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Resumen

Las proteinas de chicharo (Pisum sativum) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) presentan un
alto contenido de proteinas, una alta disponibilidad y un precio relativamente bajo por lo
cual se propone su aplicacion como biopolimeros que pueden tener aplicaciones
potenciales en el area de alimentos. Mediante la técnica de electroestirado se pueden
obtener fibras poliméricas con diametros de um a nm que encapsulan eficientemente
compuestos bioactivos. Por otra parte, los hidrogeles son estructuras tridimensionales
capaces de retener compuestos activos y agua y estas a su vez, se ven favorecidas por la
presencia de proteinas globulares. Este proyecto tuvo como objetivo estudiar la aplicacion
de los aislados proteicos de chicharo (Pisum sativum) y frijol (Phaseolus vulgaris L.).
como base biopolimérica en la obtencion de fibras electroestiradas e hidrogeles.
Primeramente, al no tener informacion en la literatura sobre el aislado proteico de frijol
comun de la variedad Bayo Madero, se realizd la caracterizaciébn conformacional y
funcional. Para la aplicacion de los aislados proteicos en la obtencion de fibras
electroestiradas fueron propuestas dos estrategias. En la primera, se plante6 la hipétesis
de que la adicién de pululano y surfactante mejoran las caracteristicas de soluciones
proteicas (viscosidad, tension superficial y conductividad) favoreciendo el proceso de
electroestirado. Para probar esta hipotesis, se utilizaron tres mezclas de proteina de
chicharo-pululano (20-80, 50-50 y 80-20) y tres concentraciones de tensoactivo no idnico
Tween 80 (0, 10 y 20 % p/p). Las soluciones fueron caracterizadas y sometidas a
diferentes condiciones del proceso de electroestirado, finalmente las fibras obtenidas se
caracterizaron mediante SEM, FTIR y DRX. Se encontr6 que las interacciones entre los
grupos funcionales de la proteina de chicharo (-OH, -CN, -COOH) y del pululano (-OH)
favorecen el proceso de electroestirado y estas son aumentadas en la presencia de
surfactante en una alta concentracion (20% p/p). La segunda estrategia se basé en la
hipotesis de que la conformacion de las proteinas en solucion impactan el proceso de
electroestirado y a su vez las propiedades fisicas de las fibras obtenidas, para lo cual, se
estudio la conformacioén de los aislados proteicos de chicharo y frijol en agua, HFIP y TFE
mediante dicroismo circular. Fueron preparadas soluciones de cada aislado al 10 % p/v
en cada solvente, posteriormente estas soluciones fueron electroestiradas. Se encontr6
que los aislados proteicos presentaron como conformacion hojas B y giros B tipo | y Il. Los

resultados provenientes del electroestirado mostraron que en las condiciones estudiadas



se obtuvieron fibras defectuosas y capsulas. El estudio de la aplicacion del aislado
proteico de frijol comdn en la obtencion de hidrogeles mediante la técnica de gelificacion
en frio, se encontré que los factores que afectaron las propiedades mecanicas de los
geles fueron la concentracion y el pH; sin embargo, no fue posible obtener hidrogeles
firmes adn con la adicion de CaCl,. Los resultados de las propiedades mecanicas
mostraron que el gel obtenido con una concentracién del 14% y pH 2 tiene el potencial

para ser utilizado en la obtencién de productos para untar.

Palabras clave: Proteinas de leguminosas, Electroestirado, Hidrogel.



SUMMARY

The proteins of pea (Pisum sativum) and beans (Phaseolus vulgaris L.) have a
high protein content, high availability and a relatively low price, which is why they
are proposed as biopolymers that may have potential applications in the food area.
By means of the technique of electrospinning can obtain polymeric fibers with
diameters of ym to nm that encapsulate efficiently bioactive compounds. On the
other hand, hydrogels are three-dimensional structures capable of retaining active
compounds and water and pests in turn, are favored by the presence of globular
proteins. The objective of this thesis was to study the application of the protein
isolates of pea (Pisum sativum) and beans (Phaseolus vulgaris L.) as a biopolymer
base in the production of electrospun fibers and hydrogels. Firstly, as there was no
information in the literature on the common bean protein isolate of the Bayo
Madero variety, conformational and functional characterization was performed.
Two strategies were proposed for the application of protein isolates in obtaining
electrospun fibers. In the first, it was hypothesized that the addition of pullulan and
surfactant improve the characteristics of protein solutions (viscosity, surface
tension and conductivity) favoring the electrospinning process. To test this
hypothesis, three mixtures of pea-pullulan protein (20:80, 50:50 and 80:20) and
three concentrations of non-ionic surfactant Tween 80 (0, 10 and 20% w/w) were
used. The solutions were characterized and subjected to different conditions of the
electrospinning process, finally the fibers obtained were characterized by SEM,
FTIR and DRX. It was found that the interactions between the functional groups of
the pea protein (-OH, -CN, -COOH) and pullulan (-OH) favor the electrostatic
process and these are increased in the presence of surfactant in a high
concentration (20% p / p). The second strategy was based on the hypothesis that
the conformation of the proteins in solution impacted the electrostatic process and
at the same time the physical properties of the fibers obtained, for which, the
conformation of the protein isolates of peas and beans in water, HFIP and TFE
through circular dichroism. Solutions of each isolate were prepared at 10% w/v in

each solvent, later these solutions were electrospun. It was found that the protein



isolates had B-sheets and B-turns type | and Il as conformation. The results from
the electrospinning showed that defective fibers and capsules were obtained under
the conditions studied. The study of the application of the common bean protein
isolate in obtaining hydrogels by the cold gelling technique, found that the factors
that affected the mechanical properties of the gels were the concentration and pH,;
however, it was not possible to obtain firm hydrogels even with the addition of
CaCl,. The results of the mechanical properties showed that the gel obtained with

a concentration of 14% and pH 2 has the potential to be used in obtaining spreads.

Key words: Legumin protein, electrospinning, hydrogel.
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Introduccioén

Dentro del area de alimentos nutracéuticos y funcionales, la nanotecnologia ha
mostrado gran potencial en la encapsulacion y liberacibn de componentes
bioactivos mediante algunos sistemas acarreadores; por ejemplo las nanofibras
basadas en materiales naturales biodegradables como polisacéaridos y proteinas.
Las nanofibras ofrecen pequefios tamafios de poro y grandes superficies con
novedosas Yy significativamente mejoradas propiedades fisicas, quimicas y
biologicas. Por lo tanto, las nanofibras han atraido una enorme cantidad de
atencion en los ultimos afios, sin embargo, continda un creciente interés en el
desarrollo de matrices encapsulantes basadas en materiales naturales
biodegradables para lo cual las proteinas de origen vegetal, por su alta
disponibilidad y bajo costo, se tornan altamente atractivas. Por otra parte, los
hidrogeles basados en proteinas son especialmente aceptados en diferentes
sectores debido a sus propiedades sobresalientes, tales como alto valor
nutricional, naturaleza anfifilica, biocompatibilidad, biodegradabilidad y menor

toxicidad en comparacion con los polimeros sintéticos.

Las leguminosas han sido consideradas como adecuadas para la preparacion de
aislados proteicos por su alto contenido de proteinas, bajo costo y amplia
aceptabilidad. Las principales proteinas que se encuentran en las leguminosas
son globulinas y albuminas. La proteina vegetal mas ampliamente estudiada por
sus propiedades funcionales es la proteina de soya. Sin embargo, el uso de
proteinas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y chicharo (Pisum sativum) es

muy interesante debido a su alto valor nutritivo y sus propiedades funcionales.



l. Marco tedrico

1.1 Nanotecnologia en alimentos

La nanociencia y nanotecnologia son nuevas fronteras de este siglo y son de gran
importancia debido a su amplia aplicacion en diversos campos, y presentan alto
potencial para generar productos innovadores y procesos en la industria
alimentaria (Anandharamakrishnan, 2014).

La nanotecnologia ha asumido una importancia creciente en tecnologia de los
alimentos y se prevé que esta importancia crecera con fuerza en los proximos
anos. La fuerza motriz de este desarrollo se debe a los enormes beneficios
potenciales en areas especificas de la ciencia y tecnologia de los alimentos, tanto
en el procesamiento y la seguridad alimentaria. Los mayores avances hasta ahora
logrados se han situado en el monitoreo de la calidad de alimentos, desarrollo de

envases de alimentos y la encapsulacion y entrega de nutracéuticos (Silva, 2012).

1.2 Nanoencapsulacion

La investigacion de vanguardia se esta llevando a cabo sobre la aplicacion de la
nanotecnologia en ingredientes de alimentos para mejorar la salud y la
importancia industrial. La nanoencapsulacion es una de las mas prometedoras
tecnologias para atrapar compuestos bioactivos asi como para protegerlos de la
degradacion (Anandharamakrishnan, 2014).

Actualmente existen diversos sistemas de nanoencapsulacion de compuestos
bioactivos y aditivos alimentarios entre los que se encuentran nanoemulsiones,
nanoparticulas y liposomas, sin embargo se han presentado algunas desventajas
como la rapida liberacion, baja estabilidad y corta vida atil (Blanco-Padilla et al.,
2014), sin embargo, las nanofibras han presentado un creciente interés debido a

que éstas brindan un mejor desempefio que los sistemas antes mencionados.



1.3 Nanofibras

Las nanofibras poliméricas son fibras con diametros en la escala de menos de un
micrometro y area superficial relativamente grande por unidad de masa (Simko et
al., 2014), presentan algunas ventajas como la alta area superficial respecto a su
masa, porosidad, posibilidad de produccibn a gran escala, capacidad de
encapsular compuestos sensibles a altas temperaturas y liberacion prolongada
(Aceituno-Medina et al., 2015b; Neo et al., 2018).

La encapsulacion para la liberacion controlada o fijacion de aditivos funcionales en
nanofibras de materiales renovables e incluso comestibles de base biologica
proporciona medios para estabilizar y preservar la calidad de los alimentos, para el
disefio de alimentos funcionales mas eficaces debido a las caracteristicas
especiales de las nanofibras (Fernandez et al., 2009). Diversas técnicas se han
explorado para producir nanofibras, sin embargo el electroestirado ha sido
reconocido como una de las técnicas mas eficientes (Wei and Wei, 2012; Leidy
and Quintanilla Carvajal, 2019).

1.3.1 Electroestirado

El proceso de electroestirado es una técnica versatil para la preparacion de fibras
poliméricas con diametros en el orden de micro y nanémetros. El proceso inicia
cuando se aplica un potencial eléctrico entre una gota de una solucion polimérica
gue se encuentra en el extremo de la punta de una jeringa y una placa colectora
conectada a tierra. En la punta de la jeringa, la superficie hemisférica de la gota se
distorsiona en una forma cénica conocida como cono de Taylor debido a dos
fuerzas electrostaticas principales: la repulsion electrostética de cargas similares y
la fuerza coulémbica del campo eléctrico externo. Una vez que el campo eléctrico
aplicado supera la tension superficial de la gota, un hilo cargado de solucion de
polimero es expulsado, el cual tiene inestabilidades de flexion causadas por

fuerzas repulsivas entre las cargas transportadas con el hilo, en consecuencia, se



produce un alargamiento del hilo y una rapida evaporacion del solvente hasta que
se recoge en la placa colectora como fibra (Bhardwaj and Kundu, 2010).
Basicamente, un aparato de electroestirado consta de los siguientes cuatro

componentes principales (Figura 1):

e Fuente de alimentacién de alto voltaje: sirve para proporcionar un campo
electrostatico para el electroestirado.

e Bomba de control de flujo: se utiliza para ajustar la velocidad de flujo del
fluido a electroestirar con el objetivo de producir fibras con un diametro
adecuado ya que la velocidad de flujo afecta el diametro de la fibra y la
eficiencia.

e Jeringa: se utiliza para formar pequefios tubos de la solucién de polimero

e Colector: para obtener diferentes fibras ensambladas, un colector puede ser
diseflado en varias formas como, plato, tambor rotatorio, disco rotatorio,

anillos o alguna otra forma.

El proceso de electroestirado se ve afectado por diferentes factores entre los
cuales se incluyen las variables del proceso, las propiedades de la solucién
polimérica y las condiciones ambientales. De las cuales se hablara a

continuacion.

Placa
colectora

Fuente de alto
voltaje

AN

Bomba
Figura 1. Proceso de electroestirado (Adaptado de Aguilar-Vazquez, Loarca-Pifia,

Figueroa-Cardenas, & Mendoza, 2018)



1.3.1.1 Condiciones del proceso de electroestirado

1.3.1.1.1 Voltaje

El voltaje aplicado en el electroestirado tiene un deber importante en la
caracterizacion de la fibra. EI aumento o disminucion del voltaje aplicado puede
causar un cambio en la morfologia y la estructura de las fibras, se ha reportado
que el aumento de la corriente de electroestirado puede llevar a la formacion de
defectos en las fibras, lo cual puede reducir el area superficial. un aumento en la
longitud de la fibra y una disminucién en el didmetro de la misma (Mirjalili and
Zohoori, 2016).

1.3.1.1.2 Velocidad de flujo

El flujo influye sobre la tasa de velocidad del hilo y la velocidad de transferencia de
material. Una tasa de flujo inferior es mas deseable debido al hecho de que ayuda
a extender el tiempo de evaporacion del disolvente. Mientras tanto, una velocidad
de flujo que es demasiado alta da como resultado la formacion de gotas debido al
insuficiente tiempo de secado antes de llegar al colector (Cho, et al., 2010)

1.3.1.1.3 Distancia entre la aguja y el colector

Los trabajos de investigacion han demostrado que existe una distancia minima
necesaria entre la aguja y el colector para dar tiempo suficiente para la
evaporacion del disolvente antes de que las fibras alcancen el colector; si la
distancia es demasiado corta o demasiado larga se pueden formar fibras con
defectos. Se ha encontrado que fibras planas o fibras de menor didmetro pueden
ser obtenidas a distancias mas cercanas, mientras fibras mas redondas pueden
formarse con un aumento en la distancia. Otros parametros de procesamiento,
incluyendo diametro interior de la boquilla, forma del colector y velocidad de
movimiento, también tienen influencia en la formacién de fibras (Bhardwaj y
Kundu, 2010).



1.3.1.2 Propiedades del polimero

1.3.1.2.1 Peso molecular

El peso molecular del polimero refleja el numero de entrelazamiento de cadenas
de polimero en la solucién, por lo tanto, la viscosidad de la solucion. Se ha
encontrado que una solucién de bajo peso molecular tiende a formar fibras con
defectos y una solucion de alto peso molecular ayuda a formar fibras con
didmetros mas grandes. Por lo tanto, incluso cuando la concentracién de polimero
es baja, un nimero adecuado de entrelazamiento de las cadenas de polimero
puede asegurar un nivel suficiente de viscosidad de la solucion para fabricar una
banda de fibra uniforme durante el electroestirado y restringir los efectos de la
tension superficial. En otras palabras, los altos pesos moleculares no siempre son
esenciales para el proceso de electroestirado, interacciones intermoleculares son

suficientes para la conectividad inter-cadena (Wei et al., 2012).

1.3.1.2.2 Efecto de la estructura del polimero sobre la solubilidad

La estructura del polimero tiene un impacto sobre la solubilidad en el solvente.
Generalmente un polimero con alto peso molecular es menos soluble y toma un
mayor tiempo para disolver en comparacion con uno de menor peso molecular
usando el mismo solvente (Ramakriishna et al., 2005). Lo anterior se debe a que
las fuerzas intermoleculares entre las moléculas de cadena mas larga son mas
fuertes y las moléculas del disolvente toman mas tiempo para difundirse en la
mayor parte de polimero. Polimeros reticulados no se disuelven, debido a que la
union covalente entre las moléculas es mucho mas fuerte que las fuerzas

secundarias ejercidas de las interacciones polimero-disolvente.



1.3.1.2.3 Solubilidad del polimero

Es importante utilizar un solvente apropiado que pueda disolver el polimero y al
mismo tiempo ser electroestirable. La solubilidad del polimero en un disolvente

particular también puede afectar a la morfologia de la fibra resultante.

La solubilidad del polimero es mas compleja que las de un compuesto de bajo
peso molecular debido a la diferencia de tamafio entre el polimero y las moléculas
de disolvente, la viscosidad del sistema, los efectos de la estructura y el peso
molecular del polimero. Hay dos etapas, cuando un polimero se disuelve en el
disolvente. En primer lugar, las moléculas de disolvente se difunden lentamente en
la mayor parte de polimero para producir un gel hinchado. Si las fuerzas
intermoleculares polimero-polimero son altas como consecuencia de la
reticulacion, cristalinidad o fuertes enlaces de hidrogeno, las interacciones
polimero-disolvente pueden no ser lo suficientemente fuerte como para romper la
union de polimero-polimero. La segunda etapa de la solucion solamente tendra
lugar cuando el enlace de polimero-polimero se rompe para dar una solucion

verdadera (Ramakriishna et al., 2005).

1.3.1.3 Propiedades de la solucion

Con el fin de llevar a cabo el electroestirado, el polimero debe ser primero en una
forma liquida, ya sea como polimero fundido o como solucién de polimero. Las
propiedades de la soluciéon juegan un papel importante en el proceso de
electroestirado y la morfologia de la fibra resultante. Dado que en el proceso de
electroestirado la solucién de polimero se extrae de la punta de la aguja, la
propiedad eléctrica de la solucién, la tensidon superficial y la viscosidad

determinara la cantidad de estiramiento de la solucion.
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1.3.1.3.1 Concentracion de polimero

En el proceso de electroestirado, para que se produzca la formacion de fibras, se
requiere una concentracion minima de la solucion polimérica. Se ha encontrado
que, a baja concentracion de la solucion, se obtienen fibras con defectos, y
conforme la solucibn aumenta, la forma esférica de los defectos en las fibras
disminuye hasta que son finalmente uniformes y se tiene un aumento de los
diametros debido a la mayor resistencia a la viscosidad. La concentracion de
polimero en una solucién determina si se puede electroestirar en nanofibras y
tiene un efecto importante sobre la morfologia de la fibra (Neo et al., 2018). Con el
fin de obtener fibras, se requiere un minimo de solucion de alimentacion, mientras
gue hay una concentracién Optima para las fibras sin defectos (Bhardwaj and
Kundu, 2010).

1.3.1.3.2 Viscosidad

Las propiedades reoldgicas, especialmente la viscosidad, influye en el proceso de
formacion de fibras. Las soluciones de alta viscosidad no pueden expulsar la
solucion, mientras que las soluciones de baja viscosidad no producen fibras
(Bhardwaj and Kundu, 2010) . La viscosidad se relaciona con el entrelazamiento
fisico de las cadenas poliméricas dentro de la disolucion. Cuando la viscosidad de
la disolucién es muy baja (<0.8 Pa.s), el fenbmeno de electroatomizado puede
ocurrir y se forman particulas en lugar de fibras. Durante el estiramiento de la
disolucion, es el entrelazamiento de las cadenas moleculares lo que impide que el

flujo sea discontinuo (Aceituno Medina, 2011).

1.3.1.3.3 Tension superficial

En electroestirado las cargas en la solucion del polimero deben ser
suficientemente altas para superar la tension superficial de la solucién. A medida
que el hilo de solucién acelera desde la punta de la fuente al colector, la solucion

se estira mientras que la tensién superficial de la solucion puede causar el
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rompimiento en gotas. Cuando esto sucede un proceso diferente llamado
electrospray esta ocurriendo en lugar de electroestirado. A la tension superficial
también se le ha atribuido la formacion de defectos en las fibras electroestiradas.
Por lo tanto es importante para entender el papel de la tension superficial en un
fluido (Wu and Wei, 2012). La tension superficial de mezclas de disolventes no es
una simple funcion de la tensién superficial de los componentes puros. La tension
superficial de la mezcla de solucion no acuosa puede ser aproximada por una
dependencia lineal de la fraccion promedio mol de la tensiéon superficial de los

componentes puros.

1.3.1.3.4 Volatilidad de la solucion

Durante el proceso de electroestirado, el disolvente se evapora conforme la
solucién polimérica se acelera hacia el colector formando fibras individuales. Sin
embargo, si la velocidad de evaporacién del disolvente es demasiado baja, tal que
la solucion no se ha evaporado suficientemente cuando alcanza el colector, las
fiboras no se pueden formar en absoluto y una pelicula delgada de solucién de
polimero se deposita sobre el colector (Ramakriishna et al., 2005).

1.3.1.3.5 Conductividad de la solucion

Para iniciar el proceso de electroestirado, la solucion debe ganar cargas
suficientes de manera que las fuerzas de repulsion dentro de la solucion sean
capaces de superar la tensiéon superficial de la solucion. El posterior estiramiento o
alargamiento del hilo también depende de la capacidad de la solucion para
transportar cargas. Generalmente, la conductividad eléctrica de los disolventes es
muy baja (tipicamente entre 10° a 10° ohm™m™), ya que contienen muy pocos
iones libres, si los hay, que son responsables de la conductividad eléctrica de la
solucion. La presencia de &cidos, bases, sales y didéxido de carbono disuelto

puede aumentar la conductividad del disolvente. Sustancias que pueden afiadirse
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al disolvente para aumentar su conductividad incluyen sales minerales, acidos
minerales, acidos carboxilicos, algunos complejos de acidos con aminas, cloruro
de estafio y algunas sales de tetra alquilamonio. Para solventes de acidos
organicos, la adicién de una pequefia cantidad de agua también aumentara en
gran medida su conductividad debido a la ionizacién de las moléculas del solvente
(Ramakriishna et al., 2005).

1.3.1.4 Condiciones ambientales

1.3.1.4.1 Temperatura

Parametros ambientales, especialmente la humedad y la temperatura influyen en
la morfologia de la fibra y la productividad del proceso de electroestirado. El
aumento de temperatura de la solucion provoca una disminucion de viscosidad, lo
que favorece la formacion de fibras finas durante el electroestirado (Wei et al.,
2012).

1.3.1.4.2 Humedad

Se ha sugerido que un solvente volatil puede secar rapidamente conforme la
humedad disminuye. Sin embargo, cuando el disolvente se evapora demasiado
rapido, puede resultar en la falta de tiempo para que el hilo eyectado alcance el
colector, y el capilar puede ser facilmente obstruido. Se cree que un alto grado de
humedad puede ayudar a la descarga de las fibras electroestiradas (Wei et al.,
2012).

1.3.2 Caracterizacion de nanofibras

1.3.2.1 Morfologia

El estudio de la morfologia de las fibras comprende la medicién del diametro
promedio de la fibra, geometria de los poros en la superficie, forma de la seccion
transversal y la rugosidad de la superficie, también suele considerarse la
propiedad hidrofoba dentro de los estudios de morfologia (Ramakriishna et al.,
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2005). La microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica de
transmision (TEM) son técnicas Utiles para la caracterizacion de la morfologia de
la fibra (Bhardwaj and Kundu, 2010). En SEM, la muestra de nanofibras es
recubierta con una capa fina de un material conductor tal como oro pulverizado
sobre su superficie, se coloca en un haz de electrones de alta energia (0.1-50
keV) al bajo vacio. El haz generado por un disparo de electrones esta colimado
por lentes electromagnéticas en un punto controlado (1-5 nm) que es manipulado
por un conjunto de bobinas de deflexién y escanea la superficie de la muestra de
nanofibras. Un disparo de electrones es esencialmente una fuente de céatodo - su
composicion define el brillo, asi como el vacio necesario para la operacion
(Andrady, 2008).

Con TEM, una parte del haz enfocado de electrones primarios de alta energia
(tipicamente 20 kV) se transmite a través de la muestra, y éstos se recogen y se
procesaran para formar la imagen. La interaccidn entre los electrones y las
nanofibras resulta en dispersion inelastica y elastica de los electrones
transmitidos. Las imagenes TEM se construyen a partir de los electrones
dispersados elasticamente y generalmente muestran caracteristicas o defectos
estructurales en una alta resolucién y también se pueden utilizar en el modo de
difraccion (incluso simultaneamente) para obtener informacion acerca de la
estructura cristalina. EI componente ineldsticamente dispersado se utiliza en la
microscopia analitica como en la espectroscopia de rayos X y espectroscopia de
pérdida de energia de electrones (Andrady, 2008).

1.3.2.2 Diametro de fibra

Nanofibras poliméricas con diametros entre 200 nm y 1000 nm se observan en
una ampliacién alrededor de x15000 con un valor entre 10 a 20 kV de tension de
aceleraciéon en microscopia electronica de barrido. Las imagenes obtenidas se
examinan mediante un analizador de imagenes donde se miden de 50 a 100

diametros de las fibras y la distribucién promedio de diametro es reportada.
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1.3.2.3 Tamaiio de poro y porosidad

Los poros desempefian un papel importante en la determinacion de las
propiedades fisicas y quimicas de las nanofibras. Para disefiar nanofibras
electroestiradas es necesario analizar el tamafio de poro, su distribucion y la
porosidad. En nanofibras electroestiradas dos tipos de poros se pueden identificar:
a) poros sobre y dentro de cada fibra y b) poros entre las fibras en una membrana
de nanofibras. El tamafio de poro se puede medir por métodos directos o
indirectos. Los métodos directos implican el uso de técnicas tales como la
microscopia electrénica (SEM y TEM) o la microscopia de fuerza atomica (AFM).

1.3.2.4 Cristalinidad

En el trabajo de nanofibras, los métodos de difraccion de rayos X son utiles en el
estudio de la naturaleza cristalina de las fibras, cambio en la morfologia cristalina
durante el electroestirado, asi como orientacion de la cadena en las fibras en
forma hilada u orientadas. Muestras de fibras electroestiradas colectadas sobre un
portaobjetos de vidrio se pueden estudiar directamente por difraccion de rayos X
sin mas preparacion de la muestra (Andrady, 2008). En los estudios de difraccién
de rayos X, un haz de rayos X se dirige a la muestra y se observa el patréon de
difraccion resultante. Debido a su alta energia, los rayos X son dificiles de enfocar,
y generalmente son empleados colimadores de hendidura para este proposito. El
haz de rayos X monocromatico es dispersado de los diversos planos de la red de
la muestra en angulos especificos. La interferencia constructiva de los rayos X
dispersados por un enrejado ordenado (tal como en un cristal) resulta en patrones
de difraccion agudos bien formados. El patrén de difraccion producido es
esencialmente una huella digital de la periodicidad a nivel atbmico en la muestra
de polimero. Es una técnica no destructiva particularmente util que produce
informacion sobre cristalinidad parcial (tamafios y la orientacion de cristales), la

composicion orientacion de la cadena y la fase de los materiales estudiados.
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La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite el analisis de la
capacidad calorifica de desnaturalizacién térmica y proporciona informacién sobre
el proceso de desarrollo y de las fuerzas que intervienen en la estabilidad
conformacional, que revela la informacién termodinamica sobre los diferentes
estados (Chiu et al., 2013), ademas se ha utilizado para caracterizar los procesos
de fusion y cristalizacion asi como temperaturas de fusion, cristalizacion y de

transicion vitrea de nanofibras.

1.3.2.5 Caracterizacion quimica

La caracterizacion de la estructura molecular de nanofibras puede ser realizada
mediante las técnicas de Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR), debido a que si dos polimeros son mezclados en la fabricacion de
nanofibras, es posible detectar tanto la estructura de estos dos materiales como

las interacciones intermoleculares (Aceituno-Medina et al., 2013a).

1.3.2.6 Caracterizacién mecanica

La medicidén precisa de las propiedades mecanicas de las nanofibras es crucial,
sobre todo cuando se desean emplear en empaques. La técnica mas comun es la
medicion de tension usando la misma técnica experimental general que se utiliza
con peliculas y textiles (Andrady, 2008). Las nanofibras aleatoriamente orientadas
se cortan en forma rectangular y son evaluadas usando un equipo universal de

ensayos para obtener las propiedades de tension (Khansari et al., 2013).

1.3.3 Nanofibras de grado alimenticio

En la industria alimentaria el uso de nanofibras es relativamente limitado, debido a
las dificultades asociadas con la produccion de fibras de grado totalmente

alimenticio; una situacion gque esta, sin embargo, cambiando rapidamente debido

al realce del enfoque "electroestirado verde" defendido por (Agarwal et al., 2013)
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donde se estd dando el creciente uso de polisacaridos y proteinas como

materiales para nanofibras electroestiradas.

Rezaei, Nasirpour, & Fathi, (2015) mencionan que existe un creciente interés en el
uso de fibras electroestiradas en la industria alimentaria en encapsulacion de
ingredientes alimentarios, enzimas y otros compuestos activos ademas de su
empleo en los materiales de envasado de alimentos, garantizando la seguridad y
la calidad del producto alimenticio (Fernandez et al., 2009; Wongsasulak et al.,
2014).

Los biopolimeros naturales como proteinas e hidratos de carbono se utilizan
comunmente para la encapsulacion debido a las propiedades de liberacion
controlada y sostenida que se pueden lograr para suministrar el compuesto
incorporado en el lugar correcto y en el momento adecuado (Fathi et al., 2014).

Para evitar el uso de disolventes toxicos para la generacion de productos
relacionados con la alimentacion, la mayoria de los polimeros usados para
electroestirado se disuelven en agua o etanol (Kayaci and Uyar, 2012) debido a
gue la encapsulacion de compuestos activos en forma de fibras se realiza
generalmente mediante la mezcla de los compuestos activos en la solucion de

polimero y electroestirado.

1.3.4 Biopolimeros utilizados en electroestirado

Los biopolimeros son definidos como variedad de macromoléculas, producidas por
sistemas bioldgicos, como animales, plantas o microorganismos. Los biopolimeros
pueden ser sintetizados quimicamente, pero como requisito sus unidades
poliméricas deben ser derivadas de sistemas biol6gicos, como: aminoécidos,
azucares, lipidos, entre otros. Entre los polimeros naturales comunmente
empleados en electroestirado se encuentran los polisacéridos y las proteinas.

Entre los polisacaridos han sido utilizados algunos homopolimeros o copolimeros
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de monosacaridos que son de origen animal (quitosano y &cido hialurénico), algal
(alginato), vegetal (almidon y celulosa) y microbiano (dextrano) (Neo et al., 2018).

La gran variedad en su estructura quimica, el peso molecular y la carga es un
factor clave para las diversas propiedades funcionales que los polisacaridos
muestran. La mayoria de los polisacaridos tienen baja toxicidad y son
biocompatibles, biodegradables, renovables y de bajo costo (Weiss, Jochen;

Kanjanapongkul, Kobsak; Wongsaulak, Saowakon; Yoovidhya, 2012).

Los biopolimeros presentan algunas dificultades para electroestirar a causa de sus
diferentes pesos moleculares (es decir, su peso molecular es generalmente
'distribuido’) y/o tienen diferentes estructuras quimicas (es decir, sus grupos
funcionales pueden ser no homogéneamente distribuidos a lo largo de la cadena
principal de polisacéarido) (Weiss et al., 2012).

1.3.5 Mecanismos de electroestirado de proteinas

Las proteinas son dificiles de electroestirar, principalmente debido a sus
estructuras secundaria y terciaria complejas. Para ser electroestiradas, las
proteinas deben ser bien disueltas en una conformacion de espiral al azar. Las
proteinas globulares tienen muy poca interaccion interna para entrelazarse
durante el proceso de hilado (Nieuwland et al., 2014), sin embargo, las proteinas
se prefieren sobre los polimeros sintéticos debido a que forman el ingrediente
principal del cuerpo humano, y con frecuencia son en si mismos, valiosos
suplementos dietéticos y funcionales potenciadores de alimentos (Nieuwland et al.,
2014).

En la literatura se han mencionado varias razones por las cuales se dificulta el
electroestirado de proteinas, como las interacciones hidrofébicas, (Dong et al.,
2009) interacciones ibnicas, problemas de solubilidad debido a los enlaces de
hidrogeno, (Meli et al., 2010) la presencia de una estructura de red compleja (Cho
et al., 2010) y una densidad de carga baja (Vega-Lugo and Lim, 2009).
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1.3.5.1 Ruta A: Electroestirado de proteinas mediante uso de un acarreador.

Un enfoque para superar estos déficits es utilizar una mezcla entre polimeros
naturales y polimeros sintéticos. Se ha sugerido que las cadenas de polimeros
sintéticos que son mas propensos a entrelazarse forman una red intercalada que
contiene los polimeros 'no electroestirables', como un relleno proporcionando de
ese modo un sistema mixto que puede ser electroestirado con éxito (Ruta A)
(Agarwal et al., 2013, Nieuwland et al., 2014). Algunos biopolimeros que han sido
utilizados para favorecer el electroestirado esta el pululano (Aceituno-Medina et
al., 2013b), mientras que, entre los polimeros sintéticos estdn el Oxido de
polietileno (PEO) (Sullivan et al., 2014) y alcohol polivinilico (PVA) (Cho et al.,
2010).

Ruta A Acarreador
m/

. Mezcla electroestirada
Proteina globular o agregado

Desnaturalizacion, Espiral al azar Proteina

Solvente ideal < electroestirada

Desnaturalizacién,

solvente no ideal Agregados

Ruta B
Figura 2. Mecanismos propuestos de electroestirado de proteinas (Adaptado de

Nieuwland et al., 2013).

1.3.5.1.1 Alcohol polivinilico (PVA)

Es un polimero sintético usado desde inicios de 1930, es ampliamente usado en la
industria médica, comercial y aplicaciones en alimentos(Demerlis and Schoneker,
2003). Sus caracteristicas fisicas son dependientes del método de preparacion
bajo hidrdlisis &cida o alcalina del acetato polivinilico y sus usos funcionales
especificos dependen del grado de polimerizacién y el grado de hidrdlisis. El
alcohol polivinilico se clasifica en dos clases, parcialmente hidrolizado vy

completamente hidrolizados, sin embargo, el parcialmente hidrolizado es el que se
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utiliza en los alimentos, se utiliza como una pelicula de barrera de humedad para
tabletas de suplementos alimenticios y para los alimentos que contienen
inclusiones o alimento seco con inclusiones que necesitan ser protegidos de la
absorcion de humedad (FAO, 2004).

En la Union Europea estd autorizado como aditivo alimentario en los
complementos alimenticios de conformidad con el anexo Il del Reglamento (EC) n°
1333/2008 y esta registrado con el numero E1203. Por otra parte, se ha reportado
que el PVA es s6lo minimamente absorbido después de la administracion oral y
posee un bajo orden de toxicidad oral aguda. La seguridad del PVA se documenta
por un nimero de estudios de toxicidad en la dieta, incluyendo un estudio de 90
dias por via oral y un estudio de toxicidad reproductiva de 2 generacion en rata e
in vitro, asi como en ensayos de genotoxicidad in vivo. No hubo evidencia de
toxicidad en cualquiera de los estudios de 90 dias o0 segunda generacion en los
niveles ensayados de dosis mas alta de 5000 mg/kg de peso corporal/dia, no es ni
mutagénico ni genotdxico y tampoco hay evidencia que indique que el PVA tiene
actividad carcinogénica (EFSA, 2005). El aislado proteico de soya (APS) fue
electroestirado utilizando PVA como acarreador, donde se obtuvieron fibras
trabajando con proporciones APS:PVA 25:75 y 50:50 (Cho et al., 2010).

1.3.5.1.2 Pululano

El pululano es un polisacarido microbiano extracelular y soluble en agua producido
por Aureobasidium pullulans en cultivos de almidon y azudcar. El polimero lineal se
compone principalmente de unidades de maltotriosa interconectados entre si por
enlaces glicosidicos a(1,4) y a(1,6) en proporcion 2 a 1 respectivamente (Figura
3). Este patrén de vinculacion uUnica dota al pululano con propiedades fisicas
distintivas para formar una pelicula que es fuerte, transparente y soluble en agua y

con baja permeabilidad al aceite y al oxigeno (Singh et al., 2008).
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El pululano en polvo es de color blanco y no higroscopico que se disuelve
facilmente en agua caliente o fria. Es no toxico, no mutagénico, inodoro, insipido y
comestibles con un ndamero promedio de peso molecular (M, de
aproximadamente entre 100 a 200 kDa y un peso promedio de peso molecular de
aproximadamente 362 hasta 480 kDa. Las soluciones acuosas de pululano son
viscosas, pero no forman geles, la viscosidad de soluciones acuosas de pululano
es proporcional al peso molecular del pululano. También es estable en un amplio
intervalo de condiciones de pH cuando esta en solucion. No libera cualquier gas
perjudicial incluso cuando se quema y se descompone de forma espontanea por
microorganismos. El pululano tiene excelentes propiedades adhesivas, también
tiene buena barrera al oxigeno propiedades y se ha aplicado en el envasado de
alimentos (Singh et al., 2008).

0. CHOH

HO
Oé
HO . CH2
HO\ 0
HO |
—> 0 G
HO.\ 0
HO
o .. CHOH
Ho\ Y Q
HO |
e}
HO—._ CH2
Mo\ 0

HO |
o) CHZ0H

Figura 3. Estructura quimica de una porcion de pululano

El pululano ha sido empleado como acarreador en el electroestirado del aislado
proteico de amaranto (APA) (Aceituno-Medina et al., 2013b), donde se obtuvieron
fibras trabajando proporciones de APA-Pululano desde 50-50 hasta 80-20, sin
embargo en ésta ultima se observaron mas defectos en comparacion con las otras
proporciones estudiadas. A partir de espectroscopia infrarrojo se observé el
incremento en la intensidad de las bandas en el intervalo de 3340-3600 cm™ lo

cual se atribuy6 a las interacciones entre los grupos —OH del pululano y los grupos
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—NH del APA. Se ha reportado que la adicion de pululano y las proteinas
interaccionan mejorando las propiedades mecanicas y en la permeabilidad al

vapor de agua.

1.3.5.1.3 Tensoactivos

La tension superficial de la solucion en electroestirado es un parametro importante
en el proceso. El uso de tensoactivos en soluciones proteicas esta relacionado con
el efecto sobre 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). Los tensoactivos son moléculas organicas, constituidas por una parte
hidréfoba y otra hidrofilica, la parte hidrofoba es una cadena hidrocarbonada
alifatica, y la parte hidrofilica va en funcion al tipo de tensoactivo, si la cadena lleva
un grupo anionico (sulfato o sulfonato) es un tensoactivo anioénico; un grupo
cationico, como un amonio cuaternario, es un tensoactivo catiénico; y si lleva un
grupo sin carga i6nica, como una amida o0 una cadena oxietilenada, son
tensoactivos no ionicos.

Randolph & Jones, (2002) menciona que la porcién hidrofoba de los tensioactivos
no iénicos se puede unir a areas hidrofébicas de las proteinas, lo que
naturalmente hace que el tensoactivo se ordene para que los grupos hidrofilos
estén mas expuestos al disolvente. En consecuencia, el complejo tensoactivo-
proteina se convierte mas hidréfilo que el agente tensoactivo o la proteina por si
sola, y se tiene un aumento en la solubilidad del complejo evitando formacién de
agregados de orden superior, lo cual se debe a que estabilizan la proteina debido
a gue la mayoria de las proteinas no se asocian con tensoactivos no iénicos (Ruiz-
Penfa, et al., 2010).

Diversos autores sugieren el uso de tensoactivos no iénicos en electroestirado de

proteinas como Tween 80 (Aceituno-Medina et al., 2013b) y Triton X-100 (Cho et
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al., 2010; Lubasova et al., 2015) donde la presencia de éstos permite la formacién

de un hilo continuo disminuyendo la formacion de defectos en las fibras.

1.3.5.2 Ruta B: Electroestirado de proteinas mediante el uso de solvente

ideal

Existen diversos estudios sobre electroestirado de soluciones de proteinas y se ha
llegado a la conclusién de que este proceso es mas desafiante que el de
polimeros sintéticos (Regev, Khalfin, Zussman, Y Cohen, 2010). Nieuwland et al.,
(2013) menciona que para las proteinas que contienen una estructura secundaria
y terciaria (como las proteinas globulares), no existe suficiente interaccion entre
las proteinas para asegurar el entrelazamiento necesario, mientras que el
despliegue de proteinas a menudo resulta en demasiadas interacciones
intramoleculares, que conduce a la agregacion de proteinas, asi mismo, la calidad
de disolvente en ese caso no es suficiente para permitir el electroestirado. (Figura
2, Ruta B). La parte superior de la ruta B representa la ruta ideal para el
electroestirado de las proteinas, una ruta que ocurre en un solvente ideal donde
ésta se disuelve de forma desnaturalizada y se puede electroestirar. En la
mayoria de los casos, para evitar el uso de disolventes toxicos para la generacion
de productos relacionados con la alimentacion, se prefiere el uso de agua o etanol
como solvente (Kayaci and Uyar, 2012), sin embargo, se tiene formacion de
agregados de proteinas desnaturalizadas y el electroestirado no es posible (parte
inferior de la ruta B) (Nieuwland et al., 2013).

Por lo anterior, la seleccion del solvente es algo fundamental en el proceso de
electroestirado. Un solvente “ideal” se considera aquél que interrumpe las

interacciones intra e inter moleculares.

1.3.5.2.1 Solventes

La eleccion del solvente juega un papel vital en el proceso de electroestirado, ya

que las propiedades de la solucion afectan fuertemente a la formacion de fibras
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(Nuansing, 2014). Las interacciones solvente-polimero influyen de forma critica no
s6lo en la viscoelasticidad y en la concentracion minima critica de la solucién
requerida para el electroestirado, sino también en el diametro, la cristalinidad, la
resistencia a la tension, la relacion de aspecto y la morfologia de las fibras (Luo et
al., 2012), por lo tanto, es importante una buena comprension de los solventes

disponibles para un polimero y/o biopolimero de interés.

1.3.5.2.1 Conformacidn proteica en el proceso de electroestirado y las
propiedades mecanicas

En un reducido nimero de trabajos se ha estudiado el efecto de la conformacién
de las proteinas sobre el proceso de electroestirado. En el trabajo reportado por
Minato, Ohkawa, & Yamamoto, (2006) se trabajé con una solucion de poli (y-
bencil-L-glutamato) (PBLG) en acido trifluoroacético (TFA) y diclorometano (DCM),
y se reportd que la presencia de TFA cambié la conformacion de hélice a a espiral
al azar, lo cual fue atribuido al rompimiento de los enlaces de hidrogeno
intramoleculares, y esto afecté benéficamente al proceso de electroestirado pues
fueron obtenidas fibras mas uniformes y con didmetros menores. También se
reportd que el proceso de electroestirado produjo un cambio en la conformacion
proteica, pues reportaron que en la fibra electroestirada se obtuvo una
conformacion hélice a y que cuando la solucién presenté una conformacion hélice
a, en la fibra no hubo un cambio de conformaciéon y hubo un incremento en la

cristalinidad.

Otros estudios en proteinas como albumina de suero bovino (BSA), y prolaminas
demostraron que las conformaciones de las proteinas influenciaron
significativamente las propiedades de la solucion de electroestirado, por
consiguiente la morfologia de las fibras obtenidas y finalmente sus propiedades
mecanicas ( Wang & Chen, 2012; Regev, et al, 2010).
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Dror et al., (2008) electroestiraron BSA al desplegar la conformacion de proteinas
nativas, alterando su carga electrostatica, la reduccion de los enlaces disulfuro
intra-cadena, y la promocion de la formacion de nuevos de enlaces cruzados inter-
cadena, utilizando una combinacion de soluciones acuosas con 2,2,2-

trifluoroetanol (TFE) y un agente reductor, beta-mercaptoetanol (3-Me).

En el caso de proteinas de origen vegetal, Wang & Chen, (2012) trabajaron con
zeina y con prolaminas de cebada: hordeina y gliadina, el solvente empleado fue
acido acético. Se reportd que las moléculas de hordeina en polvo presentdé una
conformacion mayoritaria de Giros B, y tal conformaciéon se desplegd formando
una conformacion extendida y flexible en las fibras, de modo que se combinaron
mas facilmente formando enlaces intermoleculares de hidrogeno, sin embargo, las
fibras presentaron menores propiedades mecénicas (Tabla 1). En el caso de
gliadina y =zeina, preservaron la conformacion de hélices a después del

electroestirado y sus propiedades mecénicas fueron mayores que las de hordeina.

El electroestirado de proteinas sin la presencia de un acarreador es un proceso
muy complejo y poco entendido, es por esto en este apartado nos enfocaremos en
investigar el efecto del solvente sobre la conformacion de las proteinas y a su vez
el efecto sobre el proceso de electroestirado de aislados proteicos de dos

leguminosas: frijol y chicharo.
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Tabla 1. Conformacion de las proteinas y su efecto sobre las propiedades mecéanicas

Proteina Concentracion Solvente Conformacién Conformaciéon Resultado Moddulo Esfuerzo Deformacion

(%) p/v en solucion en fibras de hasta la hasta la
electroestiradas Young ruptura ruptura
(Mpa)  (MPa) (%) (€)
PBLG DCM:TFE -Espiral al azar -Hélices a Fibras -- - -
Hélices a -Hélices a
Hordeina 15 Acido Giros Hélices a Fibras ~  ----- 065 -
Gliadina 20 acético Hélices a Hélices a Fibras - 354 -
Zeina 30 Hélices a Hélices a Fibras --—--- 1.2 -
BSA 10 TFE:Agua Espiral al azar Fibras ~1950 49 ~105
(10:90)+
B-Me
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2. Hidrogeles

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales de redes macromoleculares
reticuladas que pueden absorber y retener una cantidad significativa de agua sin
disolverse en ella (Ali and Ahmed, 2018). Son insolubles debido a la presencia de
enlaces cruzados entre los constituyentes que forman la red polimérica. A menudo
estan hechos de homopolimeros o copolimeros, pero también pueden consistir en

moléculas pequefias que se autoensamblan en estructuras de alto peso molecular.

Entre los diferentes hidrogeles, los geles proteicos son de particular interés. Se
llaman hidrogeles “inteligentes” debido a su sensibilidad a las condiciones
ambientales. Los estimulos como la temperatura, el pH, la luz y la composicion del
disolvente pueden inducir diferentes respuestas de estos sistemas (Maltais et al.,
20009).

En la industria alimentaria, el uso de geles proteicos de alto valor nutricional
constituye una estrategia interesante para el transporte de compuestos

nutracéuticos.

Las proteinas globulares pueden producir geles mediante calor y frio. El
calentamiento de soluciones acuosas de proteina desencadena el despliegue
molecular y la ruptura de proteinas, lo que conduce a la exposicion de parches
hidréfobos, asi como a la formacion de enlaces disulfuro, finalmente, los geles
termoestables se formaran mediante la agregacion de las fracciones proteicas
desplegadas junto con la participacion de arquitecturas intermoleculares de hoja 8
(Maltais et al., 2009).

2.1 Gelificacién inducida por calor

Se sabe que los geles proteicos inducidos por calor se forman en un proceso de
dos pasos. En primer lugar, el despliegue de proteinas conduce a

reordenamientos dimensionales de su estructura y a la exposicion de sitios de
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proteinas activas. Esto permite el establecimiento de puentes disulfuro, enlaces de
hidrégeno e interacciones hidrofobicas y/o de van der Waals, lo que da como
resultado la agregacion de la molécula de proteina. El proceso de agregacion
continla con la asociacion de particulas de proteina, y si la concentracion de

proteina es suficientemente alta, se forma una red de gel (Abaee et al., 2017).

2.2 Gelificacién inducida por frio

Mediante la técnica de gelificacion en frio las proteinas globulares producen geles
con una arquitectura uniforme, alta resistencia y capacidad de conservar sus
caracteristicas a temperatura ambiente. La gelificacién en frio de proteinas
globulares se produce en dos etapas, que inicia calentando la solucion de proteina
a pH neutro (por encima del punto isoeléctrico) por debajo del grado gelificante de
la proteina y a baja fuerza idnica dirigiendo la reaccion a desnaturalizacion y
despliegue imperfecto de proteinas. Posteriormente se disminuye el pH para
alcanzar el punto isoeléctrico de la proteina (gelificacion inducida por &cido en frio)
o la suplementacion con sales (gelificacion fria inducida por sal) de modo que la
repulsion entre proteinas disminuye (cationes mono, di y polivalentes) y/o genera
enlaces cruzados (solo di y polivalentes) entre los grupos de proteinas (Kuhn et
al., 2010).

La técnica utilizada para la gelificacion en frio presenta ventajas debido a que no
implica el uso de ningun solvente organico incompatible con aplicaciones
alimentarias. En segundo lugar, dado que las moléculas bioactivas se afiaden a la
suspension de proteina enfriada justo antes de la adicion de sal, no se someten a
tratamiento térmico, lo cual es muy deseable cuando se usan compuestos
sensibles al calor y, en tercer lugar, el gel proteico puede estabilizar la textura del
alimento (Maltais et al., 2009).

Otra ventaja importante es la exposicion de diferentes grupos funcionales dentro

de las moléculas de proteina como resultado de la desnaturalizacion que puede
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crear diversas interacciones entre el compuesto activo y las cadenas
polipeptidicas, tales como las interacciones de enlaces de hidrogeno,
electrostaticas e hidrofébicas. Estos enlaces recién formados entre compuestos
bioactivos y proteinas pueden explotarse para disefiar sistemas de entrega
dirigidos (Chen et al., 2006).

2.3 Factores en la formacién de hidrogeles proteicos

La gelificacion y los atributos texturales de los hidrogeles basados en proteinas
globulares alimentarias pueden regularse a través de diferentes factores, tales
como tipo de ion, temperatura, pH, fuerza iénica y grado de adicién de iones y

agentes quimicos utilizados para la gelificacion (Nicolai et al ., 2011).

2.3.1 Tipo y concentraciéon de iones

La estructura del gel depende de la cantidad de iones agregados a las soluciones
de proteina desnaturalizada por calor. Los hidrogeles con filamentos de cadena
fina (que consisten en filamentos flexibles entrecruzados) se forman como
resultado de niveles bajos de sal junto con la robusta repulsién electrostatica. Por
otro lado, los geles particulados (consistentes en esferas estocasticas asociadas
de tamafio micrométrico) se producen siempre que el nivel consumido de iones es
alto (Nicolai y Durand, 2013) como se report6 para la soya (Maltais, Remondetto y
Subirade, 2009 ) y proteinas de suero de leche ( Kuhn et al., 2010).

Ademas de la concentracion, la clase de iones utilizados también es importante
para el proceso de gelificacion; los cationes mono, di o polivalentes pueden
generar hidrogeles mediante efectos de deteccion de carga; los cationes di o
polivalentes también pueden establecer fendmenos de puenteo o

entrecruzamiento de iones a partir de geles (Nicolai et al., 2011 ).

Kuhn et al. (2010) observé que los hidrogeles de WPI generados por CacCl,
Ademdas eran mas firmes, mas elasticos y opacos en comparacién con los
preparados mediante la adicion de NaCl. Sin embargo, estos hidrogeles (inducidos

con CaCl,) demostraron una menor capacidad de retencién de agua debido a su
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matriz mas compacta. Normalmente, los cationes divalentes forman puentes entre
las cadenas de proteinas y atrapan el agua dentro de los poros formados,
mientras que las sales monovalentes atraen las moléculas de agua a través de la

generacion de capas de hidratacién (Kuhn et al., 2010).

2.4 Entrecruzamiento

Debido a la presencia de grupos amino y carboxilo, las cadenas de polipéptidos
son vulnerables al entrecruzamiento covalente a través de diferentes rutas, como
la introduccién de transglutaminasa (Eissa, Puhl, Kadla y Khan, 2006), genipina
(Guo et al., 2017), glutaraldehido ( Suesca, Dias, Braga, de Sousa y Fontanilla,
2017 ) y acidos policarboxilicos ( Xu, Shen, Xu y Yang, 2015a, Abaee, Madadlou y
Saboury, 2017).

Los entrecruzantes quimicos tipicos utilizados para las proteinas incluyen
glutaraldehido, gliceraldehido, formaldehido, genipina, glioxal, dialdehido almidon
y carbonildiimidazol. Sin embargo, la mayoria de los agentes de entrecruzamiento
actuales no son seguros y rentables (Xu and Dumont, 2015). Entre estos agentes
de entrecruzamiento, el glutaraldehido y el formaldehido se han usado
ampliamente como dos entrecruzantes mas potentes para unir proteinas cruzadas.

Sin embargo, los grupos aldehido de estos agentes son téxicos.

Por otra parte, los entrecruzantes como genipina y carbodiimidas presentan
algunas desventajas tales como una baja eficacia de entrecruzamiento y ser
costosos. Como una alternativa adecuada, el acido citrico generalmente
reconocido como seguro (GRAS), actualmente estd siendo aplicado para el
entrecruzamiento de proteinas y carbohidratos. ElI mecanismo de
entrecruzamiento consiste en utilizar un alcali como catalizador y emplear bajas
temperaturas, de esta forma los grupos carboxilo en el acido citrico reaccionan
con los grupos amino de la proteina a través de un intercambio nucleofilico que da

como resultado la formacién de agentes amida (Xu and Dumont, 2015).
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3. Proteinas vegetales

Las proteinas vegetales son ampliamente utilizadas como ingredientes principales
para alimentos, productos farmacéuticos, nutracéuticos, revestimiento de papel y
como adhesivos (Ebnesajjad, 2013). Las proteinas vegetales son macromoléculas
complejas que contienen una serie de mondmeros de aminoacidos quimicamente
enlazados, que en conjunto forman cadenas de polipéptidos, que constituyen la
estructura primaria. Los patrones de hélice y hoja de las cadenas de polipéptidos
se denominan estructuras secundarias. Un numero de cadenas laterales estan
conectadas a mondémeros de aminoacidos. Estas cadenas laterales y grupos
unidos interactan entre si, principalmente a través de enlaces de hidrégeno y

disulfuro, para formar estructuras terciarias o cuaternarias.

Algunas proteinas vegetales han sido utilizadas en la obtencion de fibras
electroestiradas, sin embargo, ha sido reportado que son notoriamente dificiles de
electroestirar (Cho et al., 2010; Nieuwland et al., 2014), principalmente a causa de
sus estructuras secundaria y terciaria complejas. Para ser electroestiradas, las
proteinas deben ser bien disueltas en una conformacion de espiral al azar, lo cual
es posible al emplear disolventes que puedan interrumpir interacciones intra e inter
proteina y solubilicen la proteina resultante no estructurada (Nieuwland et al.,
2014). En el caso del uso de proteinas vegetales se ha reportado que la
presencia de proteinas globulares favorece la obtencion de hidrogeles (Maltais et
al., 2009).

En la Tabla 2 se muestran algunas propiedades de algunas proteinas vegetales y
sus aplicaciones, puede observarse que sus propiedades mecanicas son bajas,
por lo cual se ha sugerido, la mezcla con polimeros sintéticos o con polisacaridos
para mejorar las propiedades mecéanicas (Lubasova et al., 2015, Aceituno-Medina
et al., 2013, Weiss et al., 2012).
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Tabla 2. Propiedades de proteinas vegetales

Propiedad Zeina APS APA
Peso molecular (kDa) 19-26 26-120 10-83
Punto isoeléctrico 6 45-4.8 5
Disponibilidad potencial (Millones de toneladas) 6.5 9.1
Solubilidad
Agua No No No
Etanol Si No No
Solventes organicos Si No Si
Solventes idnicos - No -

Biomateriales

Peliculas Si Si Si
Fibras Si Si Si
Hidrogeles Si Si -
Microparticulas Si Si -
Nanoparticulas Si No -

APS= Aislado proteico de soya; APA= Aislado proteico de amaranto. (Aceituno-Medina et al.,
2013; Martinez & Afion 1996; Condés et al., 2013; Reddy & Yang 2011).

A continuacion, se detalla mas informacion sobre el uso de estas proteinas

vegetales en la obtencion de fibras e hidrogeles.

3.1 Zeina

La zeina es una prolamina de almacenamiento del maiz que comprende cerca del
45-50 % de esta proteina, es hidrofébica por lo que presenta propiedades de
barrera en el transporte de gases, vapor de agua o solutos y tiene alto potencial de
aplicacién en alimentos pues presenta una serie de usos como cobertura, fibras,
peliculas comestibles, material encapsulante y recientemente en la obtencién de
hidrogeles. Algunas aplicaciones sobresalientes de la zeina se presentan en la
Tabla 3.

Altan et al., (2018) desarrollaron fibras electroestiradas a partir de zeina y acido
polilactico (PLA) incorporadas con carvacrol en tres concentraciones diferentes (5,

10 y 20%), encontraron que la morfologia y el tamafio de las fibras obtenidas tanto

42



de zeina como de PLA se vieron afectadas por el nivel de carvacrol incorporado.
Las fibras mostraron un comportamiento de liberacion controlada por difusion
sostenida. Los estudios preliminares sobre muestras de pan de trigo integral
demostraron que las fibras cargadas con carvacrol conservaron las muestras de
pan, lo que indic6 que son buenos candidatos para aplicaciones de envasado

activo de alimentos.

Moomand y Lim (2014), obtuvieron fibras de zeina cargadas con aceite de
pescado, éstas presentaron diametros cercanos a los 300 nm y tuvieron una
eficiencia de encapsulacion de 91%, sus resultados mostraron que la
encapsulacién mejora la estabilidad del aceite contra la degradacién quimica, a

diferentes humedades relativas y temperatura, asi como reduccion de mal sabor.

También Wongsasulak et al.,, 2014 encapsularon a-tocoferol en nanofibras de
zeina-PEO-quitosano y demostraron que pueden ser utilizadas como un vehiculo
de liberacion mucoadhesiva en el tracto intestinal. Asi mismo, Neo et al., 2013,
cargaron nanofibras de zeina con acido galico para aplicarlo como material de
empaque activo, fue evaluada su capacidad antimicrobiana contra S. aureus, E.
coli 'y C. albicans, encontrando que éstas nanofibras exhibieron eficacia
antimicrobana contra S. aureus y E. coli a través de una reduccion de la poblacién
de seis unidades logaritmicas comparadas con las fibras de zeina sin acido galico.
Para C. albicans se tuvo una accion moderada con una reduccion de una a dos

unidades logaritmicas.

En el area de alimentos, la zeina ha sido poco utilizada en la obtencién de
hidrogeles, en otras areas, ha sido utilizada en mezcla con acido acrilico en la
pbtencion de hidrogeles capaces de quelar iones cobre (208 mg / g de hidrogel a
pH 4.5), estos resultados fueron atribuidos a la presencia de un gran numero de

grupos funcionales del acido poliacrilico y de la zeina hidrolizada (Ni et al., 2018).
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Tabla 3. Algunas aplicaciones de nanofibras de zeina

Biopolimero Aplicacion Descripcion Referencia
Zeina-PLA Fibras Encapsulacién de carvacrol, estudiaron (Altan et al.,
la liberacion en pan integral, 2018)

encontraron que se aumento el tiempo

de conservacion,

Zeina-acido Hidrogel Los hidrogeles presentaron buena (Nietal.,
acrilico capacidad de quelacion de iones de 2018)
cobre (maximo de 208 mg / g a pH 4.5)

Zeina Fibras Encapsulacién de aceite de pescado: (Moomand
mayor estabilidad contra la degradacion and Lim,
guimica, mayor estabilidad a las 2014)
condiciones ambientales tales como la
humedad relativa y la temperatura y

reduccion de mal sabor.

Zeina-PEO- Fibras Encapsulacién de a-tocoferol en (Wongsasul
Quitosano nanofibras mucoadhesivas: se ak et al.,
incremento la mucoadhesividad 2014)

ayudando de ese modo en una mejora
de bioaccesibilidad y la

biodisponibilidad de los nutrientes.

Zeina Fibras Encapsulacion de acido gélico para el (Neo et al.,

usO en un empagque activo. 2013a)

3.2 Aislado proteico de soya (APS)

Es generalmente conocido que los ingredientes de proteina de soya tienen
propiedades funcionales apropiadas para aplicaciones alimentarias y tiene alta
aceptacion por el consumidor. Algunas propiedades fisicoquimicas importantes
para desarrollar preparaciones de proteina de soya en los sistemas alimentarios
son la solubilidad, absorcion de agua, viscosidad, gelificacién, cohesion-

adherencia, elasticidad, emulsificacion, adsorcion de grasa, etc. Aproximadamente
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el 90% de las proteinas de la soya pertenecen a proteinas de almacenamiento, las
cuales consisten de B-conglicina y glicina (Fukushima, 2011). Para la técnica de
electroestirado es utilizado el APS, que es la forma purificada de proteina de soya
con un contenido proteico de 90% en base seca y es obtenido a partir de harina
desgrasada a la cual se le ha removido la mayoria de componentes que no son
proteinas (grasa y carbohidratos) consiguiendo un sabor neutro (Liu & Tian, 2012).
Las aplicaciones del APS electroestirado en el area de alimentos se presentan en
la Tabla 4 y puede observarse que el APS se mezcl6 con otros biopolimeros.
Nanofibras a base de APS con una pequefia cantidad de 6xido de polietileno
(PEO) fueron enriquecidas con extracto de frambuesa roja, estas estructuras
presentaron actividad antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis,
sugiriendo su uso en envases activos (Wang et al., 2013). Vega-Lugo & Lim
(2009) incorporaron isotiocianato de alilo (ITCA), un antimicrobiano encontrado
naturalmente en plantas de la familia Cruciferae, en nanofibras de APS-PEO-acido
polilactico (PLA) y ciclodextrinas, los resultados obtenidos mostraron que las
ciclodextrinas protegieron al ITCA de las pérdidas por evaporacién durante el

electroestirado incrementando la eficiencia de encapsulacion en las nanofibras.

Lubasova et al., (2015), obtuvieron nanofibras resistentes al agua a partir de una
mezcla de APS-Gluten-Polivinil alcohol (PVA) y utilizaron azucares oxidados como
entrecruzadores para soya, donde los grupos aldehido en los azlUcares oxidados
pueden reaccionar con los grupos amino nucleodfilos en proteinas mediante la
reaccion de Maillard formando los enlaces responsables de la baja solubilidad. Las
microfibras con una concentracion de 5% de azUcares oxidados (peso/peso) no se
disolvieron en agua después de tres horas a 60 °C, no obstante, éstas

comenzaron a desintegrarse después de 6 horas a 80 °C.
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Tabla 4. Algunas aplicaciones de nanofibras de APS

Biopolimero Aplicacion Descripcion Referencia

Encapsulacién de probiéticos
Hidrogel en  (Lactobacillus plantarum) durante el  (Praepanitchai

APS-Algi . L
S-Alginato perlas procesamiento térmico para et al., 2019)
incorporar en jugo de mango.
escuen L CpwEeesrsee ! s
PVA guaquep al., 2015)
empaques
Encapsulacién de extracto de
APS-PEO Fibras frambuesa I’Oja. Para u§o en (Wang et al.,
empagues, formacién de fibras con 2013)
defectos
esero L S st ety
Ciclodextrinas P activos paq Lim, 2009)

Las nanofibras obtenidas a base de APS se utilizan con menor frecuencia en
alimentos en comparacion con la zeina; sin embargo, tienen una alta aplicacion en
el area médica para le regeneracion de tejidos (Reddy y Yang, 2011).

En cuanto a la aplicacion de APS en la obtencién de hidrogeles, Praepanitchai et
al., (2019) produjeron perlas basadas en APS en mezcla con alginato para mejorar
la supervivencia de probiéticos encapsulados (Lactobacillus plantarum) durante el
procesamiento térmico para incorporar en jugo de mango, encontraron que las
bacterias probidticas encapsuladas se encontraron vivas incluso después del
tratamiento a 72 °C durante 90 s.y que la supervivencia de las células probidticas
se encontré6 mayor con las perlas de hidrogel hibridas que contenian alginato y

aislado de proteina de soya (1:8 w/w).

3.3 Aislado proteico de amaranto (APA)

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un pseudocereal y el cultivo es de
rapido crecimiento, ademas tiene un bajo costo de produccién. El grano de
amaranto tiene mas proteina que el maiz y otros granos de cereal (Rastogi and
Shukla, 2013), la semilla tiene alto contenido de proteina (17%) (Martinez and

Afdn, 1996), y su composicion de aminoacidos estd cerca de la proporcion
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requerida para la dieta humana (Rastogi and Shukla, 2013). Aceituno-Medina et
al., (2013) empled por primera vez el APA con 85.5 % de una mezcla de proteinas
con pesos moleculares entre 10 y 83 kDa para la obtenciéon de nanoestructuras
mediante electroestirado. Aceituno-Medina et al.,(2013), obtuvieron fibras
ultrafinas mediante la mezcla de APA-pululano (80:20) y actualmente se han
utilizado para la encapsulacion de compuestos bioactivos (Tabla 5). Aceituno-
Medina et al., (2015), encapsularon acido folico y obtuvieron una eficiencia de
encapsulaciéon de 95.6 % logrando incrementar la estabilidad del &cido fdlico

cuando es expuesto a luz ultravioleta.

Tabla 5. Algunas aplicaciones de nanofibras de APA-Pululano

_ ] Diametro o _
Biopolimero  Solvente (nm) Descripcion Referencia
nm

Encapsulacion de acido . _
. - (Aceituno-Medina,
305-378 félico: mayor estabilidad a

. et al., 2015)
la degradacién
APA- Acido Encapsulacion de (Aceituno-Medina,
. 260-362 _ _ _

Pululano férmico quercetina y acido ferulico etal., 2015)

Encapsulaciéon de (Blanco-Padilla et
224-248
curcumina al., 2015)

120 nm Encapsulacién de nisina (Soto et al., 2019)

Igualmente Aceituno-Medina et al., (2015), encapsularon exitosamente quercetina
y acido ferulico y evaluaron la digestién in vitro de éstas nanofibras funcionales,
sus resultados mostraron que se tuvo una liberacion sostenida de quercetina y
acido ferulico, ademas de que la encapsulacion de los activos en las nanofibras
mejord la capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos en comparacion
con los compuestos bioactivos libres. Blanco-Padilla et al., (2015) ocuparon esta
mezcla de biopolimeros (APA:Pululano,50:50) para la elaboracion de nanofibras
cargadas con curcumina, la actividad antioxidante de la curcumina contenida en
las fibras ultrafinas se mantuvo después de la digestion in vitro y fue superior en

comparacion con el compuesto bioactivo no encapsulado. Recientemente fue
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encapsulada nisina, se evalud la cinética de liberacion a pH 3.4y 6.1 y la eficacia
antimicrobiana de las fibras se evalud en jugo de manzana y queso fresco (Soto et
al., 2019), se encontr6 que las fibras cargadas con nisina permitieron la actividad
bactericida completa contra Salmonella Typhimurium, L. monocitogenes y L.
mesenteroides inoculados en jugo de manzana después de 48, 20 y 48 h,
respectivamente. Cuando las fibras cargadas con nisina se aplicaron en queso
fresco, la inactivacibn de microorganismos se completd después de 142, 120 y
170 h, respectivamente. Los resultados demostraron que las fibras
electroestiradas de nisina APA:PUL reducen significativamente la poblacién
bacteriana y pueden ser utilizados en productos alimenticios para la seguridad

microbiologica.

En cuanto a la aplicacion del APA adn no se ha reportado su uso en la obtencion

de hidrogeles.

3.4 Leguminosas

Las leguminosas son una importante fuente de nutrientes tales como proteinas,
carbohidratos, asi como minerales y vitaminas (Boye et al., 2010). Las proteinas
vegetales son consideradas como una alternativa adecuada para sustituir
proteinas animales tales como la gelatina que se utiliza ampliamente en los
alimentos, productos farmacéuticos y cosmeéticos (Aberkane et al., 2014).

Las principales proteinas que se encuentran en las leguminosas son globulinas y
albuminas. Las globulinas representan aproximadamente el 70% de las proteinas
de semillas de leguminosas y consisten principalmente de proteinas 7S, 11S y
15S. Los pesos moleculares de estas proteinas oscilan entre 8 a 600 kDa (Freitas,
Ferreira, y Teixeira, 2000). Estas proteinas tienen generalmente una solubilidad
minima a valores de pH entre cuatro y cinco (punto isoeléctrico). Por la
manipulacion de la solubilidad de las proteinas y el uso de técnicas de filtracion es
como se obtienen concentrados de proteinas y aislados con diferentes niveles de
pureza y funcionalidad. Propiedades funcionales de proteinas de los alimentos que

son de importancia en la elaboracién de alimentos incluyen, solubilidad, retencién
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de agua y la capacidad de unién de grasa, formacion de espuma y propiedades
emulsionantes, espesantes y formacioén de gel. Estas propiedades influyen en la
textura de los alimentos y las caracteristicas organolépticas y son esenciales en la
fabricacion de productos tales como productos de confiteria, bebidas y productos

carnicos (Boye et al., 2010).

Las leguminosas pueden ser consideradas adecuadas para la preparacion de
aislados proteicos por su alto contenido de proteinas, bajo costo y amplia
aceptabilidad de formulados (Shevkani et al., 2014).

La proteina vegetal mas ampliamente estudiada por sus propiedades funcionales
es la proteina de soya. Sin embargo, el uso de proteinas de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) y chicharo (Pisum sativum) es muy interesante debido a

su alto valor nutritivo y sus propiedades funcionales.

3.4.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa mas importante para el
consumo humano y tiene un papel importante en la agricultura sustentable, debido
a su capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico (Schmutz et al., 2014). En siete
paises se concentro el 63 % de la produccion mundial de frijol en 2014: India (16.4
%), Myanmar (14.9 %), Brasil (13.1 %), Estados Unidos (5.3 por ciento), México
(5.1 por ciento), China (4.1 por ciento) y Tanzania (4.1 por ciento) (FIRA, 2016).
En México es un producto de gran importancia en la dieta y en la economia,
debido a que participa con el 2% del valor de la produccién agricola y concentra
entre 1.7 y 1.8 millones de hectéareas, el 7.4% de la superficie sembrada en
México, siendo los principales productores Zacatecas (35.9 %), Durango (11.6 %),
Chihuahua (9.5 %), Sinaloa (8.9 %) Y Chiapas con el 5.5% (SAGARPA, 2017).
Entre 2015 y 2016 la produccion crecio un 14 % obteniéndose una produccion de
un millon 76 mil toneladas y un consumo per capita de 8.4 kg al afio, mientras que
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el valor de la produccién se estim6 en 9.5 mil millones de pesos (SAGARPA,
2017).

Uno de los defectos que afectan la calidad del frijol es la presencia de granos
quebrados, los cuales son granos que sus cotiledones se encuentran separados 0
bien que aun estando unidos presenten un tamafo inferior a las % partes del
grano entero (NMX-FF-038-SCFI-2002, 2002). El frijol de acuerdo con su calidad
se clasifica en extra, primera y segunda. En la calidad extra sélo el 1 % es
permitido, mientras que en las calidades primera y segunda el 3 y 4%,
respectivamente (NMX-FF-038-SCFI-2002, 2002). Se ha reportado que del 5 al
10 % de la produccion se desecha (Esqueda Coronado, 2009; Hernandez Casas,
2012). El uso de frijol quebrado permitiria generar un valor agregado a la cosecha

de frijol y utilizar un insumo que por lo general se desperdicia.

El concentrado proteico de frijol (CPF) es utilizado en la formulacion de alimentos,
sin embargo, existe una muy reducida aplicacién como biopolimero, donde puede
tener un impacto importante en la generacion de materiales de pared en la
encapsulaciéon de compuestos bioactivos y materiales biodegradables. Existen
pocos estudios realizados sobre el uso del CPF uno de ellos fue reportado por Liu
et al., (2014) donde utilizé muestras de tres aislados proteicos de frijol: frijol rojo
(Phaseolus angularis), comuan (Phaseolus vulgaris) y mungo (Phaseolus aureus)
como material de pared en la microencapsulacion de aceite de soya mediante
secado por aspersion, sin embargo, aun no se han reportado estudios sobre su
uso en biopeliculas o nanofibras.

La faseolina es una prominente vicilina con hoja 3 de estructuras secundarias y
hélices al azar. Esta proteina presenta peculiaridad estructural y compacidad,
como se evidencia por la ausencia de cualquier cambio en Amax en presencia de
perturbantes estructurales y también por la alta temperatura de desnaturalizacion
(> 88 °C) y AH (> 6.5 J/g) en medios con perturbantes de proteinas. Diferentes
interacciones, principalmente las interacciones hidrofobicas y electrostaticas y

enlaces de hidrégeno, estan involucrados en el mantenimiento de la conformacién
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nativa de faseolina. Los enlaces disulfuro e interacciones SS-SH no hacen una

contribucion significativa a la estabilidad de la proteina (Yin et al., 2010).

Por lo anterior, se puede apreciar que existe un campo inexplorado sobre el uso
de los aislados proteicos de chicharo y frijol como biopolimeros y mas adn su

aplicacion en nanofibras.

3.4.2 Chicharo (Pisum sativum)

El chicharo (Pisum sativum) es un cultivo de clima templado y humedo. Tiene su
Optimo de crecimiento entre los 16 y los 20°C. En México la produccién anual es
de 64,187.57 toneladas con un valor de produccion de 430, 523.09 miles de pesos
(SIAP-SAGARPA, 2014). EI chicharo tiene un contenido de proteina de 45.8—
63.4%, con un alto contenido de lisina, que complementa la deficiencia de los
cereales (Adebiyi-Aluko, 2011).

Kowalczyk et al., (2014) menciona que teniendo en cuenta el alto contenido de
proteina, precio relativamente bajo, falta de alteraciones genéticas, asi como el
hecho de que la proteina de chicharo no es un alérgeno comun, puede ser
utiizada como un biopolimero con potenciales aplicaciones en el area de
alimentos (Tabla 6). Los dos componentes principales de proteinas de guisante
son 11S legumina y 7S vicilina (Rubio et al., 2014). Tienen una estructura
cuaternaria regular, hexamérica para proteinas legumina y trimérica para las
proteinas vicilina. La legumina 11S consiste en un acido y un polipéptido basico
(de aproximadamente 40 y 21 kDa, respectivamente), que estan unidos entre si
por un puente disulfuro. El peso molecular total de una unidad de legumina es de
aproximadamente 380 kDa, es una proteina globular muy compacta en la que se
encuentran en el exterior los polipéptidos acidos y polipéptidos basicos constituyen
el nacleo hidréfobo de la proteina (Gueguen et al., 1988). La vicilina 7S es una
glicoproteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 150 kDa. La

estructura cuaternaria de las globulinas de guisante depende de la concentracion,
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pH y sal. Por ejemplo, legumina de guisante esta presente como un hexamero a
pH 7 y de alta fuerza idnica (0.1 M), pero se disocian (por ejemplo, a pH 3.35 y
10), y de acuerdo con la fuerza ionica, en la mezcla de trimeros, dimeros y
mondmeros. Las condiciones acidas parecen ser mas drasticas que las alcalinas y
la legumina nativa estd completamente disociada a un pH de 2.4 que conduce a la
formacion de un mondmero con buenas propiedades interfaciales (Gueguen y
Barbot, 1988).

El aislado proteico de chicharo se ha utilizado como material de pared en la
microencapsulacion de acido linoleico conjugado (Costa et al., 2015), acido
ascorbico (Pierucci et al., 2006) y a-tocoferol (Pierucci et al,. 2007) (Tabla 6). Lo
anterior contribuye a confirmar la versatilidad de la aplicacion de la proteina de

guisante como fuente biopolimérica.

Tabla 6. Algunas aplicaciones del aislado proteico chicharo

Aislado proteico Descripcién Referencia
Chicharo Encapsulacion de acido linoleico (Costa et al,. 2015)
conjugado
Chicharo Elaboracion de biopeliculas (Kowalczyk et al., 2014)
Chicharo Encapsulacion de a-tocoferol (Pierucci et al., 2007)
Chicharo Encapsulacion de acido ascorbico (Pierucci et al., 2006)
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Il. Justificacién

Los aislados proteicos de frijol comun (Phaseolus vulgaris) y chicharo (Pisum
sativum) representan una buena alternativa como fuentes biopoliméricas, debido a
la alta disponibilidad y bajo costo, sin embargo, el electroestirado de proteinas
representa un reto debido a la complejidad que presentan sus conformaciones
estructurales en solucion. Por lo anterior se planteé la necesidad de conocer el
efecto de la conformacion de los aislados proteicos en la formacion de fibras y en
sus caracteristicas. Por otra parte, debido a que los aislados proteicos de
leguminosas presentan un alto contenido de proteinas globulares y esto favorece
la formacién de hidrogeles se planted la idea utilizar por primera vez el aislado
proteico de frijol para este fin. Se espera que el conocimiento generado en este
trabajo permita el incremento de las aplicaciones de los dos aislados proteicos en

el area de alimentos.

M. Hipotesis

Pueden ser utilizados los aislados proteicos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
y chicharo (Pisum sativum) como biopolimeros en la obtencién de fibras

electroestiradas e hidrogeles.
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V. Objetivo general

Desarrollar y caracterizar fibras electroestiradas e hidrogeles a base de
proteina de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) y chicharo (Pisum sativum)

V. Objetivos especificos

1. Caracterizar los aislados proteicos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y
chicharo (Pisum sativum).

2. Estudiar la formulacion de soluciones biopoliméricas de los aislados
proteicos y de las variables del proceso de electroestirado en la obtencion
de fibras.

3. Estudiar la conformacion proteica y su efecto en la formacion de fibras y las
caracteristicas de las mismas.

4. Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de las fibras obtenidas.

5. Evaluar el uso del aislado proteico de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

en la obtencion de hidrogeles.
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VI. Metodologia

6.1 Obtencidn y caracterizacion fisicoquimica, conformacional y funcional de
concentrado proteico de frijol (CPF)

6.1.1 Materiales

Se utiliz6 como materia prima frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cultivar Bayo
Madero donado por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP). Acido clorhidrico (HCI), hidroxido de sodio (NaOH), Kit BCA

para cuantificacion de proteina.

6.1.2 Métodos

6.1.2.1 Preparacion del aislado proteico de Frijol comun (Phaseolus vulgaris)
Se empled el método propuesto por (Mojica & de Mejia, 2015) que consiste en

moler el frijol en una relacion 1:10 (frijol/agua), posteriormente el pH se ajusté a
8.0 con NaOH 0.1 M y la extraccion de proteinas se llevo a cabo a 35 °C con
agitacion durante 1 h. La mezcla fue centrifugada a 5000 g durante 15 min a 4 °C.
El precipitado se volvera a extraer en condiciones idénticas con el fin de maximizar
el rendimiento y ambos extractos seran combinados. Después de esto, el pH se
ajusté a 4.3 con HCI para precipitar las proteinas, seguido por centrifugacién a
10000 g durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se deseché y el sedimento se
liofiliz6. Finalmente, el aislado proteico de frijol se almacen6 a -20 °C hasta su

posterior analisis.

6.1.2.2 Cuantificacion de proteina
El contenido total de proteina se determiné utilizando el kit BCA Protein Assay

Thermo Scientific el cual combina la conocida reduccién de Cu?* a Cu* por la
proteina en un medio alcalino con la deteccion colorimétrica altamente sensible y
selectiva del catién cuproso (Cu'*) por el cido bicinconinico. El primer paso es la
guelacion de cobre con la proteina en un medio alcalino para formar un complejo

de color azul claro. En esta reaccion, conocida como la reaccion de biuret,
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péptidos que contienen tres o mas residuos de aminoacidos forman un complejo
guelato coloreado con iones cupricos en un ambiente alcalino que contiene tartrato

de sodio y potasio.

En la segunda etapa de la reaccion de desarrollo de color, el acido bicinconinico
(BCA) reacciona con el cation reducido (cuproso) que se formd en el paso uno.
Los productos de reaccién son de un intenso color purpura y resultan de la
guelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso. El complejo de cobre
BCA es soluble en agua y presenta una fuerte absorbancia a 562 nm, es lineal con
el aumento de las concentraciones de proteina. ElI reactivo BCA es
aproximadamente 100 veces mas sensible (limite inferior de deteccion) que el
color azul pélido de la primera reaccion. La reaccion que conduce a la formacion
de color BCA esta fuertemente influenciada por cuatro restos de aminoéacidos
(cisteina o cistina, tirosina y triptéfano) en la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Sin embargo, a diferencia de los métodos de fijacibn de colorante
Coomassie, el esqueleto peptidico universal, también contribuye a la formacion de
color, ayudando a minimizar la variabilidad causada por diferencias en la

composicién de proteinas.

El procedimiento que se siguié consisti6 en la preparacion de una curva de
calibracion de albumina de suero bovino con un rango de cuantificacién de 0 a
2000 pg/ml y se colocaron 25 pl de cada muestra o estdndar en cada pozo de una
microplaca de 96 pocillos, posteriormente se afadieron 200uL del reactivo de
trabajo a cada pocillo y se agit6 la placa durante 30 segundos. Posteriormente se
cubrié la placa y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos. Finalmente la placa se
enfri6 a temperatura ambiente y se midid la absorbancia a 562 nm en un lector

SpectraMax 190, Molecular Devices.

6.1.2.3 Electroforesis
Los aislados proteicos fueron caracterizados mediante electroforesis SDS-PAGE

en condiciones reductoras y no reductoras. De acuerdo con su pureza, fue pesado

el equivalente a 10 pg de proteina y se disolvieron en NaOH 0.1 N. Posteriormente
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se les adicion6 solucibn amortiguadora Para la electroforesis en condiciones
reductoras, se agrego 5% de 3-mercaptoetanol a la solucion amortiguadora donde
se disolvieron las muestras. Posteriormente las muestras fueron calentadas por 1
minuto a 100 °C en un bafio seco. Después fueron colocados 32 pl en cada pocillo
de geles de acrilamida 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ de BIO-RAD.
Se utilizd un marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ WesternC™
Standards de 10 a 250 kDa.

6.1.2.4 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)
Las caracteristicas térmicas del aislado proteico de frijol en funcion del pH se

investigaron usando CDB, las mediciones se llevaron a cabo en un equipo DSC 7
Perkin Elmer. Fueron colocados 50 pl de soluciones de proteina al 20 % p/p con
valores de pH de 2 a 10 en crisoles de acero inoxidable sellados herméticamente,
un crisol vacio fue usado como referencia. La medicion se llevd a cabo bajo
atmosfera de nitrégeno. Las muestras fueron calentadas de 30 a 110 ° C a una

velocidad de calentamiento de 10 °C / min.

6.1.2.5 indice de polidispersion y potencial Z
El indice de polidispersion y potencial Z de CPF en funcion del pH fueron medidos

en un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS Instrument (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Worcestershire, UK). Fueron preparadas soluciones proteicas en una
concentracion de 0.1 mg/ml y el pH fue ajustado a 2, 4, 6, 8,10 y 12 con NaOH o
HCI. Posteriormente las soluciones fueron centrifugadas a 4200 RPM durante 10
minutos para eliminar particulas suspendidas. Las mediciones fueron realizadas

por triplicado a temperatura ambiente.

6.1.2.6 Dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) fue utilizada para obtener
informacion sobre la estructura secundaria de las proteinas presentes en el
aislado proteico. El aislado proteico fue disuelto en agua en un rango de pH de 2 a
11, en una concentracién de 0.4 mg/ml para la medicién de dicroismo circular en

la region UV-lejano (205-250 nm), mientras que para las mediciones en la region
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UV-cercano (250-320 nm) fueron preparadas soluciones de 1.2 mg/ml. Los
espectros de dicroismo circular fueron obtenidos en un espectrofotometro Bio-
Logic Science Instruments MOS-500 a 25 ° C en una celda de cuarzo de 1 cm de
longitud. Los puntos de datos para los espectros fueron registrados con un ancho

de banda de 1 nm.

6.1.2.7 Solubilidad de aislado proteico

Fueron preparadas soluciones de CPF en agua desionizada (1%, p/v) y se
agitaron durante 30 minutos con agitador magnético, posteriormente fue ajustado
el pH de 2 a 11 con NaOH y HCI 0.5 M. En caso de ser necesario el pH se
reajustd después de 30 minutos de agitacion. A continuacion, las dispersiones
fueron centrifugadas a 12 000 x g durante 20 min a 20 ° C. Después de la dilucién
apropiada, el contenido de proteina de los sobrenadantes fue cuantificado
mediante el método de Bradford usando albumina de suero bovino (BSA) como
estandar. La solubilidad se expresé como gramos de proteina soluble por 100 g de
proteina.

6.1.2.8 Capacidad emulsificante

La capacidad emulsificante del CPF en funcion del pH se determind siguiendo la
metodologia descrita por Mundi & Aluko, (2012). Se pesaron 300 mg de CPF y se
adicionaron 30 ml de agua destilada, la suspensién obtenida se agité con vértex
durante 30 segundos, después fueron adicionados 10 ml de aceite de girasol. El
pH fue ajustado a 2, 4, 6, 8, 10 y 12 con HCI o NaOH 1N, posteriormente cada
muestra se homogenizé a 10 000 RPM durante 1 minuto. Fueron tomados 50 pl
del fondo de la emulsion y diluidos en 5 ml de SDS al 0.1 % en el tiempo Oy 10

minutos después de la homogenizacion.

m?\ _ 2x2.303x4oxFD
IAE (g ) T cx¢x (1-6)x10000 Ec.6.1
IEE (min) = -2 x 10 Ec. 6.2

0—-10
Donde FD es el factor de dilucién (100), ¢ es la concentracion inicial de proteina

(g/mL), ¢ longitud de 6ptica (0.01 m), 6 fraccion de aceite utilizada para formar la
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emulsién (0.25), y Ao Y A1 la absorbancia de la emulsion diluida al minuto 0 y 10,

respectivamente. Las mediciones se realizaron por triplicado.

6.1.2.9 Capacidad espumante

La capacidad espumante del CPF en funcién del pH se determind siguiendo la
metodologia descrita por Mundi & Aluko, (2012). Fueron preparados 5 ml de
soluciones de proteina al 1 % en tubos de centrifuga graduados de 50 ml, el pH se
ajustd con NaOH o HCI. Las muestras fueron homogenizadas a 20,000 rpm
durante 1 min usando un homogeneizador Miccra D9 (MICCRA GmbH
Deutschland). Se determind la capacidad de la fase continua para incluir aire
(capacidad espumante) empleando la Ecuacién 7.1 utilizando la media de tres

mediciones.

Volumen después de homogenizacién—Volumen antes de homogenizacion

CE = *100 Ec. 6.3

Volumen antes de homogenizacion

La capacidad de retener aire durante un cierto periodo de tiempo se realizo
midiendo el volumen de espuma después del almacenamiento a temperatura
ambiente durante 30 minutos y se expres6 como porcentaje del volumen de

espuma original.

6.1.2.10 Capacidad de retencion de agua y aceite

La capacidad de retencidon de agua y aceite se determind utilizando el método
reportado por Mundi & Aluko, (2012). Fueron dispersados 1.5 g de CPF en 25 ml
de agua destilada (o aceite de canola puro) en un tubo de centrifuga previamente
pesado. Las dispersiones se agitaron en vortex durante 1 minuto, posteriormente
se dejaron reposar durante 30 minutos y luego se centrifugaron a 4200 RPM
durante 25 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se decantd y el
exceso de agua (o aceite) en la fase superior se drend colocando los tubos en un
angulo de 45 °C durante 15 minutos. Finalmente el tubo que contenia el pellet de
proteina se pesO nuevamente para determinar la cantidad de agua o aceite

retenido por gramo de muestra.
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6.2 Desarrollo y caracterizacién de nanofibras electroestiradas de proteina

de chicharo utilizando pululano como acarreador

6.2.1 Materiales

Se empled aislado proteico de chicharo amarillo (Pisum sativum)
NUTRALYS® S85, el cual presenta un contenido proteico de 85% (b.s.) donado
por la empresa Roquette. Acido clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH), Kit
BCA para cuantificacion de proteina, alcohol polivinilico (PVA) y pululano.

6.2.2 Métodos

6.2.2.1 Contenido proteico y perfil electroforético de aislado proteico de
chicharo (APCH)
El contenido proteico y la distribucion de pesos moleculares se determinaron

siguiendo la metodologia presentada en el punto 6.1.1.2.3.

6.2.2.2 Preparacion de soluciones acuosas de aislado proteico de chicharo

Al realizar pruebas preliminares de solubilidad del aislado proteico de chicharo
directamente en agua se observo sedimentacion lo cual fue un indicio de que el
aislado proteico no es completamente soluble debido a las fuertes interacciones
proteina-proteina que impiden la interaccion con el solvente. La desnaturalizacion
de las proteinas es el desdoblamiento de la proteina a partir de un estado nativo
estructurada en un estado (parcialmente) no estructurado con poca 0 ninguna
estructura residual fijjo, que no esta lejos de una espiral al azar. La
desnaturalizacion puede ser inducida tanto por la temperatura y por
desnaturalizantes (desnaturalizacion quimica) (De Graaf, 2000), es por esto que,
en este punto, se evalud la solubilidad de los dos aislados proteicos (frijol,
chicharo) en agua para lo cual se plante6 un disefio 3° para cada aislado donde
los factores estudiados fueron la concentracion, el pH y la temperatura y como

variables de respuesta se tienen la solubilidad (Tabla 7).
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Tabla 7. Disefio experimental para la evaluacion de solubilidad para cada aislado
proteico

Factor Nivel Nivel Nivel alto Variables de
bajo medio respuesta
Concentracion (% p/p) 8 10 13
pH 2 9 12 Solubilidad
Temperatura (°C) 25 60 95

6.2.2.3 Caracterizacion de soluciones acuosas APCH-PUL

Debido a que el proceso de electroestirado de proteinas globulares es muy
complejo es necesario investigar el comportamiento de las proteinas de cada uno
de los aislados proteicos en solucion, lo cual nos brindara el conocimiento acerca
de las condiciones conformacionales que favorecen o dificultan el electroestirado.

La conductividad y la tension superficial de las soluciones poliméricas se midieron
usando un medidor de conductividad (Orion Star A212 de Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.) y un tensiémetro basado en el método de anillo Du Nouy
(Sigma 703, KSV Instruments Ltd., Helsinki, Finlandia), respectivamente. La
viscosidad dinamica de las soluciones se determind utlizando un sistema
avanzado de expansion reométrica (ARES) de Rheometric Scientific. Las pruebas
se realizaron utilizando un accesorio Couette con un cilindro de las siguientes
dimensiones: 23 mm (diametro interior), 25 mm (diametro exterior) y 20 mm de

altura. Todas las mediciones se realizaron por triplicado a 25 ° C.

6.2.2.4 Electroestirado

De los experimentos obtenidos, fue seleccionado el que presentd los resultados
apropiados para que el proceso de electroestirado fuera factible. Se estudio el
efecto de las variables del proceso en la formacion de fibras: voltaje, velocidad de
flujo y distancia del colector para lo cual se utilizé un disefio 2% (Tabla 8), las

variables de respuesta fue la formacién de fibras, cantidad de defectos y diametro.
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Tabla 8. Disefio experimental para el proceso de electroestirado APCH

Factor Nivel bajo Nivel alto Variables de respuesta
Voltaje 15 kV 22 kV
Velocidad de flujo 0.4 ml/h 1 ml/h Formacion de fibras
Distancia del colector 10 cm 15 cm

6.2.2.5 Morfologia de las fibras elaboradas a partir APCH-PUL

La morfologia y las caracteristicas de superficie de las fibras electroestiradas se
analizaron por microscopia electrénica de barrido (EVO-50, Carl Zeiss) siguiendo
el procedimiento descrito por Soto et al., (2016). Las distribuciones de diametro de
las fibras, asi como las fracciones de porosidad de los mats se obtuvieron a partir
de las imagenes SEM con 50 K de aumento utilizando el software ImageJ-
DiameterJ (Hotaling et al., 2015).

6.2.2.6 Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Total Atenuada

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se recogieron con
un espectrometro ATR-FTIR Perkin Elmer Spectrum 100. Los escaneos se
tomaron en un rango espectral de 4000-600 cm™ con resolucién de nimero de

onda de 4 cm™ y un promedio de 16 escaneos.

6.2.2.7 Propiedades mecanicas

El comportamiento de las fibras electroestiradas se prob6 en una maquina de
prueba Zwick / Roell modelo Z005 con una velocidad de cruceta de 10 mm / min a
temperatura ambiente y humedad. Los mats de fibras se seccionaron en tiras
rectangulares de 5 mm de ancho y 30 mm de largo. El modulo de elasticidad (E),
el porcentaje de elongacion a la falla (€) y la resistencia a la traccion final (o) se
calcularon a partir de las curvas de distancia de carga generadas de acuerdo con

el software testXpert Intelligent testing version 12.
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6.3 Busqueda del solvente ideal para desarrollar fibras electroestiradas a
partir de los aislados proteicos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y chicharo

(Pisum sativum).

6.3.1 Materiales

Se utilizé el concentrado proteico de frijol bayo Madero obtenido y caracterizado
en el capitulo 7.1. También se utilizo el aislado proteico de chicharo NUTRALYS®
S85. El acido trifluoroacético (TFA) fue suministrado por Merck Millipore, el acido
férmico (FA), el trifluoroetanol (TFE) y el hexafluoroisopropanol (HFIP) fueron
suministrados por Sigma-Aldrich. Fue utilizado hidroxido de sodio 0.1 M (NaOH) y
HCl marca J.T.Baker®.

6.3.2 Métodos

6.3.2.1 Preparacion de soluciones para electroestirado

En esta parte del trabajo fueron empleados los aislados proteicos de chicharo
(APCH) y frijol comun Bayo Madero (CPF) cuyos resultados de su caracterizacion
se encuentran en los puntos 6.1 y 6.2. Como prueba preliminar fueron preparadas
soluciones al 5, 10 y 15 % p/v en los diferentes solventes: agua, AF, HFIP, TFE y
TFA. Se seleccioné la concentracién al 10 % p/v de cada aislado proteico en cada
solvente para realizar los experimentos de electroestirado por presentar mejores

caracteristicas en cuanto apariencia (Tabla 9).

6.3.2.2 Viscosidad

Fueron obtenidas las curvas de flujo de cada solucién proteica en un reémetro
Ares (Rheometric Scientific). Las mediciones se realizaron utilizando un accesorio
Couette con un cilindro de las siguientes dimensiones: 23 mm (diametro interior),
25 mm (didmetro exterior) y 20 mm de altura. Todas las mediciones se realizaron

por triplicado a 25 ° C.

6.3.2.3 Dicroismo circular
La espectroscopia de dicroismo circular (DC) se usO para proporcionar

informacion sobre la estructura secundaria de las proteinas presentes en los
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aislados proteicos. Los polvos de proteina se disolvieron en agua, HFIP,
trifluoroetanol, acido trifluoroacético TFA y acido formico AF en una concentracion
de 0.4 mg/ml para la medicion de dicroismo circular en la regién UV-lejano (205-
250 nm), mientras que para las mediciones en la region UV-cercano (250-320 nm)
se prepararon soluciones de 1.2 mg/ml. Los espectros de dicroismo circular se
obtuvieron en un espectrofotometro Bio-Logic Science Instruments MOS-500 a 25
° C en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud. Los puntos de datos para los

espectros registraron en cada nanémetro con un ancho de banda de 1 nm.

Tabla 9. Concentracion de aislados proteicos y solventes empleados en las
soluciones de electroestirado

Muestra Concentracion (%) Solvente
Agua
Acido férmico (AF)
APCH 10 Hexafluoroisopropanol (HFIP)

Acido trfluoroacétcio (TFA)
Trifluoroetanol (TFE)
Acido férmico (AF)
Hexafluoroisopropanol(HFIP)
Acido trfluoroacétcio (TFA)
CPF 10 Trifluoroetanol (TFE)
Acido formico (AF)

6.3.2.4 Electroestirado
Fue evaluado el efecto de las variables del proceso en la formacion de fibras:

voltaje, velocidad de flujo y distancia del colector para lo cual se utilizé un disefio
23 (Tabla 10), la variable de respuesta fue la formacién de fibras.
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Tabla 10. Disefo experimental para el proceso de electroestirado de cada aislado
proteico

Factor Nivel bajo Nivel alto Variables de respuesta
Voltaje 15 kV 22 kV
Velocidad de flujo 0.2 ml/h 0.4 mi/h Formacion de fibras
Distancia del colector 10 cm 15 cm

6.3.2.5 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las fibras
obtenidas

La morfologia y las caracteristicas de la superficie de las muestras
electroestiradas se analizaron por FESEM (Microscopio electronico de barrido de
emision de campo JSM-7610F). Las muestras fueron recolectadas en obleas de
silicio y posteriormente fueron recubiertas de oro. Después del proceso de
electroestirado, las muestras fueron secadas a 40 ° C durante 4 horas y
posteriormente se realizé la espectroscopia infrarroja de acuerdo al punto 6.2.2.6

Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Total Atenuada
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6.4 Obtencidon y caracterizacion de geles a partir de concentrado proteico de

frijol
6.4.1 Materiales

Se utilizé el concentrado proteico de frijol bayo Madero obtenido y caracterizado
en el capitulo 7.1. Fue utilizado hidroxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico
(HCI) marca J.T.Baker®.

6.4.2 Métodos

6.4.2.1 Obtencion de geles de CPF

Se empled la metodologia propuesta por Maltais et al., (2009) para gelificacion en
frio con algunas modificaciones. Se plante6 un disefio de experimentos 2° (Tabla
11. ) donde los factores estudiados fueron: concentracion de proteina (9 y 14 %
p/v), pH (2 y 7) y contenido de CaCl, (0 y 20 mM). Las soluciones fueron
preparadas de acuerdo con la concentraciébn en estudio y se mantuvieron en
agitacion durante 30 minutos, después el pH se ajustd y se mantuvo en agitacion
30 minutos. Las soluciones de proteina se calentaron a 95 °C durante 30 minutos
usando un bafio de agua, pasando este tiempo, las muestras se enfriaron a 25 °C
durante 2 horas. Posteriormente se adicioné CaCl, y se agitd con vortex 15

segundos. Finalmente los geles fueron almacenados en refrigeracion.

Tabla 11. Disefio de experimentos 2 para la obtencién de geles

Factor Niveles
Concentracion (%op/v) 9 14
pH 2 7
Fuerza ionica (CacCly) 0 20 mM

6.4.2.2 Medicion de propiedades mecanicas

Las propiedades de deformacién a gran escala (relajacion de tension y capacidad
de untabilidad) de las muestras se midieron mediante la prueba de capacidad de

untabilidad. La prueba se realiz6 utilizando un analizador de textura TA.XT2
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(Texture Technologies Corporation, TTC, Scarsdale. NY) equipado con un
dispositivo de untabilidad que es un conjunto de conos de 45 ° de plexiglas (HDP /
SR) macho y hembra (HDP / SR) emparejados con precision (Stable Micro
System, Ltd., Goldaming, UK) y una celda de carga de 5 kg. Las mediciones se
realizaron a 10 £ 1 ° C. Cada muestra se midio dos veces, con una muestra nueva
utiizada para cada medicion. La muestra se coloc6o entre los conos,
posteriormente se retird el cono macho de la muestra. Las muestras se colocaron
en el interior del cono hembra y con una espatula fue eliminado cualquier exceso
de muestra para dejar una superficie de prueba plana. Las muestras fueron
equilibradas a 10 °C. El cono macho presioné la muestra de gel a 3 mm/s continud
hasta una profundidad de 23 mm. Durante esta Ultima etapa la muestra salié de

entre los conos. Finalmente, se retiré el cono macho de la muestra.

67



VII. Resultados y discusion

7.1 Obtencion y caracterizacién fisicoquimica, conformacional y funcional de

concentrado proteico de frijol (CPF).

7.1.1 Contenido proteico y perfil electroforético.

El CPF presentd un contenido proteico de 71+3 %, esto es indicativo de que la
metodologia utilizada de aislamiento mediante precipitacion por punto isoeléctrico
no permite la obtencién de un aislado de alta pureza para este tipo de frijol. La
Figura 4 muestra los perfiles electroforéticos del CPF en condiciones no
reductoras y reductoras donde se observa la presencia de 9 y 11 bandas con
pesos moleculares que van de 12 a 97 kDa correspondientes a lipoxigenasa (97
kDa), faseolina (43, 53 kDa), arcelina-4 (29 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa),
Inhibidor de a amilasa (18 kDa) (Mojica and de Mejia, 2015). CPF presento perfiles
electroforéticos similares a los reportados en la literatura (Mojica & de Mejia,

2015).

B-
Mercaptoetanol

1 (2
(+) Lipoxigenasa (97 kDa)
Faseolina (43, 53 kDa)

Arcelina-4 (29 kDa)

Peso molecular

Inhibidor de tripsina (20 kDa)

Inhibidor de a amilasa (18 kDa)

Figura 4. Perfiles electroforéticos de aislados proteicos en condiciones no
reductoras y reductoras, a) CPF b) APCH
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7.1.2 Propiedades térmicas

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que proporciona informacion
util sobre las propiedades térmicas de proteinas como T4 (Temperatura de
desnaturalizacion) y AH (Diferencial de entalpia especifica total para el proceso de
desnaturalizacion). T4 refleja la temperatura de desnaturalizacion de la proteina
donde ocurre la interrupcion de los enlaces de hidrégeno que mantienen las
estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas, en particular la conformacién
terciaria (S.W. Yin et al., 2011) y también proporciona informacién sobre la
estabilidad proteica (Shevkani et al., 2014). AH indica la cantidad de energia
necesaria para poder llevar a cabo la desnaturalizacion proteica (Beldarrain, 2001;
Shevkani et al.,, 2014). Las propiedades térmicas se presentan en el Tabla 12
Puede observarse que se obtienen menores valores de T4 a pH 2 y pH 10,
mientras que a pH 4 (cercano al punto isoeléctrico) se observé la mas alta
temperatura de desnaturalizacion. Esto es indicativo de que a valores de pH 2y 10
ocurre la pérdida de estructura terciaria, mientras que a pH 4 la proteina se
encuentra mayormente plegada. A pH 12 no fue observado un pico endotérmico lo
cual puede deberse a que a éste valor la proteina ya se encuentra desplegada.
Para otras variedades de frijol rojo se han reportado valores, sin ajuste de pH, de
Tq de 91 °C y 83.8 °C para chicharo de campo (Shevkani et al., 2014), éstos
valore. En cuanto a los valores de AH se observé que a pH 2 se obtuvo el menor
valor (3.707 J/g) y a pH 8 el mayor (6.78 J/g) representando un contenido de

estructura secundaria de orden menor y mayor, respectivamente.

Tabla 12. Resultados de calorimetria diferencial de barrido

pH Tonset Tena(°C) Tq (°C) AH (J/g)
2 68.459 81.38 75.166 3.707
4 92.466 102.254 97.2 5.559
6 90.5652 99.437 95.366 4.493
8 81.522 94.701 88.7 6.78
10 68.64 82.244 75.866 5.098
12 Sinsefial - e e
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7.1.3 Dicroismo circular

Los cambios conformacionales de las soluciones de CPF a diferentes valores de
pH se investigaron utilizando DC-UV lejano y cercano. La Figura 5a muestra los
espectros de CC del CPF a diferentes valores de pH, las mediciones a valores de
pH de 4 a 6 no se realizaron debido a la baja solubilidad del CPF. Los espectros
mostraron un comportamiento similar, sin embargo, se observaron algunos
cambios tanto en la magnitud como en la forma de las bandas, lo que indica que
hay cambios conformacionales. El valor de la elipticidad a 222 nm es un valor
comunmente utilizado para explicar los cambios de conformacién porque la
transicion n — 1 * del enlace peptidico se produce en este valor (Figura 5b). A pH
2, se observo la mayor elipticidad negativa, mientras que a valores de pH alcalino
(8 y 10), se observaron menores valores de elipticidad, se ha informado que tal
comportamiento es indicativo de que la proteina ha sido desnaturalizada
(Aghanouri et al., 2015). EI aumento en la sefal negativa a pH 12 puede deberse
al hecho de que hubo un mecanismo de desnaturalizacion de dos pasos y la
existencia de una forma intermedia para la desnaturalizacion por la solucién
alcalina a este valor de pH (Aghanouri et al., 2015).

Los espectros de CD cercano a UV en la regién de 250-320 nm provienen de
aminoacidos aromaticos, el triptéfano (Trp) muestra una banda positiva a 290 nm
con una estructura fina entre 290 y 305 nm; tirosina (Tyr) una banda positiva entre
275 y 282 nm, con un hombro en longitudes de onda més largas; La fenilalanina
(Phe) muestra bandas mas débiles pero mas nitidas con una estructura fina entre
255y 270 nm (Kelly et al., 2005). Las cadenas laterales aromaticas se encuentran
con frecuencia en los sitios de union al ligando y a menudo estan presentes en las
regiones afectadas por cambios conformacionales (Perczel and Holl6si, 1996)..
Los resultados (Figura 5c) revelaron que hubo cambios conformacionales con
respecto al pH, se observé que a pH 2 las bandas situadas a 258 y 265 nm
correspondientes a Phe fueron mas definidas que a pH alcalino, ademas, el valor
de elipticidad negativo de la banda situada a 275 nm, atribuida a Tyr, se redujo a
pH acido, de igual manera, para la banda Trp se observd menos definida a pH 12.

Se observd que la elipticidad negativa se redujo con el aumento del pH, se ha
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reportado que la disminucion de las bandas sugiere una mayor flexibilidad de las
cadenas alrededor de los residuos aromaticos debido a un despliegue parcial de

las proteinas (Sasaki et al., 1997).
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Figura 5. a) Espectros de dicroismo circular UV lejano a diferentes valores de pH
b) Efecto del pH sobre el espectro de dicroismo circular a 222 nm, ¢) Espectros
UV cercano.

6.1.4 indice de polidispersion

La dispersion dinamica de la luz (DLS), a la que a veces se hace referencia como
dispersién de luz cuasi elastica (QELS), es una técnica no invasiva que es
adecuada para la determinacion del peso molecular y mediciones de tamafio de
las moléculas en el rango de 10 um a menos de 1 nm y con un peso molecular
inferior a 1000 Da (Naveen et al., 2019).
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Las aplicaciones tipicas de la dispersion de luz dinamica son la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido.
El movimiento Browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que la
luz laser se disperse en diferentes intensidades. Del analisis de estas
fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano y

por lo tanto el tamano de particula utilizando la relacién de Stokes-Einstein.

En la Figura 6 se presentan los resultados correspondientes al indice de
polidispersidad (IPD) el cual es un valor adimensional, los valores superiores a 0.7
indican que la muestra tiene una distribucion de tamafo muy amplia. Puede
observarse que a valores de pH de 2, 4 y 10 se observdé mayor dispersidad,

mientras que a pH 12 la muestra fue menos dispersa
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Figura 6. Efecto del pH sobre el indice de polidispersidad (IPD)

7.1.5 Distribucion de diametro hidrodinamico

En la Tabla 13 se presentan los resultados correspondientes a las distribuciones
de diametro hidrodinamico asi como los valores de intensidad de cada pico, los
cuales representan la proporcion de la muestra que presenta cada tamarfo. Puede
observarse que el pH influyé en el diametro hidrodinamico, se observaron dos
tamafnos de agregados predominantes en los valores de pH estudiados, excepto

para el pH 12, donde una poblacién fue la dominante. Los valores de diametro
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hidrodinamico méas alto se obtuvieron a pH 8 donde el 57.45 % de la muestra
presento un tamafio de 811.750 £ 65.973 nmy el 39.1 % de 149.800 £ 21.779 nm,
mientras que a pH 12 se obtuvo los tamafios més bajos al presentar 90.16 % de
las moléculas un valor de 288.467 = 21.020. Han sido reportados didmetros
hidrodinamicos de 30 a 40 nm para aislado proteico de frijol rojo arrifionado a pH 2
(Zhang et al., 2010), por lo cual, los resultados obtenidos indican que la proteina
se encuentra formando agregados y que éstos tienen un tamafio menor a pH 12.
Resultados similares fueron reportados para hordeina disuelta en acido acético,
donde el 54.8 % de la muestra presenté agregados con diametro hidrodinamico de
728.6 nm, mientras que gliadina en el mismo solvente presenté el 74.5 % un
diametro de 33 nm, al observar la muestra mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) encontraron que las particulas de hordeina exhibieron una
arquitectura flexible y extendida, mientras que en gliadina también fueron

observados agregados pero estos fueron muy compactos (Wang and Chen, 2012).

Tabla 13. Distribucién de didmetro hidrodindmico

Diametro hidrodinamico (nm) Intensidad de pico (%)
PH Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 1 Pico 2 Pico 3
2 619.83 £46.17 100.15 + 14.10 5338.00 £ 130.11 69.07 £ 6.47 28.30£4.29 2.63+2.70
4 537.75 + 58.05 103.53+32.43 oo 87.00 + 6.65 13.00 +6.65 -
6 392.20 + 111.02 75.05+£8.11 5011.50 + 19.09 50.30 + 3.39 43.50 + 5.66 6.15 +2.33
8 811.75 + 65.97 149.80 £ 21.78 13.86 + 19.60 57.45 +10.11 39.10 +5.23 3.45+4.88
10 692.70 + 82.59 162.10 + 46.10 5091.00 + 11.31 57.35+12.80 33.60 +11.46 9.00 £ 1.27
12 288.47 £ 21.02 4220.33+£783.61 = ------ 90.167 £ 5.853 983+585 -

7.1.6 Potencial Z

El potencial Z se usa comunmente en la interpretacion de la estabilidad de la
suspension proteica. En la Figura 7 se presentan los resultados del efecto del pH

sobre el valor de potencial Z a 25 °C de CPF. A valores de pH por debajo del
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punto isoeléctrico fueron observados valores positivos de potencial Z,
encontrandose a pH 2 el valor mas alto (15.46 £ 1.10 mV) en comparacion con el
valor a pH 4 (12.1), después del punto isoeléctrico el potencial se volvié negativo
pasando a -19.466 + 1.501 mV a pH 6, posteriormente, a partir de pH 8 se
alcanz6 el maximo valor (-30.133 £ 0.929 mV) el cual permaneci6 sin cambio a
valor de pH 10 y 12. Este patrén de comportamiento coincide con lo reportado
para faseolina (S.-W. Yin et al., 2011), se reporté que las cargas en la proteina son
gradualmente cambiadas de positivas a negativas como resultado de
desprotonacion gradual de los grupos carboxilo y protonacion de los grupos
amino.
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Figura 7. Efecto del pH sobre el potencial Z

7.1.7 Solubilidad

La solubilidad de proteinas a diferentes valores de pH es un indicador del
rendimiento de aislados de proteinas en los sistemas alimentarios, y también el
grado de desnaturalizacion de proteinas debido al calor o el tratamiento quimico.

Como era de esperarse, el pH afectd significativamente (a=0.05) la solubilidad de
CPF (Figura 8). Se observo solubilidad minima en el rango de pH de 4 a 6 (1 %)
gue es el rango cercano al punto isoeléctrico, la solubilidad se ve desfavorecida
debido a que en este punto no hay carga neta en la proteina, como resultado, no
hay interacciones repulsivas y las interacciones proteina-proteina son

predominantes. A pH 2 se observé solubilidad del 49.6 % y a pH 7 se observo un
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51.36 %, como era de esperarse, a valores de pH alcalinos se observé un
incremento la solubilidad con el aumento del pH alcanzando un 80.66 % a pH 12.
Fue reportado para aislados proteicos de frijol rojo arrifionado el mismo perfil de
solubilidad, sin embargo la solubilidad reportada fue mayor, pues a pH 2y 9 se
obtuvo de 65.8 a 78.8% y de 75.1 a 94.6 % de solubilidad, respectivamente. Se
ha reportado que la solubilidad para aislado proteico de chicharo puede ser
influenciada por la formacion de complejos de proteinas insolubles durante la
precipitacion por punto isoeléctrico (Adebiyi and Aluko, 2011), ademas también se
debe tener en cuenta que existen mas proteinas presentes en el aislado que por
su naturaleza son insolubles lo cual puede reducir la solubilidad general del

aislado de proteina.
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Figura 8. Efecto del pH sobre la solubilidad de CPF

6.1.8 Capacidad espumante

Las propiedades de formacion de espuma (capacidad y estabilidad) son las
propiedades funcionales de los aislados de proteinas que determinan su utilizacion
en sistemas alimentarios, donde se requiere aireacion, por ejemplo coberturas
batidos, alimentos horneados y mezclas para helados. En la Figura 9 se presentan
los valores correspondientes a la capacidad espumante en funcion del pH de CPF,
se observé que a pH 10 se obtuvo la mayor capacidad espumante (53.33 + 5.08
%) sin embargo el analisis estadistico (0=0.05) no mostré diferencias respecto a

los valores obtenidos a pH 2, 8 y 12, mientras que los valores mas bajos fueron
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observados a valores de 4, 6 y 7, no observandose diferencia significativa entre
ellos. Los resultados de capacidad espumante fueron menores comparados con

los reportados para el frijol rojo arrifonado (120 %) (Shevkani et al., 2014).

80+

1004

Capacidad espumante (%)
Estabilidad de espuma (%)

pH

Figura 9. Efecto de la capacidad espumante y estabilidad la espuma de CPF

Los resultados se expresaron como la media + E.E. De tres experimentos independientes.

Diferentes letras mayusculas y minusculas indican diferencia significativa (a <0.05).

En cuanto a la estabilidad de la espuma después de 30 minutos, se observo que el
97 % de ésta permanecio estable en la mayoria de los valores de pH estudiados
(2, 4, 7 y 12), mientras que a pH 8 y 10 se observé una menor estabilidad.
Shevkani et al., (2014) reportaron valores similares a pH 2 y 9, mientras que la
menor estabilidad (75 %) se observé a valores de pH cercanos al punto
isoeléctrico (4 y 5), en nuestro caso, a pH 4 un 95.24 % de la espuma se

mantuvo.

7.1.9 Capacidad emulsificante

Las emulsiones son sistemas dispersos de dos o mas liquidos inmiscibles. Se
estabilizan mediante emulsionantes que son compuestos que forman peliculas
interfaciales y evitan que la fase dispersa se una. Las proteinas son capaces de
estabilizar las emulsiones debido a su naturaleza anfipatica. Las propiedades

emulsionantes de una proteina dependen de la velocidad a la que se difunde en la
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interfaz, de su capacidad de adsorcion y de la deformabilidad de su conformacién
a través de la tension interfacial (desnaturalizacion de la superficie) (Weder and
H.D., 2003). La velocidad de difusién depende de la temperatura y la masa
molecular de la proteina, que a su vez puede verse influida por el pH y la fuerza
ionica. La capacidad de adsorcién depende de la exposicion de los grupos
hidroéfilos e hidrofobos y, por lo tanto, de la composicién de aminoacidos, asi como

del pH, la fuerza i6nica y la temperatura.

En la Figura 10a se muestran los resultados correspondientes al indice de
actividad emulsificante (IAE), el cual se presenta en unidades de area de interfase
estabilizada por g de proteina. Se observé que a valores de pH 2, 10 y 12 se
obtuvieron los valores mas altos (136.82 + 8.75, 127.50 + 5.29 y 121.43 + 0.81
m?/g, respectivamente), mientras que a pH 6 y 8 se encontraron valores
intermedios (79.82 + 3.90 y 86.06 + 1.31 m%g) y a pH 4 (cerca del punto

isoeléctrico) se encontrd el valor mas bajo (31.50 + 0.08 m?/g)-

Se ha reportado que la capacidad o actividad de la emulsion generalmente
depende de la capacidad de las proteinas para adsorber en la interfaz, mientras
gue la estabilidad de la emulsion esta relacionada con las propiedades de esta
capa adsorbida (Shevkani et al., 2014). Podemos observar que el perfil de 1AE
respecto al pH coincide con el perfil de solubilidad, por lo cual puede decirse que
la actividad emulsificante esta siendo afectada por la solubilidad (Tang and Sun,
2011), y esto a su vez, se debe al cambio en las cargas en las proteinas.
Presumiblemente, una mayor carga en la superficie de la proteina conduce a la
repulsion electrostatica entre las proteinas adsorbidas en la pelicula de proteina
interfacial lo cual proporciona estabilidad a la emulsion contra la coalescencia o
floculacion (Dickinson et al., 1988), por lo tanto, los valores de pH donde la
proteina estda mas cargada produciran un efecto positivo en la capacidad
emulsificante. Por otra parte, se ha reportado que la conformacién proteica
impacta los valores de IAE, en el estudio reportado por Shevkani et al., (2014) se

encontré que un mayor grado de despliegue de polipéptidos pudo haber ocurrido
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en el aislado proteico de frijol arrifionado, lo que ocasion6 que estuviera disponible
una mayor area de superficie de las proteinas para formar la emulsion.

En cuanto al valor del indice de estabilidad de la emulsion (IEE) (Figura 10b), a
valores de pH 2 y 4 se encontraron los valores mas altos (71.38 + 8.11 y 96.66 +
8.12, respectivamente), mientras que a pH 6 y 8 se encontraron los valores mas
bajos (17.56 + 3.10 y 24.51 *= 3.10, respectivamente). Contrariamente a lo
esperado, se observo que a pH 12 (30.40 + 6.97) se encontré6 un menor valor de
IEE que el obtenido a pH 10 (62.12 £ 7.08). Una emulsion debe mantener

constante su area interfacial para conservar su estabilidad.
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Figura 10. Capacidad emulsificante

Los resultados se expresaron como la media + E.E. De tres experimentos independientes.

Diferentes letras mayusculas y minusculas indican diferencia significativa (a <0.05).

6.1.2.10 Capacidad de retencidén de agua y aceite

El valor de la capacidad de retencion de agua (CRA) es una medida de la cantidad
total de agua que se puede absorber por gramo de proteina en polvo, también se
ha definido como la capacidad de mantener su propia agua y adicional durante la
aplicacion de fuerzas, prensado, centrifugacion o calentamiento (Zayas,
1997).esta propiedad se basa en la interaccion directa de las moléculas proteinas
con el agua y otros solutos. Juega un papel importante en la formacion de la
textura de los alimentos, especialmente en productos carnicos triturados y masas

horneadas, es por eso que las proteinas vegetales son utilizadas como aditivos en
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diversos alimentos pues influyen en las caracteristicas de calidad de los productos
alimenticios terminados. La union del agua a las proteinas se relaciona con los
grupos hidrofilicos polares, tales como los grupos imino, amino, carboxilo,
hidroxilo, carbonilo y sulfhidrilo. Las proteinas que contienen numerosos
aminoacidos cargados tienden a unirse a grandes cantidades de agua. El CPF
presento un valor de CRA DE 117.5 = 1.6 g/100 g. Este valor es considerado bajo
en comparacion con los valores reportados para otros concentrados proteicos de
otras leguminosas como el garbanzo (230 g/100 g) y lenteja (390 g/100 g)(Toews
and Wang, 2013). Los procedimientos experimentales, que incluyen como se
prepara una muestra, diferentes estructuras de proteinas y la presencia de
diferentes hidratos de carbono hidrofilos también pueden ser responsables de las
variaciones en las propiedades de hidratacién de las proteinas (Fuhrmeister and
Meuser, 2003; Obatolu et al., 2006; Withana-Gamage et al., 2011).

La capacidad de retencién de grasa (CRG) es una medida de la cantidad de aceite
absorbido por peso de proteina en polvo. Esta propiedad es util en la retencion y
textura de grasas y sabores. El alto contenido de aminoacidos no polares o
hidréfobos en proteinas de origen vegetal es importante para que se unan a
cadenas hidrocarbonadas, lo que explica su alto valor de CRG (Aryee et al., 2018).
El CPF present6 un valor de 95.3 £ 6.9 g/100 g, este resultado es menor a lo
reportado para otros concentrados proteicos (Toews and Wang, 2013), esto puede
deberse a que se ha reportado un bajo valor en CRG en aislados proteicos ricos
en globulinas debido a que la estructura globular limita la interaccion con la fase

lipidica en comparacion con la estructura mas abierta (Mundi and Aluko, 2012).
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7.2 Desarrollo y caracterizacion de nanofibras electroestiradas de proteina

de chicharo utilizando pululano como acarreador

7.2.1 Contenido proteico y distribucion de tamafios

La Figura 11 muestra los perfiles electroforéticos de APCH en condiciones no
reductoras y reductoras donde se observa la presencia de 9 y 11 bandas con
pesos moleculares que van de 12 a 97 kDa correspondientes a lipoxigenasa (97
kDa), faseolina (43, 53 kDa), arcelina-4 (29 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa),
Inhibidor de a amilasa (18 kDa) (Mojica and de Mejia, 2015), mientras que el
APCH, presenté bandas correspondientes a pesos moleculares de 15 a 97 kDa,
gque de acuerdo con lo reportado por Liang & Tang, (2013) corresponden a
lipoxigenasa (97 kDa), convicilina (70 kDa), a-Legumina (38-40 kDa), B-Legumina
(19-22 kDa). Los aislados proteicos presentaron perfiles electroforéticos similares
a los reportados en la literatura (Liang and Tang, 2013; Mojica and de Mejia,

2015). APCH present6 un valor cercano al reportado por el fabricante (85+1%).
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Figura 11. Perfiles electroforéticos de aislados proteicos en condiciones no

reductoras y reductoras de APCH
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7.2.2 Estudio de la solubilidad de APCH

El disefio 3% (Tabla 7. ) mostré que conforme aumentan el pH y la temperatura de
calentamiento se favorece la solubilidad del APCH, mientras que a valores de pH
acido (pH=2) las soluciones tienden a gelificarse, condicion no favorable (Figura
12). La solucién al 13% (p/p), pH=12, temperatura=95 °C fue seleccionada para
continuar los estudios de electroestirado, pues ha sido reportado que *soluciones
con pH>11 producen nanofibras con menor nimero de defectos (Bhardwaj and
Kundu, 2010; Cho et al.,, 2010) y concentraciones entre 11 y 20% favorecen el
electroestirado (Cho et al., 2010; Aceituno-Medina et al., 2013b). Esta solucion
presentd un valor de conductividad de 11.81 + 0.85 mS/cm y un valor de
viscosidad de 0.031 Pa.s, resultados similares se obtuvieron con soluciones
proteicas de soya (Cho et al., 2010; Wang et al., 2013). Para posteriores

referencias, ésta solucién se denominard como PPI.

7.2.3 Electroestirado

Al usar la solucion de APCH no hubo formacion de fibras (Figura 13), lo cual
puede deberse a que el disolvente no es adecuado y las proteinas se encuentran
formando agregados lo que evita el electroestirado (Nieuwland et al., 2014), por
otra parte, se ha reportado que las soluciones proteicas que son altamente
conductoras (tales como SPI solo) tienden a presentar dificultades de
electroestirado sin la adicion de un acarreador (Cho et al., 2010; Wang et al.,
2013). La obtencion de estructuras amorfas ha sido reportada previamente para
otros sistemas proteicos (amaranto, soya), en donde se sugiere una falta de
entrecruzamiento y una baja viscosidad (Cho et al., 2010; Aceituno-Medina et al.,
2013b).

Figura 12 Soluciones de APCH (13%, T=95 °C)

Por lo anterior se decidié seguir la ruta A reportada por Nieuwland et al., (2013)

donde se explica que cuando se tienen proteinas globulares o agregados (que es
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nuestro caso) puede emplearse un acarreador que electroestire y asi tendremos la

proteina intercalada con el acarreador a lo largo de las fibras.

Figura 13. Micrografia éptica (63x) de electroestirado de APCH

7.2.4 Estudio de la adicion de polimeros como acarreadores

Como acarreadores fueron empleados PVA y pululano pues han sido reconocidos
como seguros para estar en contacto con alimentos y han sido utilizado
anteriormente en el desarrollo de fibras proteicas (Aceituno et al., 2016: Cho et al.,
2010). Para cada polimero se estudid el electroestirado de tres soluciones
acuosas de diferentes concentraciones (5, 10 y 15%) y fue planteado un disefio
2x3x3 donde los factores estudiados fueron las variables del proceso: distancia,

voltaje y flujo (Tabla 14).

Tabla 14. Disefio de experimentos para el electroestirado de PVA y pululano

Factor Nivel Nivel Nivel alto Variables
bajo medio de
respuesta
Distancia (cm) 10 15
Voltaje (kV) 10 20 22 Formacion
) de fibras
Flujo (mli/h) 0.4 0.7 1
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7.2.5 Alcohol polivinilico PVA

Los resultados obtenidos a partir del electroestirado de las tres soluciones
acuosas de PVA mostraron que las concentraciones y condiciones evaluadas
favorecieron la llegada de gotas en escala micrométrica en lugar de fibras (Figura
14).

Figura 14. Micrografia éptica (63x) de electroestirado de solucion acuosa de PVA

7.2.6 Pululano

Los resultados obtenidos a partir del estudio del electroestirado de las tres
soluciones acuosas de pululano mostraron que, de manera general, conforme
aumenta la concentracion de pululano favorece la formacion de fibras (Figura 15),
lo cual se debe a que se ha alcanzado un entrelazamiento molecular suficiente
(Kong and Ziegler, 2014), también se ha reportado que, a baja concentracion de la
solucion, se obtienen fibras con defectos, y conforme la concentracion aumenta, la
presencia de defectos en las fibras disminuye hasta que son obtenidas fibras
uniformes. Para realizar la mezcla con la solucion de aislado proteico de chicharo
se selecciond la solucion C correspondiente al 15 % de pululano. A esta soluciéon
se le referira posteriormente como PUL.

A:5% B: 10 % C:15%
Figura 15. Micrografias 6pticas (63x) de electroestirado de tres soluciones

acuosas de pululano
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7.2.7 Mezclas APCH:PUL

Para evaluar el efecto de la adicidon de pululano en la formacion de fibras fueron
preparadas 3 mezclas, esto para conocer qué cantidad minima y maxima de
pululano era requerida para la formacién de fibras, las proporciones de APCH y
PUL fueron APCH:PUL 20:80 (20% APCH:80% PUL), 50:50 (50% APCH:50%
PUL), y 80:20 (80% APCH:20% PUL). Para la preparacion se partié de la solucion
acuosa de APCH (13%, pH 12, temperatura de calentamiento: 95 °C) y de la
solucién acuosa de pululano (15%), cuando se adicioné el surfactante Tween 80
se adiciond a la nomenclatura T10 (Adicién de Tween 80 al 10 % p/p del peso en
seco de los biopolimeros en la mezcla) y T20 (Adicion de Tween 80 al 20 % p/p del

peso en seco de los biopolimeros en la mezcla).

7.2.8 Propiedades de la solucion de electroestirado

La Figura 16A muestra los valores de conductividad eléctrica de las soluciones de
APCH:PUL en ausencia y presencia de tensoactivo. La conductividad eléctrica de
la solucion APCH100 fue de 10.20 £ 0.70 mS/cm, cerca del valor informado para el
aislado de proteina de soya (11.05 mS/cm) (Wang et al., 2013) y superior a los
valores de proteina albumina de huevo (5.75 mS / cm) (Wongsasulak et al., 2010)
y aislado de proteina de amaranto (6.82 mS / cm) (Aceituno-Medina, et al., 2013a).
Al ser el valor de conductividad eléctrica de la solucion de pululano 100% de 0.06
1+ 0.00 mS / cm, la conductividad eléctrica de las soluciones de mezcla disminuyo
significativamente (a<0.05) a medida que aumenta la cantidad de pululano. Por
otro lado, la adicion de tensoactivo no iénico a una concentracion de 20% en peso
disminuy®é significativamente (a <0.05) el valor de conductividad eléctrica de 9.15
1.09 2 6.23 £ 0.11 mS/cm y 5.79 £ 0.08 mS/cm a 3.96 + 0.20 mS/cm en mezclas
APCH:Pul 80:20 y 50:50, respectivamente. Se observé un comportamiento similar
para el aislado de proteina de amaranto (Aceituno-Medina, et al., 2013b). La
disminucién del valor de la conductividad eléctrica puede ser benéfico para el
proceso pues se ha reportado que una disminucién en la conductividad puede

mejorar la formacion de fibras electroestiradas debido a la modificacion de las
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cargas estaticas sobre la superficie del hilo en el proceso de electroestirado (Wang
et al., 2013).

La viscosidad de la solucion es otro parametro que juega un papel importante en
el tamafo y la morfologia de la fibra durante el electroestirado (Bhardwaj and
Kundu, 2010). La Figura 16B muestra los valores de viscosidad dinamica de las
mezclas de APCH:PUL en ausencia y presencia de tensoactivo. El valor de
viscosidad de la solucion APCH:PUL 100:0 fue el mas bajo (0.0319 £ 0.0017 Pa.s),
cabe senalar que ésta solucion no formo fibras, mientras que el APCH:PUL 0: 100
fue el mas alto (0.6023 £ 0.0092 Pa.s). En general, la viscosidad dinamica de las
soluciones de mezcla aumentd significativamente (a = 0,05) a medida que
aumentaba la cantidad de pululano en la mezcla. Para la mezcla de APCH:PUL
80:20, el valor de viscosidad fue igual a APCH:PUL 100: O, lo que sugiere que en
esta relacion no se mejord el entrecruzamiento de las cadenas. Como se
esperaba, a medida que la concentracion de tensoactivo aumentaba, el valor de

viscosidad dinamica disminuyd.

La tension superficial de la solucion juega un papel critico en el proceso de
electroestirado y al reducir este valor, las fibras se pueden obtener sin defectos. La
Figura 16B muestra los valores de tension superficial de las mezclas de APCH:
PUL en ausencia y presencia de tensoactivo. APCH:PUL 100: 0 mostré el valor
mas bajo de tension superficial (48.00 + 0.60 mN / m) y APCH:PUL 0:100 el valor
mas alto (81.20 = 1.60 mN / m). El contenido de pululano influyé fuertemente en la
tension superficial de las soluciones; el incremento de la cantidad de pululano en
la mezcla trajo un incremento significativo (a = 0.05) en el valor de tension
superficial. Como se esperaba, la presencia del tensoactivo disminuyo

significativamente (a = 0.05) el valor de tension superficial de las soluciones.
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Figura 16. A) Conductividad de las mezclas de proteina de chicharo (APCH) y
pululano (PUL) en ausencia y presencia de surfactante. B) Viscosidad y tension
superficial de mezclas de proteina de chicharo (APCH) y pululano (PUL) en

ausencia y presencia de surfactante. Los resultados se expresaron como la media + E.E. De dos
experimentos independientes. Diferentes letras mayusculas y minisculas indican una diferencia significativa

(a <0.05) en el valor de viscosidad y los valores de tension superficial, respectivamente, entre las mezclas. *

indica diferencia significativa (a <0.05) en comparacion con la mezcla sin surfactante.
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7.2.9 Electroestirado de soluciones poliméricas APCH:PUL

La Tabla 15 resume los resultados de las soluciones poliméricas sometidas al
proceso de electroestirado. Mientras que las soluciones 100% APCH bajo las
condiciones de estudio no electroestiraron y solo se obtuvieron gotas, las
soluciones 100% PUL produjeron fibras en todos los experimentos. Se esperaba
este resultado ya que la alta conductividad y la baja viscosidad de la solucién de
APCH acuosa no favorecen la disposiciéon molecular de la proteina necesaria para
ser electroestirada. La formacion de agregados proteicos se ha asociado a la falla
del proceso de electroestirado de proteinas (Nieuwland et al., 2013). Se reportaron
resultados similares para las proteinas de soya y amaranto (Aceituno-Medina et
al., 2013b; Cho et al., 2010).

La adicion de pululano a las soluciones de APCH facilitd el proceso de
electroestirado. En las condiciones estudiadas, en general: las soluciones
APCH:Pul 80:20 no electroestiraron a pesar de la adicion de surfactante, solo se
observaron gotas. Solo la solucidon con un 20% en peso de Tween 80 a 22 kV, 0.4
mi/hr 15 cm de distancia de la punta de la jeringa a la placa produjeron segmentos
cortos de fibras con muchos defectos (Figura 17A). La adicién de 20% en peso de
Pul a la solucion de APCH no cambi6 significativamente los valores de

conductividad y viscosidad.

La adicion de 50% en peso de solucion de PUL a APCH aumentd la viscosidad y
los valores de tension superficial pero disminuy6 el valor de conductividad eléctrica
de la solucion de APCH, lo que favorece la formacion de fibras con defectos. La
solucién APCH:PUL 50:50 que contiene 20% en peso de Tween 80 en condiciones
de operacion de los experimentos 1 y 2 produjo fibras, asi como fibras con algunas

gotas, respectivamente (Figura 17B).
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Tabla 15. Resultados del proceso de electroestirado

APCH:PUL 20:80 +

APCH:PUL 50:50 %

Experimento Voltaje Flujo Distancia + % Tween 80
(kV) (ml/h) (cm) Tween 80

0 10 20 0 10 20
1 15 0.4 10 FD FD F F FG F
2 22 0.4 10 FD FD FG F FG FG
3 15 0.4 15 FD FD FG F F F
4 22 0.4 15 FD FD FD F FD F
5 15 1 10 FD FD FD F F F
6 22 1 10 FD FD FD FG FG F
7 15 1 15 FD FD FD F F F
8 22 1 15 FD FD FD F F F

FD: Fibras con defectos FG: fibras y gotas, F: fibras.

Los surfactantes, particularmente los tipos no iénicos, a menudo se adicionan a
soluciones para prevenir y/o minimizar la agregacion de proteinas, lo cual favorece
el proceso de electroestirado (Ruiz-Pefia et al., 2010). La parte hidréfoba de los
tensoactivos no iénicos se puede unir a las regiones hidréfobas de las proteinas,
lo que naturalmente hace que el tensoactivo se ordene a si mismo, de modo que
se exponen mas grupos hidrofilos de la proteina al disolvente. En consecuencia, el
complejo tensioactivo: proteina se vuelve mas hidréfilo que el agente tensoactivo o
la proteina sola, y el aumento efectivo de la solubilidad compleja evita la formacion
de agregados de orden superior (Randolph & Jones, 2002). Todas las soluciones
de APCH:PUL 20:80 fueron exitosamente electroestiradas. Esto puede deberse a

la gran cantidad de pululano. La adicién de tensoactivo fue perjudicial para el
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proceso de electroestirado ya que se produjeron fibras y gotas. Se eligieron con
fines de caracterizacion las fibras obtenidas en el experimento 1 para la mezcla
50:50T20 y el experimento 4 para las mezclas 80:20, 20:80, 0:100.

7.2.10 Caracterizacion de fibras APCH:PUL

La Figura 17a muestra la imagen SEM de APCH:PUL 80T20, el electroestirado de
esta solucién dio lugar a fibras con muchos defectos. Las figuras Figura 17b-c
presentan las micrografias de fibras electroestiradas de las mezclas APCH-PUL
dadas junto con los correspondientes histogramas de distribuciones de diametro.
Las micrografias mostraron que las fibras presentaron forma cilindrica y que se
orientaron aleatoriamente. La porosidad fraccionaria de los mats se refiere al
volumen vacio continuo que rodea a las fibras, este valor se se encontré entre
0.49 y 0.51. Ademas, el incremento de pululano promovié la formacién de fibras
mas lisas con mayores diametros, los diametros de fibra de APCH:Pul 50-50T20
(149 + 50 nm), fueron menores que los de APCH-Pul 20-80 (170 + 36 nm), esto
puede ser debido a sus viscosidades mas bajas en comparacién con APCH:PUL

0-100 (Figura 17d) que presenté el diametro mas alto (280 + 47 nm).

7.2.11 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (ATR-FTIR)

La espectroscopia FTIR se uso6 para dilucidar la presencia del aislado proteico de
chicharo en las fibras electroestiradas mezcladas con pululano, asi como para
obtener informacién sobre cualquier cambio estructural de la proteina en la fibra.
El espectro de FTIR es adecuado para estudiar los cambios espectrales causados
por las interacciones polimero-polimero comparando las bandas de vibracién de
los materiales mezclados con las del componente puro. La Figura 18a muestra los
espectros FTIR de polvos (a) APCH y g) pululano, ademas se incluyeron las
mezclas fisicas para verificar los cambios espectrales producidos después del
electroestirado: b) MF50:50 (mezcla fisica APCH-PUL 50-50), d) MF20:80 Mezcla
APCH- PUL 20:80).
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Figura 17. Micrografias electrénicas de barrido y distribucion de diametro de fibras
electroestiradas APCH:PUL a) 80:20T20 b) 50:50T20, c) 20:80, d) 0:100
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Los espectros de las fibras c) 50:50T20, e) 20:80 y f) 0:100. Las bandas de
absorcion caracteristicas del aislado proteico de chicharo en polvo se presentaron
en nimeros de onda 3292 cm™ (estiramiento de amida A, NH y OH), 3083 cm™
(amida B, extensién de CH), 1632 cm™ (amida 1), 1522 cm™ (amida Il, curvatura y
estiramiento de CN) y 1238 cm™ (amida IlI, estiramiento CN y doblado NH).

Para el polvo de pululano, se encontraron bandas caracteristicas a 924 y 1150
cm’’ correspondientes a enlaces glucosidicos (a-1,6) y 752 cm™ correspondientes
a enlace glucosidico (a-1,4), también se observé un maximo de absorcion situado
alrededor de 3331 cm™ al estiramiento de -OH que estaba afectado por los
enlaces de hidrogeno intermoleculares o intramoleculares. La banda alrededor de
2923 cm™ correspondia al estiramiento C-H, mientras que la banda situada entre
1200 y 1030 cm™ se asigné a la vibracién de estiramiento C-O. Cuando se
mezclan dos o mas sustancias, las mezclas fisicas frente a las interacciones

quimicas se reflejan mediante cambios en las bandas caracteristicas.

La banda amida | de la proteina de guisante tuvo un desplazamiento hipsocromico
(desplazamiento a un valor de frecuencia mas alta), de 1633 a alrededor de 1650
cm™ cuando se mezcld con pululano en fibras, la banda amida Il tuvo un cambio
hipsocrémico de 1525 a alrededor de 1548 cm™ cuando se mezclé con pululano
en fibras: APCH50, 1544 cm”, APCH50T20 1548 cm”, APCH20, 1542 cm™,
resaltando que la muestra que contenia surfactante presenté el mayor cambio.
Este resultado indic6 que las interacciones estaban presentes entre los grupos
hidroxilo de pululano y los grupos amino de la proteina de guisante y que la

presencia de Tween 80 favorece estas interacciones (Wu et al., 2013).

Otro cambio importante corresponde a la banda caracteristica del pululano situada
a 989 cm™ que se desplazd a 1022 cm™ para la fibra APCH:PUL 50:50T20 y en el
caso de las fibras APCH:PUL 50:50 y APCH:PUL 20:80 a 1020 cm™. Estos
desplazamientos de los modos de flexién C-O-H pueden originarse a partir de la
asociacion del oxigeno en C6 de pululano con el grupo -COOH en acido aspartico

y acido glutamico y aminas primarias -NH, en residuos de lisina y arginina en
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proteina de guisante, esto puede ser demostrado por el desplazamiento de la
banda del polvo de pululano correspondiente al enlace a-1,6 desde 927 cm™ a 934
cm’ y desde las fibras electrospun. Li et al, (2017) encontraron resultados
similares para fibras electroestiradas de pululano a partir de soluciones de sales.
También se observo la reduccidn de la absorbancia en las bandas presentes a 927
y 752 cm’, correspondiente a las vibraciones de los enlaces glicosidicos (a-1,6 y
a-1,4), lo que indica que cuando se produce la formacion de la mezcla APCH:PUL
la molécula de pululano esta experimentando cambios en su estructura quimica.
Es importante sefalar que no hubo desplazamientos en las bandas caracteristicas

en las mezclas fisicas.

En la region entre 3500 y 3000 cm™ se observé que cuando la cantidad de
pululano aumenta en las mezclas, se obtiene un maximo de absorcion mas
amplio, que corresponde a la vibraciéon de estiramiento de los grupos hidroxilo (-
OH) resultante de la presencia de Grupos -OH del pululano y grupos -OH vy -
COOH en proteinas. Estos grupos son capaces de formar fuertes puentes de
hidrégeno intra e intermoleculares en la proteina de guisante y pululano, asi como
con los grupos amino en la proteina (Lubasova et al., 2015; Salas, Ago, Lucia &
Rojas, 2014).

7.2.12 Difraccion de rayos Xy calorimetria diferencial de barrido (CDB)

La Figura 19A ilustra los patrones de DRX de las fibras APCH:PUL 50:50,
50:50T20 y 20:80, se observo en las tres mezclas un pico ancho amorfo tipico en
el angulo de difraccion 26 alrededor de 18°. La adicién de Tween-80 tuvo poco
impacto sobre la estructura cristalina de la proteina de chicharo. Resultados
similares fueron reportados en fibras basadas en zeina y gelatina (Shuiping Liu,
Su, & Chen, 2011; Neo et al., 2013). De acuerdo con Wu et al., (2013) reportaron
que el patron de pululano presenta un pico muy débil alrededor de 26 = 13.4 °, lo
que indica que el pululano es un material amorfo. Por consiguiente, los patrones

de difraccion de rayos X de las fibras se presentaron como simples patrones
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mixtos de proteina de guisante y pululano con la misma proporcion que los de
mezcla. Esto podria explicarse por la fuerte interacciéon entre la proteina de
guisante y pululano. Los resultados de la difraccién de rayos X reforzaron la
existencia de una buena compatibilidad entre la proteina de guisante y pululano

debido a las fuertes interacciones de enlaces de hidrégeno.
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Figura 18. Espectros de absorbancia ATR-FTIR para materias primas y fibras
electroestiradas APCH-Pululano a) Polvo de APCH, b) mezcla fisica 50, c) fibra
50:50T20, d) mezcla fisica 20:80, e) fibra 20:80, f) fibra 0:100 y g) pululano en

polvo

La Figura 19B muestra los termogramas de calorimetria diferencial de barrido de
polvos de a) proteina de chicharo y b) pululano asi como de fibras electroestiradas
APCH:PUL c) 20:80, d) 50:50 y e) 50:50T20. El aislado proteico de chicharo antes
de ser electroestirado presenté una menor temperatura de fusion (T,= 92 ° C) que
las muestras de fibras. La fibra 20:80 present6 un valor de T, inferior que la fibra
50:50 esto puede deberse al alto contenido de pululano pues se ha reportado que

las macromoléculas de pululano muestran una ligera degradaciéon durante el
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electroestirado que podria atribuirse a las interacciones entre la tension superficial
y la fuerza electrostatica construida por el alto voltaje (Li et al., 2017), ocasionando
asi un menor valor de T, respecto al pululano en polvo. Finalmente la fibra
50:50T20 presentd el mayor valor de T, este resultado indica que el tensoactivo
no iénico influyd en el comportamiento térmico de las fibras. Los analisis de XRD y
DSC confirmaron la estructura amorfa de las fibras, resultados similares se han
reportado para fibras electroestiradas basadas en gelatina y zeina (Ki et al., 2005;
Neo et al., 2013).
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Figura 19. A) Patrones de difraccion de rayos X de fibras electroestiradas APCH-
PUL a) 20:80 b) 50:50T20. B) curvas DSC de materias primas (a: polvo de
pululano, b: APCH polvo) y fibras electroestiradas APCH: PUL (c: 20:80, d: 50:50
y e: 50:50T20).
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7.2.13 Propiedades mecanicas

La Tabla 16 resume las propiedades mecanicas de las fibras electroestiradas y la
Figura 20 muestra las curvas de esfuerzo-deformacion representativas. Las
muestras revelaron que a medida que disminuyd el contenido de proteina y
aumentdé la de pululano el moédulo de Young (E) y la deformacién maxima al
romperse (¢) aumentaron significativamente (a <0,05), el aumento de las
propiedades mecanicas de las fibras se ha asociado con la orientacion de macro
moléculas presentes en las estructuras supramoleculares de la fase amorfa. Un
comportamiento similar ha sido reportado para otras proteinas vegetales como
soya mezclada con alcohol polivinilico (PVA) (Cho, Netravali, & Joo, 2012) y
kafirina mezclada con acido polilactico (PLA) (Xiao et al., 2016), sin embargo, en
estos estudios la elasticidad de las fibras disminuyé conforme aumenté el

contenido de proteinas.

Tabla 16. Propiedades mecanicas de fibras electroestiradas

Muestra Grosor Ancho Area Médulo Max. Max.
de Young esfuerzo deformacién
APCH:PUL (mm) (mm) (mm?2)
hasta la hasta la
(E) (MPa)
ruptura (o) ruptura (g)
(MPa) (%)
50:50T20 1.49+0.36 5.51+0.21 8.15+1.72 0.24+0.20* 0.19+0.01? 22.28+1.87°
20:80 1.43+0.14 5.03+0.33 7.22+1.00 1.60+0.35°  0.58+0.23° 42.71+2.60°
0:100 1.56+0.05 5.22+1.00 7.69+0.46 4.34+0.73° 1.18+0.18° 57.74+4 61°

Resultados expresados como la media + D.E, de 4 especimenes. Diferentes letras en la misma

columna indican diferencia significativa (a<0.05) entre mezclas usando la prueba de Tukey.

Estos resultados son indicativos de que la fibra PP50T20 fue la mas elasticay a la
vez la mas fragil, sin embargo, esta mezcla presentd mejores caracteristicas

mecanicas que fibras electroestiradas a base de soya-PVA (50:50) donde se
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encontré que fue muy fragil lo cual impidié que la resistencia fuera medida (Cho et
al., 2012).
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Figura 20. Curvas de esfuerzo-deformacion representativas de fibras
electroestiradas APCH:PUL.
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7.3 Busqueda del solvente ideal para desarrollar fibras electroestiradas a
partir de los aislados proteicos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y chicharo

(Pisum sativum)

7.3.1 Solubilidad

La eleccién del disolvente juega un papel vital en los procesos de electroestirado
ya que las propiedades de la solucidén (por ejemplo, concentracion, viscosidad,
velocidad de evaporacion) afectan fuertemente a la formacién de fibras, ademas
son necesarias soluciones homogéneas y materiales completamente disueltos. En
la Figura 21 se presentan las imagenes correspondientes a las soluciones, puede
observarse que los colores de las soluciones cambiaron de un solvente a otro. TFA
y FA fue el que presentd un color mas oscuro Los resultados de la evaluacion de
solubilidad se presentan en la Tabla 17, asi como las propiedades de los solventes

empleados.

Figura 21. Soluciones proteicas de a) APCH y b) CPF en los diferentes solventes

empleados

Los aislados proteicos fueron completamente disueltos en AF, HFIP, TFA, los
cuales se encuentran clasificados como solventes préticos y presentan un poder
ionizante fuerte y a su vez la formacion de enlaces de hidrégeno fuertes (Morrison
& Boyd, 1987). Empleando agua como solvente se encontré que el 95 % de los
aislados proteicos se solubilizé y no se observo separacion de fases, sin embargo,
empleando acido acético si se observo ligera separacion de fases, por lo que esta
solucion fue descartada para los consecuentes estudios. A continuaciéon se

presentan los resultados correspondientes a los solventes: agua, HFIP y TFE.
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Tabla 17. Propiedades de solventes seleccionados para el electroestirado de APCH y CPF

o Tensidén . ) Presion
Punto de € Conductividad o Viscosidad
L . o superficial de vapor ]
Solvente PM ebullicién a Dipolo eléctricaa25°C a25°C Referencia
a20-°C atm. A
(°C) 20°C (S/m) (mPa.s)
(mN/m) 25°C
(National Center
Acido . for Biotechnology
» 60 118 6.2 1.7 6 x 10 24.7 113 - ]
acético Information)
(National Center
Acido for Biotechnology
o 46 100.8 58.5 141 6.4 37.67 1.78(20°C) - )
férmico Information)
- (Water, CID=962)
Agua 18 100 79.7 1.87 5.5x10 72.75 089 -
(National Center
for Biotechnology
HFIP 168 58.2 205 - 16.4 1.021 0.158 Information.
Database.)
(National Center
for Biotechnology
TFE 100 78 8.55 252 e 21.11 1.73 0.068

Information)
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TFA 114.023 72.4 8.55 226 e e 0.93 0.128 (Database.)
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7.3.2 Viscosidad de soluciones de aislados proteicos en diferentes solventes

En la Figura 22 se presentan las curvas de flujo de las soluciones proteicas, éstas
curvas representan efecto de la velocidad de deformacion (y) (s™) sobre el valor
de esfuerzo de corte (1) (Pa), se observdé que todas las soluciones tuvieron un
comportamiento pseudoplastico, este comportamiento se caracteriza por presentar
una disminucion en el valor del esfuerzo de corte conforme aumenta la velocidad
de deformacion. Se observé que empleando agua y TFE como solventes se
observé que APCH presentd mayores valores de esfuerzo de corte que CPF,
mientras que en HFIP se observé un comportamiento opuesto. En el proceso de
electroestirado diversas soluciones basadas en mezclas de biopolimeros y
polimeros como quitosano-PEO (Kriegel et al., 2009), acetato de celulosa-
albumina de huevo (Wongsasulak et al.,2010), aislado proteico de soya-PVA

(Zhang et al., 1999), entre otras, han presentado este comportamiento.
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Figura 22. Curvas de flujo de APCH y CPF a) Agua, b) HFIP y ¢) TFE
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Para el calculo del valor de viscosidad aparente se graficd el logaritmo de la
velocidad de deformacién contra el logaritmo de esfuerzo de corte, y a partir de la
recta obtenida se realizO una regresion lineal para conocer el valor de la
pendiente, dicho resultado corresponde al valor de la viscosidad aparente (n). Los
resultados se encuentran en la Tabla 18 se observé que la muestra de APCH
presentd una mayor viscosidad que CPF cuando se utilizé como solvente agua y

TFE, mientras que CPF present6 mayor viscosidad en HFIP.

Tabla 18. Valores de viscosidad aparente de las soluciones proteicas

n
Muestra Solvente (Pa.s) R?
(y =100s1)
APCH 0.749 + 0.000" 0.999
AGUA
CPF 0.236 + 0.006* 0.968
APCH 0.481 + 0.002° 0.982
HFIP X
CPF 0.716 + 0.002"* 0.989
APCH TEE 0.610 + 0.000° 0.999
CPF 0.594 + 0.003%* 0.975
APCH A 0.622 + 0.016 0.959
CPF 0.840 + 0.033 0.919

Los resultados se expresan como la media + E.E. De dos experimentos independientes. Diferentes
letras mayusculas y minusculas indican diferencia significativa (a <0.05) en el valor de viscosidad
en los diferentes solventes. *indica diferencia significativa (a <0.05) entre aislados proteicos usando
la prueba de Tukey.

El modelo de Ostwald — de Waele, también conocido como ley de potencia (Ec.
7.2), es un modelo de dos parametros K (indice de consistencia) y n (indice de
comportamiento de flujo). Para n=1, el modelo representa el comportamiento
newtoniano, con n#K representa la desviacion del comportamiento newtoniano.
Para n>1, el modelo sigue un comportamiento dilatante, mientras que n<1 indica

un comportamiento pseudoplastico.
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t=Ky"? Ec. 7.2
Donde
1. es el esfuerzo de corte (Pa)
¥: velocidad de deformacion (s™)
K: coeficiente de consistencia de flujo

n: indice de comportamiento de flujo

El valor del exponente n es un indicador del grado de desviacion del
comportamiento de un fluido respecto al newtoniano. La solucion de CPF en HFIP
fue la que presentd el mayor valor de n mas alto, lo que nos indica que fue la
solucion mas cercana al comportamiento de flujo newtoniano y que CPF en agua
fue la mas lejana (Tabla 19). En cuanto a los valores de K, estos describen la
reduccion de la viscosidad con el aumento de la velocidad de deformacion. Los
resultados mostraron la solucion de APCH en agua fue la que presenté una menor
viscosidad con el incremento de la velocidad de deformacion y las soluciones de
aislados proteicos empleando HFIP fueron las que presentaron una mayor
reduccién de viscosidad con el aumento de la velocidad de deformacion, esto nos
indica que las moléculas de los aislados proteicos en este solvente se ordenan

mas facilmente que en los otros dos solventes estudiados.

Tabla 19. Valores de K: coeficiente de consistencia del material, n: indice de

comportamiento de flujo y coeficiente de determinacion.

K

2
Muestra Solvente (Pas) n R
APCH 0.053 0.750 0.999
AGUA
CPF 0.149 0.236 0.979
APCH 1.441 0.528 0.998
HFIP
CPF 0.878 0.758 0.999
APCH TEE 0.340 0.613 0.999
CPF 0.358 0.489 0.997
APCH AF 1.053 0.523 0.999
CPF 0.019 0.881 0.997
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7.3.3 Dicroismo circular UV lejano

El dicroismo circular es una técnica de espectroscopia de absorcion electronica,
basada en el cambio de configuraciébn electrnica molecular de un estado
fundamental a un estado excitado, debido a la absorcion de radiacion
electromagnética polarizada. Una ventaja de la técnica de dicroismo circular en los
estudios de proteinas es que la informacién estructural complementaria se puede
obtener de varias regiones espectrales. En las proteinas, los croméforos de interés
incluyen el enlace peptidico (absorciébn por debajo de 240 nm), las cadenas
laterales de aminoacidos aromaticos (absorcion en el intervalo de 260 a 320 nm) y
los enlaces disulfuro (bandas débiles de absorcién ancha centradas alrededor de
260 nm) (Douglas, 1990). En la Figura 23a se presentan los espectros de
dicroismo circular de APCH y CPF empleando agua como solvente, se observo el
dominio de un pico negativo aproximadamente en 230 y 236 nm y un hombro
ancho que se extiende desde 235 hasta aproximadamente 260 nm en APCH y de
238 hasta aproximadamente 262 nm en CPF, estos resultados pueden ser
indicativos de que los giros B tipo 2 son los predominantes en los dos aislados
proteicos.
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50

75}
100+

-125}

Elipticidad (Miligrados)
Elipticidad (Miligrados)

150 F

-175F

210 220 230 240 250 260 270 210 220 230 240 250 260
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

—— APCH-TFE
o[ "PFTFE %

230

-60 |

-90

Elipticidad (Miligrados)

=120

TR R TS S SV S VI T S
210 220 230 240 250 260
Longitud de onda (nm)

Figura 23. Dicroismo circular de soluciones proteicas de APCH y CPF a) agua, b)
HFIP y ¢) TFE
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Cuando se empleé HFIP, APCH (Figura 23b) present6 una banda negativa en 228
nm y un hombro desde 232 hasta 241 nm, CPF presentd una banda negativa mas
ancha situada en 224 nm y un hombro desde cerca de 228 hasta 238 nm. Esto
puede ser indicativo de que el HFIP promovié la presencia de giros B tipo | en
APCH y en CPF la de hojas B (Sreerama & Woody, 2000). Empleando TFE como
solvente (Figura 23c) se observé en APCH una banda negativa a 219 nm y un
hombro que va desde 228 a 239 mientras que en CPF se tuvo un una banda
negativa en 233 nm y un hombro que va desde 237 a 243 nm aproximadamente,
estos resultados indican que en APCH se detectd la presencia de hojas B y en
CPF la de giros B tipo Il (Woody, 1969).

Es importante resaltar que existe un numero reducido de estudios sobre dicroismo
circular de aislados proteicos, la mayoria se enfoca en el estudio de proteinas
especificas. Uno de los pocos trabajos encontrados fue el realizado por Yin et al.,
(2011) donde estudiaron el dicroismo circular de faseolina y aislado proteico
completo de frijol arrifonado empleando diferentes valores de pH, se reportd una
banda negativa a 215 nm y atribuyeron que tales caracteristicas del espectro
fueron indicadores suficientes de una estructura altamente ordenada, que incluye

a-hélices y los giros B (Zirwer et al., 1985).

7.3.4 Dicroismo circular UV cercano

Las conformaciones terciaria y cuaternaria del aislado proteico se analizaron
mediante la técnica espectroscopica de dicroismo circular UV-cercano (Figura 24).
Los espectros de dicroismo circular en la region 250-320 nm surgen de los
aminoacidos aromaticos. Triptéfano (Trp) muestra una banda positiva en 290 nm
con una estructura fina entre 290 y 305 nm; tirosina (Tyr) una banda positiva entre
275 y 282 nm, con un hombro en longitudes de onda mas largas; fenilalanina
(Phe) muestra bandas mas débiles pero méas nitidas con una estructura fina entre
255 y 270 nm (Kelly et al., 2005). La forma y la magnitud reales del espectro de

dicroismo circular UV-cercano dependeran del niumero de cada tipo de aminoéacido
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aromatico, su movilidad, la naturaleza de su entorno (enlaces H, grupos polares y

polarizabilidad), asi como su disposicién espacial en la proteina (Douglas, 1990).
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Figura 24. Espectros de dicroismo circular UV-cercano de los aislados proteicos
en los diferentes solventes: a) APCH-Agua, b) CPF-Agua, C) APCH-HFIP, D)
CPF-HFIP, e) APCH-TFE y f) APCH-TFE.
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Los espectros de dicroismo circular UV-cercano de APCH y CPF en agua
presentaron gran similitud (Figura 24), consistieron en una banda dicroica positiva
prominente con la presencia de pequefios hombros situados aproximadamente en
268 y 270 nm, respectivamente, claramente atribuidas a residuos de fenilalanina,
otro pequefio hombro se encontré aproximadamente en 298 nm que puede ser
atribuido a triptéfano.

Los espectros de DC de APCH y CPF usando HFIP (Figura 7.20c-d)como
solvente, fueron muy diferentes entre si, APCH presentd un banda pequefia
situada en 255 nm atribuida a Phe y una banda muy prominente desde 260 hasta
mas alla de 320 nm, teniendo un maximo en 290 nm, mientras que CPF presento
una banda prominente en 262 nm correspondiente a Phe, también se observé un
minimo de absorcién en la region correspondiente a Tyr y una pequefia banda
situada en la region de Trp.

Cuando se emple6 TFE se observd que los espectros de DC de APCH y CPF
también presentaron diferencias entre si. El espectro de APCH consistié en una
banda prominente situada en 258 nm, seguida de una banda de menor intensidad
en la region de Tyr (285 nm), también se observé la presencia de un hombro
situado en 305 nm correspondiente a Trp. En el caso de CPF se observé la
presencia de una banda situada en 257 nm correspondiente a Phe y la presencia
de un hombro en la region de 295 a 303 nm correspondiente a Trp. Los aislados
proteicos presentaron diferentes espectros de dicroismo circular entre si, asi como
en los diferentes solventes empleados, estas diferencias nos indican que
existieron diferencias sustanciales en la disposicion/proximidad y exposicion de

aminoacidos aromaticos en las superficies de las proteinas.

7.3.5 Electroestirado

En la Tabla 20 se presentan los resultados del disefio de experimentos empleado
para el estudio del efecto de las variables del proceso en la formacion de fibras. El
electroestirado de soluciones acuosas resulto solo en la llegada de gotas. Cuando

se utilizé HFIP como solvente de APCH y CPF se observé que el electroestirado
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de la solucién produjo en la mayoria de los experimentos cépsulas, fibras cortas y
fibras defectuosas, estos resultados pueden ser atribuidos tanto a la conformacion
proteica en solucibn como a la viscosidad, debido a que posiblemente las
conformaciones de giros B y hojas B presentes en las soluciones de APCH y CPF,
respectivamente, estén disminuyendo la flexibilidad necesaria de las cadenas
proteicas para poder ser electroestiradas, ademas el alto valor de viscosidad es
indicativo de que hay una alto entrelazamiento entre las cadenas proteicas (Figura
25a-b). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Nuansing et al., (2013),
donde se menciona que el electroestirado de albumina no fue posible debido a

gue en HFIP se tuvo una mezcla entre hélices a y hojas f.

Tabla 20. Resultados de electroestirado

Exp. Flujo Distancia Voltaje Agua HFIP TFE
(ml/h) (cm) (kV)

APCH CPF APCH CPF APCH CPF

1 0.2 10 15 G G C+F C C C
2 0.2 10 22 G G C+FC C C C
3 0.4 10 15 G G C+FC C+FC C+G C
4 0.4 10 22 G G C+FC C+FC C+G C+G
5 0.2 15 15 G G C+F C C C
6 0.2 15 22 G G C+FC C+F C+F C
7 0.4 15 15 G G C+FD C C C
8 0.4 15 22 G G C+FC C+FC C C

C: capsulas, F: fibras, FC: fibras cortas, FD: fibras defectuosas

El electroestirado de las soluciones empleando TFE produjo en su mayoria
capsulas en los dos aislados proteicos, lo anterior puede ser atribuido a la
presencia de conformacion de hojas 8 en APCH y giros B en CPF (Figura 25c-d).
Por otra parte, no se observo un efecto muy claro de las variables del proceso de

electroestirado en la formacion de fibras.
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Figura 25. Imagenes SEM de muestras electroestiradas. a) APCH HFIP (0.4 mL /
h, 15 kV y 15 cm de distancia), b) CPF HFIP (0.4 mL / h, 15 kV, 10 cm), ¢) APCH
TFE (0.4 mL / h), 15 kV, 15 cm), d) CPF TFE (0.4 ml / h, 15 kV, 10 cm), e) APCH
TFA (0,4 ml/ h, 22 kV, 10 cm), f) CPF TFA (0.4 ml / h, 15 kV, 15 cm), g) APCH FA
(0.2ml/h, 22 kV, 10 cm) y h) CPF FA (0.4 ml/ h, 22 kV, 15 cm).
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7.4 Obtencion y caracterizacion de geles a partir de concentrado proteico de

frijol
7.4.1 Obtencién de geles

La gelificacion es una de las propiedades funcionales mas importantes de las
proteinas ya que aporta textura y soporte en los alimentos. Un hecho importante
del efecto térmico en las dispersiones de proteinas es que el calentamiento
aumenta las interacciones proteina-proteina a una concentracion relativamente
alta y esto resultd en un aumento de la solidez. Estas interacciones entre las
moléculas de proteinas conducen a la agregacién, la coagulacion o la gelificacion,
otras fuerzas responsables de estas interacciones incluyen enlaces de hidrégeno,
fuerzas de Van der Waals, enlaces ionicos, enlaces covalentes y asociaciones
hidrofobicas. Si las interacciones entre las moléculas incluyen pocos enlaces
cruzados, los agregados aumentaran en su hidratacién y formaran dispersiones
fluidas o viscosas. En nuestro caso, los resultados obtenidos a partir del disefio de
experimentos 2° (Tabla 20) mostraron que tanto el pH como la concentracion
afectaron el grado de gelificacion de CPF (Tabla 21), sin embargo, en las
condiciones estudiadas a una baja concentracion de proteina no hubo la formacién
de geles, mientras que en una alta sélo fue observada gelificacion moderada. La

presencia de CaCl, no mejord en gran medida la gelificacion.

Tabla 21. Resultados del disefio 2° sobre la obtencién de geles de CPF

Concentracion (%) pH g:cr:lltze(nnfli\:l)) Gelificacion
9 2 0 +
9 2 20 +
9 7 0 -
9 7 20 -
14 2 0 +
14 2 20 ++
14 7 0 ++
14 7 20 ++

-: no hubo gelificacion, +: Ligera gelificacion, ++: moderada gelificacion
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7.4.2 Medicién de propiedades mecanicas

Establecer relaciones entre las propiedades fisicas y sensoriales de los alimentos
semisdlidos es esencial para desarrollar productos personalizados. Las
propiedades de deformacién a gran escala (relajacion de tension y capacidad de
untabilidad) de las muestras se midieron mediante la prueba de capacidad de
untabilidad. En la Figura
Figura 26 se presenta una curva tipica de untabilidad dénde el area bajo la
curva positiva (Al) representa la cantidad total de fuerza requerida para
realizar el proceso de cizallamiento, los valores mas pequefios en esta area
indican una capacidad de untabilidad mas facil. La fuerza (N) del pico maximo
negativo indica la adherencia de la muestra mientras que el area negativa

maxima (A2, N/s) representa el trabajo de adhesion.
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Figura 26. Curva tipica de untabilidad (Bayarri et al., 2012)

En la Tabla 22 se presentan los resultados correspondientes al disefio 23, se
observd6 que los factores pH y concentracion causaron diferencias
estadisticamente significativas (a=0.05). Cuando se utilizé una baja concentracion
de proteina (9%) se obtuvieron los valores mas bajos de firmeza, untabilidad,
adhesividad y pegajosidad, mientras que a una alta concentracion se obtuvieron
los valores mas altos. La adicion de CaCl, no ocasioné cambios significativos. Los
resultados obtenidos mostraron que el gel obtenido con una alta concentracion (14

%) y a pH 2 presenta valores similares a lo reportado para quesos untables
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comerciales, en cuanto al valor de firmeza han sido reportados valores de 13 N

(Bayarri et al., 2012), mientras que nuestro valor obtenido fue de 16.92 + 0.36 N.

El valor de untabilidad de nuestro gel se situ6 en 17.19 + 0.24 N/s, mientras que lo

reportado es 27.3 y 43 N/s para quesos bajos y altos en grasa, respectivamente, lo

cual indica que la untabilidad del gel es mas facil en comparacion con el queso. El

valor de adhesividad en el gel fue 13.19 + 1.34, el cual es muy cercano a lo

reportado para quesos altos en grasa (13 N), sin embargo en el valor de

pegajosidad (1.58 + 0.45 N/s) el gel present6 valores menores a lo reportado para

quesos altos y bajos en grasa (2-3.6 N/s, respectivamente).

Tabla 22. Resultados de propiedades mecanicas de geles

Concentracién pH Contenido Firmeza  Untabilidad  Adhesividad Pegajosidad
(%) CaCly,(mM) (N) (N/s) (N) (N/s)

9 2 0 1.80 £0.77 1.75+0.81 1.4 +0.69 0.39+£0.17
9 2 20 3.99+ 193 3.86+2.17 3.63+2 0.70+£0.31
9 7 0
9 7 20 272+ 1.04 2.30£0.58 2.64 +0.93 0.67+£0.14
14 2 0 16.92+ 0.36 17.19+0.24 13.19+1.34 1.58 +0.45
14 2 20 1437+ 1.28 15.63+0.18 10.38 +0.42 1.26 +0.12
14 7 0 7.23+ 1.86 5.86 + 1.59 6.73 +0.95 1.66 +0.28
14 7 20 485+ 0.04 4.08+0.23 4.83+0.13 1.20 +0.04
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VIIl. Conclusiones

Los resultados mostraron que la técnica de aislamiento por punto isoeléctrico
permitio la obtencién de un concentrado proteico de frijol (CPF) con un maximo de
71 % de pureza y éste presento distribucion de pesos moleculares de 18 a 97 kDa.
Mediante dicroismo circular se observé que la conformacion predominante fue la
de hojas B y que a pH 8 ocurre la desnaturalizacién de las proteinas presentes en
CPF. EI CD UV lejano, los andlisis de DSC indicaron que las condiciones de pH
altamente acido y alcalino indujeron la pérdida de la conformacion secundaria y

terciaria del concentrado proteico de frijol comun.

En cuanto a la obtencion de fibras a partir del aislado proteico de chicharo (APCH)
los resultados mostraron que no se obtuvieron fibras a partir de la solucion acuosa
de APCH debido a la alta conductividad (10.2 mS/cm), asi como el bajo valor de
viscosidad (0.045 Pa.s). Fue necesaria la adicién de pululano como biopolimero
acarreador y fueron obtenidas fibras electroestiradas sin defectos conteniendo un
50 % de proteina de chicharo y un 20 % de Tween 80. Se encontré que las
interacciones entre los grupos funcionales de la proteina de chicharo (-OH, -CN, -
COOH) y pululano (-OH) favorecieron el proceso de electroestirado y estas

aumentaron en la presencia de surfactante en una alta concentracion (20% p/p).

Los resultados obtenidos a partir del estudio de la formacion de fibras a partir del
aislado proteico de chicharo y frijol mediante la ruta del uso del solvente ideal,
mostraron mediante Dicroismo Circular que en los solventes estudiados (AF,
TFA,TFE, HFIP) no se obtuvo una conformacion al azar de las proteinas de APCH
ni de CPF. Las soluciones de los dos aislados proteicos en los distintos solventes
mostraron un comportamiento pseudoplastico y al ser sometidas al proceso de
electroestirado, la morfologia de las estructuras resultantes fue diferente para
APCH y CPF y para cada solvente utilizado. Usando CPF en HFIP se obtuvieron
fibras, sin embargo, el uso de solventes como TFA, FA, TFE y agua, no permitio la

obtencion de éstas, esto puede atribuirse a la falta de conformacion al azar de la
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proteina, el comportamiento reoldgico de las soluciones junto con la amplia

heterogeneidad de los sistemas biopoliméricos como APCH y CPF.

La aplicacion del concentrado proteico de frijol en la obtencion de hidrogeles
mostrd que no fue posible la obtencion de geles firmes a partir de CPF mediante la
técnica de gelificacion en frio, aun con la adicion de CaCl,. Los resultados
mostraron que los factores que afectaron las propiedades mecanicas de los geles
fueron la concentracién proteica y el pH. La medicion de las propiedades
mecanicas mostré que el gel obtenido con una concentracion al 14 % y pH 2 tiene

potencial para ser utilizado en la obtencién de alimentos untables.

En este trabajo se usaron por primera vez las proteinas de frijol comin y de
chicharo como bases biopoliméricas para la obtencion de fibras mediante la
técnica de electroestirado, se encontrd que su aplicacion es compleja debido a sus
estructuras secundaria y terciaria, sin embargo, en el caso del APCH se
obtuvieron fibras con el uso de un biopolimero acarreador y en el caso de CPF se
obtuvieron fibras con el uso de HFIP. En cuanto al uso de CPF en la obtencion de
hidrogeles se exploro la técnica de gelificacion en frio, no obteniendo la formacion
de geles firmes, sin embargo, se sugiere aumentar su pureza, debido a que un
mayor contenido de componentes distintos a las proteinas hace mas complejo el

sistema.
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