleada permite obtener hasta 7000 fps (cAmara LUMERA-LU125) con tecnologia
CCD, con una resoluciéon de 72 x 8 picsel. Para la adquisicion de imagenes, se empled una
lente NIKON de 50 mm. Sobre las imagenes obtenidas se aplicé un tratamiento adaptado a
cada experimento. El equipo permite trabajar entre 0 y 600 Hz sin distorsién de la senal.

Propiedades del fluido empleado

Se emplearon soluciones de POE de Mw 8.106, variando las concentraciones en el
solvente acuoso entre 100 y 1500ppm. En todos los casos se determiné la viscosidad en funcién
de la velocidad de corte empleando un reémetro Physica MCR300. También se midi6 la tensién
superficial para cada una de las soluciones empleadas. Se pudo observar que esta disminuye
al aumentar la concentracion de POE.

En las Figuras 3 y 4 se presentan las propiedades medidas. En particular, las
mediciones reoldgicas, permitieron evidenciar el comportamiento “shear thinning”
(pseudopléastico) de estas soluciones. En la Figura 4, se ha superpuesto una linea superior que
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corresponde a los datos obtenidos por Mahn Won Kim [12] para POE con Mw 8500, mientras
que la inferior corresponde a nuestros datos experimentales. Podemos asi observar, que el peso
molecular no es muy importante en la tensién superficial.

Image
Lkowisl_‘mn v Coll with liquid

4

| —
High Speed Camera 4

Oscillator

Fig. 2. Esquema del sistema experimental y fotografia del mismo. Todas las experiencias
se realizaron a temperatura constante, 23C.
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Fig. 3. Mediciones reolégicas de las distintas concentraciones
de las soluciones de POE.
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Fig. 4. Resultados de la medicién de tensién superficial para
las diferentes concentraciones de POE.
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Por otra parte, para poner en evidencia las propiedades dindmicas del fluido, se
midieron los médulos de almacenamiento o modulo eldstico (G’) y el médulo de perdida (G”) o
componente viscosa para cada concentraciéon. En la Figura 5 se presentan los datos obtenidos
para una concentraciéon de 1500 ppm. A partir de 20 Hz, se observa el predominio de las
propiedades elasticas, y ese rango (por encima de 20 Hz) es nuestro rango de trabajo. Este
resultado es concordante con lo observado por Ebagninin [13] en su trabajo sobre la reologia de
las soluciones de POE de diferentes pesos moleculares. Por lo tanto, en el comportamiento de
este polimero, las propiedades elasticas no pueden ser despreciadas.

Aceleracion critica

La aceleracién a la cual se produce la eyeccion de gotas (umbral de eyeccidn) se determind
para soluciones con diferentes concentraciones de POE y en un rango de frecuencias de 0 a
200Hz. Para identificar el umbral, a una frecuencia fija, se aumentdé gradualmente la
aceleracién hasta el momento de la eyeccién de una o dos gotas en un intervalo de tiempo de
10s. En la Figura 6 se puede observar el momento en que se produce el umbral de eyeccién y
en la Figura 7 los resultados obtenidos para cuatro concentraciones de POE.

La aceleracion critica necesaria para que se produzca la eyeccion tiende a disminuir a medida
que aumenta la concentracion. Esto se debe a la influencia de la concentracién de POE en la
tensién superficial que (Figura 4) disminuye a medida que aumenta la concentracion.

En el trabajo de Goodridge [14] para fluidos Newtonianos, se establece un criterio que permite
escalar las aceleraciones criticas, correlacionando el umbral de eyeccién con las variables
intrinsecas al fluido, lo que permite identificar cudl de ellas tiene mayor peso (viscosidad n o
tensién superficial s) en el fenémeno de eyeccion.

1E=1r)

1E+00 ..-'5’# *
3 ...."’.‘
o e '
¢ r
iz :
1E401 /::}’_,/
r’ *
#
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1E02 ”

.
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Fig. 5. Propiedades dindmicas de una solucién de POE de 1500 ppm.
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Fig. 6. Umbral de eyeccién de POE 250ppm, f=80Hz y a=4,2g.
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Fig. 7. Umbrales de eyeccién para distintas concentraciones de POE. La aceleracién esta medida
en unidades de g (aceleracién de la gravedad) en funcién de la frecuencia aplicada.

A partir de la relacién de dispersiéon (ec. 1) relativa a la formaciéon de ondas de
pequenia amplitud en la superficie de un liquido, estando presentes tanto los efectos
gravitatorios como los capilares,

o=xkg +_T 7 ec. 1
)

donde k es el nimero de onda y g la aceleracién de la gravedad, Godridge obtiene
una relacién para la frecuencia critica:

@ _= 3&(%) - ec. 2

Donde Fla densidad del fluido. Entonces, es posible obtener una expresién de la
aceleracién critica cuando la tension superficial es el efecto dominante:
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e O 13
a = E‘:' JEE— E‘C. 3

[ ;—_)
Esta relacion esta superpuesta en linea punteada sobre los resultados
experimentales en la Figura 7.

En cambio, cuando predominan los efectos viscosos, se obtiene:

T

a =vim ec. 4

[
Realizando un cambio de variables es posible obtener aceleraciones y frecuencias
adimensionales,

P p

Asi, dependiendo de los valores de w* se identifica la influencia dominante en el
proceso de eyeccidén: si w* > 105 la viscosidad es dominante, si w* < 10, la tensién superficial
domina el proceso.

En la Figura 8 se presentan los resultados correspondientes a la aceleracion en
funcién de la frecuencia adimensionalizadas, teniendo como parametro la concentracién.

Como se puede observar para concentraciones menores a 1000ppm las frecuencias
adimensionalizadas son menores al limite en el cual los efectos de la viscosidad se tornan
importantes. En el caso de 1000ppm estamos cerca de ese valor limite (10-5) pero ya se puede
afirmar que el peso de la viscosidad resulta ser el factor predominante.

Para el caso de 1000ppm la aceleracién critica presenta valores superiores a los del
resto de las soluciones.

-0
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Fig. 8. Aceleracién en funcién de la frecuencia
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Modos de eyeccion

Cuando la energia aplicada es suficiente para vencer la tensién superficial, en
general se crea un pico que se eleva sobre la superficie del liquido, y sobre este se desarrolla
un cuello [15, 16]. Este evoluciona sometido a la influencia de la propagacién de oscilaciones a
lo largo del pico, hasta dar lugar a la formacién de una gota que tiene la suficiente energia
cinética como para elevarse por encima del pico Yule [17].

En la Figura 9 se muestra un modo ideal de eyeccién de gotas desde una superficie
liquida (eyeccién y retroceso). A partir de este modelo idealizado, se desarrollaron los modelos
fisicos iniciales que permitieron explicar el fenémeno [18]. Este es el modo que pudo
observarse con mayor frecuencia en nuestras experiencias. En el caso de fluidos con
propiedades viscoeldsticas, en general no se rompe el “cuello” y la gota formada queda
transitoriamente vinculada al pico, presentando una “cola” sobre la que se van formando gotas
satélites con una distancia entre si correspondiente a longitudes de onda definidas.
Tirtaatmadja [19] interpreta la aparicién de estas gotas satélites, como el pasaje desde un
balance inicial de fuerzas inercio-capilares donde las moléculas mantienen su estructura hasta
que la aceleracion del pico lleva a la consiguiente aparicién de fuerzas inerciales con el pasaje
a un régimen elasto-capilar en el
que cerca del “cuello” las moléculas comienzan a sufrir un estiramiento formando los
caracteristicos hilos elasticos. En estos casos, también pueden aparecer mecanismos que dan
lugar a “cuellos” multiples y simultdneos formados sobre el mismo pico Figuras 12, 13 y 14.
Este comportamiento es debido a las propiedades elasticas del polimero.

En las experiencias realizadas con las soluciones de POE, hemos observado
también, un modo denominado “volcan”, en el cual, las gotas son expulsadas directamente
desde la superficie del fluido sin la previa formaciéon de un pico. Sobre la superficie se genera
una depresiéon o crater, del que gradualmente se expulsa la gota. Generalmente estas no
alcanzan una altura elevada y su aparicién esta vinculada a las interacciones con los otros
modos cercanos que perturban toda la superficie.

El esquema mostrado corresponde al mismo trabajo de Yule [17], Figura 10.

En las Figuras 11, 12, 13, 14 y 15 se presentan las imagenes correspondientes a
algunas secuencias de eyeccion.

Tamanos de gota

Como se indicdé en la primera seccién, el tamano de las gotas que se eyectan de los picos
generados en la superficie, depende tanto de las propiedades del fluido que es excitado como de
las caracteristicas de la excitacién que se le aplica.

Lang [18], suponiendo que por cada pico se eyecta una sola gota sin sufrir una depresién en el
momento de eyeccidn, relacioné la longitud de onda entre capilares sobre la superficie del
liquido, con las propiedades del sistema y la frecuencia aplicada, y propuso una relacién en la
que el diametro de las gotas que conforman el “spray” resultan ser una fracciéon de la longitud
de onda Figura 16.

Asi, obtiene la relacion
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Asi, obtiene la relacidn

d=0.34 2, ec.

=1

donde

13

8nto
}LLa =
ng .D fz

como se ve, en esta relaciéon la viscosidad no esta considerada.
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Fig. 9. Esquema de un posible mecanismo de eyeccion.
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Fig. 10. Esquema de una eyeccién tipo “volcan” [17].
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Fig. 11. Eyeccién de gota desde el pico para POE 250ppm, tiempo entre imagenes 0,025s,
f=40Hz, a=2.6g.

Fig. 12. Eyeccion de gota desde un pico con satélites, POE 250ppm, tiempo entre imagenes
0,014s. f=110Hz, a=6,3g. Fig. 13. Eyeccion de gota con satélite desde el pico de POE 500ppm,
tiempo entre imagenes 0,014s. f= 90Hz, a=4,6g¢.
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Fig. 14. Eyeccion producida a través de cuellos multiples para una solucién de 500pm, f=110H,
a=5,8g.

Fig. 15. Eyeccion de gota en el modo “volcan” POE 500ppm, f=70Hz, a=3,5g, tiempo entre
imagenes 0,014s.
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Fig. 16. Esquema propuesto por Lang [18] para la estimacién del tamario de gota.
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En nuestro trabajo, se midieron los diametros medios (d10) de gotas producidas, en un rango
de frecuencia entre 0 y 300Hz y para soluciones con diferentes concentraciones de POE. En la
Figural7 se presentan los resultados experimentales de los didmetros medidos en funcién de
la frecuencia aplicada. La linea superior corresponde a la relaciéon propuesta por Lang.

Los resultados, evidencian la limitacién principal del modelo de Lang al no haber considerado
la viscosidad. Cuando se superponen nuestros resultados con los tedricos que se obtendrian
aplicando el modelo de Lang para la concentracion de 500ppm, se puede observar que estos
quedan por encima de los valores experimentales. En linea llena se grafica el diametro tedrico
de Lang con una constante de 0,22 en lugar de 0,34 en la ecuacién 7. En este caso los
diametros medidos y los tedricos tienen un mejor ajuste.

En trabajos posteriores [19], se formula una nueva relacion que incluye la viscosidad del
fluido. La expresion propuesta para los diametros de las gotas es:

D, =cCte 9
3.2 PH',/”

Donde se ha empleado la definicién de Didmetro medio de Sauter (Ds 3,2), que corresponde

al diametro de una particula hipotética que tiene igual cociente volumen/area superficial que
la particula del interés (D 3,2). En esta expresiéon se tiene en cuenta tanto la tensién
superficial como la viscosidad.

Normalmente, para estos sistemas, se emplea un numero adimensional denominado de

Ohnesorge (Oh). Este nimero esta definido como la relacién entre el namero de Weber (We) y
el numero de Reynolds (Re).
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Fig. 17. Diametros de gotas para distintas concentraciones de POE en funcién de la frecuencia aplicada.
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Teniendo en cuenta sus definiciones:

We = —,CJD - Y Re = —pD "
o [

El numero Oh es definido como

O — VWe _ u
Re

En el caso de utilizarse el D32 se obtendria el Oh3,2. Pero, si se adimensionaliza su
definicién [16], con la frecuencia de excitacién de la forma

/e
G p

/r=

Se obtiene la expresion final

Oh = cte (f *)J_

representada en la Figura 18 donde se ha superpuesto la recta correspondientes al ajuste igual
a 3 para la constante.

En todos los casos la potencia 2/5 resulta corresponder al mejor ajuste. Este valor
deriva de haber realizado un balance entre la energia aplicada y la superficial.

En cuanto a la influencia de la concentraciéon en la distribucién de didmetros, la
solucién de mayor contenido de POE (1000ppm) presenta menor dispersiéon de tamafos, siendo
ademas menores que a concentraciones mas bajas.

Esto indica que el agregado de POE ayuda a la homogenizacién de los tamanos de
las gotas que se eyectan desde los picos.

Conclusiones

En este trabajo se analizan las caracteristicas fisicas que presenta el fenémeno de
eyeccion de gotas desde una celda vibrante. Se han expuesto las propiedades particulares
vinculadas al sistema de eyeccién, y otras mas generales, que tienen que ver con la formacién
de gotas que es un complejo fenémeno no-lineal.

En particular, se analiz6 el comportamiento de soluciones de Polyoxietileno (POE)

poniendo en evidencia la influencia de las propiedades reolégicas del fluido en la etapa
estudiada.
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Se presento la determinacién del umbral critico (aceleracion y frecuencia) para el
cual se produce le eyeccién de gotas, verificando, que a medida que aumenta la frecuencia de
la excitacién aplicada, la aceleracién para que se produzca la eyeccién de gotas también debe
aumentar.

Un aspecto de interés industrial, es el control del tamafio de gota. Entonces es
necesario conocer que factores fisicos (viscosidad y o tensién superficial) pesan mas en la
respuesta de las soluciones estudiadas. En este caso, para las concentraciones entre 100ppm y
500ppm el efecto que domina la eyecciéon es la tensién superficial.

1E-n] -
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F = 2 S
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-

Fig. 18. Oh en funcién de f* para todas las concentraciones estudiadas y
ajuste del modelo con una constante igual a 3.

Se verifico la tendencia a obtener tamanos de gotas mas pequefios a medida que se
aumenta la frecuencia de la excitacién aplicada.

Se analizaron criticamente los modelos de eyeccién y tamartio de gota, de manera de
poder identificar los factores fisicos que condicionan el comportamiento de un liquido
macromolecular eyectado desde una celda vibrante.
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Miembros: Presidente: Dr. Eduardo Charreau
Doctor Armando J. Parodi

COMISION ESPECIAL PARA EL MEJORAMIENTO
DE LA ENSENANZADE LAS CIENCIAS

Miembros: Presidente: Dra. Norma S. de Nudelman
Doctores Norberto Fava, Dr. Ing. Raul Lopardo, doctora N. Walsée de Reca y
asesor ad hoc Dr. Anibal Di Salvo.

COMISION ESPECIAL DE ETICA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

Presidente: Dr. Daniel R. Bes (Académico Honorario)
Miembros: Doctores Mario A.J. Mariscotti y Armando J. Parodi

COMISION PROYECTOS TECNOLOGICOS Y ENERGIA

Presidente: Dr. Ing. Eduardo Dvorkin
- Energia y nuevas tecnologias: Dr. Eduardo Dvorkin

- Ciencias del Agua: Dr. Ing. Raul A. Lopardo

- Cosmologia: Dr. Hector Vucetich

- Tecnologia de Alimentos: Dr. Alfredo Calvelo

- Ingenieria en Materiales: Dr. Roberto J. Williams

COMISION DE RELACIONES INTER- INSTITUCIONALES

Miembros: Presidente: Dra. Marta Rosen
Doctores Eduardo Charreau, Mario A. J. Mariscotti y Armando Parodi
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COMISION DE PRENSA

Miembros: Presidente: Dr. Roberto Cignoli
Doctor Jorge Crisci

COMISION DE PORTAL Y PAGINA WEB

Miembros: Presidente: Dr. Enrique Baran
Dra. Mariana Weissmann, Ing. Horacio Reggini

COMISION DE INFRAESTRUCTURA Y MANTENIMIENTO EDILICIO

Miembros: Presidente: Dr. Eduardo Charreau
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