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Resumen:

El objetivo de este estudio es disefar y caracterizar matrices hibridas compuestas por silice
y pectina (P) como soportes para encapsular la vitamina C o 4cido ascorbico (AA). Se
presentan resultados experimentales sobre las sintesis, las estructuras y el estudio de
liberacion del AA. En la sintesis se utilizo la pectina (P) como biopolimero y dos tipos de
precursores de silice: tetraetilortosilano (TEOS) y metiltrimetoxisilano (MTMS). Las
muestras se sintetizaron por el método sol-gel en presencia de distintos agregados de
pectina. La estructura de los materiales hibridos obtenidos se estudi6 por microscopia
electronica de barrido ambiental (ESEM) y por difraccion de rayos X (XRD). Los
resultados mostraron la formacion de dos estructuras distintas de matrices como
consecuencia de la presencia o no de MTMS. Con MTMS, se observa una estructura
abierta y tamanos de poros de 0,8 a 2 um de didmetro, mientras que sin MTMS, la
estructura es mas densa mostrando tamafio de poros del orden de los nandmetros. En las
medidas de XRD no se detectaron ninguno de los picos caracteristicos del AA, por lo que
se podria afirmar que en todas las muestras el AA se incorpord en el interior de las
matrices disefadas, revelando una organizacion amorfa. Las matrices preparadas en
presencia 0 no de MTMS mostraron diferencias significativas en los porcentajes de
liberacion del AA; comportamiento que se correlaciona con las diferentes estructuras
observadas en ESEM. Ademads se observa que el porcentaje de liberacion de AA se
incrementa para aquellas matrices sintetizadas con una proporcién menor de pectina.

Introduccion:

Los materiales hibridos (inorganico-organico) sintetizados con la ayuda del método sol-gel
constituyen, desde los ultimos afios, una nueva clase de materiales con prometedoras
aplicaciones en biomedicina, biocatalisis y en biosensores. Una de las investigaciones de
mas rapido crecimiento en biotecnologia es la inmovilizacion de diversas biomoléculas y la



encapsulacion de sustancias activas en matrices preparadas por sol-gel, en las cuales
conservan sus actividades biologicas. Una serie de enzimas, anticuerpos y células han sido
inmovilizados con éxito en materiales inorganicos-organicos y en matrices de silice. (Pope,
1999; Livage, 2001; Shchipunov, 2004). La estructura porosa de la matriz hibrida es un
parametro fundamental para la eficiencia del proceso de inmovilizacién y encapsulacion,
ya que estos poros poseen nano dimensiones y permiten regular la difusién de sustancias
activas, como también la de sustratos y productos de la reaccion enzimatica. Son conocidas
las interacciones entre las fases de estos materiales, donde a menudo la fase inorgénica se
une en forma covalente con el polimero organico, dando lugar a materiales hibridos con
mejores propiedades. Por otra parte, tal combinacién asegura la citocompatibilidad,
biodegradabilidad y la posibilidad de manipular la tasa de liberacion de moléculas
bioactivas.

Los materiales hibridos son sintetizados in situ por hidrélisis y condensacion de alcoxidos
y por combinaciones de polimeros para crear una mezcla de materiales inorganicos-6xidos
con polimeros organicos obteniendo estructuras de nanoescala (Livage, 2001; Haas, 2003;
Castelvestro, 2004). Los componentes organicos mas utilizados en la sintesis de materiales
hibridos son: polietilenglicol, alcohol polivinilico, acrilamida, alginato, carragenina y
gelatina, entre otros.

El compuesto organico elegido en este estudio fue la pectina, que es un polisacarido
frecuentemente utilizado como material encapsulante, debido a su biocompatibilidad y
capacidad de formar gel. Estructuralmente la pectina estd constituida por una cadena de
acido galacturénico que estan unidos entre si por enlaces a-1,4, los cuales pueden estar
esterificados con metanol (Sriamornsak y col., 2003).

El acido ascorbico (AA), vitamina C, posee una amplia variedad de funciones bioldgicas,
farmacéuticas y dermatoldgicas. El AA es considerado uno de los antioxidantes naturales
mas potentes otorgando proteccion contra las enfermedades relacionadas con el “estrés
oxidativo” reduciendo el riesgo de la arteriosclerosis, enfermedades cardiovasculares y
algunas formas de cancer (Lee, 2000). Se dificulta su empleo por ser inestable en medio
acuoso, al aire, a la luz y al calor; por lo cual su atrapamiento en matrices inertes seria una
alternativa para preservar su actividad bioldgica logrando una biodisponibilidad mayor.
Asimismo, estas matrices inertes adecuadamente disefiadas podrian asegurar, regulando la
liberacion, la actividad bioldgica del AA durante un tiempo prolongado.

En el presente trabajo se desarrollan y caracterizan matrices hibridas compuestas por silice
y pectina en las cuales se encapsula el acido ascorbico y se determinan cinéticas de
liberacion. Estas matrices tendrian aplicacion en el desarrollo de soportes para el transporte
de AA en envase de alimentos.

Materiales y Métodos:

Materiales

Tetraetilortosilano (TEOS), metiltrimetoxisilano (MTMS), 4cido ascorbico (AA) y 2,6-
diclorofenolindofenol fueron comprados a Sigma-Aldrich (Argentina). Pectina de bajo



metoxilo (P), DE = 33% fue una donaciéon de CPKelco (Dinamarca). El cloruro de calcio
(CaClp), el acido clorhidrico (HCl) y otros reactivos fueron de grado analitico (Anedra,
Argentina).

Preparacion de las matrices hibridas polimero/silice

En todos los casos las matrices hibridas se prepararon mediante el método de sol-gel
usando (TEOS) y (MTMS), siguiendo el procedimiento de un solo paso.

Prepolimerizacion del TEOS: el tetractoxiortosilano se mezcl6 con agua destilada y HCI en
una relacion molar TEOS: H,O: HCI= 1:5:10 para formar una solucion. Luego se dejo
prepolimerizar la solucién durante 24 horas a 4 ° C.

Matrices de Pectina/TEOS - Matrices de Pectina/TEOS/MTMS: en todas los matrices la
relacion en volumen TEOS prepolimerizado: pectina fue de 2:1. El AA se adiciono a una
solucién de pectina, se mezclé con 0,05 M de NaOH y luego se agregd6 el TEOS
prepolimerizado y el MTMS, en el caso que correspondiera. La mezcla se agito
vigorosamente y se vertidé en una placa de petri para su gelificacion. Una vez formado el
gel se sumergi6 en una solucion de CaClz 0.063 M durante 30 min. Luego el gel resultante
se secd a 30 °C en estufa durante 24 horas generandose el xerogel. Una muestra de control
de los xerogeles se sintetiz6 sin la adicion de AA. En la Tabla 1 se muestran las diferentes
formulaciones disenadas de las matrices.

Tabla 1. Formulacion de las matrices biopolimero/silice.

Muestras* Composicion de las matrices hibridas
Pectina (%) AA (mg/ml)

2M-49 2.0 49.0

3.2M-49 3.2 49.0
3.2M 3.2 -

6M-49 6.0 49.0
3.2 3.2 -

3.2-49 3.2 49.0

3.2-61 3.2 61.0

6-61 6.0 61.0

*La presencia del MTMS en la formulacion de la matriz es indicada por la letra M en la
nomenclatura de la muestra.

Caracterizacion de las matrices hibridas biopolimero/silice
La morfologia de la superficie de algunas de las matrices seleccionadas se examino por

microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM XL-30 Philips, EE.UU). Las
muestras se escanearon con una tension de aceleracion de 15 kV. Los tamafios de poros de




las imagenes de las matrices, obtenidas por ESEM, se analizaron a través del programa
Imagel.

Los difractogramas de rayos X de las matrices se obtuvieron utilizando un difractometro de
rayos-X, (X'Pert PW 3050, EE.UU). Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron
en un rango de dngulo de 20 = 2° - 60°, usando radiaciéon Cu Ko (A = 1,5405 A), con una
longitud de paso de 0,02° y un tiempo de adquisicion por paso de 4 s.

Estudio de liberacion de AA a partir de las matrices hibridas

En los ensayos de liberacion de AA se utilizaron fragmentos de xerogeles de 0,8 x 0,6 cm
y 0,08 cm de espesor aproximadamente, pesados a la décima de miligramo. La liberacion
del 4cido ascorbico se estudid en medio acuoso a pH = 5,0, 37° C y 150 rpm. En cada
intervalo de muestreo, se retird una alicuota de solucion de cada frasco y se reemplazo
inmediatamente con un volumen idéntico de medio fresco. El 4cido ascorbico se determind
por duplicado empleando una modificaciéon del método AOAC (2005) 967.22 por
titulacion con 2,6-diclorofenolindofenol. La muestra se mezcld con 10 ml de una solucion
de 4acido oxalico al 1%, posteriormente se tituld6 con una solucion de 2,6-
diclorofenolindofenol hasta que el viraje rosa permaneciera por lo menos 5 s, registrando
el volumen empleado en la titulacion para realizar los calculos. El contenido de ascorbico
se expres6 en mg AA/100g de muestra.

Resultados y Discusion
Preparacion de las matrices hibridas polimero/silice
En la Tabla 2 se muestra la formulacion de algunas de las matrices disefiadas junto con los

tiempos de gelacion (t), el pH final de sintesis y el aspecto de las mismas una vez
formadas.

Tabla 2. Formulacion de las matrices polimero/silice.

Muestra pH t (horas) Aspecto
3.2 5.5 0 opaco
3.2M 5.5 1/3 opaco
3.2-49 2.0 36 transparente
3.2M-49 2.0 48 transparente

Como se observa en la tabla 2, existen diferencias entre el pH, el tiempo de gelacion y el
aspecto de las matrices controles, respecto de las que contienen al dcido ascorbico. Los
xerogeles controles presentan pH 5.5, un tiempo de gelacion de pocos minutos y un
aspecto opaco de la matriz. La tabla 2 muestra que la incorporacion de AA a las matrices
modifica tanto el pH, el tiempo de gelacion como también el aspecto, obteniendo matrices



acidas, tiempos de gelacion de horas y xerogeles transparentes. Estos pardmetros muestran
el efecto que causa la adicion del AA en la sintesis y en la estructura final del xerogel.

Caracterizacion de las matrices
Analisis morfologico

En la Fig. 1 se muestran las micrografias obtenidas a través de ESEM de los xerogeles de
control (sin AA) con y sin MTMS.

a)

b)

Figura 1. Imagenes correspondientes a las matrices hibridas polimero/silice obtenidas por ESEM: a) xerogel
3.2 y b) 3.2M. Aumento 24000X. La barra indica la escala. La linea rosa indica el diametro del poro de
1.81um

Las imagenes de ambos xerogeles, sin y con MTMS (Fig. 1 a y b) muestran matrices
densas con superficies rugosas. El agregado de MTMS (Fig. 1b) generd una estructura con
microagregados y formacion de canales, revelando un material de un arreglo mas abierto.
En cuanto al tamafio de los poros, el xerogel sin MTMS presentaria diametros del orden de
los nandmetros, los cuales no pudieron ser resueltos mediante ESEM (Fig 1a). En cambio,
en la Fig. 1b se observa que los didmetros de los poros se encuentran entre 0.8 a 2
micrones.

Analisis de difraccion de rayos X

El difractograma del 4cido ascoérbico (Fig. 2a) indica claramente el comportamiento
cristalino de este compuesto. Algunos de sus picos caracteristicos localizados en 20 igual a
10.3, 14.09, 17.3, 25.24 grados han sido reportados también por Desai, 2005. La pectina,
en cambio presentd una menor cristalinidad (Fig. 2b), hallandose picos en valores de 20



igual a 12.54, 21.48, 28.30 y 35.38 grados (Fig. 2b); valores similares a los obtenidos por

Mishra, 2008.
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Figura 2. Espectros de difraccion de rayos X de: a) Acido Ascorbico, b) Pectina y ¢) Xerogeles hibridos
cargados con AA, con y sin MTMS y sus correspondientes controles.

Los difractogramas de los xerogeles (Fig. 2c) muestran una linea de reflexion maxima A
20= 23 grados, caracteristico de la silice amorfa, no observandose otros picos atribuibles al
resto de los componentes. El estudio de rayos X revelo que el AA se encuentra disperso en



estado molecular en el interior de los poros de la matriz hibrida, ya que no se detecta la
presencia de sus cristales.

Estudio de liberacion de AA

La liberacion de AA de algunas de las matrices disefiadas se realizd en medio acuoso a
37°C y 150 rpm, durante cinco horas aproximadamente.
En la Tabla 3 se informan los porcentajes de liberacion a un tiempo determinado, 120 min.

Tabla 3. Porcentajes de liberacion del Acido Ascorbico para las formulaciones de matrices polimero/silice
disefiadas.

Nomenclatura % liberacion a 120 min?

2M-49 30.0 £ 0,00
6M-49 17.8 £0,07
3.2-61 18.6 £ 0,07

6-61 12.5£0,14

2 Los porcentajes de liberacion se realizaron por duplicado. Se muestran las medias + SD.

En la Tabla 3 se observa que hay diferencias significativas del 5% en el porcentaje de
liberacion del AA entre las matrices que poseen o no en su formulacion MTMS. Este
comportamiento se correlaciona con lo observado en ESEM, ya que la estructura de los
xerogeles que contienen MTMS presenta una estructura abierta, permitiendo al AA
liberarse mas facilmente.

Por otro lado, se observa que existe un aumento significativo (p>0,05) en el porcentaje de
liberacién cuando la matriz presenta un 2% de pectina en su composicion, comparada con
aquellas que tienen un 6% de pectina. Este resultado demostraria que al aumentar la
cantidad de pectina en la matriz se reduce la liberacion del AA desde la misma.

Conclusiones

El presente estudio muestra que el acido ascorbico se incorpord en el interior de las
matrices hibridas biopolimero-silice, cuya porosidad interconectada constituye un sistema
de transporte para el AA que ademas regula su liberacion. Estos resultados demuestran que
las matrices hibridas disefiadas podrian constituir una posible aplicacion en el desarrollo de
envases para alimentos fortificados o como soporte para liberacion controlada de acido
ascorbico.
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