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RESUMEN

La técnica de electrospray permite obtener nanoparticulas a partir de matrices poliméricas
solubilizadas en un sistema de disolventes. Sin embargo, a menudo los polimeros utilizados
tienen una baja solubilidad en agua o en disolventes ecoldgicos, como es el caso del gluten
de trigo (WGQG). Por esta razon, el objetivo del presente estudio fue caracterizar fisicoquimica
y reoldgicamente las suspensiones de WG preparadas en un sistema de disolvente binario
(BSS) que consiste en acido formico-etanol (FAE). Las concentraciones evaluadas fueron
del 2, 4, 6 y 8 % p/v para la obtencion de nanoparticulas por electrospray. La prueba de
estabilidad mostr6 que las suspensiones con FAE tienen un tiempo maximo de estabilidad de
3 dias. Una densidad de 1,0761 + 5,19e-0 g/cm3, una viscosidad de 0,0025 + 3,07 Pa.s y
una conductividad de 1259,66 + 8,25 us/cm? al 2 % mostraron que es posible obtener
nanoparticulas con diametros inferiores a 100 nm, en las siguientes condiciones del equipo:
caudal de 0,1 mL. h!, 20kV y 5 cm de distancia entre la aguja y la placa colectora. Ademds,
los espectros IR mostraron que las estructuras secundarias de las proteinas tienen un
reordenamiento después del tratamiento con FAE y después de ser electroasperjadas, con un
aumento del 58,36 % en las hélices alfa. El mismo comportamiento se atribuye a la formacion
de hélices minimas. Por lo tanto, la implementacién de un BSS como FAE permite suspender
el WG para su manipulacion en el electroaspersor, obteniendo didmetros de particula
inferiores a 100 nm, lo que convierte al WGP en un material novedoso para su potencial

aplicacion en la industria de los sistemas de liberacion prolongada.
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INTRODUCCION

La encapsulacion de compuestos bioactivos ha crecido cada vez mas en los ultimos afios,
particularmente en el drea médica, farmacéutica y alimentaria. Esto debido a las propiedades
bioactivas que presentan algunos compuestos como la actividad antioxidante, antimicrobiana
y antiproliferativa (Umaraw et al., 2020). La encapsulacion otorga proteccion al agente
encapsulado frente a factores indeseables externos como la temperatura, la oxidacion, el pH,
la radiacion, entre otros factores que pudieran ver comprometida la efectividad y
funcionalidad biologica del compuesto (Vargas-Campos et al., 2018). Un ejemplo pueden ser
los sistemas de encapsulacion para el desarrollo de sensores que detectan cambios de pH en
base a un cambio de color en los alimentos, cuyo compuesto bioactivo principal son las
antocianinas (Mendoza Sillerico et al., 2016) (Park et al., 2019). En este caso la
encapsulacion permite mejorar la estabilidad del componente y ser liberado de manera
gradual y prolongada para cumplir la funcion a la que es destinada, sin ser afectada por otros
factores externos. Dentro de los sistemas de encapsulacion mas utilizados y recientes, esta la
electroaspersion. Gracias al implemento de la nanotecnologia, esta técnica permite atrapar
moléculas mediante su solubilizacion en un sistema de solventes. Misma que al ser electro-
asperjada es atrapada por una matriz polimérica encapsulante, teniendo como resultado final,
micro o nano particulas que son colectadas en una placa que funciona como contraelectrodo
(Jaworek & Sobczyk, 2008). Sin embargo, muchas veces los polimeros que se utilizan para
encapsular tienen poca solubilidad en agua o en solventes organicos amigables con el medio
ambiente. Por tal motivo, se utilizan solventes que son agresivos para el medio ambiente o
toxicos. Se han utilizado diversos tipos de matrices poliméricas para encapsular compuestos
bioactivos que han logrado mantener su estabilidad. La mayoria de ellos son carbohidratos
como la malto y ciclo dextrina (Assadpour & Maghsoudlou, 2016; Astray et al., 2009), goma
arabiga (Mahdavee Khazaei et al., 2014), almidon (Othman et al., 2018) y el alginato (H.
Wang et al., 2015). No obstante, estas matrices resultan ineficientes para el desarrollo de
sensores y empaques inteligentes en general, puesto que suelen ser solubles en agua, sensibles
a acidos y pueden ser fuente de carbono para el desarrollo de microrganismos indeseables.

Uno de los biopolimeros utilizados para la encapsulacion de compuestos de interés es el



gluten, gracias a sus caracteristicas termoestables, viscoeldsticas y su alto valor tecnologico
(Mejri et al., 2005). A diferencia de los otros biopolimeros antes mencionados, el gluten es
de origen proteico, su alta complejidad estructural le permite tener gran absorcion de agua
sin ser solubilizada en ella actuando como una especie de material absorbente. Esta ventaja
es de especial importancia ya que lo hace ideal para el desarrollo de nuevos materiales
inteligentes como lo son los sensores en empaques. Aun asi, esto presenta un gran reto al
momento de querer obtener particulas en el electroaspersor, puesto que el gluten de trigo
tiende a formar una masa gomosa dificil de manipular. Misma que obstruye las agujas de la
jeringa interrumpiendo el flujo para su electroaspersion.

Por ello, el presente trabajo estudia las propiedades fisicoquimicas de las suspensiones de
gluten en un sistema binario de solventes (4acido férmico-etanol [FAE]), asi como las
propiedades reoldgicas de cada una de las soluciones, para determinar su estabilidad y
conocer el efecto que tienen sobre la morfologia y tamafio de particula al momento de ser
electro-asperjadas. Este trabajo resultara util para conocer si es factible la utilizacion de un
solvente binario especifico para la obtencion de nanoparticulas de gluten de trigo y ser
aplicado en la encapsulacion de compuestos activos, con diversas aplicaciones, ya sea en la

industria agroalimentaria o en el sector salud.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Encapsulacion de compuestos bioactivos en el sector alimentario

Hoy en dia es posible fabricar alimentos funcionales mediante la ingenieria de varios tipos
de sistemas de encapsulacion. La nanoencapsulacion sigue siendo una de las tecnologias mas
prometedoras que permite atrapar compuestos bioactivos (Barbosa-Céanovas et al., 2005). Se
trata de un proceso por el que se empaquetan pequefias particulas de materiales (compuestos
bioactivos, principalmente) dentro de un material de pared (matriz polimérica) para formar

capsulas.

El método de encapsulacion se ha empleado para proteger los compuestos bioactivos
(polifenoles, micronutrientes, enzimas, antioxidantes y nutracéuticos) y en la aplicacion final
para protegerlos del entorno adverso y también para la liberacion controlada en los lugares
deseados(Anandharamakrishnan, 2014). Esta posee ventajas versatiles para la entrega
especifica en un lugar determinado y la absorcion eficiente a través de las células segun su
utilizacion en el area médica y farmacéutica (Mendoza, 2017). Sin embargo, aunque las
investigaciones sobre la aplicacion de la nanotecnologia en la industria alimentaria han sido
muy limitadas, en la ultima década han surgido varias investigaciones que exploran la

tecnologia de nanoencapsulacion en esta rama de la ciencia.

En general, la nanotecnologia ha revolucionado todo el sistema alimentario, desde la
produccion hasta el procesamiento, el almacenamiento y el desarrollo de materiales,
productos y aplicaciones innovadores (Ghorani & Tucker, 2015). La aplicacién de la
nanotecnologia al sector alimentario podria generar innovaciones en las caracteristicas a
macroescala de los alimentos, como la textura, el sabor, otros atributos sensoriales, la fuerza
de la coloracion, la procesabilidad y la estabilidad durante la vida util, dando lugar a un gran
numero de nuevos productos (FDA, 2014). Esto debido a la proteccion y la liberacion
controlada de compuestos bioactivos, gracias a la encapsulacion de estos (Han et al., 2013).
En general, en la industria alimentaria, el proceso de nanoencapsulacion tiene varias ventajas

que se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Implementacion en la nanoencapsulacion industria alimentaria e ingredientes
alimentarios comunes que pueden encapsular.

Compuestos Proposito de Ejemplos Referencias

bioactivos/nutracéuticos encapsulacion

Compuestos fenolicos y Estabilizacion, Curcumina, (Esfanjani et al.,

antioxidantes proteccion betalainas 2016)

Aceite de pescado y Estabilizacion, DHA, acido (Ghorbanzade et

acidos grasos esenciales liberacion linoleico al., 2017)
controlada

Vitaminas

Agentes antimicrobianos

Colorantes naturales

Saborizantes y aceites

esenciales

Enzimas

Estabilizacion a la

oxidacion

Liberacion
controlada

Estabilizacion

Enmascaramiento
del sabor,
reduccion de su
volatilidad,
liberacion
controlada
Liberacion

controlada

Solubles en
grasa, solubles
en agua

Nisina

Antocianinas,

carotenoides

Terpenos, aceite

de limon

Proteasa,

glucosa oxidasa

(Katouzian &

Jafari, 2016)

(Weiss et al.,
2009)
(Arroyo-Maya
& McClements,
2015)

(Donsi et al.,

2011)

(Neethirajan &
Jayas, 2011)




Por ello, la utilizacién de la nanotecnologia para la obtencion de nanoparticulas resulta cada
vez mas importante en la industria alimentaria. Gracias a este tamafio nanomeétrico, se obtiene
una alta area superficial, lo cual, es una de las ventajas de la utilizacion de nanoparticulas, ya
que en muchos casos la liberacion controlada y en general su estabilidad fisicoquimica
dependera del area superficial del material obtenido y, por lo tanto, del tamafio de las

particulas.

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas de tamafio coloidal con didmetros que oscilan entre los 10
y los 1000 nm, aunque en la actualidad existen definiciones mds estrictas acerca del tamafio,
el cual no debe exceder los 100 nm (EFSA, 2011; Hardy et al., 2018).

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés) ha definido
el nanomaterial como un material con cualquier dimensiéon externa en la nanoescala
("nanoobjeto") es decir, que posee una estructura interna o superficial en la nanoescala
("material nanoestructurado") (ISO, 2015). En particular, un nanoobjeto se define como una
pieza discreta de material con una, dos o tres dimensiones externas en la nanoescala. Bajo
este criterio, las nanoparticulas son “nanoobjetos” con todas las dimensiones externas en la
nanoescala, donde las longitudes de los ejes mas largo y corto no difieren significativamente.
Si las dimensiones difieren significativamente, normalmente en mas de un factor de tres, se
pueden preferir otros términos, como "nanofibra" (dos dimensiones externas en la
nanoescala) o '"nanoplaca" (una dimension externa en la nanoescala) al término
nanoparticula. La definicidon de "nanoescala" oscila entre 1 y 100 nm aproximadamente (ISO,

2015).

Las nanoparticulas pueden ser expresadas tanto en forma de nanocédpsulas como de
nanoesferas (Fig. 1) (Konan et al. 2002). Las nanocapsulas son sistemas vehiculares en los
que el compuesto bioactivo estd atrapado en una cavidad rodeada por una membrana
polimérica tnica (Tapia-Hernandez et al., 2018), mientras que las nanoesferas son sistemas
matriciales en los que el compuesto bioactivo se dispersa uniformemente (Urrejola et al.,

2018).



SR

(a) Nan;capsulas (b) Nanoesferas

‘ Compuesto bioactivo Polimero o matriz encapsulante

Figura 1. Esquematizacion de una nanocapsula y una nanoesfera.



Por otra parte, en el caso de las nanocéapsulas, considerando la forma simple; una cépsula se
compone de una esfera diminuta en el que el compuesto bioactivo es el que esta rodeado por
una cubierta polimérica. El ingrediente del interior de la capsula se denomina material del
nucleo, fase interna, encapsulado, fase de carga util o relleno; mientras que la pared se
denomina a veces coraza, recubrimiento, pared, material portador, agente encapsulador, fase
externa o matriz encapsulante (Chakraborty et al., 2009). Sin embargo, las nanocapsulas
pueden clasificarse también en dos categorias bésicas: de nucleo inico o de nucleo multiple,

que a su vez pueden ser una sola coraza o multicoraza (Romero, 2018).

El tamafio de las nanoparticulas en general tiene efectos en su estabilidad fisicoquimica,
actividad bioldgica y sobre todo en las caracteristicas de la encapsulacion y liberacion del
compuesto activo (Avalos-Sanchez, 2018; Castillo-Sanchez, 2020). Asi pues, las nano
particulas también pueden ser definidas como solidos de tamafio nanométrico que actian
como transportadores de farmacos, componentes de aparatos eléctricos, materiales de
construccion y como compuestos unidos a metales, catalizadores, entre otros. Ademas, estas
pueden ser obtenidas a partir de un material tanto no biodegradable como biodegradables.

Se han publicado diversos trabajos de investigacion sobre la aplicacion de la nanotecnologia
en los alimentos. En la actualidad, la aplicacion de la nanotecnologia en la industria
alimentaria se lleva a cabo en los nanocompuestos del material de envasado de alimentos
para controlar la difusion y la proteccion microbiana, asimismo en los nanobiosensores para
la deteccion de la contaminacion y la determinacion de la calidad, asi como en la obtencion
de nanoencapsulados o nanotransportadores para la administracion controlada de

nutracéuticos.



Obtencion de nanoparticulas

Para desarrollar un sistema de encapsulacion para una aplicacién concreta, hay que
seleccionar la combinacién mas adecuada de elementos y técnicas. Jafari et al. (2015) y
Gomez-Mascaraque et al. (2015), han sugerido algunos de estos factores clave que se
enumeran a continuacion:

e 1. Caracteristicas fisicas como la transparencia u opacidad, el color, etc.

e 2. Propiedades reoldgicas y el comportamiento de flujo de la estructura formulada

e 3. Sabor y sensacion en boca del producto

e 4. Estabilidad: la estabilidad quimica y fisica de los ingredientes encapsulados

durante el periodo de almacenamiento.
e 5. Funcionalidad bioldgica: la liberacion de componentes bioactivos del

nanotransportador tras su ingestion en un lugar apto del tracto gastrointestinal.

Ademas, seglin sea el caso, algunas de las propiedades de las particulas que se incorporan al
sistema de encapsulacion deben ser:

e Digestibilidad.

e Distribucion del tamafio de particula.

e Densidad de carga.

e Permeabilidad de las particulas.

e Resistencia a condiciones indeseables como pH, temperatura, enzimas, entre otros.

El grado de resistencia de los componentes del biopolimero al medio ambiente es otra
variable que influye significativamente en el alcance y la velocidad de la liberacion (Lopez
Gasco, 2011). A pesar de que se han desarrollado y presentado diferentes tipos de sistemas
de encapsulacion como los que se muestran en la Tabla 2, todavia no se conocen
completamente los principales factores y, por lo tanto, el disefo eficaz de sistemas para
aplicaciones especificas sigue siendo algo innovador.

Existen varios métodos para la micro y nanoencapsulacion de compuestos bioactivos en la
industria de alimentos, pero el éxito de encapsulacion va a depender de la compatibilidad de

materiales poliméricos con los que se trabajan o dependera de las aplicaciones que tenga el



producto. Como se ha descrito anteriormente, el método de nanoencapsulacion se determina
en funcion de las aplicaciones y los pardmetros, como el tamafo de particula previsto, las
caracteristicas fisicoquimicas de la fase externa e interna, el mecanismo de liberacion, el
coste total, etc. Como los componentes encapsulados se encuentran normalmente en estado
liquido, las tecnologias de secado son muy comunes para obtener la forma de polvo estable
de la fase liquida.

Una de estas tecnologias de aspersion para la obtencion de nanoparticulas cominmente
utilizada es la electroaspersion, también conocida como atomizacion electro-hidrodinamica,

la cual ha resultado ser para la nanotecnologia alimentaria un método sencillo y eficaz.



Tabla 2. Técnicas de encapsulacion mas utilizadas en la industria de alimentos (Jafari, 2017).

Técnica

Tamafio de particula (um)

Secado por aspersion

Liofilizacion o secado al vacio

Aspersion en frio
Inyeccion en fusion
Emulsificacion
Coacervacion

Atrapamiento con liposomas

10-400

20-5000

20-200

200-2000

0.2-5000

10-800

10-1000
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Electroaspersion

Las primeras investigaciones sobre la aplicacion del voltaje para obtener micro y nano
materiales se denominaron atomizacion. Posteriormente, esta técnica se modifico aplicando
un caudal constante para conseguir particulas de menor didmetro. A partir de entonces, esta
técnica se denomind aspersion electro-hidrodinamica. En la actualidad, este enfoque se
denomina electroaspersion (Chakraborty et al., 2009).

Por otra parte, hoy en dia esta técnica ha sido modificada en diferentes formas para poder
obtener mejores resultados en la formacion de micro y nanoparticulas. Algunas de las
variantes de la técnica son la electroaspersion en solucion, la electroaspersion coaxial y la
electroaspersion por deposicion sobre un sustrato (Gafian-Calvo et al., 2018; Kim & Kim,
2010). Ademas, también se ha investigado el uso de diversos materiales, principalmente
biopolimeros naturales para la encapsulacion de compuestos bioactivos (Lagaron & Lopez-
Rubio, 2011).

La teoria de la técnica de electroaspersion se basa en la capacidad de un campo eléctrico para
destruir una gota y transformarla a escala micrométrica o nanométrica en funcion del
parametro de control del equipo (Tapia-Hernandez et al., 2018) (Tabla 3). Cuando se aplica
un campo eléctrico a una gota, se genera una carga eléctrica dentro de la gota, denominada
fuerza de Coulumb, esta fuerza compite con la fuerza de cohesion de la particula y cuando
domina sobre la fuerza de cohesion, se produce una disminucion de la tension superficial,
rompiendo en muchas particulas la gota, obteniendo finalmente nanoparticulas (Fig. 2) (K.
Wang & Stark, 2010).

La electroaspersion puede ejercerse como un método eficaz para producir micro y
nanoparticulas en diferentes ambitos, como la nanomedicina, y tltimamente ofrece diversas
aplicaciones en el sector alimentario. Sin embargo, para obtener micro y nanoparticulas, los
parametros que influyen en la morfologia de las particulas deben controlarse
cuidadosamente, cuyos parametros comprenden tres grupos: el equipo, la solucion y los

factores ambientales (Tabla 3).
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Tabla 3. Parametros de control en la electroaspersion.

Parametros
Del equipo Velocidad de Flujo, potencial eléctrico y distancia.
Solucion polimérica Viscosidad, densidad, espesor.
Ambientales Presion, temperatura, humedad.

12



Collector plate

Figura 2. Esquematizacion de la técnica de electroaspersion (Tapia-Hernandez et
al, 2018)
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Parametros del equipo

Los factores basados en el equipo que determinan el tamafio y la morfologia de las particulas
producidas son: el caudal o flujo, regulado por la bomba de jeringa; el potencial eléctrico,
proporcionado por una fuente de energia; y la distancia entre el colector y la aguja (Surib &

Mohd Paad, 2020; Tapia-Hernandez et al., 2019).

Parametros ambientales

Estos parametros estan indirectamente relacionados con la producciéon de micro y
nanoparticulas, ya que no son tan importantes como los parametros controlables del equipo
o sistema. La humedad y la presion se incorporan a esta categoria. La humedad se considera
el factor mas importante, ya que estd directamente relacionada con la facilidad de

evaporacion del disolvente (Bonadies et al., 2015; Uchida et al., 2015).

Parametros de la solucion

Estos parametros estan relacionados con las interacciones polimero-disolvente, que afectaran
al contenido, como la concentracion, la viscosidad y la densidad. Cada parametro estd
relacionado con los demas, ya que a una determinada concentracién de polimero le
corresponde una determinada densidad y espesor, que influyen en la morfologia y el tamafio
de las particulas estando en paralelo con los pardmetros del equipo (Khan et al., 2012; X.-X.
Wang et al., 2015). Por ello es importante seleccionar y caracterizar acertadamente el tipo de
fluido que se tiene al momento de solubilizar tanto el material encapsulante como el que se
va a encapsular en los solventes predeterminados.

En la Tabla 4 se muestras los 3 tipos de parametro que pueden ser controlados en la
electroaspersion y como influye en la obtencion de micro y nanoparticulas si se aumenta o

disminuye uno u otro pardmetro.
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Tabla 4. Efecto de los parametros en la obtencidn de particulas electroaspersion (Chakraborty et al., 2009; Jaworek & Sobczyk, 2008).

Parametros Caracteristicas
Mayor Menor
Equipo Potencial (mas de 10 kV) resulta en la formacion de (menos de 10 kV) no hay formacion del cono de
eléctrico particulas de menor tamafo. Taylor y se obtienen particulas de didmetros grandes.
Caudal o fluyjo  (>ImL/h) puede dar lugar a la formacion de (<lmL/h)y un aumento de la conductividad eléctrica
particulas de gran tamafio (>1pum). puede dar lugar a particulas mas pequefias (<1pum)
Distancia Una gran distancia (15-20 cm) proporciona una Una corta distancia resulta en el colapso de las
colectora morfologia més esférica y una mayor particulas. Aunque también dependerd del tipo de
volatilizacion del solvente. solvente usado.
Solucion  Concentracion Forma particulas grandes. Se forman particulas pequefias.
Viscosidad Aumenta con la concentracién y se obtienen Disminuye si se disminuye la concentracion y por lo
particulas de gran tamafio. tanto forma particulas de menor tamafio.
Densidad Cono de Taylor mas grueso, mayor fuerza de Diametro menor del cono de Taylor, disminuye la
inercia, por lo que las gotas son mas grandes. resistencia del fluido, se forman pequeiias particulas.
Conductividad Si es alta, se supera la tension superficial y se Sies baja, mayor tension superficial, genera particulas
eléctrica obtiene un didmetro de particula menor. mas grandes.
Ambiental Humedad (£30%) Todo el solvente se volatiliza y el (>30%) Sin un didmetro de particula uniforme y una
relativa polimero llega completamente seco al colector. morfologia no definida. Se obtienen particulas mas

Se obtienen particulas més pequeias.

grandes.
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Fluidos para electroaspersion

Como ya se menciond anteriormente, los compuestos activos a encapsular se encuentran
normalmente en estado liquido, por ello es importante determinar la estabilidad de esta
solucion, suspension y/o “fluido” que nos indicard como se comportara al momento de ser

electroasperjado.

En general un fluido se define como particulas que se mantienen unidas entre si formando un
conjunto en las que intervienen fuerzas cohesivas débiles para su union; el término engloba
tanto a los liquidos como los gases. En este caso la solucién obtenida a partir de una matriz
polimérica suspendida o diluida en un sistema de solventes. De acuerdo con la relacion entre
el esfuerzo de corte aplicado, los fluidos pueden clasificarse de manera general; tambien de

acuerdo con la relacion de deformacion seglin su analisis reologico (Streeter & Wylie, 1988).

La forma de un fluido cambia de manera continua cuando esta sometido a un esfuerzo
cortante, por muy pequefio que sea €ste, por lo que la caracteristica primordial de los fluidos
es la fluidez. Unos liquidos se moveran mas lentamente que otros, sin embargo ante un
esfierzo de corte siempre se moveran. Por tanto, un fluido también puede definirse como una
sustancia que se deforma continuamente bajo la accidon de un esfuerzo de corte, y no habra

deformacion en ausencia de este (Martin-Domingo, 2011).

La medicion de la facilidad con que se mueve un fluido, vendréa dada por la viscosidad, misma
que esta relacionada con la accion de fuerzas de rozamiento. Por ello las propiedades que
caracterizan a un fluido son las que determinaran la estabilidad de una solucion final
(polimero-solvente, componente activo-solvente) que las que presentan los solventes de
manera independiente, y estas determinaran si resultan ser Optimas para su electroaspersion.
Como ya se menciond anteriormente, los parametros de la solucion influyen sobre la
capacidad de obtener micro o nano particulas. Ademas de estar intimamente relacionada con
los parametros de equipo, ya que dependiendo del tipo de fluido que se tenga, quiza se

necesite ajustar el caudal, aumentar o disminuir el voltaje, etc.
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Por lo anterior. Es necesario definir el tipo de fluido que se obtiene de la solubilizacion de
un polimero dado en un sistema de solventes determinado, caracterizando ademas de sus
propiedades fisicoquimicas (densidad, viscosidad, conductividad, etc), sus propiedades

reoldgicas.

Reologia de fluidos

Un concepto formal del término Reologia (mavta pet: “todo fluye”) seria: “Parte de la
mecanica que estudia la elasticidad, plasticidad y viscosidad de la materia™. La reologia, es
la ciencia del flujo y la deformacion, y estudia las propiedades mecanicas de todos los fluidos,
desde liquidos, gases, plasticos, materiales cristalinos, sustancias asfilticas y otros

(Alvarado, 2001).

Bajo este criterio, la deformacién se refiere al cambio en la forma de un fluido debido a
esfuerzos internos producidos por fuerzas aplicadas sobre el mismo, aunque tambien puede
ocurrir un cambio en la forma debido a las mismas fuerzas aplicadas o la ocurrencia de
dilatacion térmica. Los solidos se deforman cuando actia una fuerza fuerza sobre ellos,
cuando se les somete a tension, alargamiento y la comprension (Carrillo Parra, 2016). Que,
en el caso de la electroaspersion, el fluido a electroasperjar es depositado en una jeringa que
finalmente es sometido a una presion ejercida para crear un flujo. En este caso, consideremos
ahora la deformacion de los fluidos la cual es llamada “flujo”. Al igual que en los solidos,
los fluidos tambien siguen una ecuacion de estado. La ecuacion reologica de estado de los
fluidos relaciona la tension y la velocidad de deformacion. Y a la constante de la ecuacion de

estado de los liquidos se le conoce como coeficiente de viscosidad (Ramirez-Navas, 2006).

Esto resulta importante ya que las caracteristicas reologicas de un fluido en el dmbito
industrial son criterios importantes para el desarrollo de productos (Doraiswamy, 2002).
Estas determinan frecuentemente el control de calidad las propiedades funcionales de algunas
sustancias, asi como para determinar el comportamiento mecanico que resulta importante
para el disefio de operaciones basicas como: bombeo, mezclado y envasado, almacenamiento
y estabilidad fisica; mismas comportamientos que son prescindibles para la técnica de

electroaspersion (Steffe, 1992).
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Como ya se menciond, las propiedades reoldgicas de un fluido se determinan a partir de la
relacion existente entre fuerza o sistema de fuerzas externas y su respuesta, ya sea como
deformacion o flujo. Este sistema de fuerzas se representa matematicamente mediante la
siguiente ecuacion: que se refiere a el esfuerzo cortante “txy”, mientras que la respuesta
dinamica del fluido se cuantifica mediante la velocidad de deformacién “ y”, con lo que

pueden existir direntes tipos de fluidos segun esta relacion.

Los 3 tipos de fluidos que existen son: Newtonianos (relaciona proporcionalmente el esfuerzo
cortante y la velocidad de deformacion); No Newtonianos (no hay relacion proporcional entre
el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion); y Viscoeldsticos (tienen un
comportamiento como liquidos/sélidos, tiendo propiedades de ambos estados) (Ramirez-
Navas, 2006). La relacion entre el esfuerzo cortante aplicado y la velocidad viene dada por

la ecuacion:

du
Xy = Ma =py

Siendo: txy el esfuerzo cortante (mPa), p la viscosidad dinamica del fluido (mPa-s), du/dy

la velocidad de deformacién del fluido (s!) =Y.

18



Fluidos Newtonianos y No Newtonianos

Un fluido newtoniano se caracteriza por que existe una relacion lineal entre el esfuerzo
cortante y la velocidad de deformacion, es decir, cumple con la Ley de Newton. Esto se debe
a que ¢l término p (viscosidad) es constante para los fluidos Newtonianos y no depende del
esfuerzo cortante que se aplica. Todos los fluidos como agua liquida, gases, y liquidos de
moléculas sencillas (alcohol, butano, amoniaco, benceno,cloroformo, petréleo, etc.) son

newtonianos (Méndez-Sanchez et al., 2007).

Hay que tener en cuenta también que la viscosidad de un fluido newtoniano permanece
constante respecto al tiempo, es decir que no depende del tiempo de aplicacion del esfuerzo,
aunque si puede relacionarse tanto con la temperatura como la presion a la que se encuentre.
En el estudio reoldgico de un fluido newtoniano se obtienen las siguientes curvas: la “Curva
de Fluidez” en la que se grafica el esfuerzo cortante frente a la velocidad de deformacion (t
vs 7) y la “Curva de Viscosidad” en la que se representa la viscosidad en funcion de la

velocidad de deformacion (p vs y). (Fig. 3):
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v Y
a) Curvas de fluidez b) Curvas de viscosidad
Figura 3. Ejemplos de reogramas de un fluido newtoniano. a) esfuerzo de corte vs velocidad

de corte. b) viscosidad vs velocidad de corte
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Por otra parte, algunos fluidos no obedecen esta ley simple de Newton, que son llamados
fluidos no newtonianos. En este tipo de fluidos no existe linealidad entre el esfuerzo cortante
y la velocidad de deformacion, es decir, la viscosidad () no es constante sino que cambia en
funcién de la velocidad de corte (Sanchez et al., 2002). Algunos ejemplos de fluidos no
newtonianos son pastas, polimeros de alta densidad y emulsiones. Dentro de este tipo de
fluidos podemos encontrar a los que son independientes del tiempo de aplicacion (Silva et
al., 2019):

e Fluidos pseudoplésticos: se identifican por una disminucion de su esfuerzo cortante
con la velocidad de deformacién y de su viscosidad (Shear-Thinning).

e Fluidos dilatantes: son fluidos que se caracterizan por un aumento de la viscosidad
con la velocidad de deformacién, y un aumento del esfuerzo cortante con dicha
velocidad (Shear-Thickening).

e Fluidos plasticos (plastico de Bingham): Este tipo de fluido tiene el mismo
comportamiento de un sélido hasta que sobrepasa un esfuerzo cortante minimo o
esfuerzo umbral, y a partir de este umbral de valor se tiene el comportamiento de un

liquido.
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Plastico de

. Fluido no newtoniano
Bingham

(dilatante) Fluido
newtoniano

Fluido no newtoniano
(pseudoplastico)

Esfuerzo cortante

Velocidad de deformacion

Figura 4. Ejemplos de reogramas de esfuerzo de corte vs velocidad de corte en fluidos

newtonianos y no newtonianos.
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Polimeros encapsulantes en el sector alimentario

Las micro y nanoparticulas producidas a partir de materiales poliméricos en el area de la
salud tienen la caracteristica de ser biodegradables y pueden fabricarse mediante la técnica
de electroaspersion. Estos polimeros se utilizan habitualmente en la industria farmacéutica,
donde sirven como sistemas de administracion de farmacos y para hacer llegar otros
compuestos a la zona deseada. Se ha demostrado que las particulas también pueden servir
como portadoras de componentes antimicrobianos, utilizados en el area médica (Atyabi et

al., 2006; Luna-herrera & Zenteno-cuevas, 2021)

Por otra parte, la aplicacion de la nanotecnologia para obtener nanoesferas ha revolucionado
el sector agroalimentario (Ponce-Reyes et al., 2014). Las particulas incluyen desde el
desarrollo de nuevos materiales en el envasado de alimentos hasta los sistemas de
nanoliberacion y liberacion selectiva en alimentos. En algunos estudios, las nanoparticulas
se utilizan para su implementacioén en envases o empaques de alimentos, las cuales liberan
su compuesto bioactivo encapsulado, cuando los alimentos empiezan a deteriorarse,
prolongando asi su vida 1til y aumentando su biodisponibilidad (Cruz-Monterrosa et al.,

2017; Moncada, 2007) .

Las biopeliculas junto con los materiales bioactivos representan una practica beneficiosa en
la industria alimentaria (Castillo-Sanchez, 2020; Q. Wang et al., 2013). En los ultimos afos,
también se ha estado implementado el uso de nanoparticulas para el desarrollo de empaques
activos ya que el material de envasado influye directamente en la vida util y en la calidad de
los productos alimentarios disponibles en el supermercado. Estos envases contienen micro o
nanoparticulas afiadidas que mantienen la calidad de los alimentos durante su
almacenamiento (Camberos, 2019). En estas nanoparticulas se atrapan o encapsulan
moléculas de compuestos bioactivos que pueden permanecer en el envase o migrar al interior
de los alimentos y mantener el sistema libre de microorganismos deteriorantes (Marianela,
2016) . Por otro lado, en los empaques inteligentes uno de los dispositivos utilizados son los
que se denominan biosensores, que ofrecen el potencial para la deteccion de ciertos

patdgenos y para caracterizar la toxicidad de los alimentos con el fin de proporcionar la
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seguridad alimentaria (Moncada, 2007). Estos son estimulados por cambios en el
microambiente del empaque, desde diferentes factores como la temperatura, el pH y la
respuesta a las moléculas bioldgicas que pueden inducir los cambios de color, potencial
eléctrico, etc. (Majid et al., 2016; Puligundla et al., 2012; Valdez et al., 2019). Asi, estas
tecnologias pueden ser implementadas por los productores en masa para prolongar la vida
util del producto y fabricar alimentos de alta calidad. Los polimeros méas utilizados son el
almidon, la policaprolactona, la celulosa, el quitosano, el alginato, la gelatina, la zeina y las

proteinas de gluten de trigo.

Gluten de trigo

El gluten es un producto en polvo que se obtiene de la harina de trigo cuando es lavado con
agua para eliminar el almidén y otras sustancias hidrosolubles (Gottardi et al., 2014).
Representa aproximadamente el 10% del peso del grano de trigo. Su contenido en proteinas
es de hasta el 75%-85%, contiene 15 aminodcidos esenciales y es una fuente de proteina

vegetal nutritiva y barata (Amiri et al., 2019).

El gluten de trigo (WG, por sus siglas en inglés) es considerado uno de los polimeros
naturales mas importantes a nivel agricola debido a sus buenas propiedades viscoelasticas
(D’Ovidio & Masci, 2004), bajo costo y abundancia en el mercado. Es definido como una
masa gomosa que se obtiene cuando la harina de trigo se lava para eliminar el contenido de
almidon (Wieser, 2007). Algunos paises de la Unidon Europea cultivan trigo para su uso
principal como biocombustibles y en México, también se han encontrado estudios
relacionados al usos de cereales como el trigo para la produccion de bioetanol (OCDE/FAOQO,
2017; Zavala, 2008). El proceso de elaboracion de estos biocombustibles a partir del trigo
consiste en extraer el almidon para ser utilizado como materia prima, quedando el gluten
como subproducto poco valorizado, pudiendo ser utilizado para la elaboracion de productos
a partir de su extraccion y purificacion o de las proteinas que lo conforman (Basso et al.,

2013).

Por otro lado, el WG es una proteina que a su vez esta conformada por dos grupos de
proteinas llamadas prolaminas que se diferencia de otras proteinas por contener
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mayoritariamente dos aminodacidos, prolina y glutamina; ademas de corresponder al 75 % de
peso del gluten , el resto se compone de carbohidratos, minerales y lipidos. Estos dos grupos
de proteinas son las gliadinas y gluteninas (Shewry et al., 1997). Ambos grupos de proteinas
ofrecen la propiedad de viscoelasticidad al gluten, y ya que poseen aminoacidos azufrados
como la cisteina, estos aminoacidos también le dan mayor estabilidad estructural a la
proteina, mismas propiedades que le otorgan en su conjunto al gluten un alto impacto a nivel
industrial (Blomfeldt et al., 2011). Debido a estas propiedades viscoelasticas es que el WG
posee un alto valor tecnolégico, y actualmente se ha estado implementando en la

encapsulacion de compuestos de interés.

Proteinas del gluten

Gliadinas

Son proteinas monoméricas que tienen un peso molecular (MW, por sus siglas en ingles) de
30,000 a 80, 000 Da y se clasifican en cuanto a su movilidad en electroforesis a pH bajo en
-, 0- y v- gliadinas dependiendo de su peso molecular y composicion de aminoécidos: o-

(MW ~31 kDa), y- (~35 kDa) y o-gliadinas (44-80 kDa) (Girard et al., 2018; Xu et al., 2007).

Las gliadinas contienen enlaces disulfuros intracatenarios, que le confieren el caracter
viscoso a la masa de trigo. Los aminoacidos que componen a las gliadinas son los siguientes:
w-gliadinas 44-56 % de glutamina y 20 a 26 % de prolina; a- y y-gliadinas contienen
aminoacidos similares con un 35 y 16 % de glutamina y prolina respectivamente. Por otro
lado, las a- y y- gliadinas y las subunidades de glutenina de bajo peso molecular (tipos B y
C) son ricas en azufre. Las subunidades de glutenina de bajo MW tipo D y las w-gliadinas

forman el complejo de proteinas pobres en azifre. (Tatham & Shewry, 1985).
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Gluteninas

Las gluteninas son las proteinas principales responsables de dar la fuerza al gluten. Son
proteinas con un peso molecular mas alto que las gliadinas. Son las proteinas mas grandes de
la naturaleza y contienen dos tipos de subunidades; las subunidades de peso molecular bajo
(LMW, por sus siglas en inglés) y las subunidades de peso molecular alto (HMW, por sus
siglas en inglés) (Peter R. Shewry et al., 2002). Las gluteninas HMW van desde 65-90+ kDa
y las subunidades mas pequeiias LMW de 30-60 kDa (Girard et al., 2018).

Las gluteninas contienen enlaces disulfuro intracatenarios e intercatenarios, dando una
estructura mas rigida y compacta y elasticidad a la masa. Los aminoacidos que comprenden
a las subunidades de gluteninas HMW son 36 % de glutamina y 13 % de prolina; mientras
que gluteninas de LMW contienen 38 % y 13 % de glutamina y prolina, respectivamente
(Lindsay & Skerritt, 1999). Las gluteninas son proteinas solubles en soluciones acidas como
el &cido acético. La agregacion que sufren las gluteninas esta dada por los aminodcidos
presentes en los enlaces disulfuros y el gran peso molecular que contienen (Segundo-Urbina,

2017).

Modelado estructural de las proteinas de gluten

El WG y sus componentes, las proteinas gliadinas y gluteninas, forman los polimeros mas
grandes de la naturaleza. Esto ha complicado el estudio sobre la arquitectura y disefio de estas
proteinas, con frecuencia debido su alta complejidad estructural. En varias de las
investigaciones realizadas acorde a delucidar su estructura, primero se tiene que hacer una
modificacidon quimica, tratamiento con solventes o enzimas, para poder dar una idea de la

estructura del gluten en general.

En principio, la estructura que conforma el gluten esta dada por enlaces no covalentes como:
puentes de hidrégeno, enlaces i6nicos, hidrofébicos y disulfuros, donde este tltimo en menor
cantidad por la poca cantidad de cisteinas que forman el enlace (2 %), pero que son de suma
importancia en la agregacion de la proteina y para dar caracteristicas Unicas a productos

finales (Koga et al., 2017).
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Por otra parte, el papel de las subunidades de alto peso molecular en el Gluten, como bien es
sabido, confiere elasticidad en su estructura. Una caracteristica particular de las subunidades
HMW es que poseen cantidades grandes de glutamina (35 mol%) y proporciones
significativas de glicina (20 mol%) y prolina (10 mol%) (Anjum et al., 2007). Son proteinas
lineales en gran parte alfa helicoidales, separadas por largos dominios de secuencias
repetidas. E1 C y el N terminal contienen residuos de cisteina que pueden formar enlaces
disulfuro con residuos en otras subunidades (P. R. Shewry & Tatham, 1997). La estructura
de estos dominios HMW se caracterizan ademas por tener una alta movilidad en presencia
de agua. La evidencia de resultados espectroscopicos ha llevado a la sugerencia de la
formacion de interacciones por puente de hidrogeno entre las regiones repetidas de las

subunidades HMW, las cuales son las responsables de la elasticidad del gluten.

Las estructuras de secuencia repetida de las subunidades de HMW de las gluteninas muestran
que contienen un alto nivel de glutamina. Las glutaminas se producen 102 veces como pares
de residuos, 90 veces separadas por un solo aminoacido, 69 veces separado por dos
aminoacidos y 19 veces separadas por 7 aminoacidos. Las secuencias repetidas son, por lo
tanto, muy hidrofilicas en toda su longitud y, debido a la estructura de la glutamina tendra
una capacidad muy alta para forma puentes de hidrégeno intra e intermolecular (Belton,

1999).

A partir de una combinacion de pruebas experimentales y algoritmos proteicos, se han
propuesto modelos de estructura terciaria de las proteinas gliadina y glutenina sin modificar
y modificada. En un estudio realizado por Rasheed et al., (2014) el modelo de prediccion de
las estructuras secundarias del WG mostré principalmente regiones desordenadas con
algunas oc-hélices en ciertas regiones de las proteinas. En las gliadinas omega se encontrd
una proporcion algo mayor de hélices o en comparacion con las otras proteinas investigadas.
Las pocas hojas beta predichas se encontraron principalmente en las gluteninas HMW. La
estructura terciaria y cuaternaria predicha para las gliadinas (a/p, y y w-gliadinas como

mondmero) y las gluteninas, respectivamente, se muestra en la Fig. 5.
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Figura 5. Modelos predichos y propuestos de las proteinas (a) modelo predicho
de las gliadinas (a/f, y y w)y estructura propuesta para la gliadinas modificadas
con glicerol (b) modelo predicho de la gluteninas (LMW-, HMW-GS) y

estructura propuesta para las gluteninas modificadas con glicerol (Rasheet et al.,

2014).

28



Existen otras técnicas mas sencillas en las que, pese a que no se puede tener una prediccion
de modelado estructural tridimensional de las proteinas del WG, si se puede establecer una
relacion de la cantidad de estructuras secundarias que posee y ver como se comporta el WG
después de una modificacion quimica o un tratamiento fisico. Una de ellas es la

espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés).

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas experimentales mas antiguas y bien
establecidas para el andlisis de la estructura secundaria de polipéptidos y proteinas. Es una
técnica no destructiva, requiere menos preparacion de la muestra y puede usarse en una
amplia variedad de condiciones (Kong & Yu, 2007). Teéricamente, la espectroscopia de
infrarrojo es una medida de longitud de onda e intensidad de la absorcion de radiacion IR por
una muestra. Los datos espectrales IR de polimeros altos generalmente se interpretan en
términos de las vibraciones de una unidad de repeticion estructural. Las unidades de
repeticion de polipéptidos y proteinas dan lugar a nueve bandas de absorcion IR
caracteristicas, a saber, amida A, B e [-VIL De estas, las bandas amida [ y II son las dos

bandas vibratorias mas prominentes de la estructura de la proteina (Fevzioglu et al., 2020).

Zhu et al. (2019), utiliza esta técnica espectroscopica para identificar las estructuras del
gluten a partir de las bandas espectroscopicas caracteristicas del WG. Utilizando la banda de
la amida I (1700-1600 cm-1), pueden cuantificarse los porcentajes de estructuras
relacionadas al ancho de la banda espectroscdpica, calculando las areas bajo la curva de las
bandas. La cantidad de estructuras secundarias de la proteina del gluten (en la masa de gluten)
en la region amida I de gluten se estima utilizando un software, en cuyo caso utilizaron el

Omnic version 8.0, Thermo Nicolet Inc., Waltham, MA, EE. UU.

Bajo esta misma perspectiva, Fevzioglu et al., (2020), desarrollaron un enfoque cuantitativo
mejorado para determinar el contenido de la estructura secundaria de los sistemas de
proteinas alimentarias compuestos por una o mas proteinas, basado en la investigacion de las
regiones espectrales de la amida I y la amida III y en un procedimiento de ajuste de curvas
junto con técnicas de mejora de la resolucion. En la que describen que la region de la amida

I proporciona una informacion mas detallada sobre la fuerza de los enlaces y las posibles
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transiciones estructurales en las proteinas, la region de la amida III permite la diferenciacion
de diferentes estructuras.

En base a lo anterior, una mayor comprension de la estructura y el comportamiento de las
proteinas gliadinas y gluteninas puede resultar de suma importancia para entender la utilidad
de estas proteinas para diversas aplicaciones, incluyendo materiales plasticos, espumas,
adhesivos, peliculas y recubrimientos, sumando a esto que el gluten de trigo es un
biopolimero degradable al ambiente, con altas propiedades interesantes para el desarrollo de

nuevas tecnologias.

Gluten de trigo como biopolimero encapsulante

Actualmente, se estd buscando materiales que sean amigables con el medio ambiente.
Basicamente, estan siendo estudiados polimeros biodegradables para la elaboracion de
materiales que sustituyan a los obtenidos de los derivados del petréleo. Y es que este material,
ademas es considerado de bajo costo, disponible y es un recurso renovable. A continuacion,
se presentan estudios donde utilizan el gluten de trigo como polimero biodegradable para la

elaboracion de materiales.

Reddy & Yang (2007), elaboraron fibras de proteina con propiedades mecénicas similares a
las de la lana y mejores que las de proteina de soya. Estas fibras fueron elaboradas a partir de
gluten de trigo. Ellos desarrollaron un método de produccion simple para obtener una alta
calidad de fibras de gluten de trigo. Una concentracion menor a 25 % producia fibras con
poca capacidad de estiramiento, mientras que fibras de 25 a 27 % tenian buena capacidad de

estiramiento con pobres propiedades mecanicas.

Yuno-Ohta et al. (2009), obtuvieron geles y peliculas a partir de proteinas de WG anadiendo
cisteina y alginato de sodio para conferir mayor resistencia al producto final. Ellos sugieren
que la adicion de una cantidad adecuada de cisteina (0.01 M) y el tratamiento térmico a 80
°C durante la formacion del gel de gluten y peliculas induce la formacion de una red
homogénea en estos dos productos mediante la regulacion de las interacciones de los enlaces

disulfuro.
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Pires-Ferreira et al. (2014), estudiaron la influencia de diferentes condiciones de extrusion
en las propiedades térmicas y reologicas de biopolimeros de WG plastifiado con glicerol. La
temperatura de las zonas de calentamiento de la extrusora corrotativa influyé en estas
propiedades. Temperaturas entre 55 y 60 °C producian extruidos de buen aspecto y poca

rugosidad.

Tapia-Hernandez et al. (2018), prepararon y caracterizaron microparticulas porosas de WG
utilizando la técnica de Electrospray. Estudiaron el efecto de los pardmetros fisicoquimicos
de la suspension y los parametros de la técnica de electroaspersion. Se encontrd que a
concentraciones mas altas de gluten (8 % p/v) se obtuvieron valores mas altos de viscosidad,
densidad y tamafio de particula, aunque a menor concentracion, existia una mejor estabilidad

reoldgica que exhibidé comportamiento de fluidos newtonianos.

Capezza et al. (2020), funcionalizaron particulas de gluten con EDTAD, un agente de
acilacion no toxico. Con esto lograron obtener particulas porosas de gluten con un tamafio de
50-150 nm inducidos por secado. El producto obtenido de la acilacion con EDTAD ademas
tenia la capacidad de absorber gran porcentaje agua, solucidn salina y sangre por gramo de
material seco, 22, 5 y 3 veces respectivamente, en comparacion del gluten no tratado. La
capacidad de retencion de liquido después de centrifugarse revel6 que casi el 50 % del liquido
salino se retuvo dentro de la red de proteinas, que es similar a la de los polimeros

superabsorbentes a base de petroleo.

Chavoshizadeh et al. (2020), elaboraron una pelicula biodegradable inteligente basada en
gluten de trigo modificado con clorofila (WG/Ch). Estudiaron el efecto de la clorofila sobre
la actividad antioxidante y las propiedades mecanicas de la pelicula WG/Ch y caracterizaron
el material obtenido mediante andlisis de microscopia electronica de barrido y de
espectroscopia infrarroja por transformacion de Fourier (FT-IR) para estudiar la estructura 'y
la composicion quimica de las peliculas basadas en gluten. La pelicula WG/Ch se utilizo en
el envasado de aceite de sésamo y se demostro el efecto protector que presentaba la pelicula
WG/Ch en el aumento de la vida util y la deteccion del tiempo de caducidad del aceite.

Ademas, al examinar las propiedades de color de la pelicula activa, encontraron que, al
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aumentar el tiempo de almacenamiento y el porcentaje de oxidante, el color de la pelicula
cambia (de verde a amarillo), lo que puede utilizarse para estimar el tiempo de caducidad del
aceite.

Analizando estos ejemplos se logra inferir que el desarrollo de materiales poliméricos a partir
de materias primas de origen agricola se ha convertido en un gran desafio para los cientificos
en materiales. El gluten de trigo por si mismo es considerado uno de los polimeros naturales
mads importantes a nivel agricola, debido a sus buenas propiedades viscoelésticas, bajo costo
y abundancia en el mercado. Sin embargo, en la obtencion de micro y nano particulas de
gluten sigue presentando un reto, debido a las pobres caracteristicas de solubilidad que tiene
el gluten frente a solventes polares como el agua o el etanol. Por ello es necesario seleccionar
los solventes adecuados para su solubilizacion y que al mismo tiempo puedan implementarse
en la electroaspersion, siempre buscando solventes que sean amigables con el medio

ambiente y que puedan implementarse a la industria de alimentos.

Solventes ideales

Un solvente es una sustancia quimica de naturaleza generalmente liquidaen la que se
disuelve un soluto, cuya naturaleza pueden ser igualmente liquida o quimicamente diferente
como un sélido o un gas, dando como resultado una disolucion. El solvente es el componente
de una disolucion presente en mayor cantidad, sus moléculas interactuan quimicamente con
las moléculas del soluto, rodedndolas hasta lograr disolverlas, mismo proceso que se conoce
como solvatacion. Solventes polares disolveran solutos polares al establecerse interacciones
electrostaticas entre los dipolos como el caso del agua (Fig. 6). Mientras que los disolventes
apolares disuelven las sustancias apolares por interacciones entre dipolos inducidos (Atkins
& Jones, 2012). Los disolventes tienen diversas aplicaciones que van desde la fabricacion de
adhesivos, productos farmacéuticos, componentes en las pinturas, y para la elaboracion de

materiales sintéticos, etc.
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Bajo estos criterios, un solvente ideal es aquel solvente que es util para solvatar un soluto
determinado a su mdaxima capacidad de disolucion, el cual va a depender de sus

caracteristicas quimicas.

Tipos de Solventes

Solventes polares: En estos solventes la distribucidon de lanube electronica de

sus moléculas es asimétrica; presentando un polo positivo y otro negativo, teniendo asi
un dipolo permanente. El ejemplo por excelencia de solvente polar es el agua.
Los alcoholes de baja peso molecular como el metanol y el etanol también pertenecen a este
tipo, el cloroformo, tetrahidrofurano, entre otros. Los solventes polares se pueden subdividir

en (Amado-Gonzalez & Hernando-Blanco, 2003; Nunez, 2008):

e Solventes polares proticos: poseen un enlace del tipo -OH o de -NH. El agua (H-
O-H), el etanol y el 4cido acético son solventes polares proticos.

o Solventes polares aproticos: este tipo de solventes no dan ni aceptan protones.
Son disolventes polares que generalmente que no tiene enlaces -OH o -NH.

Ejemplos de estos son: el acetonitrilo, la acetona, la dimetilformamiday el

tetrahidrofurano.

Solventes apolares: son solventes en cuyas moléculas la distribucion de la nube electronica

es simétrica, generalmente son sustancias orgdnicas y estas carecen de polo positivo y
negativo en sus moléculas. No forman dipolos permanentes sino que estos son inducidos de
manera espontanea y momentaneamente. Todo dependiendo su geometria molecular.
Ejemplos de estos disolventes son: el benceno, eter etilico, hexano, cicloexano, xileno, etc.

(Bermudez-Sierra, 2018; Nufiez, 2008).
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Uso de solventes en la electroaspersion

Los disolventes mdas utilizados actualmente en la electroaspersion, son los solventes
organicos, aunque la eleccion de uno u otro siempre va a depender del material polimérico
que se va a utilizar, ya que como vimos, las caracteristicas quimicas tanto del solvente como
las del soluto (compuesto bioactivo o matriz encapsulante) van a influir en la solubilidad del
mismo (Bohr et al., 2018; Zhongbao et al., 2021). El uso de estos solventes promueve la
formacion de particulas en la electroaspersion debido a que estos solventes presentan una
presion de vapor elevada como la propanona o el etanol (Fig. 7) permitiendo ser volatilizado
con facilidad al momento de aplicarles cierto voltaje (Huang et al., 2017). Ademas, es posible
adecuar la distancia correcta entre la aguja y la placa colectora, para darle mas tiempo al
solvente de ser evaporado por completo del polimero (Shixiong et al., 2021)(Fig. 8), por ello
también son conocidos como compuestos organicos volatiles (VOC, por sus siglas en inglés)
(Restrepo, 2006). Dentro de los VOC’s més destacados podemos encontrar el acido etanoico,
acetona, metanol, etanol, cloroformo, xileno, acido acético, entre otros.

En la figura 7 se muestran diferentes sustancias y como es que su presion de vapor cambia
con la temperatura. Este estudio desmuestra ademas que dependiendo del peso molecular y
de la intensidad de las fuerzas intermoleculares de cada sustancia, estas presentan mayor o
menor presion de vapor (Rebelo et al., 2005). En el caso de la propanona las moléculas estan
unidas por fuerzas intermoleculares debiles como las dipolo-dipolo, por lo que se pueden
separar facilmente por accion de la temperatura pasando a la fase vapor con mayor facilidad.
En este caso la presion de vapor aumenta rapidamente con la temperatura. En caso contrario
el 4cido etanoico, en el que ademas de fuerzas de dipolo-dipolo hay abundantes puentes de
hidrégeno por la naturaleza quimica de la molécula. La presencia de estas fuerzas
intermoleculares mas intensas dificulta la separacion de las moléculas en estado liquido y,
por tanto, su evaporacion. Teniendo como resultado una menor presion de vapor (Chang &

Goldsby, 2013).
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solucion.
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Aun asi, esta presion de vapor también puede verse afectada cuando una disolucion esta
formada por una mezcla homogénea entre un solvente que es volatil y un soluto que no lo es.
La presion de vapor del solvente en la disolucidon sera menor que si estuviera puro. La razon
es que la evaporacion es un fendémeno superficial, si las moléculas del soluto ocupan parte
de la superficie del liquido, la transferencia de moléculas de disolvente desde la fase liquida
a la gaseosa se verd dificultada. Por eso es tan importante seleccionar un solvente adecuado
para la solubilizacion del material encapsulante y que al mismo tiempo pueda ser facilmente

volatilizado en la electroaspersion.

Sin embargo, el uso de VOC’'s puede tener una contra parte perjudicial para el medio
ambiente, ya que son liberados a la atmosfera y en muchos casos pueden ocasionar problemas
de contaminacion para el entorno. Algunos VOC’s promueven la degradacion de la capa de
ozono como es el caso de los clorofluorocarbonos y el 1,1,1-tricloroetano, el tetracloruro de
carbono y el hidroclorofluorocarbono (Sanchez-Montero & Alcantara-Ledn, 2007). Las
caracteristicas fisicoquimicas de los VOC’s hacen que estos se evaporen rapidamente en el
aire, alcanzando concentraciones importantes en espacios confinados. Los mayores riesgos
para la salud se producen por la inhalacion y absorcion de estos a través de la piel, lo que
permite que el disolvente pase a la sangre, causando efectos inmediatos y mas a largo plazo
(Romano Mozo et al., 2011). Para reducir el impacto medioambiental de los actuales VOC's
pueden reemplazarse por una serie de sustancias alternas conocidas como solventes
alternativos o solventes verdes, pertenecientes a la rama de la quimica verde (Hernandez-
Ramos, 2010).

Asi mismo, los solventes utilizados deben presentar buena conductividad eléctrica como los
solvente polares proticos y no deben ser viscosos. Por lo general, en la electroaspersion los
COV’s suelen ser empleados solos. Sin embargo, también pueden ser utilizados en
combinacion con otros solventes, conocidos como solventes binarios, esto para poder ser
usados como medio de dispersion y disolver las materias primas o como modificador de la

viscosidad, y/o como agente tensoactivo.
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Solventes binarios

Los solventes binarios son un sistema de solventes de dos sustancias quimicas que conforman
una misma disolucion y que ayudan a mejorar la solubilidad de los solutos afines a estos
solventes (Yu et al., 2020), mismos que individualmente no tienen el mismo efecto de
solubilidad que cuando actian en sinergia como solvente binario (Zeng et al., 2020)(Wan et
al., 2020). Son utilizados para solubilizar principalmente compuestos organicos como
farmacos (Pabba et al., 2020), vitaminas (Shi et al., 2019) y polimeros (Zakharov et al., 2010).
Ademas, se ha visto que la aplicacion de temperatura a estos sistemas mejora

considerablemente la solubilidad de los compuestos (Yitong Zhu et al., 2020).

Solventes ideales para el gluten

Como ya se ha venido hablando con anterioridad, dentro de los biopolimeros, el WG tiene
gran importancia en la obtencion de micro y nano nanoparticulas debido al alto valor
tecnoldgico conferido por las unidades de proteinas gluteninas y gliadinas que conforman el
WG. Estas le otorgan caracteristicas como termoestabilidad y viscoelasticidad que lo hacen
atractivo para la encapsulacion de compuestos de interés en la industria farmacéutica y de
alimentos (Rezaei et al., 2019)(Castro-Enriquez et al., 2019). Sin embargo, el WG es
parcialmente hidrofobico y tiene poca solubilidad en agua (sus gluteninas son solubles en
acidos diluidos y sus gliadinas son solubles en etanol al 70 %) (Atwell, 2001). Tiende a
absorber humedad y volverse una masa gomosa (Capezza et al., 2020), lo que dificulta su

electroaspersion. Misma que afecta directamente la morfologia y el tamafo de las particulas.

De acuerdo con Osborne, las proteinas del gluten de trigo pueden clasificarse segun su
solubilidad. Esta clasificacion se basa de acuerdo a una técnica de separacion de la harina de
trigo que consiste en una serie de extracciones con diferentes solventes, agua, solucion salina,
solucion alcoholica y una solucién de acida. Utilizando esta método de separacion, las
proteinas del gluten de trigo se clasifican en albiminas, globulinas, gliadinas y gluteninas.
La Tabla 5, muestra la clasificacion de las proteinas presentes en las diferentes fracciones,

conocidas como fracciones de Osborne (Eggert et al., 2011; Wieser, 2000).
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Las fracciones “Gliadinas y gluteninas” que son las proteinas que conforman al gluten,
presentan solubilidades en solventes diferentes. Por ello el uso de solventes binarios
conformado por dos solventes orgénicos polares como el 4cido formico y el alcohol etilico

como sistema de solvente binario puede resultar 1til para su solubilidad y electroaspersion.
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Tabla 5. Proteinas presentes en las fracciones de Osborne (De la Vega Ruiz, 2009).

Fraccion Solvente de Composicion Papel biologico Papel funcional
Osborne extraccion

Albuminas agua Proteinas (principalmente monomeéricas) Estructurales y metabdlicas variable

Globulinas solucion salina  Proteinas (principalmente monoméricas) Estructurales y metabolicas variable

Gliadinas  solucion Proteinas del gluten (principalmente Almacenamiento de la semilla Viscosidad a la masa /

alcohdlica gliadinas y polimeros de gluteninas de tipo prolaminas extensibilidad

bajo peso molecular)

Gluteninas 4cidos diluidos  Proteinas del gluten (principalmente Almacenamiento de la semilla Elasticidad a la masa /
polimeros de glutenina de alto peso tipo prolaminas tenacidad
molecular)

Residuo Sin extraer Proteinas del gluten (polimeros de alto Almacenamiento de la variable

peso molecular) y proteinas no de gluten

poliméricas (triticinas)

semilla, tipo  prolamina
(gluten) y tipo globulinas

(triticinas)
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Sistema acido formico-etanol (FAE) como solvente binario del gluten

El acido formico (nombre IUPAC: 4cido metanoico; numero de registro CAS: 64-18-6;
féormula molecular: CH>0») y el alcohol etilico (nombre IUPAC: etanol; nimero de registro
CAS: 64-17-5; féormula molecular: C2HsOH) son solventes organicos aprobados por la FDA
como sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS) por lo que, en principio
pueden ser utilizados como solventes alternativos o solventes verdes. Presentan estructuras
de cadenas cortas de carbono que poseen en su conformacidon quimica grupos -CH3z y -OH
(Electronic Code of Federal Regulations (ECFR)). Esto les otorga cierto momento dipolar
permitiendo formar interacciones electrostaticas de Van de Waals y puentes de hidrogeno.
Penetran en la estructura de la proteina gracias a su bajo peso molecular y se adhieren a
grupos de aminoacidos como prolamina y la glutamina en la estructura del WG, modificando
la estructura cuaternaria y terciaria de las proteinas permitiendo la extension de sus cadenas
de aminoacidos. Lo que facilita la solubilidad de la proteina de gluten. Ademas, debido a una
disminucién en el pH a causa del acido formico, pueden llevar al gluten por debajo de su
punto isoeléctrico (5.8 — 5.2) para mejorar la solubilidad de la proteina (Sun et al.,

2015)(Mejri et al., 2005).

Por otra parte, estos solventes poseen una presion de vapor elevada en comparacion de otros
solventes organicos, 4.6 kPa a 20 °C para el acido formico y 5.9 kPa a 20 °C para el etanol,
permitiendo su facil volatilizacion al momento de utilizarse en el equipo de electroaspersion.
Aunado a esto, ambos son solventes polares préticos (facilmente son donadores de protones)
lo que hacen que sean buenos conductores de la electricidad en comparacion de otros
solventes organicos como el cido acético, que, aunque también es un solvente polar prético,

su presion de vapor es mucho menor (1.47 kPa a 20 °C).
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Por ello, el presente trabajo evalua las propiedades fisicoquimicas de las suspensiones de
gluten en un sistema binario de solventes (4acido férmico-etanol [FAE]), asi como las
propiedades reologicas de cada una de las soluciones para determinar su estabilidad y ver el
efecto que tienen sobre la morfologia y tamafio de particula al momento de ser electro-
asperjadas. Este sistema de solvente binario resulta ideal para la solubilizacion de gluten de
trigo y puede ser utilizado en la industria alimentaria en la encapsulacion de compuestos
bioactivos con diversas aplicaciones, por ejemplo, en la elaboracion de biosensores para el

desarrollo de envases inteligentes.
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HIPOTESIS

El implemento del sistema binario de solvente FAE permitira la modificacion estructural de
las proteinas del gluten, mejorando su solubilidad para la obtencion de nanoparticulas por el

método de electroaspersion.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de suspensiones de gluten de trigo en

un sistema binario de solventes para la obtencién de nanoparticulas por electroaspersion.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la estabilidad de las suspensiones de gluten en el sistema de solvente
binario FAE mediante: el andlisis de las propiedades reoldgicas y fisicoquimicas

(densidad, conductividad, viscosidad y pH).

2. Estandarizar los parametros 6ptimos para la obtencion de particulas de gluten por el
método de electroaspersion (concentracion de gluten, distancia entre la aguja y placa

colectora, voltaje aplicado y velocidad de flujo de la solucion).

3. Evaluar el comportamiento de las estructuras secundarias de las proteinas del gluten
mediante la deconvolucion de la banda de amida I antes y después de su tratamiento

con FAE post-electroaspersion.
4. Caracterizar quimica y estructuralmente las particulas de gluten obtenidas, utilizando

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y microscopia electronica

de barrido.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Gluten de trigo, CAS: 8002-80-0, marca: SIGMA-ALDRICH; Acido férmico grado reactivo
>95 %, CAS: 64-18-6, marca: SIGMA-ALDRICH; Alcohol etilico absoluto 99.72 %, CAS:
64-17-5, marca: FAGA-LAB (México).

Metodologia

Preparacion de suspensiones de gluten

Para la preparacion de las suspensiones de gluten se siguié la metodologia de Tapia-
Hernandez (2017) con modificaciones. Se prepararon suspensiones de gluten de 50 mL al 2,
4, 6 y 8 % p/v utilizando como solvente 4cido férmico/etanol en proporcion 70:30 v/v, en

agitacion magnética por 8 h a 35 °C.

Caracterizacion fisicoquimica de suspensiones de gluten

Estabilidad

Para tener un punto de comparacion de la estabilidad de las proteinas de WG se prepararon
suspensiones de WG al 8% (méxima concentracion con la que se trabajo) utilizando etanol
(EOH), 4cido formico (AF) y acido férmico-etanol (FAE). Se evalu6 la estabilidad
dependiente del tiempo en estas tres soluciones. Se observaron y anotaron los cambios
visibles como: formacion de precipitado, turbidez y pardeamiento a los dias 1, 2, 3,4, 7, 11,

17y 21, después de ser preparados.

Densidad

Para la medicion de la densidad se sigui6 como lo describen Rodriguez-Félix et al.
(Rodriguez-Félix et al., 2019) y Chevalier et al.(Chevalier et al., 2018). Se utilizd6 un

picnometro con un volumen de 10 mL y las mediciones de peso se realizaron por triplicado
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a una temperatura de 25 °C utilizando una balanza analitica 8028-series. Tomando como
referencia la densidad del agua y utilizando la siguiente ecuacion:
_ M3 - M1 1 g

M2 —-M1 cm3

P

En la que:
MI es el peso del picnometro.
M2 es el peso del picnometro con el agua.

M3 es el peso del picndmetro con la muestra.

Conductividad v pH

Se realizaron mediciones de cada una de las suspensiones de gluten por triplicado, a una

temperatura de 25 °C utilizando un potenciometro HANNA instruments modelo HI 2550.

Viscosidad

Se evalu¢ la viscosidad dependiente del tiempo utilizando un redmetro de liquidos MCR 102
(Anton Paar, Alemania). Se realizaron mediciones por triplicado de cada una de las

suspensiones.

Analisis reologico

Se utilizo un Redémetro modelo MCR 102 (Anton Paar, Alemania) con una celda de
geometria cilindrica concéntrica. Esto con la finalidad de ver la estabilidad de las soluciones
para la obtencién de particulas con tamafio deseado. La medicion del esfuerzo de corte y la
viscosidad con respecto a la velocidad de corte se midi6 a una rampa de velocidad de corte
de 0.01 a 100 s™. Asi mismo, se evalu6 la viscosidad dependiente del tiempo a una rampa de
tiempo de 400 s, a una velocidad de corte constante de 100 s™.

Para los calculos del valor de n se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Ecuacion de la Ley de la potencia.

n=Ky"?
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En donde:

n es la viscosidad.

K es indice de consistencia del flujo.

n es el indice de comportamiento del flujo que puede obtenerse a partir de la pendiente de la
curva.

vy es la velocidad de corte.

La ecuacion anterior fue linealizada de acuerdo a la ecuacion de la recta sabiendo que la
ecuacion de la recta es:

y=a + bx

Condiciones para la obtencion de particulas de gluten

Se estudiaron las siguientes variables: concentracion de la suspension polimérica (2, 4, 6 'y
8% p/v); voltaje aplicado (15 y 20 kV); distancia entre la aguja y la placa colectora (5 y 10
cm). La velocidad de flujo se mantuvo constante en todas las corridas a una velocidad de 0.1
mL-h! utilizando una bomba KD Scientific EE. UU. Se utiliz6 una jeringa de plastico de 5
mL con una aguja de 0.8 mm de diametro. FEl voltaje aplicado a la suspension se realizod
empleando una fuente de poder de alto voltaje (modelo CZE 1000R; Spellman, Estados
Unidos), teniendo una placa de aluminio de 10 cm x 10 cm para la recoleccion de las

particulas.

Caracterizacion quimico-estructural

Espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo, se utilizé un equipo Perkin Elmer Frontier.
El ntimero de scans utilizado fue de 16, en un intervalo del infrarrojo de 4000 a 400 cm™! con
una resolucién de 4 cm™!. Esto para identificar los principales grupos funcionales de los
solventes utilizados, las posibles interacciones de las proteinas del gluten con los mismos y

los cambios en las estructuras secundarias de las proteinas del WG.

48



Microscopia electronica de barrido

Para evaluar las caracteristicas morfologicas del material obtenido, se realizaron
observaciones en un microscopio electronico de barrido (marca JEOL, modelo 5410LV)

operado a 15 kV.

Disefio Experimental

El disefio experimental aplicado fue a partir de las variaciones de los pardmetros del método
de electroaspersion. Los parametros fueron: voltaje aplicado, distancia del entre la aguja y
placa colectora, y concentracion de gluten. Por lo tanto, consistié en un disefio multifactorial

de 2 x 2 x 4, teniendo un total de 16 tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica

Estabilidad

En general las proteinas del WG mostré buena estabilidad en el sistema binario FAE
formando una suspension homogénea en todas las soluciones preparadas. Los resultados de

este procedimiento se pueden apreciar en la Fig. 9.

De acuerdo con la clasificacion de las fracciones de Osborne, cuando se utiliza solamente
EOH se solubilizan parcialmente las gliadinas y polimeros de bajo peso molecular de
gluteninas. Sin embargo, en las suspensiones etandlicas de WG, al minuto 1 después de
haberse preparado el Dia 1, se observo un precipitado. Del mismo modo, para el dia 2 se
observd que practicamente la parte del solvente fue clarificada, por lo que el uso de EOH
para la solubilizacion y electroaspersion del gluten no es adecuado.

Cuando se uso6 solo AF, se formd una suspension homogénea con apariencia viscosa y de
color marron, misma que con el paso del tiempo se fue oscureciendo hasta tornarse a un tono
café intenso. Esto puede deberse a que un pequefio porcentaje del peso total del gluten
corresponden a carbohidratos, los cuales pueden propiciar reacciones de Maillard con las
proteinas por efecto del calor al momento de preparar las suspensiones. Aunado a esto, se da
la oxidacién y desnaturalizacion de las proteinas debido al implemento de un &cido
concentrado fuerte, mostrando en apariencia un oscurecimiento intenso al paso del tiempo

(Shuyu et al., 2020; Yongling et al., 2020).
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Dia 7

Figura 9. Evaluacion de la solubilidad de las proteinas de WG en etanol (EOH), acido férmico (AF) y FAE, mediante la visualizacion

de precipitado.
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Por otra parte, cuando se utilizaron ambos solventes como sistema binario FAE, en principio
se observo la misma apariencia que la solucion preparada solo con AF. Esta present6 una
distribucion homogénea del WG en toda la suspension. Sin embargo, al llegar al dia 3 después
de su preparacion, se pudo visualizar un ligero precipitado, mismo que se hace mas evidente
con el paso del tiempo. Por otra parte, se puede apreciar que, pese al oscurecimiento formado
con el paso del tiempo en la suspension, este no es tan intenso como en AF, manteniendo la
misma tonalidad hasta el dia 21. Esto puede deberse a que el sistema binario FAE es un
acido diluido del acido féormico con etanol, el cual con el tiempo tiende a reaccionar
quimicamente produciendo formiato de etilo mediante una reaccion de esterificacion
(Fig.10), produciendo minimas cantidades de este, ya que el etanol se encuentra en baja
proporcién como reactivo limitante. Ademas, para que se lleve a cabo la reaccidn se necesita
de la aplicacion de un catalizador como el H>SO4. Aunque esta reaccion también puede verse
propiciada por la aplicacion de calor como en el presente estudio (McMurry, 2018).

El formiato de etilo tiene propiedades hidrofobicas y es utilizado en la industria como
solvente. Esto podria favorecer la solvatacion del WG ya que este es parcialmente
hidrofobico. Ademas, posee una presion de vapor elevada (25.36 kPa a 20 °C) por lo que su
presencia no afectaria la electroaspersion del WG (Estrucplan, 2000).

Asimismo, los resultados de viscosidad, densidad, conductividad y pH, realizados a las
suspensiones de WG al 2, 4, 6 y 8% preparadas con FAE se encuentran reportados en la Tabla

6.
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Acido sulfirico

(0] @)
H2S04
)J\ + /\OH — )J\ A~ + H,0
H OH Etanol H 0 Agua
Acido férmico Formiato de etilo

Figura 10. Esterificacion del acido formico (acido carboxilico) y del etanol (alcohol) en un

formiato de etilo (éster) y agua. Creado con el programa ChemDraw Professional 16.0.
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Viscosidad

La viscosidad es un parametro que depende del peso molecular del polimero, la
concentracion y el disolvente aplicado. A altas concentraciones, la viscosidad de la solucion
serd mayor y viceversa. En la Tabla 6 se presentan los resultados de la viscosidad de las
suspensiones misma que aumenta conforme se incrementa la concentracion de WG, 0.0025
+ 3.07 8%, 0.0043 + 4.16 %, 0.0075 £ 7.52 ® y 0.0108 = 1.13 g% Pa*s fueron las

viscosidades encontradas para las suspensiones de 2, 4, 6, 8 % respectivamente.

Para la formacion de nanoparticulas, es necesaria la viscosidad adecuada ya que a altas
viscosidades pueden formarse fibras en lugar de particulas. Algunos autores indican que el
valor limite minimo para la obtencion de fibras por técnicas electrodindmicas es de 800
mPa.S ya que por debajo de este valor las fibras tienden a romperse en gotas (Chakraborty et
al., 2009)(Sill & von Recum, 2008). Debido a lo anterior, fluidos con viscosidades por debajo
de este valor son adecuados para la obtencion de particulas. Tal como lo demuestran estos
estudios en los que se reportan viscosidades de 0.0048 Pa.S para particulas de zeina-acido

galico (Tapia-Hernandez et al., 2019), 0.3240 Pa.s de WG (Tapia-Hernandez et al., 2018).

Densidad

La densidad es una propiedad intensiva de la materia, misma que es proporcional a la
concentracion (bajo las mismas condiciones de presion y temperatura) y por lo tanto también
a la viscosidad. Una mayor concentracion y viscosidad tiende a aumentar la densidad y
viceversa. Este mismo comportamiento se observo en las suspensiones de WG, mismas que
presentaron un aumento en la densidad conforme aumentaba su concentracién. Valores de
densidad de 1.0761 + 5.19 £, 1.0807 £ 3.77 £™, 1.0841 + 3.64 e®y 1.0898 + 4.97 g™
g/cm? fueron encontrados para las concentraciones 2, 4, 6 y 8 %, respectivamente. En la
electroaspersion especificamente el tamafio de las particulas puede aumentar cuando se
incrementa la concentraciéon de la suspension polimérica, y por lo tanto su densidad y
viscosidad también (Xue et al., 2020).

Por otra parte, la densidad comprende un parametro que esté relacionado con la formacion

del cono de Taylor para la obtencion de micro y nanoparticulas por el método de
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electroaspersion (Surib & Mohd Paad, 2020). Una densidad 6ptima puede formar un cono de
Taylor del tipo cono de chorro mientras que una densidad inadecuada puede formar un cono
de Taylor del tipo cono de goteo (Jaworek & Sobczyk, 2008), formando nanoparticulas
irregulares, polidispersas y de didmetros muy grandes. De acuerdo con lo reportado por
Tapia-Hernandez et al. (2018), un valor de densidad cercana o parecida a la del agua se
consideran Optimos para las suspensiones de WG dando como resultado la formacion de

nanoparticulas de menor didmetro, mas esféricas y monodipersas

Conductividad

El voltaje que se aplica durante la electroaspersion estd determinado por la conductividad
eléctrica de la matriz polimérica en solucion y los solventes que lo conforman. Una matriz
polimérica con alta conductividad eléctrica ocupara menos voltaje para romper la tensioén
superficial de la solucion y formar particulas mds pequefias en didmetro. Para las
suspensiones de WG preparadas al 2, 4, 6 y 8 % se obtuvieron los siguientes valores de
conductividad respectivamente: 1259.66 + 8.25, 1362.33 + 2.86, 1484.66 = 2.05 y 1695.66
+ 7.36 ps/cm’. Sin embargo, no existe un valor dptimo reportado para la obtencion de
particulas de WG ya que este va a depender de su concentracion y de los solventes utilizados.
Aun asi, se ha visto en algunos estudios que, empleando voltajes de 10, 15 y 20 kV en el
electroaspersor es posible obtener particulas de proteinas de WG bajo diferentes condiciones.
Por otro lado, existen estudios en los que se relaciona la conductividad con el potencial
eléctrico el polimero, si el potencial eléctrico es alto se adquirird una mayor conductividad
eléctrica (Tapia-Hernadndez et al., 2019). En este caso, aunque no fue posible medir el
potencial eléctrico del material si se comprob6 que el WG aumenta la conductividad eléctrica
en la solucion, ya que este aumenta conforme se aumenta su concentracion mientras que la

conductividad eléctrica de FAE sin WG en solucion es de 1077.33 £ 2.51 ps/cm?.

pH

Si bien el pH no es un parametro que influya directamente sobre la electroaspersion, si influye
sobre el comportamiento reoldgico del WG y en como se desnaturalizan sus subunidades

proteicas, y por lo tanto en su solubilidad.
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Estudios recientes demuestran que bajo condiciones acidas los valores del modulo de
almacenamiento de energia (G") y el médulo de pérdida (G"") son menores que los obtenidos
en condiciones alcalinas. Esto se debe a que bajo condiciones alcalinas se promueve una
estructura de WG mas fuerte, mejorando las interacciones electrostaticas entre las proteinas
del WG vy las interacciones de puentes disulfuro (Chen et al., 2021; Han et al., 2020). Bajo
estas circunstancias se puede deducir que, a un pH acido por debajo del punto isoeléctrico

las proteinas del WG pierden rigidez y elasticidad, por lo que su solubilidad se ve mejorada.

Es importante mencionar que la lectura de los valores de pH para todas las suspensiones de
WG obtenidas reportan valores negativos (Tabla 6). Existen casos en la que los iones H+ y
OH- pueden ser tal cantidad que el electrodo es incapaz de leer un valor o en otros casos
pueden dar valores negativos, en cuyos casos suelen ser cuando los acidos son altamente
concentrados con valores por encima de 1M. En este trabajo, fue debido a que los solventes
utilizados son grado reactivo con alto nivel de pureza formando una disoluciéon con una
concentracion de H+ por encima de 1 molar, en la que la proporcion de acido formico es
mayor que la del etanol. En la teoria, se calcula que cualquier acido que produzca una
concentracion de iones de hidrogeno con una molaridad superior a 1 tiene un pH negativo.
Por ejemplo, si se calcula que el pH del HC1 12M (acido clorhidrico) es -log (12) = -1,08.
Pero este no se puede medir con un instrumento o prueba puesto que los electrodos de pH de
vidrio sufren un defecto llamado "error de dcido" que hace que midan un pH mas alto que el
real (Helmenstine, 2021). En nuestro caso se presenta este mismo fendémeno ya que se
observa que este valor sigue “disminuyendo” o aumentando hacia el lado negativo debido a
una mayor presencia de protones [H+], misma que es proporcional a la concentracion de WG
en la suspension. Es decir, que debido a una mayor cantidad de WG, la concentracion de
iones hidronio aumenta. Dicho de otra forma, el valor del pH de la suspension aumenta ya
que esta directamente relacionado a la proporcion de las concentraciones de los iones de
hidrégeno [H+] que conforman el solvente binario como la cantidad de proteina disuelta y/o
en suspension. Si la concentracion de H+ es mayor que la de OH-, el material es acido.

(OMEGA, 2020).
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Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de las suspensiones de WG en FAE.

Concentracién ~ Viscosidad (Pa*s)  Densidad (g/cm?) Conductividad pH

(%) (us/cm?)

2 0.0025+3.07%a 1.0761 £5.19a  1259.66 +8.25a -0.11+0.01 a
4 0.0043 +4.168b  1.0807 £3.77®b  1365.66+2.86b -0.14+0.02a
6 0.0075+7.52%c  1.0841 £3.64e% ¢  1484.66+2.05¢ -0.17+0.02 ab
8 0.0108 = 1.13ed  1.0898 +4.97e%d 1695.66+7.36d -0.20+0.02b

Los valores aqui mostrados representan un promedio de un conjunto de datos obtenidos de 3

repeticiones por cada concentracion, a excepcion de la viscosidad la cual se obtuvo de un

promedio de 3 repeticiones por concentracion, pero obtenida en 80 puntos en cada muestra por
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Analisis reologico

En la figura 11A se presenta el efecto del esfuerzo de corte con respecto a la velocidad de
corte para las suspensiones de WG. Se observa que cuando aumenta la concentracion de
gluten, el esfuerzo cortante aumenta también. Hasta los 170 s™!' aproximadamente, todas las
supensiones presentan un comportamiento newtoniano, sin embargo, al ir aumentando la
velocidad de corte este cambia ligeramente a un comportamiento de un fluido dilatante. Esto
se puede corroborar en la figura 11B, en la que se presenta el efecto de la viscosidad con
respecto a la velocidad de corte. La tendencia fue una viscosidad minima inicial para todas
las soluciones que aumentaba conforme la concentracion de la suspension. Todas las

suspensiones después de su viscosidad maxima tuvieron un aumento drastico de la misma.

Tapia-Hernandez et al. (2018), mencionan que la viscosidad est4 en funcion de la velocidad
de corte para las suspensiones de WG. En ese estudio se evaluaron las propiedades reologicas
de suspensiones de WG hasta una velocidad de 100 s™!, encontrando un decaimiento en la
curva de la viscosidad de las suspensiones poliméricas con un efecto de “Shear-Thinning” o
adelgazamientos caracteristicos de un fluido no newtoniano pseudopléstico. Ninguna
suspension mostrd un comportamiento completamente lineal en su esfuerzo cortante vs la
velocidad de corte, excepto en la de 2 % de concentracion. Sin embargo, demuestra que a
una velocidad de corte constante de 5 s™' durante un tiempo de 300 s estas suspensiones

pueden mantener su estabilidad.

En la presente investigacion, se observd un comportamiento de ‘“Shear-Thickening” o
engrosamiento de la suspension; caracteristico de un fluido dilatante (no newtoniano), al
momento de evaluar su viscosidad respecto al aumento de la velocidad de corte. Estas
diferencias de resultados con el estudio de Tapia-Hernandez se le pueden atribuir a los tipos
de solventes utilizados. Al haber utilizado FAE, en lugar de 4acido acético / etanol (AAE) se
afect6 la solubilidad de la proteina. En nuestros resultados, el aumento de la viscosidad es
atribuible a un incremento en la velocidad de corte, que provoca que el solvente; acido
formico con una presion de vapor mayor de 4.6 kPa a 20 °C en comparacion del acido acético

de 1.5 kPa a 20 °C, se volatilice. Esta evaporacion hace que se concentren las proteinas del
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gluten y que por consecuencia aumente drasticamente su viscosidad en cada una de las
suspensiones. Evidentemente para una concentracion mas alta de gluten se requiere de mayor

velocidad de corte para la volatilizacion de este solvente.

Debido a lo anterior, se realizé un analisis de regresion lineal de las curvas de viscosidad vs
velocidad de corte para encontrar los valores de n segun la ley de la potencia, con la finalidad
de corroborar la naturaleza del fluido (Tabla 7). De acuerdo con la ecuacion de la Ley de la
potencia o Ley de Ostwald- de Waele la pendiente de las curvas para los fluidos no
newtonianos varia. Si: n < 1 hablamos de un pseudoplastico, n=1 se transforma en la ley de
la viscosidad de Newton, y siendo n > 1 Hablamos de un dilatante.

Estos resultados numéricos nos dicen que efectivamente las suspensiones de WG preparadas
presentan un comportamiento newtoniano. En la Figura 11C se puede observar que a una
velocidad de corte constante de 100 s todas las suspensiones tienen un comportamiento
lineal con una viscosidad constante, lo cual se traduce a una estabilidad de las suspensiones.
Esta estabilidad frente a un tiempo de 400 s se pudo evaluar a partir de las desviaciones
estandar que presentaba cada suspension, ya que este parametro estadistico nos predice que

tanta variacion en la viscosidad hubo durante toda la rampa de velocidad.
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Tabla 7. Valor de n para las suspensiones de gluten a diferentes concentraciones.

Concentracion (p/v %) Valor de n hasta 170 s™!
2 1.00 + 1.245% a
4 1.00 +9.428" a
6 1.00 £ 3.368% a
8 1.00£2.35%a

Los valores aqui mostrados representan un promedio obtenido de 3 repeticiones por cada
concentracion. Letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos

a una a<0.05.
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Figura 11. Reogramas de las suspensiones de WG. (A) Efecto del Esfuerzo de corte vs
Velocidad de corte, (B) Efecto de la Viscosidad vs Velocidad de corte y (C) Efecto de la
Viscosidad vs Tiempo.
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Caracterizacion quimico-estructural

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

Las bandas caracteristicas de los espectros de IR para el WG se presentan en la Fig. 12. Se
puede observar la banda amida I a los 1635 cm™!, amida Il a los 1515 cm™, y la banda del -
OH alos 3276 cm™! (Tapia-Hernandez et al., 2018). Ademds, se aprecia que las particulas de
gluten de trigo (WGP) obtenidas por electroaspersion a diferentes concentraciones,
conservan las mismas bandas después del tratamiento con FAE. No obstante, se presentaron
ligeros cambios en el corrimiento de banda de la amida I, de 1635 cm™! hasta 1645cm’, es
decir, hasta 10 cm™ maés. De acuerdo con Kong y Yu, en los espectros de IR, la banda amida
I es en la cual se presentan las estructuras secundarias de las proteinas y se encuentran dentro
de los 1600 a 1700 cm™!(Kong & Yu, 2007). Diversos estudios demuestran que el WG esta
conformado por dos subunidades proteicas: gliadinas (monoméricas) y gluteninas
(poliméricas) que presentan arreglos en forma de hélices, laminas, y giros aleatorios en sus
estructuras (Rasheed et al., 2014b). Para conocer la cantidad de estructuras secundarias de
las proteinas del WG antes y después de ser electroasperjado, se estimo la cantidad de las
mismas mediante la deconvolucion de la banda en la region amida I (1700-1600 cm™) de
acuerdo con Zhu y colaboradores (Yunping Zhu et al., 2019), cuyos resultados se presentan
en la Figura 13. Dicho analisis se llevo a cabo en el software OriginPro (version 2016,

OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA.).
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Figura 12. Espectros de infrarrojo del WG y las WGP obtenidas a partir de electroaspersion de las suspensiones en FAE.
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porcentajes. A) WG sin ningln tratamiento. B) WGP2%. C) WGP4%. D) WGP6%. E) WGP8%.



Las regiones evaluadas fueron las que se presentan a 1654, 1630, 1625 y 1673 cm™! de
acuerdo con su nimero de onda promedio seglin la tabla que reporta Carbonaro y Nucara,
para las frecuencias asignadas a estructuras secundarias de las proteinas en la Amida I (cm™!
in H»0) (Carbonaro & Nucara, 2010). Estas corresponden a a-helix, a-helix (turns), B-sheet
y B-sheet (turns), respectivamente. La deconvolucion de la amida I mostré cambios aparentes
en las estructuras secundarias de las proteinas del WG después de su tratamiento con FAE y
después de ser electro-asperjadas. Todas las muestras analizadas de WG presentaron una
disminuciéon de B-laminas después de su tratamiento con FAE y ser asperjadas, al mismo
tiempo que las o-hélices aumentaron. Debido a que en todos los porcentajes de las
concentraciones se encontrd un comportamiento similar, para poder entender esto se realizd
la integracion del area bajo la curva de WG y WGP6% por triplicado. Los resultados se
muestran en la Tabla 8 y se observa el porcentaje en el que se encuentran realmente estas

estructuras.
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Tabla 8. Porcentaje de las estructuras secundarias de las proteinas del gluten.

Muestra a-hélices (%) B-laminas (%) B-laminas (%)
(1650-1654 cm™) (1620-1640 cm™) (1673-1681 cm™)

WG 4392+143a 3981 +£1.13a 17.60 £ 0.72 a

WGP6% 5836+3.27Db 30.20£2.05b 11.43+£1.37b

Los valores aqui mostrados representan un promedio de un conjunto de datos obtenidos de 3
repeticiones por cada muestra. Letras diferentes representan diferencias significativas entre

los tratamientos a una o<0.05.
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Los resultados obtenidos para las estructuras secundarias del WG son similares a los que
reporta Fevzioglu et al. donde obtuvieron 43.5 % a-hélices, 36.4 % para B-laminas y 16.8 %
para giros de B-laminas en el andlisis de deconvolucion de la banda de la amida I para las
proteinas de WG (Fevzioglu et al., 2020). En nuestro caso, estos porcentajes se ven afectados
posteriormente al tratamiento con FAE y la electroaspersion. Lo que sugiere que, al momento
de formar particulas de morfologia esférica en el electroaspersor, el WG tiende a formar
mayoritariamente cerca de un 58.36 % de estructuras alfa hélices, seguido de un 30 % de
laminas beta, ya que la banda de absorcion de amida I se ve afectada presentando un
corrimiento a mayor energia. De acuerdo con la literatura, la posicion de la banda de a-helix
se desplaza a menor energia cuando incrementa la longitud de las hélices, mientras que las
hélices cortas pueden producir varias bandas en la region de la amida I (Carbonaro & Nucara,
2010). Mismo fendmeno que se aprecia en los espectros de IR de este estudio.

Segun el Diccionario de las Estructuras Secundarias de las Proteinas (DPSS), las a-hélices
son hélices largas formadas por superposiciones de hélices minimas. Una hélice minima esta
definida por dos vueltas n consecutivas, que van desde 3 hasta 5 giros (Kabsch & Sander,
1983). De acuerdo con los resultados obtenidos, el sistema binario FAE entra en contacto
con las proteinas del WG e interrumpe estas superposiciones mismas que se ven favorecidas
por el tratamiento con la aplicacion de temperatura a 35 ° C. El sistema binario FAE entra en
contacto directo con los aminodcidos polares formando interacciones de puentes de
hidrogeno e interacciones débiles como dipolo-dipolo dipolo-inducido con aminoacidos no
polares, especialmente con glutamina y prolina ya que se encuentran en mayor proporcion
en las proteinas del WG. Este desnaturaliza las estructuras secundarias de las proteinas del
WG y lograr desplegarlas para tenerlas en suspension, asi cuando pasan por el equipo de
electroaspersion, éstas se reordenan hasta su composicion estable mas pequena, que son las
hélices minimas (Fig. 14). Como consecuencia de eso, hay un incremento en el porcentaje de
las hélices alfa mismas que se aprecian en el corrimiento a mayor energia de la banda y el

fendmeno de varias bandas de la amida 1.
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Figura 14. Efecto del solvente FAE y de la temperatura en la desnaturalizacion de las
proteinas del WG.
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Microscopia electronica de barrido

La figura 15 muestra las micrografias de SEM (10000X de aumento) de las particulas
obtenidas por electroaspersion de todas las condiciones establecidas en el equipo. En todas
las concentraciones se observa el mismo comportamiento, a un bajo voltaje (15 kv) y una
corta distancia (5 cm) se obtuvieron particulas con estructuras irregulares; dacriocitica o
“teardrop”, como se muestra en la Fig 15A, espiculadas en las Figs. 15E y 151, y semiesféricas
en la Fig. 15M. Esto se debe a que el solvente no alcanza a evaporarse suficientemente rapido,
formandose irregularidades al entrar en contacto toda la muestra con la placa colectora.

Por otro lado, cuando se aumenta la distancia y conforme se incrementa la concentracion de
WG la morfologia se ve ligeramente mejorada como se observa en la Fig. 15J y en la Fig.15N.
Las mejores condiciones para obtener particulas de WG fueron a 20 kv y 5 cm de distancia,
ya que en todas las concentraciones se obtuvieron morfologias esféricas a excepcion de O
(20 kV y 5 cm de distancia), que debido a un aumento en la concentracion de WG ya
empezaba a formar redes viscoelasticas. En la Figs. 15C, 15G, y 15K se observa que bajo
esas condiciones se lograron morfologias esféricas, debido a la baja concentracion de WG y
gracias a un aumento del voltaje que promueve la rapida volatilizacion del solvente
ocasionando que las proteinas del gluten se reordenen dando a la formacion de particulas
esféricas. Cuando se aumento el voltaje a 20 kv y la distancia al0 cm, también fue posible
obtener particulas. Sin embargo, debido a una rapida volatilizacion del solvente por causa de
un alto voltaje, ademas de una distancia extendida, las particulas se deformaban al momento
de colisionar con la placa colectora, provocando que se compactaran unas con otras como se
observa en las Figs. 15D, 15H, 15L y 15P. Incluso por consecuencia en un aumento en la
concentracion de WG se logran apreciar la formacion de ciertas redes viscoeldsticas
caracteristicas de las proteinas del WG. Estas estructuras se deben a la interaccion
conformacional de los dos grupos de proteinas de las gluteninas y las gliadinas.

De acuerdo con la Figura 15 (C, G, K y N), se tomaron las mejores condiciones de obtencion
de particulas. Se realiz6 una tabla de frecuencias y se elaboraron graficas de distribucion
normal para las poblaciones de particulas obtenidas con: 20 kV y 5 cm de distancia a 2, 4, 6
y 8 % (p/v) de WG. La Figura 16 presenta las micrografias y la distribucion del tamafio de
las particulas obtenidas. En todas las concentraciones se lograron obtener particulas. En las
cuatro micrografias se pueden apreciar particulas aparentemente lisas con morfologia
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esférica, mismas que aumentan de tamafo conforme se aumenta la concentracion de WG. La
ventaja de producir particulas esféricas es obtener una superficie de alto contacto que puede
ser utilizada para encapsular diferentes sustancias de interés.

Para medir el tamafio de las particulas se utilizé el programa Imagel, con el cual se determiné
el diametro y la distribucion del tamafio. Las graficas de la Figura 16 determinan que para
las concentraciones de WG del 4, 6 y 8 % (p/v), existe una mayor distribucion del tamaiio de
las particulas presentando una distribucion normal. De acuerdo con la Tabla 9, se encontraron
tamanos de particula promedio (TPP) que oscilan de 424 + 165, 869 + 318, 1019 + 392 nm,
respectivamente para cada concentraciéon. Ademads, sus indices de polidispersidad (IPD):
0.38, 0.36 y 0.38 respectivamente; donde, los IPD cercanas a 0 son particulas monodispersas
y las IPD cercanas a 1 son particulas polidispersas, nos indican que existe baja
polidispersidad.

Por otra parte, la concentracion del 2 % p/v de WG, aunque aparentemente tiene un
comportamiento de una distribucion normal, mostré un mayor indice de polidispersidad con

un IPD de 0.81 y un tamafio de particula promedio de 207 = 168 nm.
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Figura 15. Micrografias de SEM de las particulas obtenidas bajo las diferentes condiciones del equipo de electroaspersor evaluadas.




Tabla 9. Tamafios de particula promedio e indices de polidispersidad de las WGP.

Concentracion de WG (%) TPP (nm) IPD (UA)
2 207 + 168 0.81
4 424 + 165 0.38
6 869 +318 0.36
8 1019 +392 0.38
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Figura 16. Micrografias de SEM de las particulas obtenidas a 2, 4, 6 y 8 % de WG, y sus

respectivas graficas de frecuencia/distribucion del tamafo de particula.
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Si bien es cierto que el indice de polidispersidad nos da un indicio de qué tan homogéneo son
los tamafios de nuestra poblacion de particulas, en este caso en particular se atribuye a que
ya no fue posible hacer el conteo de particulas de tamafio menor a 50 nm ya que no se
distinguia su morfologia de manera adecuada; aun cuando con el aumento de 70000X en
SEM como se muestra en la Figura 17. Por lo tanto, solo tomaron en cuenta las particulas
que se lograron apreciar como morfologias esféricas. Por tal motivo, al momento de obtener
las frecuencias para obtener la curva de distribucion nos arroja una mayor distribuciéon con
indice de polidispersidad alto, ya que resulta dificil identificar cudles son realmente
nanoparticulas esféricas, puesto que al tratarse de un biopolimero visco elastico este puede
deformarse facilmente perdiendo la morfologia deseada.

Asimismo, en todas las muestras evaluadas se lograron obtener nanoparticulas que cumplen
con la norma ISO/TS 80004-2:2015, la norma EFSA de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria y la norma mexicana NMX-R-12901-1-SCFI-2015 que habla sobre Gestion de
riesgo ocupacional aplicado a nanomateriales manufacturados. Dichas normas establecen los
tamafios permisibles para el uso de nanoparticulas con fines médicos, farmacoldgicos y de
salud en humanos. En cuyos casos mas estrictos esta la EFSA y la NMX-R-12901-1-SCFI-
2015 que indican rangos entre 1-100 nm. Esto resulta importante porque, aunque estos
lineamientos normalmente van indicados para la obtencion de nanoparticulas inorganicas de
origen metalico u otros polimeros sintéticos como los fulerenos, estas mismas restricciones
de las normativas podrian aplicar para el WG, ya que puediera resultar nocivo para la salud
en algunas personas, como es la enfermedad celiaca. Puesto que anteriormente no era posible
obtener particulas tan pequefias a partir del WG que es el biopolimero mas grande que existe
en la naturaleza, con este estudio se demuestra que es posible la obtencion de nanoparticulas
utilizando la electroaspersion y un sistema de solventes binarios como lo es el FAE,
obteniendo nanoparticulas de tamafios menor o igual a 100 nm, se cumpliria con estas normas
para el uso de WG como biopolimero encapsulante que este en contacto con alimentos y/o

que vaya destinado a la medicina o farmacologia.
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Figura 17. Micrografia de SEM de las nanoparticulas obtenidas al 2 % de WG a un

aumento de 70000x donde se observan tamafos menor a 100 nm.
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CONCLUSIONES

Se lograron obtener nanoparticulas de gluten de trigo, estudiando las propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas de suspensiones de gluten de trigo en un sistema binario de
solventes FAE, mismas a las que se logré determinar su estabilidad a partir de estos estudios.
El comportamiento reoldgico demostro que las suspensiones de WG son fluidos
Newtonianos, en cuyos reogramas de viscosidad con respecto a una velocidad de flujo
constante y un tiempo determinado, se puede concluir que la estabilidad puede permanecer
constante por mucho tiempo. Este pardmetro, sirve de indicador para medir la capacidad que
tienen las soluciones de permanecer estables cuando se utilizan en el equipo de
electroaspersion. Por lo que, soluciones muy inestables tienden a formar particulas muy
grandes y de diferente didmetro y morfologia (polidispersas), mientras que soluciones
estables tienden a formar particulas mas uniformes y monodispersas.

El estudio de las propiedades fisicoquimicas, ayudaron a complementar los resultados antes
obtenidos de las pruebas reoldgicas. Visiblemente las suspensiones de WG son estables hasta
3 dias, en las que no se aprecia precipitado, sin embargo, la estabilidad frente a la oxidacion
por acido férmico se logra mantener hasta los 21 dias demostrando que la mezcla FAE es
mejor opcion para su solubilizacion. Ademas, se determind que las suspensiones tienen una
densidad cercana a la del agua y una viscosidad 6ptima; son conductoras de la electricidad y
estas aumentan su conductividad conforme aumenta la concentracién de gluten, teniendo
soluciones estables y adecuadas para su electroaspersion.

Por otra parte, se pudo estandarizar los parametros Optimos para la obtencioén de particulas
de gluten por el método de electroaspersion. En todas las concentraciones de WG se pudieron
obtener particulas bajo las mismas condiciones del equipo: una distancia entre la aguja y
placa colectora de 5 cm, un voltaje aplicado de 20 kV y una velocidad de flujo de la solucién
a0.1mLh'.

Asi mismo, se lograron caracterizar quimica y estructuralmente las particulas de gluten
obtenidas bajo esas condiciones, utilizando espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier y microscopia electrénica de barrido. Los espectros de infrarrojo del WG y WGP a
diferentes porcentajes demuestran la presencia de las bandas caracteristicas de las proteinas

del WG. La banda de la amida I presentd un corrimiento a mayor energia indicando un

76



cambio en las estructuras secundarias de las proteinas. Este comportamiento se evalud
mediante la deconvolucion de la banda de amida I antes y después de su tratamiento con
FAE, donde se demostré que existen diferencias en la estructuras secundarias con un
incremento de las hélices alfa al ser asperjadas después de un tratamiento con FAE. Mismo
fenomeno se atribuye a un reordenamiento de las proteinas del gluten para la formacion de
particulas en el electroaspersor.

De acuerdo con la teoria generada a partir de los resultados obtenidos de la caracterizacion
fisicoquimica y reologica, nos indicaban que en todas las concentraciones era factible obtener
particulas. Este se corrobor6 al momento de obtener las micrografias de SEM donde se
lograron obtener nanoparticulas en todas las concentraciones de WG utilizadas, bajo las
siguientes condiciones de electroaspersion: 20 kV, 5 cm de distancia entre la aguja y la placa
colectora y un caudal de 0.1 mL h'. Ademas, por primera vez se lograron obtener
nanoparticulas de WG, que es uno de los biopolimeros mas grandes en la naturaleza, con
diametros inferiores a 100 nm.

Cabe mencionar qué si bien es cierto que los parametros del equipo evaluados resultan
importantes, y son evidentes los cambios en la morfologia de las particulas tanto si se
aumenta la distancia entre la aguja y la placa colectora o si se aumenta el voltaje aplicado;
los pardmetros de la solucion fueron prescindibles para la obtencion de tamafios de particula
tan pequefios como lo son didmetros menores a 100 nm. En este caso el implemento de FAE
con una baja concentracion de WG (2 %) teniendo una viscosidad de 0.0025 £ 3.07e™° Pa*s,
ayuda a que se formen particulas de menor tamafio, sumado a esto una densidad de 1.0761 +
5.198° g/cm?® que promueve que el diametro del cono de Taylor en el electro aspersor sea
menor, disminuyendo la resistencia del fluido y por lo tanto la tension superficial del fluido,
misma que se ve mejorada por la buena conductividad eléctrica del solvente (1259.66 + 8.25
pns/cm?®). Teniendo como resultado final particulas de diametros menor a 100 nm.

Esto resulta ser importante ya que ademas de cumplir con las normas ISO, EFSA y NMX;
estos tamafios tan diminutos los hacen novedosos para la aplicacion en la industria
farmacologica, ya que tendrian una mayor distribucion dentro del organismo y una facil
asimilacion, al mismo tiempo que, por ser de origen proteico estas particulas pueden ser

desechados o biodegradados con mayor facilidad para el organismo.
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Consecuente a estas caracteristicas, es por esto por lo que concluimos que el material
obtenido tiene una potencial aplicaciéon en la industria de los sistemas de liberacion

prolongada, debido al mayor contacto superficial con el compuesto a encapsular.
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