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Resumen—

La sintesis de materiales de gran superficie biocompatibles amplié su campo de aplicacion
anuevas tecnologias en desarrollo como la aditivacion “in situ” de alimentos o la liberacion
controlada de medicamentos dentro de un organismo vivo. En este trabajo se estudia el
desarrollo y la optimizacion de un proceso para la fabricacidn a escala técnica de aerogeles
monoliticos con porosidad controlada, homogénea en todo el cuerpo, a partir de clara de
huevo. El desafio es disefiar y optimizar un nuevo proceso para obtener piezas monoliticas
de tamarios y formas definidas.

La fabricacion de los monolitos microporosos a partir de clara de huevo involucra diferentes
etapas: formacion del hidrogel a partir de la desnaturalizacion térmica de las proteinas,
intercambio de solvente y secado con CO- supercritico.

Mediante el empleo de Metodologias de Disefio Experimental y Andlisis de Superficies de
Respuesta se optimizaron las condiciones de formacion del hidrogel (pH= 9,7 y
[NaCl]=303mM). Los aerogeles obtenidos fueron caracterizados mediante el método de
Stephen Brunauer, Paul Hugh Emmett y Edward Teller (BET), Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM) y Microscopia Confocal. Los resultados demuestran una distribucion
homogénea de poros en las estructuras monoliticas estudiadas, siendo caracteristica en
todos los casos la combinacion de micro, meso y macro poros. El valor maximo de
superficie especifica alcanzado fue 47,3 m?/g.

Palabras clave— clara de huevo, proteinas, porosidad, probetas monoliticas,
superficie especifica.
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Obtencion de aerogeles monoliticos de clara de huevo con microestructura controlada.

1. Introduccién

El desarrollo de nuevos materiales es una de las areas investigadas que més ha crecido en
los ultimos afios. Lo que se busca es el dominio de la microestructura de los materiales,
desde el tamafio de grano y composicion de fases hasta la porosidad. Los materiales
porosos presentan un amplio campo de aplicacién, desde la catélisis, adsorcion, deteccion
y separacion, hasta la biotecnologia [1-2]. Estos materiales pueden ser inorgéanicos (silice,
zeolitas, 6xidos metélicos, etc.) u organicos (almidon, celulosa, proteinas, etc.) [2-5]. Los
sistemas porosos son de naturaleza muy diversa, ya sean de origen natural o fabricados,
lo que conlleva a que los poros que los constituyen presenten una gran variedad de formas
y tamafios.

La técnica Sol-Gel ha sido usada en los Ultimos afios para preparar un amplio rango de
materiales, tanto inorganicos como orgénicos. EI método involucra procesos a baja
temperatura y permite lograr alta pureza y homogeneidad atribuibles a su forma de
preparacion en sistemas de multicomponentes. Esta ruta permite controlar a escala
nanomeétrica las superficies, las interfases y la porosidad de los materiales obtenidos [6-
7].

Los aerogeles son un grupo excepcional de materiales microporosos con un conjunto
unico de propiedades. Fueron desarrollados por S. Kistler, de la Universidad del Pacifico
en Stockton, California, en la década de 1930. En la actualidad, s6lo hay un nimero
limitado de materiales que se pueden desarrollar y procesar en una estructura de aerogel.
Estos pueden ser fabricados a base de 6xidos metalicos (tales como SiO, TiO2, Al,O3,
Zr0»), de carbono, de metales de transicion o de polisacaridos o a base de proteinas como
lo son las de soja o clara de huevo, entre otras [3-4]. Los aerogeles se sintetizan a partir
de geles. Cuando elimina la fase liquida sin que se modifique el entrecruzamiento
tridimensional, se origina un material poroso de baja densidad llamado aerogel. Por lo
tanto, la construccion de la red tridimensional porosa es el factor critico en la preparacion
de los aerogeles. El uso de una tecnologia de secado adecuada es de gran importancia
para evitar el fendémeno de colapso de los poros y mantener asi intacta la textura porosa
del material [7-9].

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de aerogeles basados en proteinas
naturales, tales como gelatina, proteinas de suero, soja, seda fibroina y clara de huevo ya
que proveen nuevas oportunidades para aplicaciones alimenticias y farmacéuticas debido
a su biocompatibilidad y biodegradabilidad [3-4].

El presente trabajo tiene como objetivos el desarrollo y optimizacién de un proceso para
la fabricacion de aerogeles monoliticos con porosidad controlada, homogénea en todo el
cuerpo, a partir de clara de huevo. Técnicas de Disefio Optimo de Experimentos (DOE)
y Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) son utilizadas para optimizar las
variables de sintesis [10-11]. Se incluyen, ademas, resultados de caracterizacion del
albumen, asi como de los aerogeles obtenidos.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Caracterizacion de la clara de huevo

Se proceso la clara de huevo liquida pasteurizada proveniente de la empresa Guindal S.A.
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. La determinacion del porcentaje
de humedad (%H) del albumen se obtiene registrando la diferencia de peso que
experimenta una muestra expuesta a 105 °C durante 48 hs [12].

El contenido de proteinas totales se determina mediante el método de Micro-Kjeldahl
[13].

2.2 Disefio Experimental y Metodologia de Superficie de Respuesta

La seleccion apropiada de las condiciones de formacion del hidrogel es crucial para
obtener aerogeles de alto rendimiento, razén por la cual se decidi6 estudiar como afectan
los parametros pH y concentracién de NaCl. Para optimizar las variables se decidio
utilizar MSR. La MSR es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas, que
permiten obtener modelos polinomiales multivariados por ajuste de minimos cuadrados
a los datos experimentales determinando asi las condiciones Optimas de operacion en
sistemas en los cuales la respuesta se ve influenciada por varios factores (variables
independientes).

Para establecer la relacion entre la respuesta y las variables independientes se emplean
datos cuantitativos obtenidos de un DOE. Las técnicas de DOE hacen uso de herramientas
estadisticas que permiten la seleccién de un minimo ndmero de experiencias, distribuidas
Optimamente dentro de la region experimental. Las condiciones (o0 niveles) de cada
variable independiente son modificadas simultdneamente de un experimento a otro, lo
que permite evaluar efectos de interaccion de variables sobre la respuesta. De esta manera,
mediante el ajuste de los datos a una ecuacién polinomial se establece una relacion
empirica entre las variables independientes (Xi) y la respuesta [variable dependiente, Y=
f(Xi)].

La respuesta se ajustd a un modelo cuadratico de la forma:

Y= o+ A .2+

1)

En la ec. (1), bo es el promedio de todas las respuestas experimentales, b el coeficiente
del efecto de la variable X, bii es el coeficiente de segundo orden de la variable Xi, y bj
el coeficiente del efecto de interaccion entre las variables Xi y X (i #j) [14]. Se trabajo6
con un disefio de experimentos distribuidos uniformemente en una capa esférica (uniform
shell design) [10].

2.3 Sintesis del aerogel

En este trabajo se disefio la siguiente secuencia de pasos de la Figura 1 para obtener las
matrices porosas monoliticas a partir de clara de huevo.

Para el acondicionamiento de la clara de huevo, se colocaron 50 ml de la misma con
agitacion magnética a la cual se afiadio el peso correspondiente de NaCl, mientras que el
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pH se ajusto por el agregado de una solucion de NaOH 1M. Por ultimo, se agreg6 agua
destilada hasta obtener una concentracion de proteinas del 8%. EI sol obtenido se
estabilizé durante 1 h antes de la coagulacion.

(1) Acondicionamiento de Solucidn
m las soluciones de clara. Sl
o, Hidrogel
(2) Coagulacion en horno.
Hidrogel
monoiitico
Alcogel
monolitico
Aerogel
monolitico

Figura 1. Esquema de fabricacion de aerogeles monoliticos.

La etapa de coagulacion térmica se llevo a cabo en un horno a 165+2 °C durante 20 min,
con un monitoreo continuo de la temperatura en el centro de las probetas. Se realiz6 la
coagulacion en una atmdsfera himeda para evitar la formacion de una capa superficial
gruesa e impedir gradientes de densidad en la matriz. Se vertieron 30 mL de solucion sol
en moldes de silicona con el tamafio deseado para obtener piezas monoliticas.

Los hidrogeles monoliticos se introdujeron durante 48 hs en recipientes de plastico con
un volumen conocido (25 mL) de etanol 99,8% hasta cubrir la totalidad de los mismos.
En una primera instancia se dejaron reposar durante 24 horas; pasadas las mismas, la
solucidn etanol-agua obtenida se reemplazé por etanol fresco y se los dejo en reposo hasta
completar el tiempo total de intercambio.

Los alcogeles resultantes se envolvieron en papel de filtro y se humedecieron en etanol
para prevenir la contraccion debido a la evaporacion del etanol antes de ser expuesto a
CO. supercritico (scCO.). El secado se realiz6 a una presién de 12045 bar y a una
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temperatura de 4043 °C. Esta etapa se llevo a cabo en tres etapas de 30 minutos. Después
de cada batch, se realizd a temperatura constante (40 °C) una descompresion lenta (5
bar/min) hasta alcanzar presion atmosférica. Luego de realizar la Gltima descompresion,
se dejo enfriar hasta temperatura ambiente. Los aerogeles obtenidos se almacenaron en
un desecador con silica gel hasta su caracterizacion.

2.4 Caracterizacion de las probetas monoliticas

Las caracteristicas que se investigaron fueron el area especifica, densidad y distribucion
de poros. Para ello las probetas se sometieron a adsorcion fisica de gases, concretamente
nitrégeno. Para obtener resultados numéricos del area especifica se empleo6 el método de
Stephen Brunauer, Paul Hugh Emmett y Edward Teller (BET); la densidad se obtuvo a
partir de considerar las matrices monoliticas como estructuras perfectamente cilindricas
para calcular su volumen y se pes6 en balanza analitica para determinar su peso; y para
la distribucion de los poros se utiliz6 la microscopia electronica de barrido (SEM).

Para la obtencion de las imagenes SEM se realizd previamente un crackeado de la
estructura monolitica para visualizar la estructura interna del aerogel. Los cracks
obtenidos se metalizaron con una capa de oro de 12 nm para evitar la carga. Se empleo
un equipo FE-SEM ZXigma - Zeiss con un voltaje de 5 kV y un detector secundario de
electrones.

Para las imagenes de microscopia confocal se emple6 un microscopio OLYMPUS LEXT
OLS4000. Su resolucion espacial en el plano (x,y) esta definida por la longitud de onda
del Laser (405 nm), y su resolucion en el eje Z alcanza a los 10 nm.

3. Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacion de la clara de huevo

Para la determinacion del contenido proteico de la clara de huevo liquida pasteurizada
primero se determind la humedad de la materia prima. El valor promedio de humedad
obtenido fue de 87,85%=0,05. En funcion de este contenido de humedad se obtuvieron
valores de 11% y 88,06% para el contenido proteico en base hiumeda y en base seca
respectivamente. Ambos parametros se encuentran dentro de los valores aceptados por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca para la clara de huevo liquida pasteurizada
para consumo [15].

3.2 Sintesis de aerogeles monoliticos

La primera etapa de sintesis consiste en la formacion de un hidrogel por coagulacién
térmica del albumen. La coagulacion en horno con atmosfera hiumeda permitié alcanzar
en el interior del gel una temperatura de 90 °C dando lugar a la gelificacion completa de
la clara durante un periodo de 20 min con THomo:165 °C. Los hidrogeles obtenidos se
muestran en la Figura 2.

Los hidrogeles monoliticos se sometieron a una etapa de intercambio de solvente con
etanol 99,8% de la cual se obtuvieron alcogeles.
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Finalmente, se realizé un secado con scCO, como disolvente extractor del etanol. En la
Figura 3 se presentan los aerogeles monoliticos obtenidos.

Figura 2. Hidrogel obtenido por gelificacion en horno con atmosfera himeda (izg.). Monolito de
hidrogel (der.).

Figura 3. Aerogeles monoliticos provenientes del mismo hidrogel de partida (Figura 2).
3.3 Caracterizacion de aerogeles obtenidos

3.3.1 Analisis de superficie de respuesta

Los resultados obtenidos de Se (m?g™) para cada uno de los experimentos realizados se
presentan en la Tabla 1, junto con los valores de Se ajustada obtenidos de la ecuacién 1.
La Figura 4 presenta la superficie de respuesta obtenida. El incremento de Se observado
con el aumento de [NaCl] en el intervalo de 0 a 300 mM puede atribuirse al incremento
de la interaccidon intermolecular provocada por la disminucion de la repulsién
electroestatica. Por otro lado, el efecto del pH del medio se relaciona con su accion sobre
la carga neta de las proteinas y la reactividad del grupo sulfhidrilo (-SH), obteniéndose
un aumento o disminucion de las interacciones proteina-proteina segun el valor de pH del
medio en el que se encuentren. El aumento de estas variables, favorece el desdoblamiento
de las proteinas y la interaccidn entre ellas, lo que resulta en una mayor reticulaciéon y
como resultado, en un incremento de area superficial. Sin embargo, a valores elevados se
produce un decrecimiento del area producto de la formacion de agregados proteicos. La
region de mejor respuesta se obtuvo para 9<pH<10,5. El analisis estadistico permitié
determinar las condiciones que maximizan la respuesta medida, siendo en este caso
[NaCl]:303 mM y pH:9,7. Para estas condiciones de operacion se obtuvo una Se:47,4 m?

gt
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Figura 4. Superficie de respuesta obtenida en vistas 3D (arriba) y 2D (abajo).

Por su parte, las densidades medidas en cada experimento disminuyeron conforme
aumenta el area superficial como era esperado (Tabla 1).

Los valores de superficie especifica obtenidos son menores a los esperados (entre 100-
200 m2 g1) lo que puede deberse al incremento instantaneo de presion, Pam a 50 bares
producido durante la etapa de secado. Consecuentemente, esto puede causar un colapso
parcial de los poros que provoca la disminucion del area superficial.

Tabla 1. Disefio de experimentos Doehlert para 2 factores.

EXE' [NaCl] oH Se _ aju?tea da Densid_ad Porosidad
N (mM) (m*g) (m? g9 (g cm?) (%)
1 250 9,5 47 46,7 0,32 68
2 250 9,5 45 46,7 0,35 65
3 250 9,5 48 46,7 0,29 71
4 250 11 21 20 0,52 48
5 500 10,25 36 37 0,31 69
6 500 8,75 15 14 0,65 35
7 250 8 17 18 0,58 42
8 0 8,75 24 23 0,54 46
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9 0 10,25 1 2 0,72 28

3.3.2 Estructura del aerogel

Para observar la distribucion de los poros se analizaron las imagenes obtenidas por SEM
y microscopia confocal correspondientes al experimento 3 (pH de 9,5 y una [NaCl]=250
mM). Se estudiaron 3 puntos del crack para determinar la homogeneidad de la estructura
monolitica. La Figura 5 (A, B y C) permite observar que existe una distribucion
homogénea de poros. Ademas, la estructura del aerogel se presenta como denso y con una
buena reticulacion de las proteinas. Ademas, se observa en las imagenes una combinacion
de macro-, meso- y microporos. Los microporos son mas dificiles de observar debido a
la resolucidn de las imagenes, pero considerando los elevados valores de area superficial
obtenida se asume que el mayor porcentaje de porosidad es de microporosidad.

Por su parte, los resultados obtenidos de la microscopia confocal permitieron confirmar
la existencia de la estructura porosa y homogénea de las probetas (Figura 5, C, D y E).

4. Conclusiones y recomendaciones

Mediante la aplicacion del proceso sol-gel fue factible desarrollar las propiedades de los
aerogeles. Se logro obtener matrices monoliticas, porosas y homogéneas de aerogel de
clara de huevo. La aplicacion de técnicas de disefio optimo de experimentos y
metodologia de superficie de respuesta nos permitié determinar las condiciones de pH 'y
concentracion salina que optimizan la etapa de sintesis sol-gel: [NaCl]:303 mM y pH:9,7.
Condiciones para las que se obtuvo un aerogel con una Se:47,4 m? g*. Sin embargo, las
superficies especificas obtenidas fueron menores a las esperadas.

Los valores de densidades obtenidos de cada probeta monolitica son los esperados en
relacién a las areas especificas. Es decir, las matrices monoliticas que presentaron mayor
area superficial, tuvieron una menor densidad.

Del analisis estructural realizado por microscopia electrénica de barrido (SEM) se pudo
observar que las matrices monoliticas presentaron una buena distribucion de poros, siendo
esta homogénea en tres puntos de la muestra que se ensayo.

En funcidn de los resultados presentados, se evaltian a futuro alternativas de mejora en la
etapa de secado de los alcogeles con el objetivo de obtener aerogeles con mayores
superficies especificas. A su vez, se propone el estudio de la distribucion y volumen de
poros de los aerogeles obtenidos, asi como su evaluacidén en procesos de liberacion
controlada de drogas y/o aditivos alimenticios.
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Figura 5. Imagenes SEM: (A) borde izquierdo del crack, (B) centro del crack y (C) borde
derecho del crack. Imagenes Microscopio Confocal: (D) borde izq. del crack, (E) centro del
crack y (F) borde der. del crack.
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