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RESUMEN

El electroestirado es una técnica que produce fibras de diametro nanométrico, a
partir de soluciones poliméricas. La morfologia de las nanofibras se ve afectada
por las propiedades de la solucion (principalmente por la viscosidad, la tension
superficial y la conductividad) y por los parametros del proceso (el voltaje, la
velocidad de flujo y la distancia de la punta al colector). Una de las formas para
mejorar la capacidad de hilado de las soluciones poliméricas es la adicion de
tensoactivos, los cuales puede reducir la tension superficial durante el proceso de
electroestirado y los defectos de la nanofibras.

En el presente trabajo, se obtuvieron nanofibras electroestiradas a partir de
aislado proteico de amaranto en combinacion con tensoactivos no iénicos a
concentraciones de 30% p/p (Span 20, Tergitol, Triton X-100 y Tween 80). A las
soluciones poliméricas se midieron viscosidad, conductividad y tension superficial.
La adicidon de tensoactivos a las mezclas poliméricas facilité la disolucion de la
proteina como del otro polimero utilizado (pululano). Los tensoactivos adicionados
modificaron las propiedades reolégicas, se observd disminucion de la
conductividad y tension superficial, y aumento de la viscosidad. La caracterizacion
morfolégica de las nanofibras obtenidas de aislado proteico de amaranto en
combinacion con pululano y 30% de tensoactivo, se realiz6 por Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) y Microscopia de Fuerza Atémica (AFM), donde se
observaron morfologias lisas, homogéneas con didmetros nanométricos (~200-
400 nm). La espectroscopia de Infrarrojo demostré que se mantienen las
estructuras de los polimeros electroestirados (proteina de amaranto y pululano).
La adicion de tensoactivos no ibnicos mejoro las propiedades fisicoquimicas de la
solucion polimérica, facilitando el proceso de electroestirado.

Palabras clave: Electroestirado, nanofibras, proteina de amaranto, tensoactivos



SUMMARY

The electrospinning is a technique to produce polymer fibers from solutions with
diameters of nanometric range. The electrospun nanostructure morphology is
affected by the solution properties (mainly by the viscosity, surface tension and
conductivity of the polymer solution) and by the process parameters (voltage, flow
rate of the solution, tip-to-collector distance). To improve the spinnability of
biopolymer solutions different surfactants have been added. In addition, the
reduction in the surface tension of the polymeric solution decreases fiber defects.
In this work, electrospun nanofibers were obtained from amaranth protein
combined with nonionic surfactants at 30 and 40% w/w (Span 20, Tergitol, Triton
X-100 and Tween 80). The viscosity, conductivity and superficial tension of the
solutions were determined. The addition of surfactants to polymeric solutions
facilitated the dissolution of amaranth protein and the other polymer (pullulan). A
decrease of conductivity and surface tension, and an increase of viscosity were
observed. The nanofibers from amaranth protein, pullulan and surfactant at 30%,
were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Atomic Force
Microscopy (AFM), and the microphotographs showed smooth surface and
homogenous morphologies with diameters between 200-400 nm. Infrared
spectroscopy showed that the native structures of polymers (amaranth protein and
pullulan) were maintained. The addition of nonionic surfactants improved the
physicochemical properties of the biopolymer solution, facilitating electrospinning
process.

Keywords: Electrospining, nanofibers, amaranth protein, surfactants
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1. INTRODUCCION

El Amaranthus hypochondriacus es una de las dos especies de amaranto
originarias en México, y la composicion proximal de la harina de estas semillas
muestra que el contenido de proteina varia entre 13 a 18%, grasa de 6.3 a 8.1%,
fibora de 2.2 a 5.8% y el contenido de cenizas de 2.8 a 4.4%. Las proteinas de
amaranto se han caracterizado con base en la clasificacion de Osborne, aunque
aun existe discrepancia sobre cudl es la fraccibn mayoritaria, esto principalmente
debido a los diferentes métodos y solventes de extraccion empleados por
diferentes autores. En general el contenido de albuminas en la proteina varia del
19 al 45%, el de globulinas (11S y 7S), del 16 al 35%, el de prolaminas de 0.7 a
1.3%, y el de glutelinas de 22 a 41% (Huerta y De la Rosa, 2012).

En la actualidad, el interés en la industria alimentaria por desarrollar nuevos
vehiculos de encapsulacion de activos dentro de una matriz alimentaria utilizando
polimeros de origen natural como las proteinas, ha cobrado importancia. Una de
las técnicas que se utiliza para desarrollar matrices encapsulantes es el
electroestirado, donde con ayuda de un alto voltaje, se atraen las particulas de un
fluido polimérico desde un inyector hasta una superficie, en dicha superficie las
soluciones poliméricas acaban solidificandose formando nanofibras (Gamboa et
al., 2007). Las nanofibras pueden utilizarse para formar peliculas o encapsulados,
y que a posteriori podrian emplearse para recubrir otras sustancias quimicas o
preservar/encapsular proteinas, enzimas, macréfagos y otros compuestos de

interés alimentario como antioxidantes.

Hay que destacar que sélo se utilizan polimeros porque estos son los Unicos que
tienen las propiedades fisicas y quimicas necesarias para formar fibras mas
resistentes, duraderas y elasticas. La proteina de amaranto en recientes estudios
se ha demostrado como uno de los ingredientes potenciales para la formacion de

nanofibras.



2. MARCO TEORICO

2.1 AMARANTO

El amaranto es un pseudocereal de cultivo anual. La familia Amaranthacea
comprende més de 60 géneros e incluye aproximadamente 800 especies de
plantas herbaceas anuales o perennes, de las cuales tres son las principales
productoras de grano: A. hipochondriacus y A. cruentus, que son las cultivadas en
México (Hernandez and Herreria, 1998). Siendo los estados de Puebla, Estado de
México, Morelos, Tlaxcala, Distrito Federal, Jalisco y Oaxaca donde mas se
cultiva y consume (SAGARPA, 2010).

La palabra amaranto significa “inmarcesible”, es decir, que no se marchita. Viene
del griego Amaranton, de a (sin) y marainein (marchiar, palidecer) (Hernandez and
Herreria, 1998). El amaranto tiene una serie de aplicaciones analogas al de los
cultivos bésicos, principalmente del maiz, que van desde dulces artesanales
“alegrias”, granola, harinas integrales, alimentos extruidos (frituras), panificados,
pastas; hasta productos mas sofisticados como aceites comestibles, papillas para
bebés, concentrados proteicos, barras energéticas, y alimentos nutracéuticos

especiales para enfermos diabéticos o con cancer (Escalante, 2010).

2.1.1 Caracteristicas y valor nutrimental

El amaranto puede consumirse casi desde la siembra, en forma de germinado, de
hojas tiernas en ensalada, o molidas para servirse en forma de sopa. Su
digestibilidad es muy alta, alcanzando entre el 80 y 92% (Hernandez and Herreria,
1998). La semilla tiene una composicion quimica atractiva y un valor nutritivo
superior cuando se compara con otros cultivos (Lozoya, 1994). La semilla de
amaranto es muy pequefia, lisa brillante, de un milimetro de diametro, y sus
colores varian del negro al blanco aunque también hay amarillentos, cafés,

dorados, rojos, rosados y purpuras (Morales et al., 2009).



A pesar de que la semilla de amaranto es muy pequefia, los analisis proximales
indican que los contenidos de proteina, grasa, fibra y minerales son generalmente
mas altos que los cereales como el maiz, arroz y trigo. En el Cuadro 1, se observa
qgue la harina de amaranto posee una concentracion alta de proteinas (17.9%) a

comparacion de los demas cereales (8.5 a 14%) (Segura et al., 1994).

Cuadro 1. Composicion proximal del grano de amaranto y algunos cereales (g/100)

Analisis Amaranto Maiz Arroz Trigo
Humedad 11.1 13.8 11.7 12.5
Grasa 7.7 4.5 2.1 2.1
Fibra 2.2 2.3 0.9 2.6
Cenizas 4.1 1.4 1.4 1.9
Carbohidratos 57.0 67.7 75.4 66.9
Proteina 17.9 10.3 8.5 14.0
cruda

Factor de conversion a proteina (Nx) para amaranto 5.85, maiz 6.25, arroz 6.25, trigo 5.7 (Segura
et al., 1994).

La proteina del amaranto es de excelente calidad ya que posee un balance casi
perfecto de aminoacidos, siendo también un excelente alimento de complemento
proteinico, pues su valor nutritivo es similar a la proteina de la leche. Se
caracteriza por ser rico en lisina, que es el aminoacido mas escaso en otros
cereales como maiz, arroz y trigo (Cuadro 2), por lo que, al combinar un poco de
amaranto con estos, la lisina excedente complementa la proteina de los otros
cereales, permitiendo que se asimilen elementos que por falta de lisina se
hubieran desechado, logrando una importante mejoria en la nutricion (Paredes et
al., 1990).



Cuadro 2. Composicion de aminoacidos de la proteina total de amaranto y de otros

alimentos (g/100g de proteina)

Aminoéacido Patrén
Amaranto Maiz Trigo Frijol Adultos Nifios
Cereal

Isoleucina 4.0 3.5 3.9 6.2 1.3 4.6
Leucina 6.2 12.4 7.3 7.9 1.9 9.3
Lisina 6.1 3.0 3.0 8.0 1.6 6.6
Metionina - 2.0 1.7 1.0 - -
Cisteina 3.9 2.3 2.6 0.7 1.7 4.2
Fenilalanina 4.8 4.4 4.8 5.5 - -
Tirosina 4.3 3.3 2.5 2.6 1.9 7.2
Treonina 4.6 3.3 2.8 4.2 0.9 4.3
Valina 4.4 4.9 4.9 6.1 1.3 5.5
Triptofano 1.3 0.7 1.2 - 0.5 1.7

(Paredes et al., 1990).

2.1.2 Aislados proteicos

Los aislados proteicos son ingredientes alimentarios de gran importancia por su
disponibilidad, funcionalidad, valor nutricional y costo. Estos se caracterizan por su
alto contenido de proteina, llegando a tener hasta un 95% en base seca (Paredes
et al.,, 1994). El uso de los aislados proteicos dentro de la industria alimentaria,
depende de las propiedades funcionales de las proteinas que lo componen, que a
Su vez estan directamente relacionados con sus caracteristicas estructurales. Las
propiedades funcionales de los aislados pueden ir desde una adecuada solubilidad
en agua, absorcién de grasa, coagulacion por calor, gelificacion, emulsionante y
propiedades espumantes (Avanza et al., 2005).

La aplicacion de proteinas vegetales dentro de la industria alimentaria ha ido en
aumento como consecuencia de la calidad funcional y nutricional de los mismos.
Estos aislados presentan un alto valor nutritivo, y pueden representar una
alternativa de suplemento para mejorar la calidad nutricional de las dietas basadas
en cultivos tradicionales, como el maiz, trigo y frijol. Dentro de la diversidad de los
recursos agricolas que son faciles de explotar en México, se encuentra el
amaranto, ya que como se habia mencionado anteriormente, este se caracteriza

por su alto contenido de proteinas a diferencia de otros granos (Osuna et al.,

4



2000). La harina de amaranto por su alto contenido proteico se utiliza para
complementar otras harinas de cereales y/o leguminosas, como en las tortillas,
panes, galletas, pastas y cereales de desayuno. Debido a su composicion,
propiedades y aplicaciones actuales, el cultivo de amaranto presenta un alto
potencial infrautilizado dentro de la industria de los alimentos (Avanza et al., 2005).
Los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de amaranto, se caracterizan
por tener amino&cidos de los que los demés cereales carecen, convirtiéndose en

un suplemento de alimentos elaborados a base de granos o derivados vegetales.

2121 Caracteristicas de los aislados proteinicos de amaranto

Los aislados proteicos obtenidos a partir del grano de amaranto, son una mezcla
de proteinas con varios pesos moleculares de entre 30-80 KDa (Martinez and
ARon, 1996). Siendo la globulina, albumina, y glutelina las principales fracciones
de proteina en las semillas de amaranto, las cuales difieren en sus solubilidades.
La globulina se compone principalmente de globulina 11S, y 7S pero en menor
cantidad. La globulina 11S y glutelina del amaranto difieren en su solubilidad en
solventes acuosos (Abugoch et al., 2003). Hoy en dia existen varios procesos de
extraccion de concentrados proteinicos de amaranto, donde el principal interés es
obtener productos con alto valor proteico y estos pueden ser modificados en
funcién del pH (Témdskozi et al., 2008). Por otra parte, una disminucién en el valor
nutricional de las proteinas se puede observar (Salcedo et al., 2002). Las
globulinas son una de las fracciones proteicas mas importantes en las semillas de
amaranto, junto con las albuminas tienen entre un 40 y 67% de la proteina total,
mientras que las glutelinas un 44% vy las prolaminas un 2%. Dentro de las
albuminas sobresale la lisina, mientas que en las globulinas el acido glutamico,
metionina y la cistina. A diferencia de la prolaminas, donde presentan elevados

valores la lisina y triptéfano (Bressani and Garcia, 1990).

De acuerdo al método de separacion, y a las diferentes solubilidades de las
proteinas presente en los cereales, se obtienen fracciones con propiedades

funcionales y nutricionales particulares (Martinez and Afon, 1996). Bressani y

5



Garcia (1990) evaluaron la extraccion de las fracciones proteicas de tres especies
de amaranto mas comunes (A. caudatus, A. hypochondriacus y A. cruentus).
Cuando se utilizé una solucion de NaCl como primer solvente de extraccion y
luego agua, la fraccidén de globulinas fue predominante en el grano, siendo 41 %
del total de proteinas, seguida de glutelinas (31 %), prolaminas (10 %) y
albuminas (8.4 %). En tanto, si el orden de extraccion fuera invertido, la fraccién
albumina pasa a ser un 20 % de las proteinas y las globulinas un 19 %.

Resultados parecidos demostraron Srivastava y Roy (2011), donde extrajeron las
diferentes fracciones proteicas a diferentes pH’s, a un pH 8 se extraen albumina-1
y globulina principalmente, mientras que a un pH superior de 8, esta presente
albumina-2, pequefias fracciones de globulina, y glutelina. El aumento del pH para
la extraccion puede inducir cambios conformacionales en las proteinas. Mientras
que variando el pH de precipitacion la composicion de los aislados proteicos de
amaranto se pueden modificar. A pH's 6 y 7, hay una precipitacion selectiva de la
albumina-2 y de algunas de las globulinas, mientras que a valores de pH 4 y 5,
todas las fracciones de proteinas precipitan. Una acidificacibn menor de pH 5
causa cambios conformacionales en las proteinas, que parcialmente se invierten
cuando el pH vuelve a 7. La composicion y las caracteristicas estructurales de la
proteina de amaranto extraido a diversos valores de pH alcalinos y acidos

dependen de los solventes utilizados en la extraccion

2.1.3 Métodos de extraccion

Los aislados proteicos son la forma comercial mas purificada, se logran
eliminando polisacaridos, oligosacaridos y algunos otros componentes ya sea por:
hidrolisis y posterior precipitacion, por adicion de acidos minerales, controlando los
diferentes parametros como: el pH, temperatura, solubilidad y otros, que permiten

el enriquecimiento de la proteina requerida.

Se han publicado varios estudios sobre distintos procedimientos para obtener
concentrados y aislados proteicos de amaranto y sobre la obtencion de distintas

fracciones proteicas y el efecto de las condiciones utilizadas en la preparacion



sobre las propiedades funcionales, fisiolégicas y tecnoldgicas de los aislados
(Martinez and Afdn, 1996; Salcedo et al., 2002).

Dentro de la harina de amaranto, las proteinas se clasifican por su solubilidad en
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas. En el Cuadro 3 se muestran las
proteinas de reserva y los agentes extractantes que se utilizan para la obtencion

de estas.

Cuadro 3. Proteinas de reserva y agentes extractantes

Clasificacion Solubilidad
AlbUuminas . .

. Soluciones salinas
globulinas
Prolaminas Soluciones alcoholicas al 70%
Glutelinas (trigo) 1% de acido acético + propanol
Residuo Agentes reductores

(Romero, 1995)

El proceso de aislamiento de las proteinas, se basa en las diferencias de
solubilidad de las fracciones de globulina con respecto al pH. Existen varios
métodos de extraccidn de aislados proteinicos, donde cada método se ve
diferenciado por el rendimiento y las caracteristicas que tiene cada concentrado.
Actualmente se utilizan los siguientes métodos: (1) una extraccibn a pH 9
(convencional), (2) el empleo de un acido de lavado previo a la extraccion de
proteinas, con el objetivo de reducir el contenido de compuesto fendlicos y
disminuir asi las interacciones proteina-fenol; y (3) un proceso térmico realizado
con calentamiento moderado dirigido a contribuir al desarrollo de la proteina
(Bejarano y Netto, 2010). El método que se encuentra ya estandarizado es el
proceso convencional donde se obtienen aislados de proteina por una
precipitacion isoeléctrica, este método consiste en una extraccién de proteina de
la harina de semilla desgrasada con alcali diluido (pH 8-11), seguido por la
precipitacion de las principales fracciones de proteina en el punto isoeléctrico, que
va desde pH 4.5 a 5.0. Es importante destacar que tanto la extraccion alcalina y

los procesos de precipitacion acidas pueden inducir cambios fisicoquimicos vy



afectar las propiedades funcionales de una manera positiva 0 negativa. Al usar un
pH mayor de 10 aumenta el rendimiento de la extraccion (Bejosano y Corke, 1998)
pero puede conducir a reacciones indeseables como la formacion de lisinoalanina,
lo que resulta en una reduccion de la digestibilidad y valor biolégico de la proteina
(Finot, 1997). Por otro lado, la presencia de otros componentes, como los
compuestos fendlicos, pueden interferir en la extraccion de la proteina y limitar su
uso en la industria alimentaria (Gamel et al., 2006). Si se utiliza un pH 8, las
proteinas no presentan buenas propiedades emulsionantes por lo que dificulta la
formacién de espuma (Tomoéskozi et al., 2008). Se ha demostrado, que la
albimina de amaranto, que es la fraccion principal, tiene una actividad
emulsionante superior a pH 5, mientras que las globulinas tienen propiedades
emulsionantes superiores a pH 7 (Silva et al., 2004). Llegando a la conclusion que
el uso de los aislados proteicos de amaranto en los alimentos se ve condicionada

por el pH.

En recientes afios se ha estudiado la posibilidad de electroestirar proteinas de
origen vegetal y animal. Las proteinas, por su naturaleza son dificiles de
electroestirar, debido principalmente a su estructura secundaria y terciaria, y a su
interaccidon con el disolvente. Por lo que se han utilizado polimeros sintéticos que
son capaces de electroestirar, de los que sobresalen el PVA (alcohol polivinilico) y
PEO (oxido de polietileno), estos en combinacion con proteinas como colageno,
seda, gelatina, zeina, proteina de soya, quitosano y queratina han logrado
producir nanofibras por electroestirado (Nieuwland et al., 2013). El pululano es uno
de los polisacaridos de origen natural que se ha demostrado que forma nanofibras.
Aceituno (2012) propuso el uso de aislados proteicos de amaranto en
combinaciéon con el pululano, para producir estructuras de nanofibras por la
técnica de electroestirado, estas estructuras se contemplan como posibles nuevas
morfologias dentro del procesamiento de fabricacidén y texturas para la proteina o
las matrices de encapsulacion como bioactivos para futuras aplicaciones en los

alimentos funcionales.



2.2 PULULANO

El pululano es un polisacarido de origen microbiano (Aerobasidium pullulans) que
es producido por la fermentacion del almidén. Es un glucano lineal que consiste en
unidades de maltotriosa (3 moléculas de glucosa unidas por enlace a 1-4) unidas
por enlaces a 1-6 (Figura 1) (Kachawa et al 2003; Yuen 1974). Su patrén unico de
enlaces, le confieren al polimero propiedades adhesivas, capacidad para formar
fibras y peliculas impermeables al oxigeno. Debido a sus excelentes propiedades,
el pululano se utiliza como un ingrediente bajo en calorias en los alimentos, como
agente gelificante, de revestimiento en envases para alimentos y medicamentos,
aglutinante para fertilizantes y como agente pata prevenir la oxidacién en
farmacos. Es soluble en agua, insoluble en disolventes organicos y no
higroscépico. Sus soluciones acuosas son estables y muestran una viscosidad
relativamente baja en comparacidon con otros polisacaridos. Se descompone a
250-280°C. No es toxico, es comestible y biodegradable (Rezaul et al, 2009).
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Figura 1. Estructura del pululano

El uso de pululano para fabricar fibras por electroestirado aparecio recientemente
(Sun et al., 2013). Stijnman et al., 2011 estudiaron las propiedades reoldgicas de
una serie de polisacaridos incluyendo pululano. Las fibras de pululano se
obtuvieron mediante el uso de dispersiones acuosas, y se lograron obtener

nanofibras de escala nano y micrométrica. Por sus caracteristicas para



electroestirar y por ser un polimero de origen natural, tiene una amplia aplicacion

para usarse en mezclas y formar nanofibras.

2.3 ELECTROESTIRADO

En el desarrollo de estructuras ultrafinas poliméricas, una de las tecnologias que
estd despertando un enorme interés es la técnica basada en la aplicacion de
fuertes campos eléctricos, conocida como electroestirado. Entre las ventajas de
esta técnica se menciona que es un proceso que se lleva a cabo en condiciones
ambientales, permitiendo la encapsulacion de agentes activos térmicamente
inestables. El proceso de electroestirado es conocido por muchos afios en la
industria textil y en la ciencia de los polimeros organicos, y recientemente ha
reaparecido como una nueva herramienta para la generacion de nanocapsulas o
nanofibras a base de biopolimeros, que pueden ser utilizados como vehiculos de
ciertas sustancias, estos biopolimeros pueden estar hechos ya sea de polimeros
sintéticos o proteinas principalmente. La técnica de electroestirado utiliza un
campo eléctrico de alta tension para formar fibras sélidas de una corriente de
fluido polimérico (solucion o masa fundida) formando un jet que sale a través de
una boquilla a escala de milimetro, de una jeringa. Obteniendo nanofibras con
diametros menores a 10 nm. Dependiendo del polimero que se utiliza, se puede
obtener una amplia gama de propiedades tales como la resistencia, el peso,
porosidad y la funcionalidad de la superficie principalmente. Esta novedosa técnica
de electroestirado proporciona la capacidad de adicionar particulas insolubles,
tales como agentes bacterianos o farmacos, a la solucién de polimero para su

encapsulacion (Frenot and Chronakis, 2003).

2.3.1 Técnica de electroestirado
La técnica de electroestirado (Figura 2) se basa en la aplicacién de un diferencial
de potencial entre dos polos opuestos, conformados por una aguja o sistema de

inyeccion y una placa metalica o colector, donde se depositan las estructuras
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electroestiradas, que pueden ser fibras o capsulas, formando un tejido (Figura 3).
Una disolucion de polimero, que es previamente preparada, se carga en una
jeringa de inyeccién que estd conectada a una aguja. Una bomba de infusion o
perfusion unida al émbolo de la jeringuilla genera una presion y produce un flujo
constante de la disolucién del polimero a través de la jeringa hasta la aguja. Por
efecto de la polarizacion y de las cargas que son originadas por el campo
eléctrico, la solucion sale en forma de jet hacia una superficie conductora
conectada con tierra, una placa metalica, que se encuentra entre 5y 30 cm de

distancia (Marin and Martinez, 2009).

D)
Colector

Soluciéon Polimérica

1

Bomba Inyectora

A l

' '

— Fibras
I Alto Voltaje

Figura 2. Equipo de electroestirado (Frenot and Chronakis, 2003).

Figura 3. Estructuras obtenidas en la técnica de electroestirado (Aceituno et al., 2012).

Las cargas en la superficie de la disolucion que salen por la aguja, aumentan al

incrementar el campo eléctrico hasta un valor umbral en el cual se desestabiliza la
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forma de la gota, que pasa parcialmente de esférica a cénica, formando el llamado
cono de Taylor. Durante el proceso, existen dos fuerzas que ejercen un papel
antagonista, por una parte, la repulsién electrostatica entre las cargas de la
superficie generadas por la aplicacion del alto voltaje, que tienden a romper las
gotas de la disolucion polimérica a la salida del proceso, y por otra parte, la
atraccion producida por la propia tensién superficial. Al momento de alcanzar un
voltaje critico, la generacion del jet se produce cuando la fuerza de repulsion
supera la tension superficial. Durante la creacion del jet, el solvente se va
evaporando gradualmente, y el producto obtenido se deposita en forma de red de
fibras, con un diametro que se encuentra entre 50 nm y 10 mm. Dependiendo de
la disolucion polimérica utilizada y las condiciones del procesos de electroestirado,
tales como el voltaje aplicado y la distancia entre la aguja y el colector; se pueden

obtener tanto fibras como capsulas (electroatomizado) (Marin and Martinez, 2009).

2.3.2 Parametros a considerar

La técnica de electroestirado es un método eficaz y flexible para la produccién de
nanofibras, pero esta influenciada por parametros del sistema, proceso, y
ambientales que son los que predominan en la morfologia de las nanofibras
(Pelipenko et al, 2013).

Existen parametros que se deben de controlar en la técnica del electroestirado
(Frenot and Chronakis, 2003), tales como:

0] Parametros del sistema: el peso molecular y la estructura (ramificada, lineal,
etc.) del polimero y la viscosidad, conductividad y la tension superficial del
disolvente.

(i)  Parametros del proceso: el potencial eléctrico, la tasa de flujo y la
concentracion, la distancia entre la aguja y la placa,

(i) Parametros ambientales (temperatura, humedad y velocidad del aire en la

camara) y el movimiento de la placa colectora.
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Si uno de los parametros no se controla, en las fibras aparecen la formacion de
defectos o “beads”. La formacion de perlas esta relacionada con la inestabilidad
del chorro de la solucién de polimero, que a su vez depende de la corriente
eléctrica. La viscosidad de la solucion, la densidad de carga neta transportada por
el chorro y la tension superficial de la solucion son los principales factores (Fong et
al., 1999).

Cabe mencionar que dentro de las caracteristicas del disolvente este debe
permitir una disolucion completa del polimero. Los polimeros se clasifican de
acuerdo a su hidrofilicidad. Los polimeros hidrofilicos, como los polisacéaridos y
algunas proteinas, han sido solubilizados en agua, acidos fuertes o mezclas de
agua con solventes organicos polares. Mientras que los polimeros hidréfobos,
como la policaprolactona, son disueltos en solventes organicos (Chakraborty et al.,
2009).

Dentro de las disoluciones poliméricas, la viscosidad es un parametro importante,
ya que si la viscosidad de la disolucién es muy baja (<800cP), durante el proceso
de electroestirado en vez de nanofibras se obtienen particulas, debido al
entrelazamiento de las cadenas moleculares lo que impide que el flujo sea
continuo (Chakraborty et al., 2009). A mayor viscosidad en la solucién polimérica
se favorece la formacién de fibras lisas. Si la concentracion del polimero cambia,
puede variar la viscosidad de la solucién (Fong et al., 1999). Otro factor que
influye es el peso molecular, ya que la longitud de la cadena es lo determina el
entrecruzamiento con el disolvente.

Valores altos de tension superficial conducen hacia la formacion de defectos, por
lo tanto, reducir la tension superficial favorece la formacién de fibras lisas. El
coeficiente de tension superficial depende del polimero y el disolvente. La
densidad de carga neta transportada por el chorro en el proceso de electroestirado
se ve afectada principalmente por el campo electrostatico aplicado y en menor

medida por la conductividad de la solucion (Fong et al., 1999).

Dentro de los parametros del proceso, el voltaje aplicado definira si se forman

capsulas o fibras, ya que a mayor voltaje aumenta la probabilidad de formacion de
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capsulas, alterando la apariencia fisica de las fibras asi como su cristalinidad,
mientras a voltajes entre 6 y 20 kV se favorece la formacion del cono de Taylor,
esencial para la formacion de fibras (Kriegel et al., 2008). La velocidad de flujo
tiene relacion directa con el voltaje aplicado, cuando la velocidad de flujo aumenta,
se incrementa el didmetro de la fibra o capsula. Por lo que bajos flujos de
alimentacion son los deseables permitiendo la evaporacion del disolvente y asi
evitando residuos de éste, que pueden ocasionar fusién entre las fibras
(Ramakrishna et al., 2005).

Pelipenko et al. (2013) en un estudio demostraron que el didmetro de las
nanofibras se puede regular mediante el control de la humedad relativa durante el
proceso de electroestirado. Valores bajos de humedad relativa provocan la rapida
evaporacion del disolvente provocando nanofibras mas gruesas, mientras a
valores altos de humedad relativa la evaporacién del disolvente es lenta,

resultando nanofibras mas delgadas.

Actualmente el uso de la técnica de electroestirado se utiliza con una mezcla de
polimeros de polisacaridos y proteinas. El electroestirado de proteinas es un reto,
debido a su compleja composicion quimica, su estructura tridimensional y su
caracter polielectrolitico, lo cual incrementa el nimero de interacciones inter e intra
moleculares. Sin embargo, proteinas de origen vegetal, como la zeina y la
proteina del gluten han sido sometidas al proceso de electroestirado, obteniendo
resultados favorables (Jiang et al., 2007). No todos los polimeros son aptos para el
electroestirado, en general las soluciones poliméricas que presentan un peso
molecular muy alto o muy bajo no son aptas para ser sometidas al proceso de
electroestirado. Como ya se ha mencionado el proceso depende de la viscosidad,
el uso de un agente tensoactivo no idnico mejora el proceso de electroestirado y la
morfologia de las nanofibras. Estudios han demostrado que la relacion
polimero/tensoactivo puede ayudar a eliminar los granos o defectos en nanofibras
y mejorar las propiedades mecanicas de estas junto con la adiciéon de alcohol de

polivinilo (Qiang et al., 2008).
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2.4 TENSOACTIVOS

Son sustancias que, afiadidas en pequefia cantidad, disminuyen en gran medida
la tension superficial de la interfase agua-sustancia grasa. Los tensoactivos son
moléculas organicas, constituidas por una parte hidrofoba y otra hidrofilica. La
parte hidréfoba es una cadena hidrocarbonada alifatica, y la parte hidrofilica va en
funcién al tipo de tensoactivo, si la cadena lleva un grupo anidnico (sulfato o
sulfonato) es un tensoactivo aniénico; un grupo catibnico, como un amonio
cuaternario, es un tensoactivo cationico; y si lleva un grupo sin carga iénica, como
una amida o una cadena oxietilenada, son tensoactivos no idnicos. Los
tensoactivos anfotéricos, normalmente llevan en su cadena una betaina o

sulfobetaina (Mencias and Mayer, 2000).

La mayoria de los tensoactivos son liquidos viscosos, suspensiones 0 soluciones;
pero hay algunos sdlidos en forma de cristales, hojuelas o ceras (Fuentes and
Roméan, 1980).

2.4.1 Clasificacién
Como ya se habia mencionado, segun sea su ionizacion, en el agua, es decir, la
hidrofilicidad (Fuentes and Roman, 1980), los tensoactivos pertenecen a uno de

los tres grupos:
(i) Idnicos:

Anidnicos (si su carga es negativa). Pueden ser sulfonatos alquilaromaticos,
ésteres sulfuricos o alquilsulfonatos. Y los grupos hidrofilicos asociados a estos
tensoactivos son un grupo sulfo (-SOsH), grupo éster sulftrico (-OSOsH) o grupo

carboxilo (-COOH). Cada grupo hidrofilico estd unido a una porcién lipofilica.

Catiénicos (con carga positiva). Son derivados del amonio (NHs), y se conocen

como sales cuaternarias de amonio

(i)  Anfotéricos, actian como tensoactivos iénicos o no iénicos, segun sea la

acidez de la solucién.
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(i) No ionicos, no se ionizan en soluciones acuosas. Son principalmente
derivados de polioxietiieno (polioxietileno alquil fenoles) vy
polioxipropileno. Estos tensoactivos estan constituidos por una cadena
hidrocarbonada lipofilica (alquilfenoles y acidos grasos) con su alcohol
unida a una segunda cadena que es hidrofilica y compuesta de grupo
oxietilenos (CH2-CH2-O). En solucidon acuosa las moléculas de agua
forma puentes de hidrégeno con el oxigeno éter (CH2-O-CH2) del grupo
oxietileno. Entre mas grupos deoxietileno estén formando la cadena,

mayor sera la afinidad con el agua, por lo tanto mayor solubilidad.

Este tipo de surfactantes se puede identificar por la relacion entre la longitud de
las cadenas hidrofilicas y lipofilicas, conocida como Balance Hidrofilico/Lipofilico
(HLB) (Fuentes and Roman, 1980).

2.4.2 Caracteristicas

Los agentes tensoactivos tienen aplicaciones practicas como agentes
humectantes, dispersantes, defloculantes, detergentes, emulsificadores,
suspensores y solubilizantes. Cualquier tensoactivo presenta todas estas
propiedades en algun grado, pero, en general, domina una de ellas sobre las
demas, lo cual hace que se restrinja el empleo de cada agente a una aplicacion
determinada.

e Agente humectante

Es un tensoactivo que, cuando se disuelve en el agua, hace disminuir el &ngulo de
contacto y ayuda a desplazar la fase aérea de la superficie, reemplazandola por
otra liquida. La accion mas importante de un agente humectante es la de disminuir
el angulo de contacto entre el liquido y la superficie en que se apoya, entendiendo
por angulo de contacto el angulo que existe entre la superficie de una gotita liquida
y la superficie sobre la cual se encuentra. El angulo de contacto entre un liquido y
un sélido puede variar desde 0°, sefial de que el liquido moja completamente al
soélido, hasta aproximarse a 180°, cuando la accidon humectante es insignificante;

pudiendo también presentar cualquier valor intermedio entre estos limites. Para
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gue un agente humectante actie con eficacia, es decir, para que presente un

angulo de contacto pequefio, deberé tener un valor HLB alrededor de 6 a 9.

e Agentes solubilizantes

Los agentes solubilizantes son compuestos anfifilicos que permiten preparar
disoluciones acuosas, de concentracion un tanto elevada, de sustancias

inmiscibles o parcialmente miscibles con el agua.

e Agentes espumantes y antiespumantes.

Muchas disoluciones de agentes tensoactivos producen espumas estables cuando
se mezclan intimamente con el aire. La espuma es una estructura relativamente
estable formada por bolsas o burbujas de aire encerradas en el interior de
peliculas delgadas de liquido, es decir, una dispersion de un gas en un liquido que
se estabiliza por medio de un agente espumante. La espuma se disipa o deshace
a medida que se va eliminando el liquido de la zona que rodea a las burbujas de
aire, pues finalmente la pelicula liquida colapsa. Los agentes antiespumantes,
como el alcohol, éter y aceite de ricino pueden emplearse para destruir la espuma.

e Detergentes.

Los detergentes son agentes tensoactivos que se emplean para separar la
suciedad de cualquier tipo de superficie. La detergencia es un proceso complejo,
por el cual se separan las sustancias extrafias de las superficies, en el que estan
incluidas muchas de las acciones caracteristicas de los agentes tensoactivos
especificos, como el mojar, inicialmente, la suciedad y la superficie que va a ser
limpiada, la defloculacion y suspension, la emulsificacion o solubilizacion de las
particulas de suciedad y, algunas veces, la formacion de la espuma para extraer y

eliminar las particulas extrafias.
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e Accion antibacteriana de los agentes tensoactivos.

La actividad antibacteriana de los agentes tensoactivos, en particular la de los
compuestos cuaternarios, que es bien conocida, depende no so6lo de los
fenémenos interfaciales, sino también de otros importantes factores. Estos
agentes son adsorbidos sobre la superficie celular, y se supone que produce la
destruccion de las células al aumentar la permeabilidad de la membrana celular
lipoidea. Por tanto, la muerte de los microorganismos es debida a la pérdida de
sustancias esenciales para la vida celular. Tanto los microbios Gram positivos
como los Gram negativos son sensibles a la accion de los compuestos
cuaternarios catidnicos; sin embargo, las bacterias Gram positivas son atacadas
con mas facilidad por los agentes anidnicos que las Gram negativas. Los
tensoactivos no iénicos son los agentes antibacterianos menos eficaces, ya que,
en realidad, éstos favorecen, en lugar de inhibir, el crecimiento de las bacterias,
posiblemente por proporcionar los acidos grasos de cadena larga en una forma tal

gue son metabolizados con facilidad por el microorganismo.

2.4.3 Accion de los tensoactivos en el electroestirado

Estudios anteriores mencionan el uso de tensoactivos en la solucién polimérica
para disminuir la presencia de defectos en las fibras, como se observa en la Figura
4 (Talwar et al., 2010; Wang et al, 2008; Wongsasulak et al., 2010; Aceituno et al.,
2012). ElI empleo de tensoactivos esta relacionado con el efecto que causa la
union de estos mondémeros al esqueleto de la cadena proteica en la disminucion

de su caracter polielectrolitico y la tension superficial (Kriegel et al., 2009).
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Figura 4. SEM de imagenes de nanofibras en solucion de 6xido de polietileno (PEO)/
polimero HASE. A) Sin tensoactivo B) Con NP15 tensoactivo no iénico (Talwar et al.,
2010).

Diversos autores sugieren el uso de tensoactivos no iénicos (Talwar et al., 2010;
Wang et al., 2008; Wongsasulak et al., 2010; Aceituno et al., 2012; Kriegel et al.,
2009), ya que tienen una importante influencia en las interacciones hidréfobas con
los polimeros. La adicion de tensoactivos a las soluciones de polimero conduce a
una ligera mejora en la conductividad que se puede atribuir a la existencia de
grupos polares existentes en la estructura de los tensoactivos. También tiene una
influencia en la reologia del polimero, como en las propiedades viscoelasticas
(Talwar et al., 2010). La mezcla de un tensoactivo no cargado y un polimero
cargado (proteina con acido férmico) posibilita la formacion de complejos que
pueden retener su carga total y mantener interacciones intra e intermoleculares del
tipo puentes de hidrégeno e interaccione hidréfobas. Asi mismo, estos
tensoactivos pueden generar cambios en la conformacién del polimero, el cual
puede asumir una estructura mas abierta que podria afectar la concentracion
critica para lograr el entrecruzamiento entre las cadenas y facilitar el proceso de

electroestirado (Aceituno, 2012).

Wang et al., (2008) concluyen que la tension superficial es otro de los factores
importantes que afecta a la morfologia de las nanofibras y su proceso de
electroestirado, por lo que sugieren el uso de tensoactivos, con la finalidad de
reducir significativamente la tension superficial, obteniendo nanofibras mas

pequenas.
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Es bien conocido que una alta tension superficial de la solucién de polimero puede
favorecer la formacion de perlas. Aceituno et al. (2012) en un estudio realizado
para la elaboracién de nanofibras a base de proteina de amaranto mencionan que
la alta tension superficial de las soluciones de aislado proteico junto con acido
férmico podria contrarrestar las fuerzas eléctricas, evitando asi la expulsién con
éxito de un chorro constante de la solucion polimérica desde la punta de la jeringa
hasta la placa recolectora, teniendo la formacion de perlas. Con el fin de reducir la
tensién superficial de la solucion de proteina de amaranto con acido férmico,
adicionaron Tween 80, un tensoactivo de grado alimentario no iénico, mejorando
significativamente asi la morfologia de las estructuras de electroestirado, la cual
parece estar relacionada con la disminucién de la conductividad de la soluciones.
La reduccién en la conductividad puede ser explicada por la union de monémeros
de tensoactivo a la cadena principal del aislado proteico de amaranto, reduciendo

de este modo su caracter polielectrolitico (Kriegel et al., 2009).

En el mismo estudio se realizd una evaluacion del efecto de electroestirado con
un tensoactivo anioénico, estearoil lactato de sodio, donde observaron que éste no
era solubilizado en la solucién de acido férmico con aislado proteico (Aceituno et
al., 2012). Esto podria ser atribuido a las interacciones entre las cargas negativas
de la tensoactivos con las cargas positivas de la proteina, generando complejos
insolubles entre el polimero y el surfactante separandose rapidamente de la
solucién. También observaron que la conductividad se redujo significativamente, lo
que parece ser un factor clave para explicar la mejora morfologica de los
materiales obtenidos por electroestirado. La reduccion en conductividad podria
explicarse por la unibn de mondémeros del tensoactivo a la estructura del aislado
proteico de amaranto, reduciendo de este modo el caracter polielectrolitico
(Kriegel et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

La busqueda de nuevas aplicaciones tecnologicas para la industria alimentaria a
partir de un producto mexicano, como el amaranto, ha permitido hoy en dia el
desarrollo de nuevos productos que incluyan a su proteina como un ingrediente de
alto valor nutricional. La técnica de electroestirado recientemente ha cobrado
importancia dentro de la industria farmacéutica y alimentaria ya que permite la
formacion de nanofibras que se pueden utilizar como vehiculos de encapsulaciéon
de activos, tales como antioxidantes, vitaminas, entre otros, convirtiéndose en
sistemas acarreadores estables, seguros y de liberacion controlada dentro de un
alimento o farmaco, ayudando asi a retardar, prevenir o inhibir reacciones de
oxidacion. Estudios recientes mencionan el uso del aislado proteico de amaranto
como un ingrediente potencial para formar nanofibras mediante la técnica de
electroestirado. Sin embargo la obtencion de este aislado resulta ser un método
costoso y tardado. En este proyecto se propone el poder usar fracciones previas a
la obtencion del aislado proteico de amaranto, asi como dos asilados proteicos,
uno obtenido de la harina de amaranto y el otro proporcionado por un distribuidor,
como material para la formacion de nanofibras. Estos en combinacién de
tensoactivos, se propone el desarrollo de nanofibras estables y seguras, que en un
futuro permitan ser aplicadas como sistemas encapsulantes, peliculas que
proporcionen proteccion a los alimentos o como empaques que permitan

desempeiniar varias funciones (barrera, conservador, antimicrobiano, etc).
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4. HIPOTESIS

Las soluciones con las fracciones previas a la obtencion del aislado proteico de
amaranto, pululano y tensoactivos no ibnicos presentardn propiedades

fisicoquimicas adecuadas para ser electroestiradas generando nanofibras.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
Evaluar el potencial de las fracciones proteicas de amaranto y el uso de

tensoactivos para la formaciébn de nanofiboras mediante la técnica de

electroestirado.

5.2  Especificos

1. Obtencion de las diferentes fracciones proteicas de la harina de amaranto,
mediante el método de precipitacion isoeléctrica.

2. Evaluar las diferentes fracciones proteicas de la harina de amaranto aptas
para el proceso de electroestirado.

3. Evaluar el uso de tensoactivos no ionicos en las fracciones proteicas
seleccionadas.

4. Caracterizar fisicoquimicamente los sistemas formadores de nanofibras.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

Acido formico con 95% de pureza. Tensoactivos no i6nicos: Tween 80
(Monooelato de polioxietileno sorbitan), Span 20 (Monolaurato sorbitan), Tergitol
NP-10 (nonil fenol polietilen glicol eter), Triton X-100 (octil fenol etoxilato) y
pululano, fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

6.2 ACONDICIONAMIENTO DE LA HARINA DE AMARANTO

El concentrado proteico fue obtenido de Nutrisol, San Miguel de Proyectos
Agropecuarios S.P.R. de R.S. (SMPA). ElI grano de amaranto (A.
hypochondriacus) fue proporcionado por el INIFAP unidad Querétaro. El grano de
amaranto se molié con un molino de cuchillas y se paso por una malla no. 40. La
harina se secé en un horno de conveccién (ShelLab, modelo 1600 HAFO Series)
a 50°C por 40 min para eliminar la mayor parte de humedad. Tanto el COPRAM
como la harina se desengrasaron con hexano en proporcion 1:10 (p/v) por 8 h
mediante Soxhlet. Trascurrido ese tiempo las muestras se dejaron secar a

temperatura ambiente y se almacenaron a 4°C hasta su futuro uso.

6.3 OBTENCION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS POR
PUNTO ISOELECTRICO

En el esquema mostrado en la Figura 5, se muestra el tratamiento al que se
sometié la harina de amaranto (HA) y el concentrado proteico (COPRAM), ambos
desgrasados. El objetivo de realizar extracciones a diferente pH fue observar el
perfil de solubilidad de las proteinas de harina de amaranto. Al realizar una
precipitacion con pH 9 se tiene una maxima solubilidad de las proteinas, las
globulinas se encuentran presentes entre el 70 y 80% en la harina de amaranto, el
residuo (pastilla) contiene principalmente polisacéaridos insolubles que se eliminan
por centrifugacion, incluyendo la fibra. Mientras que el extracto obtenido

(sobrenadante) se llevd una precipitacion acida a pH 5 obteniéndose una
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solubilidad entre el 15 y 50 %. Cabe mencionar que el punto isoeléctrico de las
proteinas de amaranto se encuentra entre 5 y 6 donde existe una menor
solubilidad de estas (Marcone and Kakuba, 1990 & Salcedo 2004). Como

tratamiento final la proteina se lava y neutraliza obteniéndose el aislado proteico.

Harina desgrasada de amaranto (HA y COPRAM)+
agua destilada
Relacion 1:10 (p/v)

A 4

Alcalinizacion NaOH 2 N
pH 9

A 4

Extraccion de proteinas a temperatura ambiente por
30 min en agitacion

y
Centrifugacion (9000 rpm, 20 min, 10°C)

A

Sobrenadante

A

Acidificacién HCI 2 N
pH5

A 4

Extraccion de proteinas a temperatura ambiente por 30
min en agitacion

A
Centrifugacion (9000 rpm, 20 min, 4°C)

Resuspensidn de la pastilla en
agua destilada

Sobrenadante

A
Ajustar pH 7

v

Liofilizar

Aislado proteico
(APA)

Figura 5. Extraccion de proteinas (Martinez and Afdn, 1996).

25



6.4 ELECTROFORESIS

El peso molecular del polimero (fraccidn proteica) es uno de los principales
factores que intervienen en el proceso de electroestirado (Aceituno, 2012). Por lo
que se realizé una electroforesis SDS-PAGE tanto en condiciones reductoras y no
reductoras. Se busca la obtencion de proteinas con pesos moleculares de 10 a 83
kDa para ser utilizadas en la técnica de electroestirado. Se prepararon dos
minigeles de 0.75 mm de espesor, cada uno con un gel concentrado de 2 cm de
longitud, con sus respectivos pocillos y un gel separador de 6 cm. Las cantidades
que se prepararon el gel concentrador y separador se muestran en los Cuadros 5
y 6, respectivamente. 10 mg de cada fraccion proteica se disolvieron en una
soluciéon amortiguadora (Cuadro 7) y se agregd 5% de [(-mercaptoetanol a la
solucion amortiguadora donde se disuelven las muestras. Estas muestras se
calientaron por 1 minuto a 100°C en un bafio seco. Las bandas de proteina se

visualizaaron por tincién con azul de Coomasie.

Cuadro 4. Gel concentrador al 4% de acrilamida en solucién amortiguadora
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8

10 ml
0.5M Tris-HCI pH 6.8 2.5 ml
SDS 10% 0.1ml

Acrilamida/bisacrilamida 30% 1ml

APS 10% 0.100 ml
TEMED 0.005 ml
Agua destilada Hasta completar los 10 ml
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Cuadro 5. Gel separador al 15% de acrilamida en solucién amortiguadora
Tris HCI 1.5 M, pH 8.8

10 ml
0.5M Tris-HCI pH 8.8 2.5 ml
SDS 10% 0.1ml

Acrilamida/bisacrilamida 30% 4.3 ml

APS 10% 0.05 ml
TEMED 0.005 ml
Agua destilada Hasta completar los 10 ml

Cuadro 6. Solucién amortiguadora de la muestra

10 ml
0.5M Tris-HCI pH 6.8 1mi
Glicerol 0.8 ml
SDS 10% 1.6 ml
Azul de bromofenol 1% 0.4 ml
B-mercaptoetanol (condiciones reductoras) 0.34 ml
Agua destilada 3 ml

6.5 DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

La determinacion de los carbohidratos totales se realizd por el método de Dubois
(1958). Debido a que las fracciones como los aislados proteicos no se solubilizan
totalmente en agua, las muestras sufrieron un proceso de filtracion.
Posteriormente las muestras se diluyeron a 2000x. Se calcul6 la cantidad de
carbohidratos totales presentes en las muestras a partir de la curva patron de

glucosa, el intervalo del método 5-300 pg/ml. Una vez realizada la curva patrén se
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tomaron las absorbancias obtenidas a la longitud de onda de 490 nm (Spectra

Max 602) y se establecio la ecuacion para el calculo de las concentraciones.

6.6 PREPARACION DE LA DISOLUCION POLIMERICA

Para la obtencion de nanofibras se preparé la disolucion polimérica, que consistio
de una mezcla del aislado proteico de amaranto (APA) y pululano (Pul) en una
relacion 75:25(APA:Pul) respectivamente, y otra de Fracciéon 2 (Frac 2) y pululano
(Pul) 50:50 (Frac2:Pul) utilizando acido férmico como solvente . Se adicion6 un
tensoactivo no iénico (Ta) al 30 y 40% (Tween 80, Tergitol NP-10, Triton X-100,
Span 20) en funcién de la proteina, para obtener una mejora en la morfologia de

los encapsulados y en la capacidad de electroestirado (Aceituno, 2012).

6.6.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental en mezclas con proporciones variables de APA
HA, APA COPRAM, Frac 2 HA, Frac 2 COPRAM, Pululano, tensoactivos no
i6nicos (Tween 80, Tergitol NP 10, Triton X-100, Span 20), en proporciones de
APA:Pul:Ta (75:25:30 y 40%) y Frac2:Pul:Ta (50:50:30 y 40%). Considerando los
objetivos de la investigacion se construyo el disefio experimental de tal manera
gue permitiera la estimacion de efectos triples, obteniéndose un total de 16
mezclas experimentales, las cuales fueron realizadas por triplicado (Cuadros 7 y
8).
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Cuadro 7. Disefio experimental de las mezclas de
soluciones poliméricas de la fraccion 2.

Mezcla Fraccion 2 Tensoactivo Concentracion
de tensoactivo

1 HA Tween 80 30
2 HA Tween 80 40
3 COPRAM Tween 80 30
4 COPRAM Tween 80 40
5 HA Tergitol 30
6 HA Tergitol 40
7 COPRAM Tergitol 30
8 COPRAM Tergitol 40
9 HA Tritén 30
10 HA Tritén 40
11 COPRAM Tritén 30
12 COPRAM Tritén 40
13 HA Span 30
14 HA Span 40
15 COPRAM Span 30

16 COPRAM Span 40




Cuadro 8. Disefio experimental de las mezclas de
soluciones poliméricas del aislado proteico.

Mezcla APA Tensoactivo Concentracion
de tensoactivo

1 COPRAM Tween 80 30
2 COPRAM Tween 80 40
3 HA Tween 80 30
4 HA Tween 80 40
5 COPRAM Tergitol 30
6 COPRAM Tergitol 40
7 HA Tergitol 30
8 HA Tergitol 40
9 COPRAM Tritén 30
10 COPRAM Tritén 40
11 HA Tritén 30
12 HA Tritén 40
13 COPRAM Span 30
14 COPRAM Span 40
15 HA Span 30
16 HA Span 40

6.7 CARACTERIZACION DE LAS SOLUCIONES

La viscosidad, conductividad y tensiéon superficial de las soluciones poliméricas
tienen un papel determinante en el tamafio de la fibra y morfologia durante el
proceso de electroestirado. La viscosidad de las soluciones se determino

utilizando un reémetro modelo Physica MCR 101 (Anton Para). Las mediciones de
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conductividad se realizaron utilizando un conductimetro marca Orion Star A212
(Thermo Scientific). Para la tension superficial se utiliz6 un tensiémetro marca
Sigma modelo 703 (KSV Instruments Ltd., Helsinki, Finland).

6.8 TECNICA DE ELECTROESTIRADO

El aparato de electroestirado estd equipado con una fuente de alto voltaje, que
proporciona un voltaje variable entre 0-30 kV marca Acopian, modelo PO30HP1-
230, el cual corresponde al &nodo, éste se une a una aguja de acero inoxidable
con un didmetro interior de 0.9 mm que conecta mediante un cable de PTFE a las
disoluciones de bipolimeros contenidas en una jeringa de plastico de 5 ml. La
jeringa se conecto al electrodo de polaridad positiva, que a su vez se encuentra
conectado a la fuente de alto voltaje. Todos los experimentos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente. Las condiciones de voltaje fueron a 22 kV, a una distancia
de la aguja al colector de 10 cm y con un flujo de alimentacion de 0.4 mi/h.

6.9 CARACTERIZACION FiSICOQUIMICA DE LAS
NANOFIBRAS

6.9.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La capacidad de detectar el tamafio de didmetros y la morfologia de las fibras
electroestiradas se examind utilizando la microscopia electronica de barrido (SEM;
Modelo EVO-50, Marca Carlo Zeiss) para obtener mejores condiciones de imagen
se recubrieron las nanofibras con una capa de oro, utilizando vacio. Todos los
experimentos se realizaron a 10 kV. El didmetro de las estructuras se obtuvo del

promedio de 100 mediciones empleando el software ImageJ.
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6.9.2 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La topografia y la superficie se observaron mediante el Microscopio de Fuerza
Atémica (Nanoscope IV Dimension 3100 de Digital Instruments-Bruker), en modo
Tapping, con una punta corta de DLC, a una frecuencia de trabajo de 298 kHz y
256 de resolucion, con un Scan Rate de 0.5 Hz y un drive amplitude de 2583 mV.
Las imagenes obtenidas por AFM se analizaron por medio del software Gwyddion

y, se obtuvo un promedio de 10 mediciones por muestra.

6.9.3 Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Difusa (DRIFTS)

Esta técnica permite la obtencion de espectros en muestras dificiles como polvos,
fibras, adhesivos, entre otros, y nos permite la caracterizacién de la estructura
molecular. Como tratamiento previo, las muestras se molieron con nitrégeno
liquido para facilitar la medicién. Los espectros de reflectancia difusa se tomaron
en un espectrofotometro de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)
Spectrum GX de Perkin Elmer con microscopio acoplado AutolMAGE. Para la
obtencion de los espectros se formaron pastillas con 12 mg de muestras y 202 mg
de KBr. Los espectros obtenidos fueron analizados mediante el software Oppus.

6.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de varianza con 95% de nivel de confianza. Para el disefio
estadistico experimental de las mezclas se realizaron la estimacién de efectos
triples, asi como la comparacion de medias a través del estadistico de prueba de
Tukey. Los resultados obtenidos se analizaron en el software JMP 8.0
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES Y DEL
AISLADO PROTEICO

7.1.1 Proteina
El contenido de proteina reportado en la harina de amaranto se encuentra entre 12
y 18% (Martinez and Afién, 1996). En el presente trabajo, el contenido de proteina
de las fracciones proteicas, tanto para COPRAM como para HA, fueron de 22.37%
y 26.35%, respectivamente. Estos valores son mayores al contenido de proteinas
presentes en la harina de amaranto, esto era de esperarse ya que durante el
proceso de extraccion se eliminan otros componentes como algunos carbohidratos

y fibra, facilitando la solubilidad de la proteina.

Para los aislados proteicos, el contenido de proteina de APA-COPRAM y APA-HA
fue de 70% y 68%, respectivamente. Estos resultados son menores a lo reportado
por Aceituno (2012), quien reportd un 85% de proteina para los aislados; mientras
que, Abugoch et al (2010) y Martinez y Aiidn (1996) reportaron valores entre el 80
y 90% de proteina. Estas diferencias puede deberse que durante el proceso de

purificacion, las proteinas no se lograron solubilizar adecuadamente.

Tomando en cuenta que el peso molecular del polimero es uno de los factores
principales que interviene en la obtencion de fibras, se determinaron los pesos
moleculares de las fracciones y del aislado proteico por gel de electroforesis en
condiciones reductoras (Figura 6). Las columnas C y D corresponden a los
aislados proteicos, APA-COPRAM y APA-HA respectivamente, y las columnas Ay
B corresponden a las fracciones Frac2-COPRAM y Frac2-HA, respectivamente.
En general, los aislados proteicos y las fracciones presentan pesos moleculares
semejantes entre 10 y 90 kDa. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Aceituno (2012) y Martinez y Afdn (1996) quienes evaluaron los pesos
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moleculares de aislado proteico de amaranto utilizando la misma técnica,

obteniendo pesos que van de 10 a 80 kDa.

116 KDa

97 KDa

66 KDa

55 KDa

36 KDa

29 KDa

Figura 6. Gel representativo de electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras: M)
Marcador de peso molecular; A) Fraccion-COPRAM; B) Fraccion2-HA; C) Aislado proteico
de amaranto-COPRAM; D) Aislado proteico-HA

Las proteinas de la harina de amaranto se han caracterizado con base en la
clasificacion de Osborne, aunque existe discrepancia sobre cuél es la fraccion
mayoritaria, esto debido a los diferentes métodos y solventes de extraccion
empleados. En general, el contenido de albuminas varia del 19 al 45%, el de
globulinas (11S y 7S) del 16 al 35%, de prolaminas de 0.7 a 1.3%, y el de
glutelinas de 22 a 41% (de la Rosa et al., 1992a). En el perfil electroforético, tanto
para las fracciones como para los aislados, se observan bandas de 36 a 55 kDa,
que corresponden a las albuminas (35 kDa) y globulina 11s. Las albuminas
representan una fraccion importante de las proteinas de reserva. En el amaranto
existen dos clases de globulinas, 7s y 11s, siendo la 7s la que tiene mayor peso
(141-170 kDa). Mientras que la 11s consiste de dos subunidades acidas (35-37
kDa) y béasicas (18-20 kDa) (Konishi et al, 1985). También se observan bandas

menores de 20 kDa; éstas pueden corresponder a las glutelinas, ya que éstas
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tienen un perfil electroforético similar al de las globulinas 11s mostrando bandas

principales entre 50, 30 y 20 kDa.

Se puede decir que las fracciones y los aislados se encuentran presentes
proteinas con pesos moleculares que van de 10 a 90 kDa, y corresponden a la
fracciones de albuminas, globulinas 11S y glutelinas. Fue importante conocer el
peso molecular de las fracciones y de los aislados, ya que tienen una gran
influencia en el proceso de electroestirado. Generalmente, polimeros con pesos
moleculares altos aumentan la resistencia para ser solubilizadas. Se ha
encontrado que el peso de los polimeros tiene una relacion directa con la
viscosidad, puesto que la longitud de polimero determina la cantidad de redes de
las cadenas de polimero en el disolvente (Ramakrishna et al., 2005). Las proteinas
son dificiles de someterse al proceso de electroestirado, debido a su compleja
estructura secundaria y terciaria. Para que las proteinas sean formadoras de
fibras, su forma espiral se debe de disolver al azar alterando las interacciones inter
e intra moleculares. Las proteinas globulares se caracterizan por tener muy poca
interaccién una con otra; por lo tanto, en el proceso de electroestirado es dificil
formar una estructura enredada (van den Heuvel et al., 2013).

7.1.2 Carbohidratos

El método fenol-sulfrico propuesto por Dubois et al (1956) se fundamenta en que
los carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas
temperaturas. Bajo estas condiciones, una serie de reacciones complejas toman
lugar empezando con una deshidratacion simple, se continta el calentamiento y la
catélisis acida produce varios derivados del furano que condensan consigo
mismos y con otros subproductos para producir compuestos coloridos, producto
de la condensacion de compuestos fendlicos. Todos los azlcares, como
oligosacaridos y polisacaridos, pueden determinarse, recordando que éstos bajo

hidrolisis acida producen monosacaridos (Nielsen, 1998).

35



La harina de amaranto tiene aproximadamente un 60% de carbohidratos, de los
cuales el almidén es el componente mayoritario. El contenido de almidon de los
granos del género Amaranthus varia entre 55 y 60g/100g de su peso, siendo la
amilosa (97%) la que se encuentra en mayor proporcidbn a comparacion de la
amilopectina (3%) (Villareal et al., 2013; Paredes et al., 1989).

Los calculos realizados para la curva de calibracion y para las concentraciones de
las muestras se presentan en el apartado Anexo 1. La curva de calibracion
obtenida arroj6é una R de 0.993 (Ver Anexo 1). En el Cuadro 9 se muestran las

concentraciones de azucares totales que contienen las muestras.

Cuadro 9. Concentracion de azUcares totales
en las muestras

Muestra Concentracion
(Mg/mL)
APA-HA 131.74
APA-COPRAM 122.42
F2-HA 141.70
F2-COPRAM 127.56

El valor representa la media de repeticion £ su error estandar.

Existen estudios, que utilizan condiciones alcalinas con NaOH para extraer el
almidon presente en la semilla y harina de amaranto (Villareal et al, 2013). Durante
el proceso de extraccion proteica en el presente trabajo, se comenzé con una
extraccion alcalina, lo cual asegurd extraer la mayor parte del almidén presente.
Las concentraciones de glucosa que se observan en el Cuadro 9, pueden derivar

de azucares no tan complejos, como pueden ser oligosacaridos o azlcares
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simples. Existe la posibilidad que no haya una completa extraccion del almidén al

momento de obtener los aislados y fracciones.

Algunos estudios mencionan el uso de almidones para producir nanofibras (Kong
and Ziegler, 2014; Sunthornvarabhas et al., 2011; Stijnman et al., 2011), al igual
gue polisacaridos como la celulosa, el alginato, quitosano, gelatina, pululano, entre
otros (Stijnman et al., 2011; Wongsasulak et al., 2010; Yong et al., 2009). Kong et
al (2009) sefalan la importancia de un buen disolvente para formar fibras
electroestiradas a partir de carbohidratos, el cual debe de ser capaz de disolver el
almidon y otros carbohidratos, por ejemplo, la estructura de la amilosa en el
solvente adecuado cambia de una conformacion de espiral al azar a una forma

extendida, lo que facilita el entrelazamiento en el proceso de electroestirado.

Por lo anterior, se puede sugerir que la presencia de pequefias concentraciones
carbohidratos dentro de las fracciones y de los aislados en las mezclas realizadas
puede favorecer el proceso de electroestirado.

7.2 CARACTERIZACION DE LA SOLUCION POLIMERICA

El proceso de electroestirado se ve afectado por varios parametros, entre ellos los
pardmetros de la solucién, los del proceso y ambientales. Dentro de los
pardmetros de la solucién se incluyen la viscosidad, la tension superficial y la
conductividad. Estos parametros afectan significativamente las morfologias de las
fibras. En los Cuadros 10 y 13 se presentan los resultados de la caracterizacion
fisicoquimica de las soluciones poliméricas tanto para las fracciones como para los

aislados proteicos.

7.2.1 Viscosidad
La viscosidad de la solucion tiene un papel importante en la determinacion del

tamafno y morfologia de la fibra. Se ha reportado que a viscosidades bajas no hay
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formacion de fibra continda, y a viscosidades altas es dificil la formacién del cono

de Taylor durante el proceso de electroestirado.

Cuadro 10. Mediciones de viscosidad y conductividad de las soluciones
poliméricas de los aislados proteicos

Concentracion

de tensoactivo Viscosidad (cP) Conductividad

Tensoactivo (%) (mS/cm)
30 39.32+3.01¢ 1.59+0.01°
Tween
40 63.33+ 1.47 "¢ 1.14+0.18°¢
30 73.59 +3.84 @ 4.35+0.072
Tergitol
b b
APA 40 67.64 £ 2.45 °C 1.38 £ 0.06 °
COPRAM 30 7471077  4.69+0.342
Triton
40 73.51+3.54 1.56 + 0.08 "¢
30 76.86+6.32 2 4.56 £0.07 2
Span
40 64.74+2.47 ¢ 1.36 + 0.07 "¢
30 82.3+0.612 4.49+£0.012
Tween
40 76.76+7.48 4.61+£0.052
30 65.74 + 4.05 be 4.48 £0.022
Tergitol
40 57.60 +0.96 °d 4.68 £0.032
APA HA
30 58.45 + 4,54 <d 450+£0.052
Tritén
40 46.68 +0.042%  432+0.12
30 56.9 + 1.25 4.50 £+0.03 2
Span
40 5459 +1.15 < 4.68+0.012

El valor representa la media de al menos tres repeticiones+ su error estandar. Superindices con
diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p<0. 05) mediante la

prueba de Tukey.
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Para los valores de viscosidad obtenidos (Cuadro 10) se observa que la fuente de
los aislados proteicos, la concentracion y tipo de tensoactivo tienen un efecto
significativo para la formacion de fibras. La prueba de Tukey sefiala que no existe
diferencia significativa. La solucion con 40% de Tween 80 con APA-HA presento el
mayor valor de viscosidad (82.32 cP), mas del doble en comparacion con la
solucién que presentd menor viscosidad (39.32 cP, Tween 30%, APA-COPRAM).
Los tensoactivos Triton, Tergitol y Span en ambas concentraciones presentaron
viscosidades de 46 a 77 cP. Se observa que al aumentar la concentracién de
tensoactivos (40%) disminuye la viscosidad, aunque el andlisis estadistico no

sefala que existe una diferencia significativa.

El andlisis estadistico arroj6 que existen efectos de dobles y triples interacciones
entre los factores de concentracion de tensoactivo, tipo de tensoactivo y fuente de
proteina (Cuadro 11). Como se puede observar en la Figura 7, se muestran las
medias obtenidas de viscosidad de las soluciones poliméricas. En el grafico de
COPRAM, se observa que a una concentracion de 30% de tensoactivo, los
tensoactivos Tergitol, Tritbn y Span presentan un comportamiento semejante en
cuanto a valores de viscosidad, mientras que el tensoactivo Tween, a la misma
concentracion la viscosidad es mucho menor (39.32cP). También se ve que
existen diferencias entre cada concentracion (30 y 40%) de los tensoactivos
Tergitol y Span, y mayoritariamente en Tween. Mientras que el tensoactivo Tritén

no parece existir diferencia entre las dos concentraciones (30 y 40%).

En el grafico de HA, se observa que en ambas concentraciones (30 y 40%) el
tensoactivo Span no presenta una diferencia tan grande, a comparacion de los
demdas tensoactivos, donde Tween vy Tergitol presentan diferencia de

viscosidades, seguidas por Tritdn es el que presenta mayor diferencia.
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Cuadro 11. Andlisis de interacciones significativas de los aislados proteicos en la
variable Viscosidad

Estimado Error Std  tRatio  Prob |t
APA -3.2881 0.95488 -3.44 0.0088*
Concentracion -1.8943 0.95488 -1.98 0.0826
Tensoactivo 1.0818 0.95488 1.13 0.2900
APA*Concentracion -1.0781 0.95488 -1.13 0.2916
APA* Tensoactivo -10.8193 0.95488 -11.33 <.0001*
Concentracion*Tensoactivo -5.5006 0.95488 -5.76 0.0004
APA*Concentracion*Tensoactivo | -3.5343 0.95488 -3.70 0.0060*
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Figura 7. Gréfica de interaccion triple de la solucién polimérica (APA COPRAM, APA HA)

y sus efectos sobre la variable Viscosidad. Linea roja: 30% y linea azul: 40%.

El Cuadro 11, muestra los valores de viscosidad para la fraccion 2. El tensoactivo
Span 20, al 30% es el que presenta una mayor viscosidad (55.52 cP) a diferencia

de los demas, y Tween 80 a una concentracién de 30% es el que presenta menor
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viscosidad (35.59 cP). En general los valores de viscosidad de los demas
tensoactivos en ambas concentraciones se encuentran entre valores de 35 a 55
cP. Los resultados indican que existe un efecto significativo del tipo de tensoactivo
adicionado para la formacién de fibras en la fraccion 2 (Cuadro 12). En el gréfico
COPRAM (Figura 8) se muestra que los tensoactivos Tergitol y Triton parecen no
haber diferencias entre las dos concentraciones (30 y 40%). Mientras que en los
tensoactivos Span y Tween parece ser mas evidente las diferencias entre las dos
concentraciones. Para el grafico HA sucede algo semejante respecto a la poca
diferencia que hay entre las concentraciones de tensoactivo, pero esta vez es para
Triton y Span. Tween tiene mayor diferencia de viscosidad de una concentracion a

otra, y todavia mayor el tensoactivo Tergitol.

Cuadro 12. Analisis de interacciones significativas de las fracciones proteicas en
la variable Viscosidad

Estimado Error Std t Ratio  Prob [t
Frac2 -1.69625 1.444001 -1.17 0.2739
Concentracion 0.33875 1.444001 0.23 0.8204
Tensoactivo -4.4725 1.444001 -3.10 0.0147*
Frac2*Concentracion -0.23375 1.444001 -0.16 0.8754
Frac2* Tensoactivo -2.5425 1.444001 -1.76 0.1163
Concentracion*Tensoactivo -1.3425 1.444001 -0.93 0.3797
Frac2*Concentracion*Tensoactivo | -1.6075 1.444001 -1.11 0.2979
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Figura 8. Grafica de interaccién triple de la solucién polimérica (Frac2 COPRAM, Frac2

HA) y sus efectos sobre la variable Viscosidad. Linea roja: 30% y linea azul: 40%.

Las viscosidades obtenidas son menores a lo reportado por Aceituno (2012), quien
reportd viscosidades de 362cP (70:30:20) y 366c¢cP (80:20:20) en mezclas
poliméricas a partir de APA:Pul:Tween 80, respectivamente. Las viscosidades
obtenidas son menores debido a la concentracion del polimero, se ha reportado
que viscosidades altas estan relacionadas con el aumento de la concentracién del
polimero o mezcla de polimeros, caso similar sucede en el aumento del peso
molecular (Ramakrishna et al., 2005). En el presente trabajo se disminuyo la
concentracion de la mezcla de polimeros (75:25 APA:Pul) a un 10%, por lo que se
obtuvieron viscosidades menores. Se disminuyé la concentracion con el objetivo
de facilitar el proceso de electroestirado, proporcionando un mayor namero de
enredos de la cadena de proteina dentro de la solucién, que es necesario para
mantener la continuidad del chorro durante electroestirado (Ramakrishna et al.,
2005).
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Cabe mencionar que la adicion de tensoactivos no ionicos a diferencia de los
tensoactivos idnicos, no aumentan de manera importante la viscosidad de las
muestras, sin embargo se observa que existe un ligero aumento de la viscosidad,
lo que puede deberse a la capacidad de asociacion que tienen los polimeros, en

este caso la proteina y el pululano, con los tensoactivos (Aceituno, 2012).

La viscosidad de las soluciones poliméricas juega un papel importante en el
tamafio y morfologia de la fibra. Diversos autores han reportado valores de
viscosidades de 1 a 215 cP dependiendo del tipo de polimero a electroestirar
(Sukigara et al., 2003; Deitzel et al., 2002; Buchko et al., 1999; Doshi y Reneker,
1995). Como ya se ha mencionado, la viscosidad tiene una relacion directa con la
concentracion y peso molecular del polimero, por lo que no existe un valor 6ptimo

que asegura que una solucién puede ser electroestirable o no.

El distinto comportamiento de las soluciones poliméricas puede deberse a las
interacciones polimero-polimero moduladas por tensoactivos no iénico y por la
concentracion del disolvente (4cido) en el que se encuentran disueltos los
polimeros. Se esperaba que la adicion de tensoativos no i6nicos no tuvieran
interaccion electrostatica alguna y solo actuaran con los polimeros por medio de
interacciones hidrofébicas (Ziani et al., 2010). El hecho es que la adicion de dichos
tensoactivos a las soluciones poliméricas cambié muy poco la viscosidad de éstas,

sugiriendo que no afectd las interacciones entre las moléculas del polimero.
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Cuadro 13. Mediciones de viscosidad y conductividad de las soluciones
poliméricas de los aislados proteicos

Concentracion

Viscosidad (cP)

Conductividad

Tensoactivo de tensoactivo (mS/cm)
30 35.59+1.30¢ 1.77 £0.03 ¢
Tween
40 46.26 + 4.73 3¢ 165+ 0.01¢
30 44.04 +0.88 3¢  4.65+ 0.332
Tergitol
E2 40 41.21 +1.97bC 1.89 + 0.199%
COPRAM 30 38.34+1.59%  4.69+0.342
Triton
40 36.85 + 0.51¢ 1.74 + 0.08°
30 55.52 + 3.612 4.83 +0.302
Span
40 49.41 + 6.5130¢ 1.68+0.11°
30 47.75+1.29 3¢ 2.64 +0.08
Tween
40 46.08 + 0.462¢  3.72+0.23 P
30 42.54 +2.96%°¢ 291 +0.18
Tergitol
40 45.69 + 0.072¢ 2,60 + 0.10%
F2 HA
30 43.59 + 4.58%¢ 275+ (0.32°
Triton
40 43.17 £ 3.98%¢ 2,64 + 0.19%
30 51.08 +6.28 @ 2.80 +£0.13¢
Span
40 50.47 + 5.382 2.72 + 0.05°¢

El valor representa la media de al menos tres repeticiones + su error estandar. Superindices con

diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p<0. 05) mediante la

prueba de Tukey.
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7.2.2 Conductividad

El proceso de electroestirado requiere de transferencia de cargas eléctricas desde
el electrodo a la gotita de hilatura. Por lo tanto, una conductividad eléctrica minima
es esencial para la formacién de nanofibras. Soluciones con la conductividad cero
no se pueden electroestirar, por lo tanto, no son formadoras de nanofibras. La
conductividad eléctrica, al igual que la viscosidad, se ve afectada por el polimeroy
el tipo de disolvente, la disponibilidad de sales ionizables, la concentracion de
polimero y la temperatura. Cuando el polimero tiene caracteristicas ionicas, la

conductividad de la solucion depende de la concentracion (Okutan et al., 2014).

La conductividad en las fracciones 2 tanto de COPRAM como de HA se muestran
en el Cuadro 13, donde se observa que la concentracion y tipo de tensoactivo, asi
como el tipo de fraccion tienen un efecto significativo en la formacion de las fibras.
La prueba de Tukey sefiala que hay 5 grupos donde los valores de conductividad
tienen diferencias significativas entre si. Siendo F2-COPRAM con 30% Span quien
presenta mayor conductividad (4.83 mS/cm), en comparacién con 1.65 mS/cm de
conductividad de la mezcla F2-COPRAM con 40% de Tween.

Cuadro 14. Andlisis de interacciones significativas de las fracciones proteicas en
la variable Conductividad

Error Std  t Ratio Prob ||

Estimado

Frac2 -0.22275 0.03203 -6.95 0.0001
Concentracion 0.30375 0.03203 9.48 <.0001*
Tensoactivo -0.3035 0.03203 -9.47 <.0001*
Frac2*Concentracion 0.51175 0.03203 15.98 <.0001*
Frac2* Tensoactivo -0.47025 0.03203 -14.68 <.0001*
Concentracion*Tensoactivo -0.5025 0.03203 -15.69 <.0001*
Frac2*Concentracion*Tensoactivo | -0.253 0.03203 -7.9 <.0001*
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Figura 9. Grafica de interaccion triple de la solucion polimérica (Frac2 COPRAM, Frac2 HA) y sus

efectos sobre la variable Conductividad. Linea roja: 30% y linea azul: 40%

Factores como el tipo y concentracion y tensoactivo, asi como el tipo de fuente
proteica presentan un efecto significativo en la formacién de fibras (Cuadro 14). En
el gréfico COPRAM (Figura 9) se observa que solo actio la variable
“concentracion de tensoactivo” para los tensoactivos Tergitol, Triton y Span, ya
que el tipo de tensoactivo no generd algun otro cambio en la conductividad. A
excepcion del tensoactivo Tween, donde se observa un efecto casi nulo para las
dos concentraciones. En el grafico HA los tensoactivos Tritbn y Span no parece
existir diferencia entre las dos concentraciones, el Tergitol presenta una diferencia
mas notoria, seguida del tensoactivo Tween, quien presenta la mayor diferencia en

las conductividades.

En el caso de los aislados proteicos, el analisis de varianza (Cuadro 10) sefiala
que todos los factores tienen un efecto significativo para la formacién de fibras. En
el andlisis de Tukey se observan 3 grupos de mezclas que son estadisticamente
diferentes, siendo APA-COPRAM con triton al 30% quien tiene mayor
conductividad de 4.69 mS/cm, y la que presenta menor conductividad es APA-
COPRAM con Tween al 40% (1.14 mS/cm).
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Cuadro 15. Analisis de interacciones significativas de los aislados proteicos en la
variable Conductividad

Estimado Error Std  t Ratio Prob [t|

APA -1.2033 0.01913 -62.90 <.0001*
Concentracion 0.41737 0.01913 21.81 <.0001*
Tensoactivo -0.40825 0.01913 -21.34 <.0001*
APA*Concentracion 0.49537 0.01913 25.89 <.0001*
APA* Tensoactivo -0.38825 0.01913 -20.29 <.0001*
Concentracion*Tensoactivo -0.33675 0.01913 -17.60 <.0001*
APA*Concentracion*Tensoactivo | -0.35175 0.01913 -18.38 <.0001*
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Figura 10. Gréfica de interaccion triple de la solucién polimérica (APA COPRAM, APA

HA) y sus efectos sobre la variable Conductividad. Linea roja: 30% y linea azul: 40%

Como ya se menciond existen efectos entre los factores de concentracion y tipo de
tensoactivo, asi como en la fuente de proteina (Cuadro 15). En la grafico
COPRAM (Fig. 10) la variacion de conductividad es diferente en funcion a la

concentracion y tipo de los tensoactivos (Tergitol, Triton y Span). El tensoactivo
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Tween es quien muestra menor diferencia de conductividad en funcién a la
concentracion de tensoactivo. Para HA no se observa un efecto significativo, es
decir, tanto la concentracién y tipo de tensoactivo no produce un efecto tan

importante en la conductividad, para este tipo de fuente proteica.

El propésito de adicionar los tensoactivos no idnicos a las mezclas fue mejor la
produccion de nanofibras. Los tensoactivos no i6nicos, como lo indica su nombre,
no aportan una carga importante a las soluciones; sin embargo, en el Cuadro 13
se observa que al aumentar la concentracion de tensoactivo en las mezclas, la
conductividad disminuye y en algunos casos, de forma significativa. Los polimeros
naturales, como las proteinas, son de naturaleza polielectrolitica, los iones que se
encuentran presentes, aumentan la carga del jet facilitando la formacion de las
nanofibras, por lo cual tienen un efecto sobre el proceso de elestroestirado
(Okutan et al., 2014; Bhardwaj, Kundu, 2010). Es posible el efecto del surfactante
y del pululano reduzca las cargas de la proteina y en consecuencia disminuyan la
conductividad eléctrica de la solucién. De manera general, si la conductividad
aumenta se reduce la necesidad de utilizar altos voltajes (Ramakrishna, 2005). En
el presente estudio las conductividades obtenidas fueron bajas, por lo cual no fue
posible disminuir el voltaje. A pesar de las bajas conductividades de las mezclas
poliméricas, se continué manejando corriente de 22kV, que fue el voltaje reportado
por Aceituno (2012).

7.2.3 Tensién superficial

En base a los resultados obtenidos de viscosidad y conductividad, se decidi6
seleccionar las muestras que mostraron mayor diferencia significativa para la
medicién de tension superficial, las cuales fueron aquellas con 30 y 40% de Tween
y Span, tanto para APA como para Frac 2. La tensién superficial es otro
parametro que se toma en cuenta en el proceso de electroestirado. Dentro de la

solucion polimérica se debe de tener una tension superficial baja para evitar que el
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jet, durante el electroestirado, se colapse en gotitas antes de que el disolvente se

ha evaporado y se produzcan defectos.

En los Cuadros 16 y 18 se muestran los valores de tension superficial se observa
de manera general que al aumentar la concentracién de tensoactivo aumenta la
tension superficial. Las mezclas poliméricas presentan valores de tension entre
32.6 y 37.6 mN/m. Estudios muestran que la adicion de tensoactivos mejora la
capacidad de formacion de fibras en soluciones que no son facilmente
electroestirables, que es una consecuencia de la reduccidn de la tension
superficial (Bonino et al., 2011; Aceituno et al., 2013). La reduccion de la tensién
superficial de la mezcla promovio la obtencion de nanofibras sin defectos. Wang et
al (2008), al desarrollar nanofibras de alginato y celulosa con la adicién de
tensoactivo no iénico (Tritdn), observaron que al aumentar la concentracion de
tensoactivo disminuyo la tensién superficial y facilitd el proceso de electroestirado,

disminuyendo el diametro de las fibras y sin defectos.

Cuadro 16. Tension superficial de los aislados de amaranto

Concentracion Tension
Tensoactivo de tensoactivo superficial(mN/m)
30 33.75+0.05¢
Tween
b
APA 40 34.85 +0.15
COPRAM 30 33.45+0.10 ¢
Span
40 32.7+0.15¢
30 356+0.112
Tween
40 35.95+0.15¢2
APA HA
30 33.3+0.17°¢
Span
40 33.5+0.15¢

El valor representa la media de al menos tres repeticiones + su error estandar. Superindices con
diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p<0. 05) mediante la

prueba de Tukey.
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Cuadro 17. Analisis de interacciones significativas de los aislados proteicos en la
variable Tension Superficial

Estimado Error Std  t Ratio Prob ||
APA -0.45 0.03535 -12.73 <.0001*
Concentracion -0.1125 0.03535 -3.18 0.0130*
Tensoactivo 0.9 0.03535 25.46 <.0001*
APA*Concentracion 0.025 0.03535 0.71 0.4996
APA* Tensoactivo -0.2875 0.03535 -8.13 <.0001*
Concentracion*Tensoactivo -0.25 0.03535 -7.07 0.0001*
APA*Concentracion*Tensoactivo | -0.2125 0.03535 -6.01 0.0003*
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Figura 11. Grafica de interaccién triple de la solucién polimérica (APA COPRAM, APA

HA) y sus efectos sobre la variable Tension Superficial. Linea roja: 30% y linea azul: 40%.

Para el Grafico COPRAM (Fig. 11), se observa que solo esta actuando la
interaccién “tipo de tensoactivo:concentracion de tensoactivo” al cambiar de

tensoactivo Tween a Span los valores de tension superficial disminuyen. La
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pendiente se vuelve mas pronunciada para la concentracion al 40%, lo que nos
indica que existe un mayor efecto en la tensién superficial. En el grafico HA se
observa que solo actua la variable “tipo de tensoactivo”, es decir que ésta variable
esta ejerciendo un efecto en la tension superficial sin importar la concentracion de
los tensoactivos. Dentro de las mezclas de aislado proteico, APA-HA con Tween
80 demostrd la mayor tension superficial (35.6 mN/m), mientras que la mezcla
APA-COPRAM con Span 20 al 40% present6 el menor valor de tension superficial
(32.7 mN/m). La prueba de Tukey sefiala que existen cuatro grupos que son
diferentes entre si, y que se ven afectados por la concentracion y tipo de
tensoactivo asi como en la fuente de aislado proteico; los aislados proteicos
obtenidos de la harina de amaranto (HA) presentan mayor tension superficial a

comparacion de las mezclas hechas con APA-COMPRAM.

Cuadro 18. Tension superficial de las fracciones de

amaranto
Concentracion Tension
Tensoactivo de tensoactivo superficial(mN/m)
30 36.2+0.15 "
Tween
Frac 2 40 36.55 + 0.288 2
COPRAM 30 33.45 +0.152 ¢
Span
40 33.55+0.15¢
30 35.35+ 0.1 B¢
Tween
Frac 2 40 37.6+0.22
HA 30 33.35+ 0.15¢
Span
40 34.45 +0.28

El valor representa la media de al menos tres repeticiones + su error estandar. Superindices con
diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p<0. 05) mediante la

prueba de Tukey.
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En cuanto a los resultados de las fracciones, al igual que las mezclas con aislado
proteico, la prueba de Tukey arrojo que existen cuatro grupos que son diferentes y
tienen efectos principales sobre el tipo de fraccion (COPRAM y HA) y el tipo de
tensoactivo. La menor concentracion de Span 20 (30%) reduce la tension

superficial en todas la mezclas poliméricas.

En la Figura 12, ambos graficos se observa que esta actuando el tipo de
tensoactivo, ya que al cambiar el tipo de tensoactivo, la tensién superficial se ve
modificada. Para el grafico COPRAM la concentracion de tensoactivo no juega un
papel importante, ya que ambas pendientes son casi iguales. Mientras que para el
grafico HA no solo el tipo de tensoactivo tiene un efecto en los valores de tension
superficial, sino que ademas la concentracion de estos. La concentracién al 40%

presenta un efecto mas pronunciado que la concentracién 30%.

Cuadro 19. Analisis de interacciones significativas de las fracciones proteicas en la
variable Tensién Superficial

Estimado Error Std tRatio  Prob |t
Frac2 -0.125 0.07654 -1.63 0.1411
Concentracion -0.475 0.07654 -6.21 0.0003*
Tensoactivo 1.3625 0.07654 17.80 <.0001*
Frac2*Concentracion 0.3625 0.07654 4.74 0.0015*
Frac2* Tensoactivo 0.075 0.07654 0.98 0.3559
Concentracion*Tensoactivo -0.175 0.07654 -2.29 0.0516
Frac2*Concentracion*Tensoactivo | 0.1125 0.07654 1.47 0.1798

52



38

37

p

36

S. (mN
NYHd0D

35

T.
m) LS Mean

34

33
38

37

36

VH

35

-

T.S. (mN
m) LS Mean

34

°

33

Tween Span

Tensoactiv

Figura 12. Grafica de interaccién triple de la solucién polimérica (Frac2 COPRAM, Frac2

HA) y sus efectos sobre la variable Tension Superficial. Linea roja: 30% y linea azul: 40%

Los resultados muestran claramente que la tension superficial de las mezclas se
mantuvo casi sin cambios, independientemente de la composicion de la solucion.
Los valores obtenidos coinciden con lo reportado por Ramakrishna et al (2005),
donde se muestra que valores mayores a 30 mN/m pueden favorecer la formacién

de fibras.

En resumen los tensoactivos Tritbn X-100 y Tergitol mostraron comportamiento
semejante al tensoactivo Tween 80, mientras que el tensoactivo Span 20 mostré
un comportamiento diferente, modificando de manera importante las propiedades

de la solucion.

La adicion de tensoactivos no idnicos a las mezclas poliméricas en ambas
concentraciones facilitan la disolucion de los polimeros utilizados. Esto puede ser
debido a la capacidad que tienen los tensoactivos de asociarse a los polimeros,
formando una interaccion estable entre éstos y con el acido formico. Las
interacciones entre los componentes pueden afectar las propiedades reolégicas de
las mezclas, como se observan en los resultados obtenidos, donde al disminuir las

concentraciones de tensoactivo, disminuye la conductividad y tension superficial, y
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hay un ligero aumento en la viscosidad, caracteristicas adecuadas para la

produccién de nanofibras.

Después de dos meses de haberse formado las fibras, las fibras obtenidas con las
fracciones proteicas mostraron deterioro, en cuanto a la apariencia, cambio de
color y textura. Por lo cual, se decidi6 trabajar para las siguientes pruebas con las

fibras obtenidas con APA.

7.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS
NANOFIBRAS

Existen varios factores que pueden modificar la morfologia de las nanofibras,
como viscosidad, tension superficial y conductividad, las cuales pueden
modificarse con la adicion de tensoactivos. Pero también existen otros parametros
gue pueden alterar la formacion de fibras como el voltaje aplicado, la distancia de
la aguja al colector y el flujo con el que se forma el jet, independientemente de la
concentracion del polimero. En el presente trabajo, a pesar de que hubo una
modificacién en la formulacién de las mezclas poliméricas y las propiedades de la
solucion variaron, no se cambiaron los parametros del equipo establecidas por
Aceituno (2012).

7.3.1 Morfologia, didmetro y topografia de las fibras

La caracterizacion fisica esta asociada con la estructura y la morfologia de las
nanofibras, y son las que basicamente determina las propiedades fisicas y
mecanicas. Las propiedades geométricas de nanofibras incluyen diametro de la

fibra, la distribucion de diametro, orientacion de las fibras y la morfologia de la fibra
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(por ejemplo, si es transversal u horizontal y rugosidad de la superficie). De las
técnicas que mas se utilizan para la caracterizacion de las propiedades
geomeétricas es la Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) (Bhardwaj y Kundu,
2010).

El diametro de las fibras se ve relacionado con la concentracion de solidos dentro
de la solucion. En la Figura 13 se muestran las micrografias obtenidas por SEM de
las nanofibras a partir de APA- COPRAM con 30% de concentracion de cada
tensoactivo. Los diametros obtenidos se encuentras entre 230 a 287 nm, éstos
son didmetros menores a lo reportado por Aceituno (2012). Era de esperarse que
los diametros fueran menores, ya que se disminuyod la concentracién de sélidos

para poder facilitar la formacion de las nanofibras.
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Tensoactivo

Micrografia

Tween 80

Diametro (nm)

Tergitol

287 +102.7

Tritén X-100

270 +56.83

Span 20

230 + 98.6

250+ 62.7

Figura 13. Micrografias obtenidas por Microscopia electrénica de barrido (SEM) APA
COPRAM: Pul: Tensoactivo (75:25:30).
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En general, se observan nanofibras lisas y homogéneas, con pocos defectos.
Dependiendo del tipo de tensoactivo, las nanofibras pueden ser mas delgadas o
gruesas, al igual que la uniformidad de tamafio. Se ha demostrado que la adicion
de tensoactivo mejora variables de la solucién en el caso de la viscosidad, con un
aumento de ésta se obtienen nanofibras mas gruesas; también los tensoactivos
pueden disminuir la tension superficial, obteniendo nanofibras mas lisas y
uniformes y pueden modificar la conductividad, si ésta aumenta se obtienen
nanofibras delgadas y si disminuye son gruesas (Ramakrishna et al., 2006). Las
nanofibras obtenidas con Triton (230 nm * 98.6) fueron las mas delgadas, y las
mas gruesas fueron las que se formaron con Tween 80 (287 nm+102.7). Existen
estudios donde ya se han utilizado estos tensoactivos en combinacion con
diferentes polimeros (PVA, PEO, alginato,celulosa) obteniendo nanofibras mas
delgadas (Talwar et al., 2010; Bonino et al., 2010; Vasita et al., 2010).

Se puede decir que los tensoactivos no ibnicos son adecuados para la formacion
de estructuras de fibras a partir de polimeros de proteina de amaranto en
combinacion con carbohidratos (pululano) de bajo peso molecular, y que el
tamafo y distribucion puede ser modificado por el tipo y cantidad de tensoactivo

anadido.

Las nanofibras obtenidas a partir de APA-HA con 30% de tensoactivo presentaron
mayor interés en el presente estudio, una de las razones principales es la facilidad
de obtencion de la semilla de amaranto para convertirla en aislado proteico sin
tener que recurrir a un proveedor, también el uso de los tensoactivos a una menor
concentracion aumenta el rendimiento de la produccién de las fibras, y en
cuestiones econdmicas se hace una menor inversién en los materiales que
componen a las fibras, produciendo fibras de calidad y aptas como encapsulantes
y/o de barrera. Con los resultados obtenidos se logra la optimizacién del proceso
de electroestirado, y las topografias de las fibras APA-HA al 30% se muestran en

la Figura 14, donde se observan las micrografias de SEM y en AFM.
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Tenso- SEM AFEM
activo
Tween
80
Tergitol
Dlametro 248nm + 67. 1

Figura 14. Micrografias obtenidas por Microscopia electronica de barrido (SEM) y Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) APA-HA a
una concentracion de 30% de tensoactivo.
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Tritén
X-100
Diametro: 230nm + 74.9
0.21 pym
Span -0.06 pm
20
Diametro: 350nm + 81.03

Figura 14 (Continuacion). Micrografias obtenidas por Microscopia electronica de barrido (SEM) y Microscopia de Fuerza Atdémica
(AFM) APA-HA a una concentracion de 30% de tensoactivo.
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De manera general, las micrografias obtenidas por microscopia electronica de
barrido (Figura 14) para APA-HA a 30% de tensoactivo, muestran nanofibras
homogéneas y con pocos defectos. Las nanofibras que presentan mayor diametro
son las que tienen Tween 80 y Span 20 (350 +83.8 nm y 350 £81.03 nm
respectivamente), y las que presentan menor diametro son las nanofibras con
Tritbn X-100 (230 +74.9 nm). Los diametros obtenidos concuerdan con lo
reportado por Aceituno (2012) diametros entre 309 a 321 nm, de dos mezclas de
APA:Pul (70:30 y 80:20). Las nanofibras obtenidas de APA-HA presentaron un
comportamiento semejante a las obtenidas con APA-COPRAM tanto en la
homogeneidad como en los didmetros. Los didmetros obtenidos en las nanofibras
APA-COPRAM son menores a los didmetros de APA-HA, esto puede ser debido a
una mejor distribucion de la proteina dentro de la solucion polimérica. El aislado
proteico obtenido de COPRAM es mas puro a diferencia del aislado proteico
obtenido de HA; por lo cual, APA-COPRAM presenta una mayor facilidad para
disolverse y favorecer la formacion de estructuras entrecruzadas, formadoras de

nanofibras.

A fin de mejorar la topografia de la superficie de las fibras, se llevd a cabo
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM), técnica que se utiliza para observar
cualquier tipo de morfologia de la superficie y descripciones mas exactas de la
superficie de la fibra (Bhardwaj and Kundu, 2010). Las micrografias obtenidas por
AFM (Figura 14) muestran imagenes topogréficas de las nanofibras de una forma
mas detallada. Con una mejor resolucion se pueden observar los defectos de las
fibras y que tan uniformes estan, tal como se observa en las micrografias de
Tergitol, las cuales muestran defectos; en la imagen hay zonas donde no se
forman fibras y lo que ve son pequefas gotas, conocidas como defectos o beads,
el tamafio de estas es semejante al diametro de las fibras (Ax:490 = 282 nm, Ay:
698 £ 112 nm, Az:27.64 £ 32.55 nm). Los beads pueden formarse por una mala
disolucion de los componentes, ya que en cuanto a las caracteristicas propias de
la solucién (viscosidad y conductividad) no se observaron efectos significativos. O

bien por cuestiones propias del equipo, donde la corriente no es continua y puede
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haber una inestabilidad del jet, formando perlas o pequefas gotas (beads) (Fong
et al, 1999).

El AFM permite poder ver de manera tridimensional las nanofibras formadas y
conocer las dimensiones de éstas en 3 ejes (X, Y, Z) (Tan and Lim, 2006). Las
nanofibras obtenidas con Tween 80 (Ax: 746 = 425 nm, Ay: 565.4 + 307 nm, Az:
56.1 = 21.24 nm) son las que tienen mayor tamafio y no son totalmente lisas. Las
nanofibras obtenidas con Tritdbn (Ax:180 + 78.02 nm, Ay: 256.3 + 126.6 nm,
Az:45.2 £ 30.9 nm) se ven mas definidas y presentan mayor variacion en el
diametro. Las nanofibras obtenidas con Span se observan mas definidas y mas
homogéneas (Ax: 410 + 229.8 nm, Ay: 400 £ 197.9 nm, Az: 51.4 + 38.9 nm).
Mientras que las nanofibras obtenidas con Tergitol, ademas de presentar beads,
son escasas y de diferentes tamafios (Ax: 259 £ 183.1 nm, Ay: 373 + 244.9 nm,
Az: 18.96 £ 11.3 nm). Vasita et al (2010) mencionan el uso de diferentes
concentraciones de tensoactivo no ionico puede modificar las propiedades
superficiales de las nanofibras. En el presente estudio, el tipo de tensoactivo de
naturaleza no ionica modifica las propiedades superficiales de las nanofibras, sin

influir de forma significativa en las caracteristicas generales de éstas.

Se puede concluir que las nanofibras no son totalmente homogéneas y tubulares,
algunas no son tan lisas (las estructuras obtenidas con Tween presentan
rugosidad) y en el caso de Tween y Tritbn presentan mayor numero de
entrecruzamientos. Los principales factores que determinan la forma de las fibras
son los efectos mecanicos, tales como, la carga eléctrica ejercida en el jet y la
capacidad del disolvente en evaporarse. En este contexto, se cree que las fibras
circulares o tubulares se forman por una buena evaporacion del disolvente y un
voltaje continuo. La formacién de ramificaciones dentro de las fibras, puede ser
deberse a un flujo poco constante y un voltaje mal aplicado durante el proceso de
electroestirado. Durante este proceso se forma un jet primario, pero por ciertas
variaciones, puede haber una separacion del jet primario en varios jet's
secundarios, colectdndose en la placa fibras con varias ramificaciones (Torres-

Giner et al, 2007; Koombhongs et al., 2001), como se observan en las
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micrografias obtenidas por SEM (Figuras 13 y 14) y de manera mas detallada en
AFM (Figura 14). En las micrografias se observan la rugosidad y la forma ovalada
o eliptica de las fibras, Torres-Giner et al., (2007) mencionan que podria deberse
que durante el proceso de la formacion de la fibra, se queda atrapado disolvente
dentro de ella y, por efecto de la presiéon atmosférica, hay un colapso en el tubo

formado, modificando la estructura de la fibra.

7.3.2 Caracterizacion molecular de las fibras mediante Espectroscopia
Infrarroja con Reflectancia Difusa (DRIFTS)
La espectroscopia de infrarroja ha utilizado como un método para investigar la
estructura secundaria de las proteinas. En general, las a-hélices y las hojas 3
representan el principal orden estructural de las proteinas que conforman el grano
de amaranto. Una de las técnicas para la caracterizacion de la estructura
molecular de las fibras es por Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Difusa.
Esta técnica es una forma eficaz de obtener espectros en el infrarrojo
directamente sobre muestras pulverizadas con un minimo de preparacion de la
misma. Ademas de ahorrar tiempo en la preparacion de la muestra, el método
permite la obtencion de datos de la regién espectral del infrarrojo convencional de
muestras que no han sufrido una alteracion apreciable de su estado original. Esta
técnica permite detectar interacciones intermoleculares entre biopolimeros

principalmente.

En la Figura 15, se muestran las posiciones de las bandas caracteristicas de IR
del aislado proteico liofilizado de amaranto, y se observan las bandas
caracteristicas de la proteina que corresponden a lo reportado por Aceituno
(2012). Las principales bandas de interés de la proteina de amaranto son la Amida
A (3275 cm™), Amida | (1600-1690 cm™) y Amida Il (1480-1575 cm). Como se
observa en la figura, existe un ensanchamiento de la banda Amida A, lo que se
puede atribuir a los enlaces formados (-OH y -NH) entre las proteinas y los

carbohidratos que se encuentran presentes, y también se pueden ver afectados
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por la presencia de disolventes polares, como el agua (Shevkani et al., 2014;
Tapia et al., 2010).

La banda Amida | se corresponde a la tensién de los enlaces C=0 de los péptidos
y es sensible a diferentes conformaciones de la estructura secundaria de las
proteinas. En la Figura 16 se observa la presencia de esta banda, lo cual nos
indica que la estructura secundaria es principalmente por hojas 3. La banda Amida
Il se debe a las vibraciones de flexion del enlace N-H, que se ven afectadas junto

con las vibraciones de tension de los enlaces C-N.

A numero de onda menor de 1300 cm se observan una variedad de picos. Estos
picos pueden corresponder a enlaces relacionados con CH20H (1240 cm?), C-OH
de deformaciéon (1206 cm™), C-O-C de vibracién (1150 cm?), C-OH de
estiramiento (1100 cm™) y C-OH de solvatacion (1010 cm™); estas bandas son
pertenecientes a carbohidratos que adn se encuentran en el aislado proteico
(Shevkani et al., 2014; Tapia et al., 2010).

Cadena lateral R
(CHa, tensidn)
2956.2

/ 2020.08
Amida A \
(N-H, tensidn)

Cadena lateral R
32751 <—  (CHj tension)

Cadena lateral R
(CHz, tensidn)

2846.41 1600-1690
Amida | (C-O, tensién)
1661.94

1480-1575
Amida Il (C-N, tensién;

/ N-H, flexién)

1540.09

1200-1400
Amida Il (N-H, flexidn;
C-N, tensién; C-C,
tension)
1231.22

/

4000 3000 2000 1000
Figura 15. Espectro del aislado proteico de amaranto analizado por DRIFT.
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La Figura 16 muestra los espectros obtenidos por Espectroscopia Infrarroja con
Reflectancia Difusa caracteristicos de la proteina de amaranto, pululano y acido
formico. La banda caracteristica del acido férmico se encuentra alrededor de 1700
cm® que corresponde a C=0 y la segunda banda en 1200 cm™! pertenece a enlace
C-O y esto concuerda a lo reportado por Bennett et al (2011). Los espectros del
pululano muestra una amplia banda ubicada a 3425 cm™ que pertenece al enlace
—OH, el cual nos indica unidades repetidas de azlcares. La banda 2923 cm™ es
un enlace C-H que son los enlaces caracteristicos de los alcanos (Thirumavalavan
et al., 2009). El espectro del aislado proteico las bandas de principal interés son
las amidas | y Il, ya que si existe algun desplazamiento o ensanchamiento de las
bandas y,nos indica posibles interacciones que puede haber con otros polimeros o

compuestos.

Acido Formico.asc:... c=0 co

Pul.asc f"\
\_4_ -\ C-H. tension
N 2923 | 0-C-0, tensién
,:f \ 1633 C-O-C. tensién
/ O-H. tensidn N :‘ A/ 17
3425
\\ / \_/ \_/ Ej my [ A
N’“‘m )M
/
v K\/”'/&_\&‘
APA asc.... _
bl
~N /
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Figura 16. Espectros obtenidos por DRIFT. Aislado proteico (linea verde), Pululano (linea

azul) y Acido férmico (linea rosa)
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El area especifica comprendida entre 1500-650 cm™ es caracteristica de la
molécula de pululano (Figura 17). La banda ubicada a 850 cm™ es representativa
de las unidades de a-glucopiranésido. La banda 753 cm™ pertenece al enlace
glucosidico (a-1,4) y la banda 923 cm! es caracteristica del enlace a-1,6

(Aceituno, 2012; Thirumavalavan et al., 2009).

Las bandas correspondientes a la amida Il de la proteina de amaranto (Figura 15)
y la banda perteneciente al enlace glucosidico (a-1,4) a 753 cm™ para el pululano
(Figura 17), ademas de ser huellas digitales de ambos polimeros, son faciles de

visualizar ya que no se solapan con otras bandas (Aceituno, 2012).

i) \
I % Pululano

923

753

#

T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800 600

Figura 17. Espectro de las bandas caracteristicas del pululano.

El andlisis de espectroscopia IR se realizd con el fin de caracterizar la
organizaciéon molecular de las estructuras, asi como para confirmar la presencia
de los tensoactivos en las estructuras de proteina:carbohidrato. En la Figura 18 se
observan los espectros de IR para las fibras APA:Pul (75:25) con 30% de
tensoactivo (Tween, Tergitol, Triton y Span), comprobandose que todos los
espectros muestran sefales caracteristicas de los componentes, asi como la

disminucién bandas ubicadas entre 1000 y 1500 cm*
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Figura 18. Espectroscopia IR de fibras obtenidas con la adicion de tensoactivos no

ionicos, aislado proteico de amaranto y pululano.

A pesar de que las fibras fueron secadas para eliminar restos del disolvente, en
los espectros de las fibras se observa una banda a 1738cm caracteristica del
acido férmico que corresponde al enlace C=0. Esto se puede relacionar por la
dificultad de evaporacion del disolvente, debido al alto punto de ebullicion
(100.8°C). Sin embargo, la banda no interfiere con las demas interpretaciones de

los espectros.

Por otro lado, no se observaron desplazamientos para las bandas caracteristicas
de la proteina de amaranto (amida | y amida Il), lo cual indica que la incorporacion
de los diferentes tensoactivos no i6nicos no causa cambios en la estructura
secundaria de la proteina. Sin embargo la adicién de los tensoactivos aumenté la

intensidad de las bandas amida | y II.
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También se observa que las bandas que corresponden al grupo R (2956cm™ CHz
tension, 2020 cm CH: tension) de la cadena lateral del aislado proteico tuvieron
un ensanchamiento. El ensanchamiento de las bandas nos indica que la adicién
de tensoactivos puede favorecer la formacion de puentes de hidrégeno e

interacciones hidréfobas entre las moléculas la proteina y del pululano.

Se observo el ensanchamiento de una banda caracteristica del pululano por la
adiciéon de los tensoactivos. Esta banda esta ubicada 3425 cm™ y pertenece al
enlace —OH. El ensanchamiento de la banda en las fibras realizadas corresponde
a la tension del grupo —OH, lo cual esta relacionado con la formacion de puentes

de hidrégeno.

Las intensidades de las bandas aumentan cuando mayor cantidad de activo es
incorporado a la solucibn. Como se observa en la Figura 19, la adicion de
tensoactivos aumento la intensidad de las bandas en la regién espectral de 1400 a
800 cm 1. Como ya se mencion6é antes, algunas bandas pueden estar
relacionadas con enlaces CH2-OH, C=0OH, C-O-C, pertenecientes al aislado
proteico (Shevkani et al., 2014; Tapia et al., 2010).
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se demostr6 que la adicion de tensoactivos mejoré las
propiedades de las soluciones poliméricas y todas las soluciones fueron capaces
de formar nanofibras. La adicidbn de tensoactivos no idnicos redujo la tensién

superficial, mejorando el proceso de electroestirado.

En general, la adicion de tensoactivos no iénicos fueron los adecuados para la

formacion de nanofibras, en especial para las fibras de APA-HA:Pul.

También se demostro que la adicién de éstos tiene un efecto sobre la morfologia y
el diametro de las fibras. La morfologia obtenida de las nanofibras de los aislados
proteicos se observaron lisas, homogéneas y con pocos defectos, esto se
comprobd con la microscopia electrénica de barrido y microscopia de fuerza
atomica. Resultados de FTIR muestra que la adicion de tensoactivos no ionicos
no afectd la estructura secundaria de la proteina, conservando sus propiedades

bioldgicas.

Las nanofibras obtenidas a partir del aislado proteico de la harina de amaranto
tienen ventaja en cuestiones de rendimiento y disponibilidad de la materia prima.
Los resultados obtenidos son de gran interés para el desarrollo de material de
encapsulacibn y con capacidad proteccibn de compuestos activos para

aplicaciones relacionadas dentro de la industria de los alimentos.
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10.
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EXO 1

APENDICE

Curva de calibracion de glucosa
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y=201.02x911.982 0.5 1 1.5
R?=0.9931 Absorbancia
ppm (g/uL) Absorbancia a 490 nm

0 0.106 + 0.009
50 0.329 + 0.007

100 0.5285 +0.020

150 0.776 £0.007

200 0.983 +0.004

250 1.3165%0.007

300 1.6015.003
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e Ecuacion de la recta
y =201.02x - 11.982
R2 =0.9931
e Andlisis de las muestras

Muestra Absorbancia X (conc.) Concentracién*
(nm) (9/uL)
APA-HA 1.259+0.088 0.0658 131.74
APA-COPRAM 0.335+ 0.013 0.0612 122.56
Frac2-HA 2.265 +0.132 0.0708 141.702
Frac2-COPRAM  0.825+ 0.067 0.0637 127.42

*Se ajusta la concentracion final al factor de dilucién (2000x).
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