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RESUMEN

La encapsulacién es un método mediante el cual, sustancias bioactivas son introducidas en una matriz para
evitar su pérdida y asimismo, facilitar su incorporacién en diferentes productos; no obstante, durante este
proceso, es preciso tener en cuenta la técnica y las condiciones de proceso para conseguir la formacion de
capsulas. El objetivo fue determinar las condiciones adecuadas para encapsulacion de proteasa mediante
electroatomizacion. La evaluacion del proceso se realizd en funcién de las variables independientes: voltaje,
concentracion de material de recubrimiento y el flujo de alimentacién; ademads de las variables dependientes:
caracteristicas del espectro y morfologia. Alas particulas obtenidas se les midid las caracteristicas morfolégicas
(microscopia) y de espectro (Raman). Los resultados mostraron que, las condiciones que permitieron la
encapsulacion fueron las realizadas a un voltaje de 13kV, empleando un material de recubrimiento con un
aporte de solidos solubles totales de 55% y un flujo de alimentacién de 0,1mL/h; presentando formacién
de capsulas esféricas con espectros (Raman) en el intervalo de 200 a 700cm™; observando el pico mas alto
correspondiente a la enzima a 515cm™y tamafios entre 0,035 y 1,185um. A partir de los resultados, se infiere
que la electroatomizacién puede ser considerada como una técnica viable para la encapsulacion de enzima
proteasa, siempre y cuando se establezcan las condiciones de proceso que son propias de cada solucidn,
permitiendo de esta manera el desarrollo de productos (aditivos) que posteriormente puedan llegar a ser
incorporados a otros.
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ABSTRACT

Encapsulation is a method by which bioactive substances are introduced into a matrix to prevent their loss and
also facilitate their incorporation into various products; notwithstanding, during this process, it is necessary
to take into account technical and process conditions so as to achieve the formation of capsules. The objective
of this research was to determine the appropriate conditions for protease encapsulation by electrospray. The
process was evaluated according to the independent variables: voltage, concentration of coating material and
feeding flow, in addition to dependent variables: spectral characteristics and morphology. In the obtained
particles, morphological characteristics (microscopy) and specter (Raman) were measured. The results
showed that the conditions allowing the encapsulation by electrospray were those performed at a voltage of
13kW, using a coating material with a contribution of total soluble solids 55%, and a feeding flow of 0.1mL/h,
showing formation of spherical capsules with specters (Raman) in the range of 200 to 700 cm™, observing
the highest peak, corresponding to the enzyme at 515cm™ and sizes between 0.035 and 1.185um. From the
results, is concluded that the electrospray may be considered as a viable technique for encapsulation of
protease enzyme, provided that process conditions specific to each solution are established, thereby enabling

the development of products (additives) which may be subsequently incorporated into other ones.

Key words: Bioactive compounds, electrospinning, immobilization of enzymes, microencapsulation.

INTRODUCCION

Los procesos de transformacion que se aplican a
alimentos de consumo humano o animal pueden
modificar su composicién nutricional, por lo que
se requiere desarrollar y/o implementar técnicas
que mitiguen esta problematica y permitan ofre-
cer productos de calidad y con alto valor agregado.
En este contexto, una forma de hacerlo, podria ser
incorporando nuevamente dichos componentes en
las matrices alimentarias ya procesadas; sin em-
bargo, tales componentes requieren de una ade-
cuacion que involucra métodos que promueven el
mejoramiento tanto de su estabilidad como de su
biodisponibilidad (Olagnero et al, 2007; Olagnero
etal, 2007; Cruzado y Cedron, 2012).

Dentro de estos métodos se encuentra la
encapsulacion, que es un proceso mediante el cual
una sustancia (agente activo) es introducida en un
material de soporte, una matriz o sistema pared
constituida por compuestos poliméricos con el
objetivo de impedir su pérdida, protegiéndola del
ambiente, de la reaccion con otros constituyentes
alimentarios o para impedir que sufra reacciones
de oxidacion debido a la luz o al oxigeno, por lo
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anterior, la encapsulacion es una herramienta util
paramejorar la entrega de alimentos con moléculas
bioactivas tales como antioxidantes, minerales,
vitaminas, fitoesteroles, luteina, acidos grasos y
el licopeno, al igual que con células vivas como los
probioticos y enzimas; de esta manera, se obtienen
capsulas que liberan su contenido a velocidades
controladas durante periodos prolongados y en
condiciones especificas (Gil y Ruiz, 2010; Nedovic
etal,2011).

Existen diferentes técnicas para encapsular, entre
ellas la electroatomizacion que no emplea altas
temperaturas que deterioren componentes ter-
mosensibles en el material de interés, con esta
técnica, se pueden obtener fibras a escala micro
y nanométrica, por medio de estiramiento coaxial
de una solucion viscoelastica que al ser sometida
a fuerzas eléctricas que superen las fuerzas de la
tension superficial en la solucién, forman de este
modo a un voltaje determinado, finos chorros de
solucion que son expulsados desde el capilar hasta
el plato colector (Duque et al, 2013). Asi pues, en
los tltimos afios las investigaciones han ido direc-
cionadas a estudios que determinen la ejecucion
adecuada y la aplicabilidad que tiene en los dmbi-
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tos multidisciplinares, resaltando la encapsulacién
de matrices como ingredientes alimentarios (Fathi
et al, 2014), polifenoles (Gémez et al., 2015), ctr-
cuma (Gomez et al, 2015), acido félico (Pérez et
al, 2015), proteinas (Zamani et al, 2014), polime-
ros con moléculas terapéuticas (Bock et al, 2012),
ciclodextrinas (Saallah et al, 2014), entre otros.

Acorde con lo anterior, el objetivo de la investi-
gacion fue determinar las condiciones adecuadas
para la encapsulaciéon de proteasa mediante elec-
troatomizacion.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizada en el la-
boratorio de 6ptica de la Ecole de Technolo-
gie Supérieure de Montreal en la provincia de
Quebec en Canada (23°C, 60%, clima, 31msnm,
45°30°29”LN, 73°33°18”L0).

Encapsulacion mediante electroatomizacion.
Para la encapsulacion por electroatomizacion
se siguio6 el esquema de proceso reportado por
Zamani et al. (2014). En el proceso, se empled
como material de recubrimiento soluciones de
maltodextrina grado alimentario con dextrosa
equivalente (DE) de 17 (TECNAS, Colombia) con di-
ferentes aportes de solidos solubles totales, como
agente a encapsular se utilizé una solucién al 10%
(p/v) de la enzima papaina MT80 (Proenzimas, Co-
lombia). Las soluciones se colocaron en 2 jeringas
de 5mL con aguja de acero inoxidable (Nordson,
E.U.A). A la jeringa que contenia la enzima se le co-
nect6 un alambre de politetrafluoroetileno que se
comunicaba con la jeringa que contenia la mato-
dextrina. Las jeringas se ubicaron en una bomba de
jeringa de control digital (KD Scientific, USA) en las
que se ajustaron diferentes flujos. La aguja se co-
loco verticalmente hacia un plato de cobre utiliza-
do como colector. El equipo de electroatomizacion
fue equipado con una fuente de alimentacion de
alta tension (Stanford Research System, USA). En
la electroatomizacion la variable de respuesta es la
formacion del cono de Taylor que se da en funcién
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de las variables independientes del proceso: volta-
je, concentracién de material de recubrimiento y el
flujo de alimentacion, las cuales se variaron duran-
te el proceso (Tabla 1) con el fin de determinar a
qué condiciones se obtuvieron microcapsulas y a
las que se les evalu6 caracteristicas del espectro y
morfologia.

Tabla 1. Parametros de encapsulacion
mediante electroatomizacion.

Material de . Flujo de
.. Voltaje . .
recubrimiento (k) alimentacion
SST (%) (mL/h)
9
10 0,01
11 0,02
9 12 0,03
31 13 0,04
45 14 0,05
55 15 0,06
61 16 0,07
17 0,08
18 0,09
19 0,1
20

Las particulas obtenidas fueron evaluadas para
determinar si hubo encapsulacion de la enzima,
adicionalmente se midieron las caracteristicas del
espectro (RAMAN), la morfologia y el tamafio de
las microcapsulas (SEM).

Espectroscopia de Raman. La caracterizacion del
espectro de la enzima proteasa y de la maltodex-
trina se hizo a través de espectroscopia de Raman
utilizando un equipo Jobin-Yvon IHR320 (Horiba,
USA) estabilizado con un TORUS (Laser-Quantum
Inc.) con intervalos de longitud de onda entre 200 y
700nm, potencia nominal de 250mW y objetivo de
10y 40X. La captura de imagenes se realiz6 con una
cadmara digital (Nikon Instruments Inc., EE.UU.) de 5
megapixeles refrigerado con un mecanismo de Pel-
tier adjuntado al microscopio (Mesa et al, 2013).
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Microscopia Optica. Las muestras obtenidas
del colector se llevaron a microcopia 6ptica en
un microscopio digital (Nikon eclipse 90i, USA)
ajustada a 12kV, con una ldmpara halégena de
100W y equipada con un cabezal de imagen digital
que integra una iluminacién de epifluorescencia
(Nikon DS-5mC, USA). La captura de imagenes de
realiz6 con una camara digital (Nikon Instruments
Inc,, EE.UU.) de 5 megapixeles refrigerado con un
mecanismo de Peltier adjuntado al microscopio.

Microscopia electronica de barrido. La morfo-
logia de las particulas obtenidas en la encapsula-
cion por electroatomizacion, se examinaron me-
diante microscopia electrénica de barrido (SEM)
a 5Kw en un microscopio (HITACHI SU-70, USA).
Los diametros de la capsula se midieron por me-
dio del software Image] 1,45k (versién demo) em-
pleando las micrografias SEM en su magnificacién
original.

Analisis estadistico. Se trabajé un disefio facto-
rial completamente al azar, los factores evalua-
dos fueron: campo electromagnético y flujo de
alimentacion. Los resultados referentes a los ta-
mafios de particula obtenidos y la frecuencia con
que se presentaron, fueron sometidos a un Ana-
lisis de Varianza (ANDEVA) a un nivel de signifi-
cancia del 95%, utilizando el software estadistico
Statgraphics® Centurion XVLII.

RESULTADOS Y DISCUSION

Encapsulacion mediante electroatomizacion.
Las condiciones del proceso que permitieron
la formacion del cono de Taylor y obtencién de
microcapsulas fueron las que se ejecutaron em-
pleando un voltaje de 13kV, un material de recu-
brimiento con un aporte de SST de 55% y un flujo
de alimentacién de 0,1mL/h, por lo cual son es-
tablecidas como condiciones adecuadas para la
encapsulacion de proteasa a través de electroato-
mizacidon. Esto confirma lo reportado por Fathi et
al. (2014) quien plantea que dichas condiciones
deben ser establecidas y controladas, puesto que
afectan la formacion de capsulas y su estructura.
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Es preciso tener en cuenta que las capsulas for-
madas, fueron utilizadas en los analisis de espec-
troscopia de Raman, microscopia dptica y mi-
croscopia electrénica de barrido.

Espectroscopia de Raman. Por medio de espec-
troscopia Raman se identificaron las caracteris-
ticas del espectro del material de recubrimiento
(Shell) y de la enzima proteasa (Core), se encon-
traron los picos caracteristicos para cada una de
las sustancias en el intervalo de 200 y 700cm™?, se
evidencio que el pico mas representativo corres-
pondiente a la proteasa se encuentra a 515cm™
(Figura 1.)

Microscopia dptica. En las micrografias de mi-
croscopia Optica realizadas a las particulas ob-
tenidas, se observa el contraste de los espectros
identificados por RAMAN tanto de la enzima en-
capsulada como de la maltodextrina que la recu-
bre, indicando que la matriz de recubrimiento
condujo efectivamente a la formacion de capsu-
las esféricas dentro de las cuales se observa la
enzima, lo que confirma que se produjo encapsu-
lacién de la misma. Estos resultados confirman
lo reportado en la literatura en donde se expone
que la electroatomizacion permite encapsular o
atrapar sustancias en materiales matrices (Du-
que et al, 2013; Saallah et al, 2014; Gamboa et
al, 2007).

Microscopia electronica de barrido (SEM).
Las micrografias SEM correspondientes a las
capsulas obtenidas a través de electroatomizacion
se muestran en la Figura 2, en ellas se observa
la formacion de capsulas en escala micro cuyo
didmetro oscila entre 0,035 y 1,185um, las
cuales se encuentran dentro del rango de 50nm
a 10um establecido para dicha técnica reportado
por Gamboa et al. (2017) y de igual forma son
similares a las obtenidas mediante la misma
técnica utilizando otras matrices, como en el
caso de las capsulas conseguidas encapsulando
polifenoles (Gomez et al, 2015) y clircuma
(Gomez et al, 2015) que fueron de 0,07 a 2,00pm
y 150nm a 1,2um, respectivamente.
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Figura 1. Caracteristicas del espectro de la enzima y la maltodextrina.

-~
Figura 2. Micrografia SEM de
enzima encapsulada.

No obstante, si se contrastan con el diametro y la
morfologia de las capsulas obtenidas mediante
otras técnicas de encapsulacion como el secado
por atomizacion que son en su mayoria ovaladas
y con tamafios de 20 a 200um (Lépez, 2010), se
puede evidenciar que las obtenidas mediante
electroatomizacion, son de menor tamafio y de
forma esférica, caracteristica que segun Pérez
et al. (2015) podria favorecer la incorporacion y
dispersion de las capsulas dentro de los productos
alimenticios sin afectar sus caracteristicas de
textura.
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Los resultados de este estudio difieren de
los hallados en otras investigaciones y esto se
debe a las variables utilizadas en el proceso que
intervienen de manera directa en la formacion de
particulas tales como, la técnica, la temperatura, el
campo eléctrico (voltaje y distancia entre cargas),
la distancia de inyeccion, las caracteristicas de la
solucion, la velocidad del flujo, la concentracion
y tipo de material de recubrimiento empleados
(Gamboa et al, 2007).

Adicional a esto, se encontré que no hubo una
variabilidad estadisticamente significativa en los
tamafios de particulas obtenidos en el proceso
de electroatomizacion, llevado a cabo a un voltaje
de 13kV, con un material de recubrimiento que
aportaba 55% de SST y un flujo de alimentacion de
0,1mL/h, aunnivel de confianzadel 95%, indicando
con esto que las capsulas son homogéneas.

CONCLUSIONES

La electroatomizacion es una técnica que permi-
te la encapsulacion en enzimas y generan carac-
teristicas morfologicas adecuadas para garanti-
zar la estabilidad de los componentes y la posible
inclusion en matrices alimentarias que permitan
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la funcionalizacion de los alimentos, asi mismo
pueden incluirse en matrices de tipo farmacéutica,
nutracéutica y/o agropecuaria.
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