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EFFECT OF SALTS INCORPORATION IN THE SUPERABSORBENT CAPACITY OF
SOY PROTEIN-BASED BIOPLASTIC MATRICES
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Recent studies have proposed the use of soy protein-based bioplastic matrices for
the controlled incorporation of micronutrients into crops, mitigating the excessive
use of fertilizers in  horticulture. However,  micronutrient  incorporation
reduces the superabsorbent capacity of these bioplastic matrices, limiting their
use as a source of water for crops. The aim of this study was to evaluate the effects
of different factors on the loss of water superabsorbent capacity. To this end, we
analyzed: (1) the effect of pH, using zinc sulfate monohydrate (ZnSO4-H20) as a
reference and varying the matrix systems towards acid and base, (2) the complex
character of the salt, comparing the resonant effect caused by ZnSO4-H20 with that
of zinc chloride (ZnCI2) and (3) the ionic strength, comparing the ZnS0O4-H20
system with another with zinc chelated with 2,2'2"2"-(ethene-1,2-
diydinitrile)tetraacetic acid (Zn-EDTA), which is an insoluble salt, were evaluated.
Thus, the mechanical (tensile and flexural), microstructural and functional (water
uptake capacity and micronutrient incorporation) properties of the different systems
were evaluated. The results of this study help to understand the effects of the variation
in these three factors on the loss of the superabsorbent capacity of soy-protein
bioplastic matrices with incorporated micronutrients.
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EFECTO DE LA INCORPORACION DE SALES EN LA CAPACIDAD
SUPERABSORBENTE DE MATRICES BIOPLASTICAS DE PROTEINA DE SOJA

Estudios recientes han propuesto el uso de matrices bioplasticas de proteina de
soja para la incorporacion controlada de micronutrientes a los cultivos, mitigando asi
el uso excesivo de fertilizantes en horticultura. No obstante, la incorporacion
de los micronutrientes reduce la capacidad superabsorbente de estas matrices,
limitando su uso como fuente de agua para los cultivos. El objetivo de este estudio
fue evaluar los efectos de diferentes factores en la pérdida de la capacidad
superabsorbente de agua. Para ello, se evaluaron: (1) el efecto del pH, usando
sulfato de zinc monohidratado (ZnSO4-H20) como referencia y variando la matriz
hacia pH acido y basico, (2) el caracter complejo de la sal, comparando el
efecto resonante provocado por el ZnSO4-H20 con el del cloruro de zinc (ZnClI2), y
(38) las fuerzas idnicas, comparando el sistema con ZnS04-H20 vy zinc
quelatado con acido 2,2',2”,2”’-(ethene-1,2-diydinitrilo)tetraacético (Zn-EDTA), la
cual es una sal insoluble. Asi, se evaluaron las propiedades mecanicas (traccion y
flexion), microestructurales y funcionales (capacidad de absorcion de agua e
incorporacién del micronutriente) de los diferentes sistemas. Los resultados de este
estudio ayudan a entender los efectos que estos factores tienen en la pérdida de la
capacidad superabsorbente de las matrices proteicas al incorporarle micronutrientes.
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1. Introduccién

La horticultura es la rama de la agricultura dedicada al cultivo vegetal para el consumo
humano, principalmente frutas y verduras (Relf, 1992). En 2018, la produccion horticola
global registré 1988 billones de toneladas de vegetales cultivados. Esta produccion fue
aproximadamente un 13% mayor que en 2007 y un 2% mayor que en 2016 (FAO, 2018).
Este crecimiento en la explotacion horticola se asocia con la Ultimamente conocida excesiva
degradacion de suelos, que no pueden regenerarse (Feng et al., 2017).

Esta regeneracion se mejora a través del uso de fertilizantes y sustratos que contienen los
nutrientes necesarios para el crecimiento satisfactorio del cultivo (Jin et al., 2011). Los
nutrientes son incorporados dentro de los sustratos como sales. No obstante, debido a la
poca asimilacion de estos nutrientes por parte de las plantas, las sales se solubilizan con el
riego o la lluvia, filtrandose hasta el subsuelo y aguas subterrdaneas y causando
contaminacion de los mismos (Kondraju y Rajan, 2019; Sanchez-Hernandez, 2019).

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de los fertilizantes, muchos trabajos han propuesto
incorporar los nutrientes dentro de matrices bioplasticas con base proteica (Castro-Enriquez
et al.,, 2019; Daitx et al., 2019; Kong et al.,, 2019). Estas matrices pueden liberar los
fertilizantes de forma controlada, presentando una mayor asimilacion por las plantas.
Ademas, como son de base proteica pueden elaborarse a partir de subproductos ricos en
proteinas procedentes de la industria agroalimentaria, siendo una fuente de materia prima
renovable y relativamente barata (Abdelmoez y Yoshida, 2007). En este contexto, el aislado
proteico de soja, derivado del proceso de elaboraciéon de aceite de soja, es una de las
materias primas mas interesantes actualmente debido a su naturaleza altamente hidrofilica,
que permite a las matrices bioplasticas retener agua y liberarla de forma controlada,
mejorando asi el ciclo del agua, siendo esto un gran valor afiadido en horticultura (Capezza
et al., 2019; Jiménez-Rosado et al., 2019).

No obstante, hasta ahora los estudios de incorporacion de micronutrientes en las matrices
bioplasticas ha llevado a la pérdida de la capacidad superabsorbentes de estas matrices
(Jiménez-Rosado et al., 2018). Esta perdida puede deberse principalmente a tres efectos
causados por la sal: la modificacién del pH del sistema, el efecto resonante de la sal y las
fuerzas ionicas generadas (Zhao et al., 2019). La variacién del pH ha sido el efecto mas
estudiado en este tipo de materiales, ya que un cambio en el pH modifica la carga de la
proteina (hacia cargas positivas o negativas dependiendo del punto isoeléctrico (pl)), que
puede causar un cambio en su estructura (Capezza et al., 2019). Normalmente, las
proteinas estan cargadas negativamente a pH basico (superior al pl), lo que facilita la
formacion de puentes de hidréogeno con el agua. Por otro lado, las proteinas se cargan
positivamente a pH acidos (inferior al pl), generando el efecto contrario. El efecto resonante
depende completamente de la sal incorporada. Si la sal tiene un anién resonante, como el
sulfato o el perclorato, cuando se libera al suelo crea una competencia con la matriz
bioplastica para generar puentes de hidrégeno con el agua, los cuales estan favorecidos en
la sal por la deslocalizacién de la carga efectiva, dejando a la matriz bioplastica con una
pequefa capacidad de absorcion. Finalmente, las fuerzas idnicas son también debidas a la
incorporacion de la sal. Normalmente, si hay fuertes fuerzas iénicas en el medio, la matriz
bioplastica tiende a reducir su habilidad de hincharse, debido a las fuerzas repulsivas
generadas entre la matriz bioplastica y los iones del medio, lo que hace imposible la
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absorcion de agua por parte de la matriz (Ma et al., 2011; Montesano et al., 2015; Sadeghi y
Hosseinzadeh, 2008).

2. Objetivo

El objetivo global de este trabajo fue estudiar los diferentes efectos que pueden afectar a la
capacidad de absorcién de las matrices bioplasticas con zinc incorporado. Asi se evaluaron
los tres efectos mas dominantes en este aspecto: pH, efecto resonante y fuerzas idnicas.

3. Metodologia

Para conseguir el objetivo principal, se us6 como referencia la matriz bioplastica con base
proteica de soja con sulfato de zinc monohidratado (ZnS0O4-H20) incorporado. El pH se
modificd en el sistema de referencia para evaluar su efecto en estas matrices. Ademas, se
seleccionaron dos sales para estudiar la influencia del efecto resonante y las fuerzas iénicas
separadamente (cloruro de zinc (ZnClz) y zinc quelatado con acido 2,2',2”,2"”-(eteno-1,2-
diildinitrilo)tetraacético (EDTA Zn), respectivamente). Las propiedades mecanicas y
funcionales de las diferentes matrices bioplasticas fueron evaluadas.

3.1 Materiales

Se utilizé un aislado proteico de soja (APS, Glycine max L. Merril) suministrado por Protein
Technologies International (SUPRO 500E, Bélgica) como base proteica de la matriz. Este
aislado es un subproducto de la produccion industrial de aceite de soja con un minimo del
91% en peso de proteina. El resto de los componentes de este son humedad (méax. 6%) y
cenizas (max. 5%). Ademas, se usd la glicerina (GL) como plastificante, la cual fue
suministrada por Panreac Quimica S.A. (Espafia). Finalmente, el zinc se incorporé en la
matriz a través de tres sales diferentes: sulfato de zinc monohidratado (ZnS0O4-H20), cloruro
de zinc (ZnCl;) y zinc quelatado con acido 2,2’,2”,2”-(eteno-1,2-diildinitrilo)tetraacético
(EDTA Zn). Estas sales fueron suministradas por Panreac Quimica S.A. (Espafia), LABKEM
(Espana) y Trade Corporation International S.A.U. (Espafa), respectivamente.

3.2 Preparacion de matrices bioplasticas

El protocolo seguido para obtener las matrices bioplasticas consiste en la secuencia de tres
pasos: homogenizacion de las materias primas, moldeo por inyeccion y reforzamiento de las
matrices bioplasticas.

En primer lugar, 45% APS, 45% GL y 10% sal (ZnSO4-H20, ZnCl. o EDTA Zn) se
homogenizaron en un mezclador Polylab QC (ThermoHaake, Alemania) a 50 rpm durante 10
min en condiciones adiabaticas. Asi, se midié el par de torsion (M) y la variacion de la
temperatura (A=(Ti-To)/To-100) durante todo el mezclado. El sistema con 45% APS, 45% GL
y 10% ZnS04-H20 se utilizé como referencia (Rf). Asi, fue este el sistema utilizado (pH=5)
para realizar los cambios en el pH afadiendo acido sulfurico concentrado e hidréxido de
sodio para conseguir pH 4 (acido) y 7 (basico), respectivamente. Cabe mencionar que pH
mas altos no se pudieron obtener debido al efecto tampdn generado por el ion sulfato de la
sal.
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Seguidamente, las masas obtenidas se procesaron mediante moldeo por inyeccién usando
una inyectora Minidet Piston Injection Molding System |l para obtener las matrices
bioplasticas (rectangulares, 60x10x1 cm?®). Los parametros seleccionados en esta etapa
fueron los utilizados en estudios anteriores (Jiménez-Rosado et al.,, 2018). Asi, las
temperaturas del cilindro y del molde fueron 40 y 90 °C, respectivamente; la presion de
inyeccion fue 600 bar manteniéndose durante 20 s; y la presion de post-inyeccién 200 bar
manteniéndose durante 300 s.

Finalmente, las matrices bioplasticas fueron reforzadas para mejorar su integridad y prevenir
su desintegracion cuando absorban agua. Para conseguir este propodsito, las matrices
bioplasticas se introdujeron en un horno convencional a 50 °C durante 24 h (Jiménez-
Rosado et al., 2019).

3.3 Caracterizacion de matrices bioplasticas

Una vez elaboradas las matrices bioplasticas con las diferentes sales estas se
caracterizaron para poder dar una comparacion detallada de las mismas y evaluar que
cambios de propiedades provocan cada uno de los efectos.

3.3.1 Propiedades mecanicas

Aunque la aplicacion final de las matrices bioplasticas estudiadas no requiera grandes
propiedades mecanicas, se necesita tener unas caracteristicas mecanicas minimas para
facilitar su industrializacion, transporte y almacenamiento. Por esto, es necesario evaluar las
propiedades mecanicas de las diferentes matrices bioplasticas.

Siguiendo la norma ISO 527-2:2012 (“ISO 527-2:2012. Plasticos: Determinacion de las
propiedades a traccion. Parte 2: Condiciones de ensayo para plasticos moldeados y
extruidos), los ensayos a traccion se realizaron para evaluar la resistencia mecanica de las
matrices bioplasticas. Con este fin, se utilizé un analizador dinamico mecanico RSA3 (TA
Instruments, EE.UU.), donde las matrices bioplasticas se sometieron a una fuerza axial
creciente hasta la rotura a una velocidad de estiramiento de 1 mm/min. Asi, se estudiaron el
esfuerzo maximo, la deformacién en la rotura y el médulo de Young de los diferentes
sistemas para compararlos.

3.3.2 Propiedades funcionales

Carga del micronutriente

El contenido en zinc de las diferentes matrices bioplasticas se determind mediante
espectroscopia de emision atomica de plasma acoplado por induccion (ICP-AES). Para ello,
las matrices bioplasticas fueron primeramente digeridas con acido (7:1 HNO3:H>O,) para
obtener una disolucion, que se nebulizé y disocié en una antorcha de plasma a 6000 K Asi,
las longitudes de ondas caracteristicas de los diferentes elementos fueron medidas para
determinar su concentracion en zinc.

Estos ensayos se realizaron antes y después de un tratamiento severo con agua, que
consisten en someter a la matriz bioplastica a una gran cantidad de agua durante un tiempo
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excesivo para evaluar como se libera el micronutriente, lo que puede estimar su liberacion
controlada en el cultivo.

Capacidad de absorcién de agua

Los ensayos para determinar la capacidad de absorcién de agua de las diferentes matrices
bioplasticas se realizaron siguiendo una modificacion de la norma ASTM 130 D570-98. Para
ello, las matrices bioplasticas se introdujeron en un recipiente cerrado con 300 mL de agua
destilada durante 24 h. La capacidad de absorcién de agua (CAA) se determiné utilizando la
ecuacion 1:

peso matriz mojada tras ensayo—peso matriz seca tras ensayo

CAA (%) = -100 (1)

peso matriz seca tras ensayo

Ademas, se determiné la pérdida de material soluble (PMS) utilizando la ecuacion 2:

peso matriz seca antes del ensayo—peso matriz seca tras ensayo

PMS (%) =

-100 (2)

peso maitriz seca antes del ensayo

Por ultimo, se obtuvieron datos del pH y la conductividad de la fase acuosa tras las medidas
de la capacidad de absorcidon de agua para evaluar los diferentes efectos causados en el
proceso de absorcion.

3.4 Analisis estadistico

Se realizé al menos tres mediciones de cada muestra. El analisis estadistico se obtuvo
mediante un test de comparacion de medias (test t de Student) y realizando un analisis de
varianza (ANOVA, p <0,05) mediante el paquete estadistico SPSS 18. Ademas, se
calcularon las desviaciones estandar de algunos parametros seleccionados.

4. Resultados
4.1 Mezclado

La Figura 1 muestra la variacion de temperatura (A) y el par de torsion (M) de las diferentes
masas procesadas durante la homogenizacién de las materias primas. En primer lugar, se
puede observar que todas las masas tuvieron un incremento en la temperatura, que es mas
pronunciado al principio del mezclado, estabilizandose con el tiempo (Figura 1A). Este
incremento puede deberse al mayor esfuerzo inicial que se necesita para homogeneizar las
materias primas. No obstante, la masa cuyo pH fue modificado hasta valores basicos no
sigue esta tendencia, mostrando valores muy altos tras 5 min de mezclado. Por este motivo,
la etapa de mezclado se tuvo que parar en este caso tras los 5 min de mezclado. Este
comportamiento se debe probablemente a la interaccion entre la proteina y la solucién
tampodn basica incorporada para modificar el pH. Esta solucidon parece inhibir la eficiencia del
plastificante, haciendo que la mezcla sea mas dificil de procesable. En cuanto a las
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diferentes sales, hubo un ligero incremento en la temperatura causado por la incorporacion
de EDTA Zn, que parece encajar bien con la matriz proteica (APS) y el plastificante (GL).

Figura 1. Perfiles de la variacion de temperatura (A) y el par de torsion (B) durante el mezclado
de las masas con diferentes sales incorporadas
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Con respecto al par de torsion (Figura 1B), se puede observar un perfil con un
comportamiento parecido al observado con la temperatura. Asi, hay un primer incremento
seguido de una estabilizacion del sistema durante el tiempo de mezclado. Como se explica
anteriormente, para evitar modificaciones que conduzcan a un comportamiento fragil
indeseable, el sistema con pH basico se mezcldé solamente durante 5 min en los que se
obtuvo una mezcla homogénea que también se proceso para producir matrices bioplasticas.

4.2 Propiedades mecanicas
Los parametros (esfuerzo maximo, deformacién a la rotura y modulo de Young) obtenidos

tras los ensayos a traccion de las diferentes matrices bioplasticas se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas con sal incorporada.

Sistema mélf(isr;u:'(':noPa) Deforznt\:g?(l;o)e nla Médulo de Young (MPa)
Rf 1,12 1,77 677
Acido 0,8° 2,58 30°
Basico 0,82 0,5¢ 85¢
ZnCl; 1,5° 0,8 100°
EDTA Zn 2,1° 26,1P 30v

Valores con diferentes letras tienen diferencias significativas (p <0,05).

1211



Como se puede observar, la modificacién del pH no produce ningin cambio en el esfuerzo
maximo, aunque puede ejercer una influencia significativa en la deformacion a la rotura y el
modulo de Young. Asi, un pH acido lleva a un incremento en la deformacioén a la rotura y un
descenso del médulo de Young, mientras que un pH alcalino produce el efecto opuesto.
Esta respuesta pudo ser causada por un cambio en las cargas de la proteina, que genera
una mayor o menor obstaculizacion estérica consigo mismo y la sal incorporada. Ademas,
diferencias significativas se encontraron entre las matrices bioplasticas que contienen
diferentes sales, lo que puede atribuirse a los diferentes volimenes involucrados en la
incorporacion de cada sal en el sistema y su interaccion como material de relleno. Entre los
parametros mas destacados esta el gran incremento de la deformacion a la rotura de las
matrices bioplasticas con EDTA Zn incorporado, que puede deberse, como ya se previd
antes, al gran acoplamiento entre la sal y la matriz polimérica.

4.3 Propiedades funcionales
4.3.1 Carga del micronutriente

La cantidad de micronutriente que se retiene en las matrices bioplastica antes y después de
un tratamiento severo de agua se observa en la Figura 2. Como se puede ver, la matriz
bioplastica con la mayor cantidad de micronutriente es la realizada con ZnCl,, posiblemente
debido a la mayor cantidad de zinc incorporada en el mismo porcentaje de sal. Por esta
misma razoén, la matriz bioplastica con EDTA Zn fue la que incorporé la menor cantidad de
zinc. En cuanto al zinc que se queda en las matrices bioplasticas tras el tratamiento de
agua, los sistemas con ZnS0O4-H.0, tanto el de referencia como el basico, son los que tienen
un mayor porcentaje de retencion (50%), debido a que la proteina esta cargada
negativamente e interactia con los iones de zinc creando metaloproteinas. Este efecto
parece ocurrir también en el caso del ZnCl,, aunque en una menor cantidad. Por otro lado, la
matriz bioplastica acida presenta una gran pérdida de zinc, debido a la carga de las
proteinas, que este caso es positiva, causando la liberacién de los iones de zinc por
repulsion electroestatica. En cuanto a la matriz bioplastica que incorpora EDTA Zn, esta
presenta la peor retencion (6%). Este resultado se debe a que EDTA Zn es una sal compleja
que no se ioniza, no pudiéndose quedar retenida en la matriz por interacciones
electrostaticas, lo que causa que sea completamente liberada al agua cuando se solubiliza.

Figura 2. Porcentaje de Zn?* (%) en las matrices bioplasticas estudiadas antes y después de un
tratamiento severo con agua.
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1212



4.3.2 Capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorcion de agua y la pérdida de material soluble de las diferentes
matrices bioplasticas se muestran en la Tabla 2. Ademas, esta tabla presenta el pH y la
conductividad de la fase acuosa restante tras la absorcién de agua. Como se puede ver, el
cambio de pH afecta moderadamente a la capacidad de absorcion de agua, que es mayor a
pH acidos y menor a pH basicos. Aunque este efecto es contradictorio con lo encontrado en
bibliografia para matrices bioplasticas con base proteica (Capezza et al., 2019), puede
atribuirse al efecto del medio &cido o béasico sobre la sal. La solucion basica tenia un efecto
tampon con el ZnSO4-H.O, que provoca una mayor rigidez en las matrices bioplasticas,
reduciendo su capacidad de hinchamiento.

Tabla 2. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las diferentes
matrices bioplasticas, asi como pH y conductividad de la fase acuosa restante tras la
absorcién de agua.

Sistema Capacidad de absorcion Pérdida de material H Conductividad
de agua (%) soluble (%) P (uS/cm)

Rf 1192¢ 534 5,0¢ 325!
Acido 130° 598 4,1 342!
Basico 75P 43¢ 6,7Y 312!
ZnCl; 114° 49P 5,2¢ 411"

]
EOTA 1101 53A 5,6° 131
n

Valores con diferentes letras tienen diferencias significativas (p <0,05).

En cuanto a la influencia de la deslocalizacion de carga, se puede analizar comparando la
matriz bioplastica de referencia con la que incorpora ZnCl,. Aunque este efecto cambia la
conductividad de la fase acuosa, haciéndola mayor, la capacidad de absorciéon de agua no
se ve afectada, no viéndose cambios significativos.

Finalmente, el efecto iénico (Rf y EDTA Zn) parece ser el mas influyente en la variacion de
la capacidad de agua. Las fuerzas idnicas causan una mayor conductividad que crea
repulsiones electrostaticas a las matrices bioplasticas, impidiendo su hinchamiento y, por
tanto, que capturen una gran cantidad de agua. Este efecto reduce significativamente la
capacidad superabsorbente (>1000%) de las matrices bioplasticas hasta un 10% de su
capacidad.

En cuanto a la pérdida de material soluble, no parece estar fuertemente afectada por los
cambios en las matrices bioplasticas, siendo en todos los casos superior a 45%. Asi, todos
los sistemas pierden toda la glicerina (debido a su afinidad con el agua) y parte de proteina y
sal.
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5. Conclusiones

En conclusion, los resultados de este estudio han ayudado a entender los efectos de la
pérdida de la capacidad superabsorbente en las matrices bioplasticas de soja con zinc
incorporado. De esta forma, parece ser que tras la incorporacion de la sal el efecto del pH y
la deslocalizacion de la carga pierden su importancia frente a las fuerzas idnicas presentes
en el medio, siendo este ultimo el efecto predominante tanto en las propiedades mecanicas
como absorbentes de la matriz bioplastica. No obstante, es necesario encontrar una
alternativa que mejore la capacidad de absorcién de agua, sin perder la finalidad principal de
estas matrices bioplasticas: incorporar zinc al cultivo, ya que las matrices bioplasticas con
EDTA Zn no consiguen retener el zinc de forma eficiente.
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