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RESUMEN

Una de las actividades econémicas de importancia en la region Amazdnica
es la acuicultura, actividad que se ve afectada por el alto costo para adquirir
alimentos para larvas de peces. La actividad del beneficio del ganado bovino
genera subproductos como la sangre, que es una fuente de proteinas y hierro
de alto valor nutricional, y a su vez contiene numerosas proteinas funcionales
y péptidos de elevada bioactividad. Uno de los objetivos planteados es
aprovechar la sangre deshidratada por atomizacion para la utilizacion como
cobertura de microparticulas de pectina por gelificacion i6nica utilizando
pectina de bajo grado de esterificacion recubiertas con proteinas de sangre
bovino y gelatina de piel de doncella en el intento de mimetizar la composicion
centesimal encontrada en nauplios de Artemia, alimento vivo comunmente
utilizado en la cria intensiva de larvas de peces. Las mayores cantidades de
proteina fueron obtenidas en la combinacion de temperatura de ~ 135°C a ~
150°C y velocidad de flujo de 6 a 8 v/s. Las microparticulas producidos por
gelificacion iénica fueron recubiertas con proteinas de sangre bovino y
gelatina de Pseudoplatystoma fasciatum (doncella) conteniendo una mezcla
de aceites (sacha inchi, pescado y aguaje) se utilizd como activo aceite de
sacha inchi. El tamafio de las microparticulas sin recubrimiento proteico midio
185.25um+7.45. Las microparticulas recubiertas con sangre bovino
disminuyeron de tamafio, comparados con el tamafio de las microparticulas
recubiertas con gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum (doncella).
La combinacién de gelificacién idnica y la interaccidén electrostatica produjo
una dieta para larvas de peces de ~60% de proteina y ~20% de lipidos. La
composicidén centesimal de las microparticulas mimetizan al del alimento vivo
de larvas de peces. Microscopia electrénica de barrido fue utilizado para

evaluar la resistencia de las microparticulas al proceso de secado.

Palabras claves: Sangre bovino, Spray drying, gelificacion ibnica,

metodologia de superficie de respuesta.
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ABSTRACT

One of the important economic activities in the Amazon region is aquaculture,
an activity that is affected by the high cost of acquiring food for fish larvae.
The activity of the benefit of cattle generates by-products such as blood the
source of iron. One of the stated objectives is to take advantage of spray-dried
dehydrated blood for use as a coverage of pectin microparticles by ionic
gelation using low-grade pectin coated with bovine blood proteins and
maiden's skin jelly in an attempt to mimic the composition centesimal found in
Artemia nauplii, a live food commonly used in the intensive rearing of fish
larvae. The highest amounts of protein were obtained in the combination of
temperature of ~ 35°C to ~ 150°C and flow rate of 6 to 8 v/s. The microparticles
produced by ionic gelation were coated with bovine blood and maiden skin
jelly proteins containing a mixture of oils (sacha inchi, fish and aguaje) sacha
inchi oil was used as active. The size of the microparticles without protein
coating measured 185.25um +7.45. Microparticles coated with bovine blood
decreased in size compared to the size of the gelatin-coated microparticles of
maiden skin. The combination of ionic gelation and electrostatic interaction
produced a diet for fish larvae of ~ 60% protein and ~ 20% lipids. The
centesimal composition of the microparticles mimic to the live food of fish
larvae. Scanning electron microscopy was used to evaluate the resistance of

the microparticles to the drying process.

Keywords: Bovine blood, Spray drying, ionic gelation, response surface
methodology.
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INTRODUCCION

La industria alimentaria genera residuos de contenido nutricional
potencialmente utilizables (Mendes et al. 2018). Los alimentos de origen animal
como la sangre bovino son fuente de hierro y de mayor biodisponibilidad por
contener hierro heminico y su deshidratacion son utiles para la fortificacion de
alimentos. Ademas, el hierro se presenta en la naturaleza como hierro heminico
y hierro no heminico. El hierro heminico forma parte exclusivamente de alimentos

de origen animal ya sea como hemoglobina y/o mioglobina (Martinez et al. 1999).

La base cientifica indica que la sangre es una de las principales fuentes
de hierro, ademas de tener alto contenido de proteinas. El valor nutricional del
polvo de la sangre se debe a la presencia de proteinas (Mullen et al. 2017).
También son importantes las proteinas provenientes de la dieta para el
mantenimiento de la estructura corporal e imprescindible para el crecimiento, una
ingesta adecuada de proteinas mantiene la masa corporal proteica y la
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones metabdlicas y ambientales
(Lynch et al. 2017). Sin embargo, la sangre producida en los mataderos
representa un problema de contaminacion ambiental. La sangre liquida contiene
aproximadamente 30 g/L de nitrégeno total, demanda quimica de oxigeno de
aproximadamente 400 g/L y demanda bioldgica de oxigeno de 200 g/L (Beltran
y Perdomo 2007). Actualmente se vierten al alcantarillado del camal municipal
de Punchana aproximadamente 45,000 litros de sangre bovino al mes; este
residuo se vierte a los afluentes hidricos sin tratamiento previo con un alto indice
de contaminacion ambiental debido, entre otras cosas al desconocimiento del
potencial nutricional de la sangre bovino. Por otro lado, subproductos derivados
del sacrificio de ganado bovino en los camales municipales y la comercializacion
de especies acuicolas se han convertido en un problema de salud publica por la

contaminacion que genera.

Ademas, la sangre del ganado vacuno rinde aproximadamente 5% de su
peso corporal (Parés et al. 2014). Asimismo, existe una presion global en la
industria de alimentos para reducir el impacto ambiental que este produce. Esto
a su vez ha incrementado el interés en la recuperacién completa y el uso 6ptimo

de los subproductos del procesamiento de alimentos (Galanakis 2016).



La sangre animal contiene en promedio 18% de proteinas y es fuente de
aminoéacidos esenciales como leucina, lisina y triptéfano, ademas de ser fuente
de hierro heminico (Lynch et al. 2017). Las proteinas de sangre bovino tienen
propiedades funcionales deseables por la industria alimentaria, que incluyen
capacidad de emulsificacion, gelificacion, retencion de agua y colorante natural
(Ofori y Hsieh 2011).

Para recoleccion de sangre, los animales son sometidos a inspeccion
veterinaria para garantizar que estén aptos para el consumo humano, incluso el
ambiente debe estar cerrado libre de contaminacién y exclusivo para el sacrificio
del animal, para lo cual se utilizara cuchillos especiales para la sangria, que sera
inmediatamente recepcionado en recipientes limpios. La introduccion de
métodos eficientes con inversiones y tecnologia minimas favoreceria
indudablemente un mayor aprovechamiento de la sangre (Beltran y Perdomo
2007).

La sangre debe obtenerse en condiciones asépticas (preferiblemente por
extraccion directa). Posteriormente es enfriada de 5 — 10 °C. Procesar la sangre
de animales se ha convertido en un tema polémico en la que encontramos
grandes ventajas como beneficios econdmicos, sociales, competitivos y
ambientales, creando oportunidades laborales en el rubro de la industria de los
alimentos (Ofori y Hsieh 2012).

Se han realizado estudios realizados con la fraccion celular seca de la
sangre afadidos a los alimentos como una fuente de hierro heminico, debido a
su mayor accesibilidad evitando la accion de inhibidores de la absorcion de
hierro. Se ha determinado que el producto que se obtiene mediante el secado
por atomizacion de la sangre de bovino tiene mayor contenido proteico 83.7
g/100 g y de hierro 385.2 mg/100 g ademas de presentar caracteristicas
apropiadas para la panificaciéon y como medio de fortificacion para diferentes

productos (Lima et al. 2013).

Las propiedades nutricionales y funcionales de las proteinas de diferentes
fuentes se han investigado durante afios. El valor nutricional de la proteina
depende del contenido de aminoacidos esenciales y de la utilizacion de
aminoacidos especificos después de la digestion y absorcion (Friedman 1996).

En términos de sus propiedades funcionales, las proteinas contribuyen a las



propiedades fisicoquimicas y sensoriales de varios alimentos ricos (Korhonen 'y
Pihlanto 2003).

Los procesos de produccion de materias primas e insumos requieren ser
optimizados con la finalidad de hacer uso eficiente de las mismas, una de las
herramientas para optimizar es la Metodologia de Superficies de Respuesta
(MSR) que es un conjunto de técnicas matematicas utilizadas en el tratamiento
de problemas en los que una respuesta de interés esta influida por varios
factores de caracter cuantitativo. El propaosito inicial de estas técnicas es disefar
un experimento que proporcione valores razonables de la variable respuesta vy,
a continuacion, determinar el modelo matematico que mejor se ajusta a los datos
obtenidos y establecer los valores de los factores que optimizan el valor de la
variable respuesta (Jacyna, Kordalewska y Markuszewski 2019).

La aplicacion de disefios experimentales combinados con la metodologia
de superficie de respuesta contribuye a mejorar la eficiencia en la produccién de
alimentos, ya que son metodologias multivariadas que durante la optimizacion
tienen en cuenta las variables y sus posibles interacciones. El uso de estas
estrategias permite la maxima informacion con un niamero reducido de ensayos

experimentales (Wani et al. 2008).

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un procedimiento
estadistico que se utiliza con frecuencia para optimizar una respuesta que se ve
afectada por uno o mas factores, como variables de proceso (Jacyna,
Kordalewska y Markuszewski 2019). La optimizacion es una herramienta
eficiente para mejorar procesos de operaciones unitarias utilizando ecuaciones
multivariadas que describen los efectos de los factores en una respuesta dada y
determinan las interrelaciones entre los factores y los efectos combinados de
todos los factores de un ensayo en la respuesta (Madamba 2002). Por esta
razon, MSR es ampliamente utilizado en la investigacion que incluye el area de
alimentos (Chan, Tan y Chin 2019; Ikrang y Umani 2019).

La pesca y la acuicultura son de importancia para la alimentacion,
nutricion y fuente de empleo de millones de personas, que presenta grandes
dificultades para mantener medios de vida razonables. La produccion total de

pescado alcanzé su maximo histérico de 171 millones de toneladas en 2016, de



las que el 88% se utilizaron para el consumo humano directo, gracias a la
estabilidad relativa de la produccion de la pesca de captura, la reduccion del
despilfarro y el continuo crecimiento de la acuicultura. Registrando un consumo

per capita de 20,3 kg, cifra que resulta su maximo historico (SOFIA 2018).

En la regibn Amazonica se generan varias actividades econdmicas
entorno a la acuicultura, esta actividad econémica tiene su principal limitacién en
la disponibilidad de “semillas” (larvas y alevinos de peces). Esto se debe al ciclo
de produccion de peces, la fase de larvicultura es la etapa mas compleja de
manejar debido a que la mayoria de las larvas de peces son dependientes en su
primera etapa de la disponibilidad de alimento vivo. En este contexto la
sostenibilidad de la acuicultura en la regién Loreto depende del abastecimiento
de alimento vivo importado, resultando el incremento de los costos de

produccién.

La dependencia del abastecimiento de alimento vivo (rotiferos, nauplios
de Artemia), como alimentacién inicial es el factor mas importante en una
acuicultura intensiva, en la que los costos de produccion contabilizan una
fraccion significativa de los costos operacionales totales (Akbary et al. 2010). Asi,
la sustitucion total o parcial de los organismos vivos por dietas inertes se vuelve
importante para la reduccion de costos de produccion, asi como para mantener
la calidad y la produccion de larvas. Diferentes estudios estan siendo
direccionados para el desarrollo de dietas inertes para satisfacer las necesidades
nutricionales de las larvas en explotacion intensiva, como sustitucién de dietas

microencapsuladas (Teshima, Ishikawa y Koshio 2000).

Muchos estudios fueron desarrollados para producir microparticulas
nutricionalmente eficientes incluido spray drying (Gharsallaoui et al. 2007),
gelificacion ionica (Benavides et al. 2016), coacervacion compleja (Da Silva
Soares et al. 2019).

La microencapsulacion es un proceso de recubrimiento de materiales que
pueden ser soélidos, liquidos o gaseosos con la finalidad de protegerlos contra
condiciones adversas del medio, incluyendo pH, oxigeno, luz y temperatura

entre otros (Comunian y Favaro-Trindade 2016).



Entre las técnicas de produccion de microparticulas, la gelificacion ionica
es simple y de bajo costo, ocurre cuando un biopolimero en solucién es
depositada en una solucion catiénica con carga opuesta para interactuar
formando una red, atrapando sustancia de interés con diferentes formas y
tamafos (Kurozawa y Hubinger 2017). Polisacaridos como pectina de bajo
contenido de esterificacion son utilizados como material cargador, siendo los

iones calcio utilizados como agente de complejacion (Sriamornsak 1998).

La produccion de microparticulas por gelificacién idnica utilizando un
equipo con potencial electrostatico sobre una solucién polimérica es aplicado
entre un atomizador, que induce una carga eléctrica en la superficie del liquido y
la solucion ionica. Este equipo representa una alternativa para producir
microparticulas con tamafios de baja dispersion cuando comparados con

atomizadores sin la utilizacion de un campo eléctrico (Lascol et al. 2018).

El pH afecta el grado de ionizacion de los grupos funcionales de
biolopolimeros, como las cadenas laterales de aminoacidos, grupos aminas y
grupos carboxilicos. Particularmente las proteinas son mas solubles en pHs
bajos (4cidos) o elevados (alcalinos) como consecuencia de cargas de la misma
sefal. En reciente estudio demostraron que proteinas como la hemoglobina y la
papaina con diferentes puntos isoeléctrico pueden separarse efectivamente en

sus mezclas binarias ajustando el pH (Saikia et al. 2019).

Por otro lado, la incorporacién de ingredientes para formular alimentos
destinado a especies acuaticas incluyen: (1) caracterizacion, (2) digestibilidad,
(3) palatabilidad, (4) utilizacién de nutrientes, a lo que nos referimos como
biodisponibilidad, y (5) funcionalidad de ingrediente, que se relaciona a
propiedades fisicas y quimicas (Glencross, Booth y Allan 2007).

La gelatina de piel de doncella es una proteina de alta masa molar obtenida
a partir de la hidrélisis parcial del colageno, derivado de la piel animal, tejido

conjuntivo y huesos (Gomez-Guillen et al. 2011).

La pectina es un biopolimero, derivado de las paredes celulares de las
plantas, obtenida por extraccién acuosa a partir de la cascara de algunas frutas
gue ha llamado la atencion debido a sus aplicaciones en diferentes areas. Debido

a su estructura la pectina, puede ser utilizada en una variedad de productos



atiles. Pudiendo mezclarse con otros biopolimeros para hacer un material
compuesto. Debido a su conformacién quimica y su mecanismo de reticulacion,
diferentes hidrogeles basados en pectina han sido preparados para diferentes
aplicaciones que incluyen farmacéuticas, biomédicas y para el tratamiento de
aguas residuales (Thakur et al. 2019).

La pectina es un biopolimero gelificante que se encuentra principalmente
en las paredes celulares de las plantas, es una sustancia importante en el inicio
del proceso de crecimiento y maduracion celular (Abid et al. 2017). Las
principales fuentes de pectina son la cascara de citricos y de manzana (Soultani
et al. 2014). Las pectinas son categorizados como polisacaridos que consisten
en la cadena principal de &cido D-galacturonico y residuos, que estan
esterificados con diferentes proporciones de alcohol metilico o &cido acético en
el acido carboxilico, intercalados por la insercion de unidades de ramnosa y con
las cadenas laterales de azucares neutros unidos a la columna central (Wang et
al. 2016).

El presente trabajo de investigacion propone producir dietas inertes
conteniendo una mezcla de tres aceites (sacha inchi, aguaje y pescado)
utilizando la gelificacion i6nica con posterior recubrimiento con proteinas
globulares presentes en la sangre bovino, como alternativa de recubrimiento
sera utilizada proteina de estructura lineal (gelatina de piel de Pseudoplatystoma
fasciatum), mimetizando la composicion centesimal del alimento vivo (hauplios
de Artemia). De este modo, las proteinas de sangre bovino y la gelatina se tornan
cruciales para la reduccion de costos de produccion. El secado de las proteinas
de sangre bovino sera optimizado utilizando metodologia de superficie de
respuesta con la finalidad de obtener un producto alimenticio con alto valor
nutritivo, econémico y ambientalmente amigable, por lo que, para llegar a ese
objetivo es necesario plantearse dos interrogantes que serviran de base para la

ejecucion de la investigacion.

Dentro de este contexto, una primera hipotesis, fue optimizar el proceso
de secado de sangre bovino utilizando la metodologia de superfice de respuesta.
La segunda hipdétesis fue que las proteinas de sangre bovino en solucion pueden
ser adsorbidas en la superficie de microparticulas de pectina con la finalidad de

producir dietas para larvas de peces carnivoros.



Para probar la primera hipotesis de investigacion planteada fue utilizado
un disefio factorial y la metodologia de superficie de respuesta para optimizar el
proceso de secado en atomizador spray dryer variando la temperatura de
entrada y la velocidad de flujo de alimentacion al sistema, considerando que
influyen en el proceso de secado de proteinas de la sangre bovino,
proporcionando un protocolo para otras aplicaciones en investigaciones

relacionadas con estas proteinas.

Para probar la segunda hipotesis, microparticulas de pectina fueron
producidos por gelificacion ibnica y recubiertas con proteinas de sangre bovino
y gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum. Factores como la

concentracion de proteina, humedad, ceniza y hierro fueron evaluados.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la optimizacion del proceso de
secado de sangre bovino por metodologia de superficie de respuesta y producir
dietas para larvas de peces por gelificacion iénica con posterior modificacion
de su estructura por interaccion electrostatica con proteinas de sangre bovino
(estructura globular) y gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum

(estructura lineal).

Siendo los objetivos especificos los siguientes: Optimizar el proceso de
secado de sangre bovino por metodologia de superficie de respuesta.
Caracterizar el polvo de sangre bovino mediante el analisis fisicoquimico
(humedad, cenizas, proteinas, grasas, carbohidratos, minerales, valor caldrico,
hierro). Producir dietas de pectina, recubrir con proteinas (sangre bovino y
gelatina de piel de doncella) y caracterizar con relacion a: tamafio, materia
seca, proteina, lipidos, cenizas y morfologia. Evaluar el nivel de hierro y la
oxidacion de lipidos contenidos en la dieta.



CAPITULO [ MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

En reciente estudio se utilizd la metodologia de superficie de respuesta
(MSR) utilizando el disefio de Box-Behnken para optimizar los efectos de cuatro
factores: la cantidad de metformina en la fase acuosa interna (X1), pH de la fase
acuosa externa (X2), cantidad de alcohol polivinilico como tensioactivo en la fase
acuosa externa (Xs3) y la velocidad de agitacion (Xs), sobre las variables
respuesta: eficiencia de encapsulacion, tamafio de microparticula y potencial
zeta (Bouriche et al. 2019). Hoy en dia, el enfoque de disefio de experimentos
(DE) es una metodologia utlizada para planificacion y realizacion de
experimentos, donde el efecto de cada factor probado en las respuestas
estudiadas es sistematicamente examinado Yy documentado (Jacyna,

Kordalewska y Markuszewski 2019).

En otro estudio, fue optimizando la extraccion de proteina de carne de
cabra, utilizando la combinacién de metodologia de superficie de respuesta y el
disefio factorial, optimizando la temperatura, el tiempo de extraccion y la
concentracion de extractor, obteniéndose mayor cantidad de proteina extraida
cuando comparado con otros métodos reportados en la literatura. El andlisis
realizado en cromatografia de alta eficiencia mostré que las condiciones de
extraccion utilizadas no modificaron significativamente la estructura proteica
(Coelho et al. 2019).

La acuicultura consiste en la explotacion controlada y econ6micamente
rentable de los recursos icticos, con la finalidad de producir alimento para el
consumo humano y de alguna manera evitar la sobreexplotacién de peces en el
medio natural (SOFIA 2016).

En la actualidad, la produccion acuicola bordea los 73,8 millones de TM,
la mitad del consumo humano directo, con un valor estimado de US$ 160,2
millones, siendo el continente asiatico el principal productor a nivel mundial (45,4
millones de TM). A nivel regional, la actividad acuicola es liderada por Chile,
Brasil y Ecuador que en conjunto suman el 90 por ciento de la produccion de
América Latina y alcanzan una produccion de 2,1 millones de TM. En el caso



chileno destaca la industria salmonera con cosechas que ya superan el millon de
TM por afio. Por otro lado, en Brasil y Ecuador existe un importante desarrollo
de la industria camaronera. En Peru, la actividad acuicola aun es incipiente en
comparacién de sus pares sudamericanos y representa, por ejemplo, un
pequefio porcentaje de la produccion regional (4%) y alcanza la quinta parte de
las cosechas de Chile (Regalado 2018). En general, la acuicultura peruana se
caracteriza por las practicas de baja intensidad tecnologica. El uso de alimentos
comerciales para especies acuicolas es generalizado, pero artesanal. Los
alimentos artesanales se utilizan con frecuencia en ciertas granjas de pequefia
escala, observando tendencia en la produccién de alimentos artesanales por

comerciales (Avadi et al. 2015).

Las microalgas, rotiferos, y especialmente los nauplios de Artemia, son
comunmente utilizados para alimentar larvas de peces, aungque sus costos son
altos. Las dietas producidas por diferentes métodos han sido estudiadas con el

objetivo de reemplazar los alimentos vivos (Holt, Webb y Rust 2011).

Varios trabajos de investigacion han desarrollado estrategias de
alimentacion que sustituyan total o parcialmente la etapa de alimentacion de
larvas con alimento vivo, mediante la produccion de dietas inertes (Rodrigues
etal. 2014). Las dietas pueden ser obtenidas por diferentes tecnologias o
procesos, que incluye la tecnologia de microencapsulacion. Sin embargo,
diferentes son los factores que deben ser tomados en cuenta durante la
formulacién, resultando necesarios estudios previos para obtener una dieta

adecuada.

Las microparticulas con alto contenido de proteinas pueden usarse como
dietas para aproximarse a la composicién proxima de nauplios de Artemia
(52.20+8.8 proteina, 18.90%4.5 lipidos, 14.80+4.8 carbohidratos 9.7+4.6 cenizas;
(Léger et al. 1987). En estudio reciente, fueron producidos microparticulas con
contenido de proteinas, lipidos, humedad similar a la de los nauplios de Artemia,
con valores medios de 50, 23 y 85%, respectivamente, que fueron sometidos a

ensayo bioldgico con larvas de paco (Rodrigues et al. 2014).

Los estudios especificos sobre el desarrollo inicial de peces
sudamericanos son escasos y estan fragmentados. Una de las especies mas

estudiadas es el pacu (Piaractus mesopotamicus), las investigaciones de



larvicultura se destinan al abastecimiento de juveniles de alta calidad en

acuicultura (Portella et al. 2014).
1.2 Bases tedricas
1.2.1 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una herramienta
efectiva y poderoso método estadistico para optimizar procesos reduciendo el
namero de pruebas experimentales requeridos (Kurunczi et al. 2008). La
metodologia implica tres pasos: (1) disefio rotativo compuesto central (DRCC),
(2) respuesta modelado de superficie a través de analisis de regresion, y (3)

factor de proceso optimizacion utilizando los modelos de superficie de respuesta.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una herramienta
estadistica Util para encontrar el mejor conjunto de variables independientes o
factores que producen la respuesta 6ptima. A diferencia de los procedimientos
univariados tradicionales, en los que cada variable se estudia por separado, los
sistemas multivariados proporcionan mas informacion sobre las variables y sus
interacciones, todo para un numero limitado de experimentos (Candioti et al.
2014). EI disefio Box-Behnken (DBB), un tipo de MSR, es una técnica
multivariada de segundo orden basada en un disefio factorial incompleto de tres
niveles. Unos tres factores BBD consta de tres bloques de cuatro experimentos,
donde una variacion de dos factores se analiza con el tercer factor establecido
en el punto central (Ferreira et al. 2007).

La metodologia de superficie de respuesta se utiliz6 para determinar las
condiciones Optimas para la extraccion de proteina de la harina de semillas de
pimiento. Un disefio compuesto central rotacional que incluye variables
independientes como temperatura (30, 35, 40, 45 y 50°C), pH (7.0, 7.5, 8.0, 8.5
y 9.0), tiempo de extraccién (20, 30, 40, 50 y 60 min) y una relacién
disolvente/harina (10: 1, 15: 1, 20: 1, 25: 1y 30: 1 v/p). La respuesta seleccionada
(variable dependiente) que evalla el proceso de extraccion fue el rendimiento de
proteina y el modelo de segundo orden obtenido para el rendimiento de proteina
revel6 un coeficiente de determinacion del 96.7%. El rendimiento de proteina se
vio afectado principalmente por el pH y la relaciéon disolvente/harina. El
rendimiento maximo se obtuvo cuando la temperatura, el pH, el tiempo de mezcla

y la relacion disolvente/harina fueron 31°C, 8.8, 20 min, 21: 1 (v/m),
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respectivamente. Estas condiciones dieron como resultado un rendimiento
proteico de 12.24 g de proteina soluble de extracto/100 g de harina de semilla
de pimiento rojo desgrasada. La adecuacion del modelo se confirmé extrayendo
la proteina en valores 6ptimos dados por el modelo. Estos resultados ayudan a
disefiar el proceso de extraccion 6ptima de proteinas de las semillas de pimiento

rojo (Kang, Kim y Moon 2016).

Cuando muchos factores e interacciones afectan las respuestas
deseadas, la metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una herramienta
efectiva para optimizar el proceso (Coelho et al. 2019). Su uso proporciona la
informacion relevante en el menor tiempo con el menor nimero de experimentos.
Ademas de analizar los efectos de las variables independientes, esta
metodologia experimental genera un modelo matematico que describe los

procesos quimicos o bioquimicos (Ba y Boyaci 2007).
1.2.2 Acuicultura

De acuerdo con la FAO; la acuicultura es el cultivo de peces, moluscos,
crustdceos o plantas acuaticas en zonas maritimas y continentales. A nivel
mundial, la acuicultura se encuentra entre las actividades productivas de mayor
crecimiento durante las uUltimas décadas y actualmente representa solucién para
satisfacer la demanda mundial de pescado a largo plazo sin poner en riesgo la
sostenibilidad de los recursos acuaticos. A diferencia de la pesca de captura
tradicional, esta actividad implica algin grado de intervencién en el proceso de
reproduccion o crianza de manera controlada con el objetivo de aumentar su

produccion (Regalado 2018).
1.2.3 Microencapsulacién

La microencapsulacion se define como una tecnologia por la cual gotas
liquidas, particulas solidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica
conteniendo una sustancia activa, esta membrana, es constituida de
componentes con biopolimeros para crear una red con propiedades hidrofobicas
y/o hidrofilicas (Parra 2011). Asimismo, a partir de esta técnica es posible alterar
las propiedades coloidales y de superficie de materiales, siendo capaz de
proporcionar proteccién a la accion de factores externos y controlar sus

caracteristicas de liberacion y biodisponibilidad (Jones y McClements 2011).
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Las microparticulas tienen potencial para encapsular, proteger y liberar
agentes bioactivos, que incluyen farmacos, suplementos y nutracéuticos. La
retencion y liberacion de los bioactivos encapsulados depende de las
caracteristicas como el tamafio de poro de la microparticula, interacciones
atractiva o repulsiva entre bioactivos y biopolimeros (Ye, Georges y Selomulya
2018).

La microencapsulacion es aplicado a muchas areas del conocimiento, en
el &rea de alimentos se ha utilizado para la proteccién y suministro de bioactivos.
En la encapsulacién, los componentes (denominados nudcleo o activo) se
empaquetan dentro de un material secundario (denominado material de pared o

encapsulante) y se liberan en pequeias cantidades (Sanguansri 2018).
1.2.4 Aplicaciones en la industria alimentaria

Diferentes aplicaciones son utilizadas en la industria alimentaria que
incluyen reduccion de la reactividad del material de relleno con el ambiente
externo, control de la liberacién, enmascarar sabores; manipulacion del producto
y proteccion con relacion a los agentes externos, como humedad, luz, calor y/o
oxidacion (Zhu 2017). La expansion de la microencapsulacion en la industria de
alimentos revela el creciente potencial de aplicacion para materiales como
aceites poliinsaturados, enzimas, microorganismos, Vvitaminas, sales,
aminoacidos, aceites esenciales y colorantes. Entre sus aplicaciones, se refiere
a la proteccion de los compuestos de aroma, que pueden ser perdidos por
evaporacion, oxidacion o interacciones con otros compuestos, y una liberacion
controlada de éstos (Desai y Park 2005). Los estudios revelan una expansion del
mercado de encapsulacién en alimentos, impulsado por el cambio de habitos
alimentarios, por la creciente demanda por innovaciones tecnoldgicas Yy
busqueda de compuestos bioactivos y funcionales, ademéas de la creciente

preocupacion por la preservacion de los alimentos (Doherty et al. 2011).

Un importante desafio en aplicaciones alimenticias es la identificacion de
matrices que pueden ser fabricados con materiales de grado alimenticio como
proteinas y polisacaridos, utilizando métodos de fabricacion econdmicamente
viables, que garanticen que estas microparticulas mantengan su funcionalidad

en los productos y el tracto gastrointestinal humano (McClements 2017).
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1.2.5 Técnicas de microencapsulacion

Las técnicas de microencapsulacion se llevan a cabo a través de procesos
fisicos 0 mecéanicos que incluyen la co-cristalizacion, secado, congelamiento,
enfriamiento, extrusion. En los procesos quimicos se encuentran la
coacervacion, polimerizacion interfacial, gelificacion ionica, incompatibilidad
polimérica, atrapamiento en liposomas, inclusion molecular y secado por

aspersion, siendo esta la mas utilizada en la industria alimentaria (Parra 2011).

Por otro lado, el tamafio medio de la microparticula requerida, las
propiedades fisicas del agente encapsulante, la sustancia a encapsular, las
aplicaciones del material encapsulado propuesto, el mecanismo de liberacion
deseado y el costo seran los determinantes para la eleccion del método de
encapsulacién (Martin et al. 2009).

1.251 Gelificacion idnica

La gelificacion ionotrépica estd basada en la capacidad que tienen los
polielectrélitos para formar enlaces cruzados en presencia de contraiones

formando hidrogeles (Patil et al. 2010).

La bibliografia refiere dos tipos de gelificacion ionica: interna y externa. La
gelificacion ionica interna produce microparticulas en una solucion polimérica
adicionando sales de calcio insolubles en una solucién polimérica conteniendo
material a encapsular, con posterior dispersion de esta mezcla en una fase
oleosa que contiene surfactante. Para que se pueda llevar a cabo la gelificacion,
se afiade una solucion acida para la reduccion del pH, con el propdsito de liberar
los iones calcio, permitiendo su interaccion con los grupos carboxilicos. La
gelificacion ibnica externa es una técnica que consiste en que las gotas de una
solucion polimérica negativamente cargada son atomizadas en una solucién

cationica, normalmente conteniendo calcio (Silva et al. 2006).

La formacién de microparticulas gelificadas incluye la formacién de gotas,
por el proceso atomizacion, seguida del endurecimiento de esta. En el momento
de la formacion, las particulas permanecen bajo agitacion por un periodo
denominado tiempo de maduracion, pues las conexiones cruzadas se
desarrollan lenta y progresivamente de la superficie hacia el interior de la

microparticula gelificada (Ahmed 2015). Microparticulas obtenidas por
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gelificacion idnica presentan propiedades como la cinética de la formacion del
gel, volumen, estabilidad y porosidad, asi como el indice de difusién de solutos
dentro o fuera de la matriz polimérica, son influenciadas por la concentracion del

polisacarido y de los cationes, por la fuerza idnica y el pH (Ouwerx et al. 1998).

Las microparticulas producidas por esta técnica presentan alto grado de
porosidad, caracteristica inadecuada para encapsulacion de compuestos de bajo
peso molecular como compuestos hidrofilicos, resultando indicadas para
inmovilizacion de compuestos mayores como células y enzimas (Patil et al.
2010). En reciente trabajo se ha producido dietas por gelificacion ionica. Las
larvas suministradas con dietas experimentales tuvieron un crecimiento menor
cuando comparadas con nauplio de Artemia o con dieta comercial. Todas las
dietas evaluadas, incluidas las experimentales, mostraron altas tasas de
ingestion (>90%). Cuando fue administrado dietas experimentales se obtuvo
bajas tasas de crecimiento probablemente debido a posible insuficiencia
nutricional con respecto al bajo contenido de vitaminas y minerales de estas
(Rodrigues et al. 2014).

1.25.2 Interaccién electrostatica

La tasa de liberacién del material encapsulado se ve influenciado por la
alta porosidad de las microparticulas de pectina, hacia este problema se ha
sugerido la formacion de complejos estables basada especialmente en la
interaccion electrostatica entre los biopolimeros de cargas opuestas, causando
la formacién de un complejo cubriendo la superficie de la microparticula (Thu et
al. 1996).

Microparticulas recubiertas por interacciobn electrostatica fueron
sometidos a simulacion gastrointestinal in vitro, estas mostraron resistencia fisica
como vehiculo para bioactivos, causando interés en el desarrollo de
investigaciones en el ambito farmacéutico y alimenticio (Matalanis, Grif y
McClements 2011).

1.2.6 Biopolimeros utilizados como encapsulante

Proteinas y polisacéaridos son biopolimeros ampliamente distribuidos en la
naturaleza y se encuentran con gran frecuencia en estructuras fundamentales

gue conforman diferentes organismos vivos. Cuando se encuentran presentes

14



en una solucion pueden ser segregativas 0 asociativas, siendo un caso
especifico de las asociativas la coacervacion compleja, con diferentes
aplicaciones en la industria alimentaria. La naturaleza de la red de moléculas de
los biopolimeros en el interior de los hidrogeles juega un papel importante en la
determinacién de muchos de sus atributos funcionales, incluyendo retencion,
liberacion, proteccion, reologia, estabilidad y propiedades Opticas. Las cadenas
de biopolimero pueden estar unidos entre si por enlaces covalentes o
interacciones fisicas, como electrostatica, puentes de hidrogeno, o fuerzas
hidrofobas. La conformacion y la organizacion de las cadenas dentro de la red
de biopolimeros, asi como el numero, la fuerza y la ubicacion de los enlaces
cruzados entre ellos determinan muchas de sus propiedades, y por lo tanto
deben ser entendidas y controlado para crear hidrogeles con atributos
funcionales especificos (McClements 2017).

1.26.1 Pectina

La pectina es un polisacarido formado por 150 a 500 unidades de acidos
galacturénicos parcialmente esterificados con grupos metoxilicos, unidos por
iones glucosidicas a-1,4 en la cadena molecular. Es un coloide que tiene la
capacidad de absorber gran cantidad de agua. Se encuentra en la mayoria de

los citricos (Wang, Dumas y Gharsallaoui 2019).

La pectina puede ser clasificada como de alto o bajo contenido de
esterificaciéon, que se define por el porcentaje de &cidos galacturénicos que son
metil esterificados (Wang, Dumas y Gharsallaoui 2019). ElI grado de
esterificacidon puede ser controlado durante el proceso de extraccién de la
pectina, variando entre 0-75% en el producto final. Los metil ésteres formados
ocupan un espacio similar, pero son mas hidrofébicos y consecuentemente

tienen un efecto diferente en la estructuracion (Cao y Li 2018).

La formacién de geles de pectinas de bajo contenido de metoxilacién
(<50% de grupos metil esterificados) es el resultado de conexiones cruzadas
entre los iones divalentes, como el calcio, y los grupos carboxilo del acido D-
galacturénico. Un modelo "caja de huevos" se utiliza para describir la formacién
de la red de gel con iones de calcio, siendo inducida de la misma forma que los

geles de alginato (Braccini y Perez 2001).
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La pectina también se clasifica de acuerdo con el grado de amidacion, que
consiste en el porcentaje de grupos carboxilo del acido galacturénico que
reaccionan con amoniaco. Pectina amidada con bajo contenido de esterificacion,
forma geles mas firmes por la accidn de iones calcio, que a la pectina no amidada
necesitando, por lo tanto, de una menor concentracion de calcio para gelificar
(Ovodov 2009).

Las propiedades del gel se ven afectadas por el tipo de pectina (grado de
esterificacion), arreglo de ésteres metilicos, concentracion del polisacéarido e ion
divalente, método de preparacion del gel, ademas el tiempo de reaccion debe

ser suficiente para la unién cooperativa de iones Ca?* (Braccini y Perez 2001).

Su capacidad de formacion de complejos con otros polimeros ocurre en
funcion de su balance de cargas. En pH por encima de 2.9 se encuentra cargada
negativamente, en pH por debajo de este valor, no hay disociacion del
polisacérido, por lo tanto, sin cargas, debido a su valor de pKa de 2.9. La pectina
en estado natural o modificada, a través de sus caracteristicas electrostaticas y
capacidad de formacién de gel asociada a otros polimeros naturales o sintéticos
ha sido estudiada como material para producir microparticulas (Ralet et al. 2001).

1.2.6.2 Proteinas de sangre bovino

La industria alimentaria en los ultimos afios ha recibido presion global para
minimizar el impacto ambiental de sus actividades, consecuentemente mejorar
su sostenibilidad. Esto ha llevado a un aumento de interés en la recuperacion y
utilizacién de subproductos generados de los procesos de produccion (Morone,
Falcone y Lopolito 2019). La sangre bovino generada en los mataderos es uno
de los materiales subutilizados y se ha identificado como una fuente de
moléculas de alto valor para aplicaciones en areas como la industria alimentaria,

biomédica y farmacéutica (Lafarga et al. 2016).

Las aplicaciones de la microencapsulacién son mudltiples y ha sido
ampliamente utilizada para proteger diferentes minerales incluido el hierro de la
oxidacion formando una membrana impermeable como barrera para difusion de
oxigeno, asi como enmascarar el sabor indeseable causado por la sal de hierro

y para aumentar la biodisponibilidad (Souza et al. 2012).
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1.26.2.1 Procesamiento de la fraccion celular de la sangre

A pesar de su potencial para el uso en la nutricion humana, el color marrén
oscuro que la hemoglobina imparte en las formulaciones de alimentos en gran
medida restringe su uso como materia prima o ingrediente en la industria
alimentaria (Fontes et al. 2004). Con miras a extender el uso de la hemoglobina,
varios esfuerzos se han centrado en su decoloracion. La mayoria de las técnicas
se basan en la transformacion de hierro heme (Fe2*) en hierro no heme (Fe3™),
debido a que el hierro no heme tiene un color amarillo brillante que puede ser
mas adecuado para la inclusién en formulaciones alimenticias. La hemoglobina
contiene un grupo de prétesis heme que tiene un &tomo de hierro en su centro,
que es responsable del color. Tradicionalmente, la preparacion de una globina
incolora se ha basado en la division de la proteina y restos de pigmento de la
hemoglobina. Los disolventes organicos como la acetona son los mas
comunmente utilizados debido a su eficacia para eliminar el heme; sin embargo,
también se han usado etanol, butatona y metiletilcetona (Wismer-Pedersen
1988).

1.2.6.2.2 Funcionalidad de las proteinas de la sangre

La investigacidon sobre la funcionalidad de las proteinas de la sangre ha
sido llevada a cabo desde la década de 1970, y su excelente técnica se ha
demostrado que las propiedades se deben a los efectos combinados de los tres
principales tipos de proteinas: albumina sérica, globulinas y fibrind6geno. La
sangre total y las proteinas celulares estan limitadas para su uso como
ingrediente alimenticio debido al sabor desagradable y el color que imparten al
producto final. La fraccion de plasma tiene caracteristicas mas deseables debido
al poco color 0 sabor que posee, resultando mas apropiado para incorporar en
los alimentos sin alterar las propiedades sensoriales del producto final. Las
principales propiedades funcionales y, por lo tanto, el uso de proteinas
plasmaticas como agentes emulsionantes y aglutinantes, gelificacion, bajo
tratamiento térmico, y como solubilidad, espumado o levadura. Por lo tanto, el
uso de proteinas sanguineas como ingredientes en la formulacién de alimentos
procesados es una opcion para agregar valor para estos productos (Ramos-
Clamont et al. 2003).
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1.2.6.3 Gelatina

La gelatina es una proteina obtenida por hidrdlisis acida o alcalina de los
tejidos conjuntivos del colageno de animales, representa el 30% del conjunto
proteico de los seres vivos (Hanani 2016). Posee estructura constituida por un
conjunto de cadenas polipeptidicas (a) helicoidales, que forman una red con
uniones triple hélice por puentes de hidrogenos y enlaces hidrofébicos (Xu et al.
2013). Industrialmente, la gelatina se obtiene a partir de pieles y huesos de cerdo
y vacuno, siendo la piel de cerdo la principal fuente de obtencion representando
el 44% de la gelatina producida a nivel mundial; mientras que solo alrededor del
1% de la produccion procede de especies distintas a la porcina y vacuna (Ahmad
y Benjakul 2011). La gelatina se clasifica de acuerdo con su proceso de
obtencidn. Tipo A, extraidos mediante condiciones acidas cuyo punto isoeléctrico
esta entre 7.0 a 9.4. El tipo B, extraidos por hidrélisis en medio alcalino, donde

Su punto isoeléctrico esta entre 4.6 a 5.2 (Xu et al. 2017).

Durante el proceso de extraccion, el uso de tiempo prolongados, mejora
el rendimiento de la gelatina, sin embargo, dichos tiempos, producira una
gelatina con cadenas cortas, la cual es un indicativo de baja calidad. La gelatina
es soluble bajo condiciones de temperaturas mayores de 40°C y en medios
acidos con pH entre 3.0 a 4.0. Pueden presentar cargas positiva o negativa de
acuerdo con el pH en que se encuentre, teniendo como referencia su punto
isoeléctrico (4.5 a 5.3). Bajo estas condiciones la gelatina puede llegar a formar
complejos la cual es ampliamente utilizado en la industria alimentaria y

farmacéutica (Ratanavaraporn et al. 2010).

La produccién industrial de gelatina procedente de subproductos de la
pesca ha ido incrementando en los ultimos afios (Gomez-Guillén et al. 2009).
Esto responde a la creciente demanda de gelatinas de fuentes distintas a las
procedentes de especies terrestres, asi como a la gran cantidad de residuos
ricos en colageno generados por la industria pesquera. De estos, los recortes de

pieles, espinas y escamas son las principales fuentes de colageno.
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Figura 1. Estructura quimica de la gelatina (Chaplin, 2012).

1.2.7 Bioactivos

Numerosos agentes bioactivos utilizados en las industrias farmacéutica y
alimenticia requieren ser protegidos con la finalidad mitigar los problemas
asociados con la solubilidad en agua, inestabilidad quimica y / o baja
biodisponibilidad oral. Las microparticulas gelificadas estan encontrando una
utilizacion creciente para la encapsulacion, proteccion y liberacién controlada de
Bioactivos lipofilicos. Estas particulas a menudo pueden fabricarse a partir de
biopolimeros de grado alimenticio (como proteinas y polisacaridos) utilizando
operaciones de procesamiento simples (como la complejacion, precipitacion
antidisolvente, homogeneizacioén, inyeccion, cizallamiento y procesamiento
térmico) (Zhang et al. 2015).

En nuestro pais el sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) se encuentra en
estado silvestre en diversos lugares de San Martin, Ucayali, Huénuco,
Amazonas, Madre de Dios y Loreto. La semilla de sacha inchi esta compuesta
de fitoesteroles, compuestos fendlicos. Actualmente son de gran importancia los
compuestos fendlicos por sus propiedades como antioxidantes y por sus
atributos sensoriales que brindan a los alimentos: sabor, color, y por brindar
estabilidad por su resistencia a la oxidacion lipidica. Asimismo, son excelentes
conservadores naturales brindando estabilidad al alimento desplazando a otros

conservadores sintéticos (Chirinos et al. 2013).

El aceite de pescado es fuente de acidos grasos omega-3, acido

eicosapentaenoico (EPA; 20: 5 n-3) y acido docosahexaenoico (DHA; 22: 6 n-3).

19



Los acidos grasos omega-3 son beneficiosos para la salud, mejoran la funcion
cardiaca, la depresion, la funcidn cognitiva y la sangre, asi como disminuyen la
presion arterial, mejoran el rendimiento de la resistencia, las respuestas
antioxidantes y antiinflamatorias, y la efectividad contra el dolor muscular (Ochi
y Tsuchiya 2018).

El aceite de Mauritia flexuosa (aguaje) contiene alto contenido de
carotenoides fuente importante de sustancias antioxidantes que pueden ser
Utiles en el desarrollo de nuevos productos para prevenir enfermedades

asociadas con el estrés oxidativo (Nobre et al. 2018).
1.2.8 Oxidacion lipidica

La oxidacion de los lipidos se puede dar por la presencia de oxigeno, luz
y temperatura. La oxidacion implica la disminucién de la calidad de los alimentos,
debido a la formacion de malos olores y sabor desagradable denominado como
rancidez, asi mismo genera compuestos toxicos (radicales libres) siendo muy
nocivos para la salud (Tian, Decker y Goddard 2013). La reaccién de lipidos con
el oxigeno se denomina peroxidacion lipidica, y se puede dividir como
autoxidacion propiamente dicha y la catélisis promovida por lipoxigenasas (Tian,
Decker y Goddard 2013).

1.3 Definicion de términos basicos
1.3.1 Secado por pulverizacion

El secado por pulverizaciébn es una técnica basada en la eliminacion
rapida de solvente de un sistema, produciendo particulas con varias propiedades
gue puede ser especificamente disefiado. Debido a la gran cantidad de farmacos
poco solubles en agua presentes en el mercado actual, esta técnica genera
particulas de farmaco con mejor solubilidad (Davis y Walker 2018).

El secado por pulverizacién de sustancias alimenticias y farmacéuticas ha
recibido la debida atencion por investigadores de la ciencia alimentaria y
farmacéutica. Durante el proceso se produce la deshidratacion de las gotas de
solucion de proteina en segundos. Finalmente, las particulas secas son
transportadas al ciclon u otros dispositivos de recoleccién y se recoge el polvo.
Similar a las soluciones sin proteinas, los parametros de proceso mas

importantes en el secado por atomizacion de proteinas incluyen temperatura de
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entrada y salida, flujo de caudal y flujo de aire en la cAmara de secado vy, el
tiempo (Schmitz et al. 2011). Varios métodos de secado se han investigado para
obtener proteinas secas en polvos, elegir una técnica adecuada continua siendo
un desafio en la industria de alimentos (Emami et al. 2018).

El proceso de secado por pulverizacion produce tensiones que
interrumpen la estructura terciaria, y posteriormente la hélice a y las laminas 3
de proteinas nativas transformandose en formas aleatorias desplegadas.
Cuando una proteina es desplegada, los sitios hidrofébicos se exponen y
posteriormente interactian con interfaces y otros polipéptidos desplegados. La
proteina desplegada permite la posterior interaccién tales como proteina-
proteina interacciones hidrofdbicas, electrostaticas y disulfuro-sulfhidrilo. Estas
interacciones resultan en agregacién, coagulacion, y, finalmente en precipitaciéon

(Anandharamakrishnan, Rielly y Stapley 2007).

Figura 2 — SD-Basic Laboratory Scale Spray dryer

Fuente: Manual de secador “Spray dryer” SD-BASIC
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1.3.2 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie respuesta (MSR) es una técnica estadistica
utilizada para disefio de experimentos que proporciona informacion relevante en
tiempo corto con bajo costo. El principio basico de MSR es relacionar las
propiedades del producto con la ecuacion de regresion que describe las
interrelaciones entre los parametros de entrada y las propiedades del producto
(Anuonye 2012).

Tradicionalmente la optimizacién es lograda por el monitoreo de la
influencia de un factor a la vez. Sin embargo, utilizando la metodologia de
superficie de respuesta (MSR), la optimizacion es realizada simultaneamente y
en una manera mas precisa obteniendo modelos polinbmicos capaces para
describir dentro de un rango experimental de prueba de condiciones 6ptimas que
maximicen uso de criterio de respuesta (Almeida et al. 2008).

1.3.3 Microencapsulacion

La microencapsulacion es un proceso mediante el cual las sustancias
bioactivas de los alimentos se introducen en una matriz para impedir que se
pierdan, para proteger de la reaccion de otros compuestos o frenar reacciones

de oxidacion a causa de la luz u oxigeno (Bakry et al. 2016).
1.3.4 Gelificacion ionica

La gelificacion iénica es una técnica que se considera de bajo costo y no
requiere equipo especializado, alta temperatura y disolventes organicos. Sin
embargo, este método es mas adecuado para encapsular materiales

hidrofébicos (Kurozawa y Hubinger 2017).
1.3.5 Sangre

La sangre es un liquido generalmente de color rojo, que circula por las
arterias y venas del cuerpo del animal y que tiene importantes funciones
fisiol6gicas como distribuir oxigeno y otras sustancias a las células del
organismo, asi como recoger de éstas los productos de desecho. Se compone
de una parte liquida o plasma y de células en suspension: eritrocitos, leucocitos
y plaguetas. La sangre tiene varios usos importantes: consumo humano

(alimenticio y farmacéutico), animal e industrial (Lafarga et al. 2015).
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Figura 3. Estructura de la hemoglobina
Fuente: Lafarga et al. (2015).
1.3.6 Desnaturalizacion de proteinas

La desnaturalizacion de la proteina implica la pérdida de sus estructuras
secundarias Y terciarias. Esto generalmente ocurre por aplicacion de factores
externos, como las térmicas, las tensiones interfaciales y relacionadas con la
deshidratacion son las mas importantes que causan desnaturalizacion de

proteinas (Genene et al. 2019).
1.3.7 Larvicultura

La larvicultura es una alternativa para mejorar la supervivencia inicial de
la larva, en este sistema las larvas se crian en condiciones de laboratorio por un
namero de dias o semanas, alimentados con cantidades adecuadas de alimento
vivo de alta calidad, y cuando las larvas alcanzan una etapa de desarrollo

avanzado se transfieren al exterior a estanques fertilizados (Portella et al. 2014).
1.3.8 Alimento vivo para larvas de peces

Rotiferos y Artemia se utilizan intensamente como el alimento vivo
dominante para las etapas larvas de las especies de peces de agua dulce y
marina. El suministro inconstante y la ocurrencia de cambios en la composicion
bioquimica de estos organismos (que varian segun el lugar de recoleccion), a
menudo conduce a una nutricién sub-6ptima de las larvas (Tesser y Portella
2011).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1  Formulacién de la hipotesis

La optimizacion del proceso de pulverizacion de sangre bovino mediante
la metodologia de superficie de respuesta permitié obtener alto nivel proteico de
sangre bovino en polvo y los niveles de proteina en solucion influenciaron en la

cantidad de proteina adsorbida en la superficie de las microparticulas.
2.2  Variables y su operacionalizacion

2.2.1 Variables independientes

2.2.1.1 Estudio para la optimizacion de secado de sangre bovino

Temperatura de entrada

Velocidad de flujo
2.2.1.2 Estudio para la formulacion y obtencién de alimento para larvas de peces

Tipo de proteina: Sangre bovino, gelatina de piel de Pseudoplatystoma

fasciatum.
Niveles de proteina en solucion (2, 4, 6 y 8%).
2.2.2 Variables dependientes
2.2.2.1 Estudio para la optimizacion de secado de sangre bovino
Porcentaje de proteina (%)
2.2.2.2 Estudio para la formulacion y obtencién de alimento para larvas de peces
Andlisis fisicoquimico
Analisis de hierro

Determinacion de peréxidos
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2.2.3 Operacionalizacion de variables

Variables Definicion Tipo por su Indicador Escala de Categorias Valores de las Medio de
naturaleza medicién categorias verificacion
Independientes
Magnitud referida a la Bajo 130°C Cuaderno de
Temperatura nocion de calor medible Cuantitativa °C Razén Medio 152.5°C apuntes
mediante un termémetro Alto 165°C
. 3vit
Cantidad de fluido que Bajo
. . . . o . . Cuaderno de
Velocidad de flujo circula a través de una Cuantitativa mL/min Razén . 7 Vit
s Medio apuntes
seccioén del ducto
Alto 11 vit
Proteinas de fuente animal Analisis Sangre bovino >17% Reporte de andlisis
Tipo de proteina Cuantitativa fisicoquimico Razon - T
P P q Piel de doncella >11% Reporte de analisis
Cantidad de soluto Bajo 2 Reporte de andlisis
Concentracion de la (proteina) presente en una | Cuantitativa Porcentaje Intervalo Medio 4-6 Reporte de analisis
proteina solucion Medio 8 Reporte de andlisis
Dependientes
Moléculas formadas por
ProFelnas de sangre amlnoamdos gue estan Cuantitativa _ _Anall§|s_ Razén Proteina |_ntegral de >80% Reporte de andlisis
bovino unidos por enlaces fisicoquimico sangre bovino en polvo
peptidicos
Proteina >50%
Lipido >20%
. . Cantidad de sustancia e
~ 0,
Ml_cropartlculas oxidada por efecto de la Cuantitativa ' _AnaI|§|s_ Razon Humedad 80% Reporte de analisis
(dietas) temperatura, luz u oxigeno fisicoguimico
P ’ 9 Ceniza ~3%
indice de peréxidos ~1.5mg MDA/kg
de muestra
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CAPITULO IlI: METODOLOGIA

La recoleccidon de la sangre bovino fue realizada en el Camal Municipal,
localizado en el distrito de Punchana de la ciudad de Iquitos. Los andlisis y
ensayos experimentales fueron realizados en las instalaciones del Laboratorio
de Investigacion de Control de Calidad del CIRNA, ubicado en el distrito de San
Juan y en el Laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la planta piloto de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, ubicada en el distrito de Iquitos,
provincia de Maynas.

Material y equipos
Material

El material encapsulante utilizado fue pectina citrica de baja masa molar
y bajo contenido de metoxilacién amidada (lote SK62227, CPKelco, Limeira, SP,
Brasil). Para interaccién electrostéatica se utilizé sangre bovino (SB), procedente
del camal municipal de Punchana, Iquitos, Peru, aceite Salmo (salmon),
Plukenetia volubilis (sacha inchi) y Mauritia flexuosa (aguaje) como material de
relleno, cloruro de calcio anhidro (lote: K47117278604, Merck Peruana S.A.,
Lima, Peru), acido clorhidrico (lote: K476888817611, Merck Peruana S.A., Lima,
Perl), acido sulftrico (lote: K47246131 545, Merck Peruana S.A., Lima, Perl),
cloroformo (lote: K47769245, Merck Peruana S.A., Lima, Peru), hidroxido de
sodio (lote: K47498778, Merck Peruana S.A., Lima, Perd), metanol (lote:
1821009608, Merck Peruana S.A., Lima, Perl). Agua destilada y los demas
reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Equipos

o Agitador magnético (VELP CIENTIFICA, MOD. ARE, CODIGO:
F20500162, ITALIA).
Descripcion: Construida en aleacion de aluminio y revestida con una
proteccion espacial. Velocidad: de 50 hasta 1500 rpm, temperatura:
370 °C, Potencia: 630 W, Voltaje: 115V 0 230 V /50 -60 Hz, Peso: 2,6 kg.
o Potenciémetro (IWAUKCE, MOD. CODIGO: F0042163,
USA).
Descripcion: Basada en medidor de pH/temperatura microprocesador con

autonomia extendida (-2.00-16.00 pH), compensacion automéatica de
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temperatura, calibracion atémica en 2 puntos y + exactitud de 0.02 pH. El
medidor se suministra con soluciones de electrodos de pH y de
calibracion.

Homogenizador Ultra Turrax (IKA-WERKE, MOD. T25 DIGITAL,
CODIGO: 03289027, GERMANY).

Balanza Analitica (OHUAS, MOD. AX324, CODIGO: B734566620, USA).
Condiciones: controles de ajuste para el medio ambiente: tres filtros y
seguimiento de cero. Capacidad: 210 g, sensibilidad: 0.1 mg, calibracion:
Digital externa, peso neto: 4.5 Kg.

Vortex (Mini Shake) (IKA, MOD. MSI Mini Shaker CODIGO: 05-011148,
GERMANY).

Destilador de Nitrégeno (GESSELLSEHA, MOD. GLF, CODIGO:
11993916, GERMANY)

Mufla (NABERTHERM, MOD.MORE THAN HEAT 30-3000°C, CODIGO:
67228077-0015, GERMANY)

Centrifuga (HETTICH MOD. 320R, CODIGO: 0004500-02, HOLANDA)
Microscopio Optico (ZEISS, MOD. CARL ZEISS, CODIGO:
3150001630, GERMANY).

Estufa (MEMMERT, LOADING MODELS 30-750, CODIGO: E24 899).
Bafio Maria (MARCONI, MOD. MA184, CODIGO: 91510539, ITALY).
Congelador (COLDEX, MOD. CH10P, CODIGO: 01610791102, PERU).
Refrigeradora (Respirdmetro de aluminio) (Marca MONTERO, MOD.
ND, CODIGO: ND).

Tamiz (MOD. TEST SIEVE, CODIGO: 7061974).

Secador de Spray para Planta Piloto (Modelo: SD-Basic Laboratory
Scale Spray Dryer, Serie: SDB1117158).
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3.1 Tipoy disefo de estudio

El presente trabajo fue de tipo experimental, realizado en dos partes:
secado de sangre bovino y produccién de microparticulas (dietas).

3.1.1 Para el secado de sangre bovino

El disefio del estudio para la optimizacion de secado de sangre bovino fue
conducido a través de la técnica metodologia de superficie de respuesta (MRS),
se aplic6 para optimizar los pardmetros de procesamiento para el secado de
sangre bovino. Para la cual fue utlizado un procedimiento Box-Wilson,
comunmente denominado disefio compuesto central rotacional (DCCR), para
evaluar la relevancia de dos factores: temperatura de entrada (X1) y velocidad
de flujo (X2) sobre la respuesta: proteina integral de sangre bovino en polvo. El
DCCR consistira en 4 experimentos de planeamiento factorial, asi como, 4
puntos axiales y 5 repeticiones en los puntos centrales, para ajustarse a un
modelo polinomial de segundo orden. Los calculos indicaron que se requieren
13 experimentos para este procedimiento. Los puntos axiales proporcionaron
para estimar la curvatura del modelo. Cuatro réplicas en el centro del disefio
seran usadas para estimar la suma de cuadrados de "error puro”. Los valores
codificados de las variables independientes y el disefio del test esta resumido en

la Tabla 1. La ecuacién polinomial de segundo orden es:
Yi = ao + a1X1 + a2X2 + a11X12 + a22X22 + a12X1X2
Donde:

Yi (i = 1-2) es la respuesta prevista para el %ohumedad y %proteinas. El a, es la
respuesta ajustada en el punto central; a; y a, son términos lineales; a,, es el
efecto de interaccion, a;; Yy a,, son efectos cuadrados. X; y X, son las variables

independientes.
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Tabla 1. Factores analiticos y niveles para MSR

-1.41 1 0 +1 +1.41
X1 (°C) 130 135.1 1475 159.9 165
X2 (mL/min) 3 4.2 7.0 9.8 11

Tabla 2. Planeamiento experimental

Variables Respuesta
Orden
X1 X2 %Proteina
1 1 1
2 1 1
3 1 1
4 1 1
5 -1.41 0
6 1.41 0
7 0 -1.41
8 0 1.41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0

3.1.2 Para la produccién de microparticulas y recubrimiento con proteinas

Las microparticulas fueron producidas por gelificacion ionica utilizando
pectina (2.5% m/m) y una mezcla de aceites (45% del total de sdlidos). El estudio
del recubrimiento proteico sobre la superficie de las microparticulas fue abordado
mediante el disefio completamente aleatorizado (DCA) con un solo factor, siendo

el factor “Concentracion de proteina” a ser analizada, teniendo cuatro niveles
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y cuatro repeticiones, totalizando 16 experimentos. La variable respuesta fue la

cantidad de proteina adsorbida.
3.2 Disefio muestral

Se consideré como poblacion a los ganados bovinos recepcionados en el
Camal Municipal de Punchana, asi como los aceites Plukenetia volubilis (sacha
inchi), Salmo (salmén) Mauritia flexuosa (aguaje) producidos y comercializados
en la localidad. La muestra de sangre fue obtenida de ganado bovino machos y
hembras que presentaron condiciones Optimas de sanidad.

3.3 Procedimientos de recoleccion de datos

Las diferencias entre los promedios de las respuestas de la produccion y
caracterizacion de microparticulas fueron evaluadas utilizando Analisis de la
Varianza (ANOVA) y se encontrd diferencias estadisticas entre los tratamientos
a un P < 0.05 fue aplicado la prueba Tukey con ayuda del programa estadistico
SAS version 9.0.

3.3.1 Caracterizacion de materiales

La sangre bovino y las materias fueron analizadas con relacion al
contenido de proteina, materia seca y cenizas segun metodologia de la
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2012) y con relacién al
contenido de lipidos, segun la metodologia de (Bligh y Dyer 1959).

3.3.1.1 Determinacion de hierro en sangre bovino

El analisis de hierro fue determinado siguiendo la metodologia de la
Purdue University (Analysis of iron in foods, s.f.), fueron pesados 2.5 g de sangre
deshidratada en polvo para incineracibn en mufla hasta obtener cenizas.
Posteriormente, las cenizas fueron homogenizadas con 10 mL de 2 M HCl y 10
mL de agua destilada. En seguida, la mezcla fue filtrada (papel filtro) donde fue
adicionado 2.5 mL de 0.1 M de tiocianato de potasio. Esta mezcla fue analizada
en espectrofotometro de UV-Visible para lectura de la absorbancia a longitud de
onda de 458 nm. Para determinar la concentracion de hierro fue construido una
curva patron de hierro 0.01 M Fe (NOas)s, el cual fue preparado en solucion de
0.1 M HCIl y mezclado con 2.5 mL de 0.1 M de tiocianato de potasio. Las
concentraciones (mM/L) del patrén de fierro seran 0.00, 0.25, 0.50, 0.75y 1.00%,
donde fue medida la absorbancia a 458 nm.
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3.3.1.2 Determinacion de proteina

El contenido de proteina fue determinado de acuerdo con la metodologia
AOCS Ac 4-91 (2002). Se peso6 0.25g de muestra en un balon de digestion.
Adicionando 7mL de &cido sulfarico concentrado, 0.125g de sulfato de cobre y
2.5¢g de sulfato de sodio, el balon fue colocado en el digestor hasta la aparicion
de una coloracién azul verdoso transparente. Posteriormente, el balon fue
enfriado a temperatura ambiente, afiadiendo 70mL de agua destilada e hidroxido
de sodio al 33%. Seguidamente se procedi6 a destilar la solucion, recepcionando
el contenido nitrogenado (50mL) en un matraz Erlenmeyer y que mediante la
adicién de 7mL de acido borico y gotas de azul de metileno como indicador se
procedio a titular con una soluciéon de H2S04, 0.025N, obteniendo el porcentaje
de nitrogeno que mediante un factor de conversion se tendra el porcentaje de
proteina.

V x N x factor

% Nitréogeno = T(g)x 100

V = Volumen de H2SO4 utilizado para titular la muestra

N = Normalidad del H2SOa4

P.M. = Peso de la muestra

Factor N2= 0.014

El porcentaje de proteina se calculd: % Proteina = % nitrégeno x 6.25

Factor para conversion de nitrdgeno en proteina (6.25 para proteinas de sangre

bovino y 5.55 para gelatina).
3.3.2 Determinacion de lipidos

Se realiz0 de acuerdo con la metodologia de Bligh & Dyer (1959), fue
pesado 5g de muestra (microparticulas) en tubo de vidrio con capacidad 70mL.
Seguidamente se adicion6 10mL de cloroformo, 20mL de metanol y 8 mL de
agua, siendo agitado por 30 min para solubilizar de manera homogénea la
muestra. Posteriormente, se adicionado 10mL de cloroformo y 10mL de sulfato
de sodio al 1.5%, agitandolo vigorosamente por 2 min. Los tubos conteniendo la
solucion y muestra fue centrifugado a 1000 rpm por 2 min para promover

separacion de fases. Fue retirada la fase metandlica quedando la fase
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cloroférmica para filtrar. Finalmente, con la ayuda de una pipeta volumétrica fue
separado 5mL de la fase cloroférmica y depositada en un vaso precipitado de 10
mL previamente secado. Se dejo volatizar el solvente en una estufa a 100 °C por
2 horas.

P.L (g)x4x100
P.M (g)

% lipidos totales =

P.L.: Peso de lipidos
P.M.: peso de la muestra
3.3.3 Secado de la sangre bovino

El secado de sangre bovino por pulverizacion fue realizado en equipo
Spray Dryer, marca LabPlant, modelo SD-BASIC (Hunmanby Filey, North
Yorshire, Reino Unido), con aguja de 1.0 mm de diametro, flujo de aire de 73
mm.m?3/h, 0.6 bar de presion de aire y 12 g/min de flujo de masa que se determin6
en pruebas preliminares, siendo el flujo maximo donde no se produjo goteo de la
muestra en la camara de atomizacion. Este equipo estad disponible en el

Laboratorio de Ingenieria de la Facultad de Industrias Alimentarias.

La recoleccién de sangre bovino provino de aquellos animales que fueron
sometidos a inspeccion veterinaria antes de ser sacrificados para que sean aptos
para el consumo humano. Para la recoleccion de sangre se limpid la superficie
del animal donde se realizd6 el recojo para evitar el contacto de la vasija
recolectora con la piel del animal. Para impedir la coagulacion de la sangre se
utilizé EDTA en la proporcion de 3 g por litro de sangre mezclandola por 2

minutos para mantener la sangre en estado liquido.

Posteriormente, los envases conteniendo la sangre bovino fueron
trasladados a las instalaciones de la Planta Piloto de la Facultad de Industrias
Alimentarias, para deshidratacion en el pulverizador (Spray dryer) de acuerdo a
los siguientes parametros: temperatura de entrada 130-165 °C y temperatura de
salida 90°C a presion de 1 atmosfera por 40 minutos, de esta manera se obtuvo
sangre bovino en polvo, ademas el tratamiento térmico aseguro la estabilidad
microbioldgica convirtiéndole el insumo apto para consumo humano. Finalmente,

se realizaron las determinaciones proximales y contenido de hierro.
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Proceso de obtencion de sangre bovino en polvo

RECOLECCION DE LA SANGRE

!

TRANSPORTE DE LA SANGRE
A LA PLANTA PILOTO

!

DESHIDRATACION EN SPRAY
DRYER

!

ENFRIAMIENTO HASTA
LOS 20°C

!

EMPAQUETADO AL VACIO

!

ETIQUETADO Y
ROTULADO DEL
EMPAQUE

1

ALMACENADO

Figura 4. Flujograma de obtencién de sangre bovino en polvo
3.3.4 Caracterizacion de la sangre bovino en polvo

La sangre bovino en polvo fue caracterizado con relacion al contenido de
proteina, materia seca y cenizas segin metodologia de la Association of Official
Analytical Chemistry (AOAC, 2012) y con relacion al contenido de lipidos, segun
la metodologia de Bligh y Dyer (1959).
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3.3.5 Produccion de microparticulas para alimentacion de larvas de peces

Las microparticulas fueron producidas por gelificacidon idnica, utilizando
emulsion de pectina (2.5% m/m), conteniendo aceite (Plukenetia volubilis,
Salmo, Mauritia flexuosa 2.0625% m/m), a temperatura ambiente utilizando
homogeneizador Ultra Turrax a 18000 rpm durante 5 minutos. La emulsion fue
atomizada sobre una solucién de cloruro de calcio (2.5% m/m) con pH ajustado
para 4.0 utilizando un atomizador de doble flujo con orificio de 1.0 mm de
diametro, variando la altura de 12 cm entre el atomizador y la solucién de cloruro
de calcio, presion de aire de 0.250 kgf/cm? y velocidad de atomizacién de 555
mL/hora. Durante la atomizacién, la emulsion permanecié en agitacion constante
a temperatura ambiente. Las dietas atomizadas fueron agitadas en solucién de
cloruro de calcio por 30 minutos. Posteriormente, las dietas fueron separadas y
lavados en tamiz de malla de acero (® 75 ym) con agua destilada (pH 4.0).
Fueron realizadas tres producciones independientes de dietas. Una fraccion de
las dietas humedas fue congelada y liofilizada. Las microparticulas secas fueron

acondicionadas en frascos con tapa y almacenadas en refrigeracion.
3.3.6 Caracterizacion de microparticulas obtenidas por gelificacion ibnica

Las microparticulas fueron caracterizadas con relacion al contenido de
proteina, humedad y cenizas segun metodologia de la Association of Official
Analytical Chemistry (AOAC, 2012) y en relacién al contenido de lipidos, segun
Bligh & Dyer (1959).

3.3.6.1 Tamafio medio de las microparticulas

Las determinaciones del tamafio medio de las microparticulas fueron
realizadas por microscopia Optica utilizando microscopio éptico (ZEISS — Primo
Start) con captacion de imagenes a través de camara digital controlada por el
ZEN. Las imagenes digitalizadas de 300 microparticulas par muestra fueron
evaluadas con auxilio del programa Microcal Origin pro 9.1 (Microcal Sofware,
Inc., MA, USA).

3.3.6.2 Morfologia y microestructura de las microparticulas

La observacién de la morfologia y microestructura de las dietas himedas
y liofilizadas fueron realizadas por microscopia 6ptica (MO) y por microscopia

electronica de barrido (MEB), respectivamente.
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3.3.6.3 Determinacion de humedad en microparticulas

La humedad en microparticulas gelificadas fueron determinadas por
eliminacion de agua utilizando estufa a 105°C por 6 horas, de acuerdo a la
metodologia de la Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2012).

3.36.4 Analisis de ceniza

La determinacion de la ceniza fue determinada segun la metodologia de
la Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2012). Se pes6 5 g de
muestra y colocados en crisoles de porcelana previamente tarados para realizar
incineracion en mufla a temperatura de 550°C durante 5 horas. Pasado el
periodo de tiempo, los crisoles fueron colocados en una campana de desecacion

para enfriamiento, posteriormente fueron pesados para cuantificar.
3.3.6.5 Determinacion de proteina

El contenido de proteina contenida en las microparticulas gelificadas y
recubiertas fue determinado de acuerdo con el método KJELDAHL (AOAC,

2012), se utiliz6 6.25 y 5.55 como factor de conversion de nitrégeno a proteina.
3.3.6.6 Eficiencia de encapsulacion

Para la determinacién del aceite total en microparticulas fue realizado de
acuerdo al procedimiento siguiente: Adicionar una solucién de citrato de sodio
en la concentraciébn de 3% (m/m) a 5 g de microparticulas humedas, para
liberacién del aceite. Después de esta etapa, la cuantificacion del aceite fue
realizada segun la metodologia de Bligh y Dyer (1959). La eficiencia de

encapsulacién fue determinada por la relacion:

Aceite total en—las microparticulas (g)/sdlidos totales (g)
EE(%) = x 100
Aceite inicial (g)/solidos totales (g)

3.3.6.7 Recubrimiento de las microparticulas con proteinas de sangre

bovino y gelatina de piel de doncella por interaccion electrostatica

El recubrimiento de las dietas humedas obtenidas en el item 3.3.5, fue
realizado adicionando 50 g de microparticulas para 200 mL de solucién acuosa

de proteinas (sangre bovino o gelatina de piel de doncella) ajustado a pH 4.0.
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Fueron utilizadas concentraciones optimizadas para las soluciones proteicas.
Las microparticulas se mantuvieron en las soluciones conteniendo proteina
durante 30 minutos, en agitacion constante (400 rpm) a temperatura ambiente
(Cuando las microparticulas fueron recubiertas con gelatina de piel de doncella
la temperatura utilizada fue de 50°C). Las microparticulas fueron posteriormente
lavadas en tamices de mallas de acero (® 75 ym) con agua destilada (pH 4.0)
para remover la proteina que no fue adsorbida en la superficie de las
microparticulas. Fueron realizadas tres producciones independientes para cada
tipo de microparticulas. Las microparticulas fueron analizadas en triplicado con

relacion a su contenido de hierro, lipidos y proteina.
3.3.6.8 Secado de las microparticulas

El secado de las microparticulas gelificadas fue realizado en un
Liofilizador LABCONCO FreeZone 12 plus. Las condiciones de secado fueron:
Temperatura inicial: -40 °C, Temperatura final: 25°C/2 horas, tiempo total del

ciclo de secado: 48 horas y Presion: 0.125 minibar.
3.3.6.9 Tiempo de vida util de las microparticulas (produccién de peréxidos)

La estabilidad oxidativa fue realizado espectrofotométricamente de
acuerdo como indica el método de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), descritas por Sorensen y Jorgensen (1996) y Vyncke (1970).
Seguidamente se pes6 5 gramos de muestra triturada en tubos con tapa rosca,
al cual se le adicion6 15 ml de solucién TCA y se agitd en vortex a 3500 rpm/45
segundos; luego se filtrd la muestra homogenizada en un erlenmeyer, a partir del
cual se pipeteé 5 ml del filtrado en un tubo de 30 ml con tapa rosca, donde se
adicion6 5 ml de solucion TBA y se agité la mezcla en vortex.

Para el blanco se pipeteo 5 ml de TCA y 5 ml de TBA. Todos los tubos
fueron llevados a bafio maria a 100°C/40 minutos, después de ello se removi6
en el vortex las bolas de aire formadas anteriormente. Finalmente se realizé la
lectura a 532 nm. Los calculos se realizaron utilizando la siguiente ecuacion y el
N° de TBARS se expres6é como mg MDA/kg de muestra.

(Am — Ap) XV X V4 x M X 1000

N°TBARS =
exlxm

A,, = Absorbancia de la muestra
A, = Absorbancia del blanco
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V¢ = Volumen del filtrado (mL)

IV, = Volumen de alicuota (2 mL)

M = Molécula gramo del MDA (72 g/mol)
e = Coeficiente (1,56x105 M-1cm-1)

[ = Camino 6ptico (1 cm)

m = Peso de la muestra (Q)

3.4 Procesamiento y analisis de los datos

Para los disefios experimentales, se realiz6 andlisis de la varianza
(ANOVA) para comprobar las posibles variaciones y las interacciones entre los
factores. Para las diferencias entre los promedios fue realizado el test de
comparacion multiple (Tukey) con auxilio del programa SAS, en nivel de 5% de

significancia.
3.5 Aspectos éticos

La informacién recolectada y generada en el presente trabajo de
investigacion se obtuvo directamente de fuentes cientificas, siendo procesadas
de manera responsable, seria y honesta con el objetivo de salvaguardar la

integridad y confiabilidad de la misma.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1  Composicion centesimal de sangre bovino

La sangre bovino fue obtenida en su forma natural en el camal municipal
del distrito de Punchana, considerando aspectos asépticos, para mantener su
condicion liquida fue utilizado EDTA como anticoagulante en una concentracion
de 1.5% por litro de sangre. La sangre bovino contiene principalmente cuatro
proteinas que incluye la hemoglobina, que es portadora de oxigeno en el sistema
vascular, regula el pH y el transporte del diéoxido de carbono de la sangre, tanto
directa como indirectamente. Los resultados de la caracterizacion de la sangre
bovino en este estudio son mostrados en la Tabla 3, destacamos principalmente
el alto contenido proteico en su estado natural (18.40%).

Tabla 3. Composicién centesimal de sangre bovino
Composicion centesimal (%)

Agua Proteina Lipido  Carbohidrato(*)

Sangre bovino 81.18+1.35 18.40+0.82 0.35+0.09 0.07
Promedio + desvio estadistico (n=3); (*) por diferencia

Material

4.2  Composicion centesimal de biopolimeros

Los resultados de la caracterizacion de los materiales utilizados en este
estudio se muestran en la Tabla 4, destacamos principalmente el alto contenido
proteico de la sangre bovino en polvo (87.35%). De modo similar Lynch et al.
(2017), encontraron valores proximos de proteinas presentes en sangre bovino,
las proteinas cuya fuente es la sangre de bovino tiene alto potencial bioldgico
para consumo tanto humano y animal. En reciente investigacion de Tarte (2011),
indic6é que las caracteristicas técnicas y funcionales de la sangre bovino puede
ser debido al efecto combinado de las siguientes proteinas: albumina sérica,
globulinas y fibrinbgeno. Asimismo, indica que la sangre integral y sus proteinas
estan limitadas para su uso como ingrediente alimenticio debido al sabor y color
intenso que transfieren al producto final. No obstante, Walter et al. (1993),
reportaron que la sangre bovino es una fuente de hierro de alta biodisponibilidad
cuando comparado con el hierro no heme por lo cual es necesario que se
desarrollen nuevas aplicaciones, para que su consumo tenga alta aceptabilidad.
La Tabla 4 muestra alto contenido de ceniza (4.98+0.27), este resultado es

probablemente a la cantidad de hierro presente en las moléculas de proteina.
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La pectina, es un polisacarido lineal obtenido de la extraccion del albedo
de citricos y pulpa de manzana, considerado como material para ser utilizado
como agente encapsulante, degradable por la microbiota, facilitando la liberacion
controlada de compuestos encapsulados. Su clasificacion obedece al grado de
metoxilacion (grupos metilo esterificados al grupo carboxilico) y es utilizado por
la industria alimentaria debido a su actividad gelificante (Fathi, Martin y
McClements 2014). El contenido de nitrégeno no proteico de la pectina fue
determinado con la finalidad de disminuir el valor de proteina determinado en las

microparticulas recubiertas.

Tabla 4. Composicion centesimal de los biopolimeros

Composicion centesimal en base humeda (%)

Material Agua Proteina Lipido Ceniza
Sangre bovino (*) 6.95+ 0.59 87.35+1.33 0.57+0.19 4.98+0.27
Gelatina (**) 12.49+0.42 86.88+1.23 0.29+0.02 0.34+ 0.03
Pectina citrica 12.67 +1.53 1.04 + 0.05 2.66 + 0.57

Promedio + desvio estadistico (n=3)
(*) Sangre bovino en polvo
(**) Gelatina de piel de doncella

4.3  Secado de sangre bovino utilizando Spray dryer

Los ensayos experimentales de secado de sangre bovino fueron
realizados siguiendo un disefio experimental utilizando como variables
independientes la temperatura de entrada al atomizador y la velocidad de flujo.
Un disefio compuesto central incluyendo 4 factoriales, 4 experimentos en
condiciones axiales y 5 puntos centrales de repeticiones, totalizando 13
experimentos. La Tabla 5, muestra los experimentos, para estudiar los efectos
de la temperatura del aire de entrada del secador (130-165 °C) y la presién
ejercida por la bomba en las propiedades del polvo. Las variables de respuesta,
consideradas fueron la proteina, humedad, lipido y ceniza. La Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) utilizando el modelo Box-Behnken y el programa
Statistica Software Version 6.0, se determind la superficie de respuesta del
rendimiento de proteina entre esas dos variables. Fue realizado el ANOVA para
la evaluacion de las posibles interacciones entre los factores y se determinaron
los valores éptimos de los factores por el analisis de superficie de respuesta que

maximicen el secado.
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Se utilizaron varios métodos de secado para convertir soluciones de
proteinas en forma de polvo seco. La mayoria de los métodos de secado implican
eliminacion del solvente por sublimacion como liofilizaciéon o evaporacion tal
como secado por pulverizacion y lecho fluidizado secado o precipitacion como la
tecnologia de fluidos supercriticos. Entre estos métodos, el secado por
pulverizacion y la liofilizacion son los métodos industriales de secado mas
utilizados de soluciones proteicas (Abdul-Fattah, Kalonia y Pikal 2006). El
secado por pulverizacion es el proceso industrial mas utilizado, en la que una
sustancia liquida se transforma en materia seca. Las proteinas secadas por
pulverizacion se almacenan, transportan y se reconstituyen con mayor facilidad
(Ameri y Maa 2006).

Tabla 5. Datos del disefio experimental para secado de sangre bovino con
variacion de temperatura (°C) y velocidad de flujo (mL/min)

N° T (°C) V (mL/min) PTN (%)
1 135.1 (-1) 4.2 (-1) 84.13+0.34°
2 135.1 (-1) 9.8 (1) 83.54+0.12°
3 159.9 (1) 4.2(-1) 83.96+0.14°
4 159.9 (1) 9.8(1) 82.26+0.14°
5 130 (-1.41) 7 (0) 87.79+0.14%
6 165 (1.41) 7 (0) 83.54+0.22°
7 147.5(0) 3(-1.41) 82.42+0.47°
8 147.5(0) 11(1.41) 82.05+0.37°
9 147.5(0) 7(0) 87.59+0.18%°
10 147.5(0) 7(0) 86.96+0.01°
11 147.5(0) 7(0) 87.12+0.21%°
12 147.5(0) 7(0) 86.64+0.29"
13 147.5(0) 7(0) 87.14+0.09%°

Las variables independientes corresponden a los valores reales. Los valores entre paréntesis
corresponden a los valores codificados. T: temperatura del aire de entrada (°C); V: velocidad de
flujo (mL/min); PTN: proteina (%) representan valores de tres determinaciones. El promedio
seguido de letras diferentes en superindice en la misma columna difiere de acuerdo a la prueba
Tukey (p<0.05).

4.4  Seleccion del modelo apropiado para el contenido de proteina

Como lo mostrado en la Tabla 5, los %proteinas en la muestra de sangre
bovino la cual fue sometida a diferentes condiciones de temperatura (T) y
velocidad de flujo (mL/min). Utilizando Statistica 12 y con los datos de la Tabla

5, se encontré los valores de R? y, suma de cuadrados del error que permitieron
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elegir el modelo adecuado para predecir los %proteinas para secado de sangre
bovino.

Los modelos estudiados fueron: 1) solo términos lineales de los efectos
principales; 2) términos lineales y cuadraticos de los efectos principales; 3)
términos lineales de los efectos principales y las interacciones de segundo orden;
4) términos lineales y cuadraticos de los efectos principales y las interacciones
de segundo orden. Determinamos que el modelo que correlaciona mejor los
datos experimentales de concentracion de %proteinas fue el modelo de segundo
orden “Modelos de términos lineales y cuadraticos de los efectos principales y

las interacciones de segundo orden”.

Tabla 6. Analisis de los modelos de analisis de DCCR para el porcentaje de
proteinas para secado de sangre bovino.
Modelos de analisis del DCCR

1 2 3 4

R? 0.13454 0.92844 0.13976 0.93365

Suma de Cuadrados
51.11758 4.22667 50.80955 3.91865
del Error

Fuente: Statistica 12

El elevado valor de coeficiente de determinacion (R?) del modelo
seleccionado para predecir los %proteinas para secado de sangre bovino
(R?=0.93365), permite interpretar los resultados mediante graficos de superficie
de respuesta (Figura 5) y contorno (Figura 6). Donde la region de color rojo
representa la combinacion de temperatura (°C) y velocidad de flujo (mL/min) para

obtener el mayor %proteinas en el secado de sangre bovino por Spray dryer.
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Figura 5. Superficie de respuesta de %proteina en el secado de sangre bovino por Spray
dryer
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Figura 6. Gréfico de contorno del % proteina en el secado de sangre bovino por Spray
dryer
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El buen ajuste de los datos experimentales con los predichos, se puede
corroborar en la Figura 7, donde los datos experimentales son los puntos de color
azul y los valores predichos se encuentran en la linea de color rojo. Por lo tanto,
se puede apreciar que los valores experimentales no estan tan dispersos de los

predichos.

Predicted Values

80

81 82 83 84 85 86 87 88 89

Observed Values

Figura 7. Valores observados vs Valores predichos del porcentaje de proteina en el

secado de sangre bovino por Spray dryer

Realizando el andlisis de la varianza para la variable %proteinas y
aplicando el modelo seleccionado (Tabla 6), se obtuvo que los efectos
principales: Velocidad cuadratica, Temperatura Lineal y Temperatura cuadratica
fueron significativos (p<0.05), esto se puede constatar en el diagrama de Pareto,
el cual se muestra en la Figura 8. Donde observamos que la temperatura y la
velocidad de flujo de secado influencian significativamente el proceso.
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Velocidad(Q) - -8.9781
(1)Temperatura(L) -3.52532
Temperatura(Q) -2.93248
(2)Velocidad(L) -1.32937
1Lby2L -.741778
p=.05

Figura 8. Diagrama de Pareto de las variables

Tabla 7. Analisis de la varianza para la variable del porcentaje de proteinas en el

secado de sangre bovino por Spray dryer.

ANOVA; Var.:.%Proteina; R-sqr=.93365; Adj:.88626 (Spreadsheetl)
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=.559807
DV: %Proteina

SS df MS F P
(1)Temperatura(L) 6.95721 1 6.95721 12.42787 0.009658
Temperatura(Q) 4.81402 1 4.81402 8.59944 0.021947
(2)Velocidad(L) 0.98930 1 0.98930 1.76722 0.225413
Velocidad(Q) 45.12398 1 45.12398 80.60632 0.000043
1L by 2L 0.30802 1 0.30802 0.55023 0.482362
Error 3.91865 7 0.55981
Total SS 59.06409 12

Fuente: Statistica 12

4.5 Optimizacion de la temperatura y velocidad de flujo sobre porcentaje de

proteinas

Para determinar los valores 6ptimos de temperatura y velocidad de flujo
se procedid a transformar la variable respuesta en una variable llamada
“deseable”, para lo cual, se requieren determinar cual es la combinacién de
temperatura y velocidad de flujo para obtener el maximo %proteinas en el secado
de sangre bovino por Spray dryer. Como se puede apreciar en la Figura 9 de
superficie de respuesta y grafico de contorno, donde el maximo valor se
encuentra localizado en la regiébn de color rojo, la cual pertenece a la
combinacion de temperatura (~135 — 150 °C) y velocidad de flujo (6 — 8 mL/min),

que representan los valores 6ptimos.
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Tabla 8. Coeficiente de variacion para predecir el %proteinas en el secado de
sangre bovino por Spray dryer.

Regr. Coefficients; Var.:%Proteina; R-sqr=.93365; Adj:.88626 (Spreadsheetl)
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=.559807
DV: %Proteina
- 9 + 0
R?c:(;?fén. Std. Err. (@) P cn?.sll_i/rc;]t cn?sl_.i{;t
Mean/Interc. -42.8143 |41.83899( -1.02331 0.340218 -141.748 56.11920
(1)Temperatura(L)] 1.5768 |0.54987 2.86751 0.024078 0.277 2.87699
Temperatura(Q) -0.0054 |0.00184 | -2.93248 0.021947 -0.010 -0.00105
(2)Velocidad(L) 5.6013 |1.67074 3.35259 0.012207 1.651 9.55196
Velocidad(Q) -0.3249 |0.03618| -8.97810 0.000043 -0.410 -0.23930
1L by 2L -0.0080 [0.01077 -0.74178 0.482362 -0.033 0.01749
Fuente: Statistica 12

La ecuacion matematica que puede predecir el %proteinas para cualquier

combinacion de tiempo y velocidad de flujo se muestra a seguir: %proteina = -
42.81 + 1.57 (Temp) - 0.005*(Temp)? + 5.60(Veloc) - 0.32*(Veloc)? - 0.008(Temp *

Veloc). Los cuales son los coeficientes de regresion segun el modelo
seleccionado.

Region optima

el
H

Velocidad
~

140 145 150

Temperatura

155 160 165

&~ Region optima

Figura 9. A. Superficie de respuesta del valor deseable del %proteina en el secado de sangre

bovino por Spray dryer. B. Grafico de contorno del valor deseable del %proteina en el
secado de sangre bovino por Spray dryer.
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El acelerado crecimiento y desarrollo de la ciencia y la tecnologia, ha
intensificado el impacto y la importancia de las proteinas en varios sectores,
como en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. La proteina es uno
de los nutrientes esenciales en la dieta humana, su importancia radica como el
principal componente estructural de los muasculos y otros tejidos del cuerpo,
debido a la importancia manifestada en el presente estudio la aplicacion de
disefios experimentales combinado con la metodologia de superficie de
respuesta contribuyé a maximizar la eficiencia en la preparacion de muestras, y
durante la optimizacion se tuvieron en cuenta las variables y sus posibles
interacciones. El objetivo de esta estrategia nos permiti6 obtener la maxima
informacion con un pequefio nUmero de ensayos experimentales, en tiempo
corto y eso puede proporcionar una reduccion del uso de materia prima. En
trabajo reciente de Coelho et al. (2019), optimizaron la extraccién de proteina
obteniendo mayor contenido proteico (19.3 g / 100 g) cuando comparado con

resultados reportados en la literatura.

En reciente trabajo de Ikrang y Umani (2019) optimizaron las condiciones
del proceso durante el secado de bagre en horno. El contenido de humedad se
investigd cuantitativamente durante el proceso de secado de trozos de bagre
utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para obtener el
contenido minimo de humedad. Las variables independientes para el proceso de
secado fueron temperatura (50-70 °C), espesor del producto (10-20 mm),
concentracion de sal (0—20%) y tiempo de secado (480—-600 min.). Se desarrolld
un modelo de regresion de interaccidn factorial, que describe los efectos de las
variables independientes del proceso de secado sobre el contenido de humedad.
Los efectos de la temperatura y el tiempo de secado fueron mas pronunciados
para el contenido de humedad que el espesor y la concentracion de sal. Se
encontrd que las condiciones 6ptimas de temperatura fueron ~ 63.43 -C, espesor
del producto ~ 14.81 mm, concentracion de sal ~ 9.07% y tiempo de secado ~
600 min. En estas condiciones Optimas, se encontr0 que el contenido de

humedad fue 2.64% en base seca.
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Sangre en polvo: TE-130; VF - 7 Sangre en polvo: TE-165; VF - 7

Figura 10. Foto de sangre en polvo seco, obtenido en secador Spray dryer

La Figura 10, muestra las imagenes de la sangre bovino en polvo obtenido
en Spray Dryer, cuando fue utilizada la menor temperatura de entrada (130°C) y
la mayor temperatura (165°C), la observacion visual evidencia mayor intensidad
de color marrén cuando fue utilizado temperatura de 165°C, indicando que a
mayor temperatura los aminoacidos de las proteinas reaccionan al proceso de

caramelizacion.
4.6  Produccion de microparticulas por gelificacion iénica

En esta investigacion, se utilizd6 pectina para producir microparticulas
conteniendo una mezcla de aceites utilizando la gelificacion i6nica de acuerdo a
los descrito por Menin et al. (2018), las referidas microparticulas posteriormente
fueron recubiertas con proteinas. Las microparticulas fueron producidas
utilizando solucion de pectina (2.5% m/m) como material encapsulante y cloruro
de calcio (2.5% m/v) como agente reticulante. El material de relleno (mezcla de
aceite) utilizado fue de 2.0625% (m/m. Las microparticulas producidas fueron

estables y visualmente con buen aspecto.

La pectina utilizada en este estudio para producir microparticulas por
gelificacion ionica conteniendo compuestos hidréfobicos como la mezcla de

aceites (pescado, sacha inchi y aguaje) fue adecuado (Abouelatta et al. 2016).
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4.7  Caracterizacion de microparticulas producidas por gelificacion idnica

Fue observado alto contenido de humedad (94.21%+0.94) en las
microparticulas producidas por gelificacion idnica. Estos valores encontrados
son caracteristicos de matrices formados por redes de biopolimeros, debido a
que tienen la propiedad de retener alta cantidad de agua en la matriz (Liu,
Fishman y Hicks 2007; Ahmed 2015).

La caracterizacion y evaluacion de las microparticulas incluyen la
morfologia y microestructura a través de la microscopia 6ptica y electronica de
barrido, distribuciéon de tamafio, composicion de la membrana, relleno y
mecanismos de liberacidn. Sin embargo, las caracteristicas funcionales como
capacidad de retencién del compuesto encapsulado, integridad y digestibilidad
es de acuerdo a la aplicacion del producto encapsulado (Jones y McClements
2011).

Tabla 9. Caracterizacion de microparticulas producidas por gelificacion idnica

Microparticula Humedad (%) Ceniza (%) Lipidos (%) Tamafo (um)(*) EE (%)
MPGI 94.21+0.94 0.23+0.01  36.56+1.62 182.55+9.97 80.89+3.59
Promedio * desvio estadistico (n=3); (*) Promedio + desvio estadistico (n=300); EE= Eficiencia
de encapsulacion.

Debido a esto, la estructura interna de los hidrogeles se aproxima a una
estructura tridimensional porosa tipo “caja de huevo” (Thorne, Vine y Snowden
2011). Esto explicaria los altos valores de agua contenido en las microparticulas
encontrados en el presente estudio. También, fue determinado el contenido de
cenizas con el objetivo de determinar la materia inorganica presente en las

microparticulas.

Resultados similares, fueron reportados en estudio reciente por Tello et
al., (2015) en la que las microparticulas de pectina presentaron mayor tamafio
cuando comparado con microparticulas de alginato. Esto puede ser debido, al
potencial de la pectina para interactuar con numero mayor de moléculas de agua.
Cabe destacar que, el tamafio de las microparticulas depende de varios factores
gue incluyen, la concentracién biopolimeros en solucion, el diametro de la aguja
del atomizador, la distancia entre la superficie inferior del atomizador y la
superficie de la solucion catidnica, y la velocidad de flujo de la emulsion (Strasdat
y Bunjes 2013).
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La Tabla 9, muestra que el sistema consiguio atrapar el 80.89%+3.59 del
total del aceite inicial, este resultado difiere cuando comparado con reciente
estudio que alcanz6 proximo a 98% (Menin et al. 2018). La diferencia en la
eficiencia de encapsulacion podria ser debido a la mayor concentracion de la

pectina en solucion utilizada en el presente estudio.

4.8 Recubrimiento de microparticulas de pectina con proteinas de sangre
bovino y gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum por interaccion

electrostatica.

Los resultados de la primera parte de este estudio fueron de importancia
para la continuidad del trabajo de investigacion, en la que fue determinada las
variables Optimas (temperatura y velocidad de flujo) para el secado de sangre
bovino, los resultados fueron utilizados para obtener la sangre bovino en polvo y

posteriormente utilizados para recubrir microparticulas.

El recubrimiento de microparticulas de pectina (MPP) humedas con
diferentes concentraciones de proteinas de sangre bovino y gelatina de piel de
Pseudoplatystoma fasciatum en solucion (2%, 4%, 6% y 8%), fue realizado con
la finalidad de simular la composicion de la Artemia, alimento vivo de larvas de
peces, el contenido de materia seca de la Artemia, en promedio es de 8.8 a 9.2%,
representando 60.5% + 3.5 de proteina y lipido el 18.60%z1.1 en base seca
(Mana et al. 2014). Sin embargo, la mayoria de las dietas descritas en la
literatura, para ese propésito, fueron desarrollados para contener mayor cantidad
de proteina y materia seca, como las desarrolladas por Rodrigues et al. (2014).
Las proteinas estudiadas presentan estructuras diferentes, por lo tanto,
presentan caracteristicas diferentes. La hipotesis es que las diferentes
concentraciones de proteina en soluciobn promoveran cantidades crecientes de
proteinas adsorbidas, pudiendo esta hipétesis ser contrastada con los resultados
gue se muestran en la Tabla 10. Estos resultados confirman que el principal
mecanismo de adsorcion de proteinas se rige por las interacciones
electrostaticas entre distribuciones de cargas. Las interacciones de las proteinas
promueven la transferencia de moléculas a través de la superficie, controla
energia libre y, en consecuencia, el tiempo de residencia de la molécula en la
superficie de la microparticula. Por otro lado, las interacciones entre las

moléculas adsorbidas controlan la superficie y la formacion de otras estructuras
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formando membranas. Como resultado de la interaccion electrostatica, se
observa que la adsorcion de proteinas estudia la formacion de las moléculas
unidas irreversiblemente de moléculas que entran en contacto con la superficie
de las microparticulas (Adamczyk et al. 2018). También la carga superficial, la
morfologia y la hidrofobicidad influyen el proceso de adsorcion de proteinas
(Felgueiras et al. 2016).

Por otro lado, varios estudios han mostrado que el tamafio de las
proteinas también podria tener un efecto en su adsorcion sobre la superficie del
biomaterial. Las proteinas pequefias se adsorben mas rapido que las grandes.
Sin embargo, los mas grandes debido a su mayor area de superficie, se conectan
de manera mas firme a la superficie, o que incluso puede evitar la dispersién de
otras proteinas pre-adsorbidas por toda la superficie (Hirsh et al. 2013; Noh y
Vogler 2007).

4.8.1 Caracterizacién de microparticulas de pectina recubiertas con proteinas

de sangre bovino

Las cantidades de agua y proteina adsorbida de microparticulas de
pectina recubiertas con proteinas de sangre bovino con interaccion electrostéatica
se muestran en la Tabla 10, altas cantidades fueron adsorbidas, a medida que
el contenido de proteina en solucién aumentd. Con relacion al contenido de agua
menor cantidad de agua (81.14%= 0.52) fue observado cuando fue utilizado 8%
de proteina en solucion, indicando que las moléculas de proteina adsorbidas
desplazaron a las moléculas de agua. El contenido de ceniza no presenta

diferencia significativa (p>0.05).

Tabla 10. Composicion centesimal de microparticulas recubiertas con proteinas
de sangre bovino

Microparticulas Composicién centesimal en base seca (%)

Recubiertas Humedad Proteina Ceniza Lipido Carbohidrato (*)
MPRSB2 90.67+0.24° 52.71+0.77° 0.35+0.07% 20.91+1.05° 26.03
MPRSB4 87.98+0.18" 54.75+1.12°  0.36+0.06% 21.73+1.10% 23.16
MPRSB6 88.25+0.33" 56.91+1.02°  0.40+0.01® 22.40+1.14% 20.29
MPRSBS8 81.14+0.52° 57.60+1.2% 0.40+0.02° 21.17+1.14% 20.83

Promedio + desvio estadistico (n=3); (*) por diferencia. El promedio seguido de letras diferentes
en superindice en la misma columna difiere de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).
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La Tabla 11, muestra las cantidades de hierro de microparticulas
recubiertas con sangre bovino en todos los niveles de concentracion. Los
resultados muestran que la cantidad de hierro aumenta en funcion del
incremento de la proteina en solucion, 124.33+077 mg/100g de hierro fue
cuantificado cuando 2% de proteina en solucion se utilizd6 para recubrir las
microparticulas, este resultado es inferior en 25% cuando 8% de proteina en
solucién fue utilizado. Este resultado, puede ser debido a la mayor cantidad de
proteina adsorbida utilizando la concentracién mayor.

Tabla 11. Contenido de hierro en microparticulas recubiertas con proteinas
de sangre bovino.

Microparticulas Contenido de Hierro
Recubiertas (mg/1009)
MPRSB2 124.33+0.77¢
MPRSB4 127.43+0.67¢
MPRSB6 130.70+0.99"
MPRSBS8 142.14+1.14°

Promedio + desvio estadistico (n=3). El promedio seguido de
letras diferentes en superindice en la misma columna difieren
de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

4.8.2 Caracterizacion de microparticulas de pectina recubiertas con gelatina de
piel de Pseudoplatystoma fasciatum

Tabla 12. Composicion centesimal de microparticulas recubiertas con gelatina

de piel de Pseudoplatystoma fasciatum

Microparticulas Composicién centesimal en base seca (%)

Recubiertas Humedad Proteina Ceniza Lipido Carbohidrato (*)
MPRGD2 82.72+1.48% 53.97+1.02° 0.16+0.12% 22.21+0.85% 24.42
MPRGD4 82.85+0.69% 54.74+1.18° 0.13+0.02° 21.07+1.08% 24.84
MPRGD6 83.90+1.15% 58.01+1.35° 0.15+0.03% 22.52+0.99° 21.22
MPRGDS8 83.92+0.47% 64.56+0.98* 0.16+0.02°  20.93+0.91° 20.41

Promedio + desvio estadistico (n=3); (*) por diferencia. El promedio seguido de letras diferentes
en superindice en la misma columna difiere de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

La adsorcion de proteina sobre la superficie de las microparticulas de
pectina fue significativamente mayor cuando fue utilizado gelatina en las
concentraciones estudiadas. La adsorciébn de moléculas de proteina forma
numerosos contactos con la superficie del adsorbente, lo cual promueve alta

adsorcion. Dependiendo de la concentracion de moléculas de proteina en

51



solucion, reacciones de intercambio pueden llevar a un ndmero creciente de
moléculas adsorbidas. Probablemente la interaccion es dependiente de las
interacciones laterales entre las moléculas de proteina. La forma del polimero
también puede tener una influencia pronunciada en la adsorcion de proteinas.
Para investigar los efectos de la arquitectura en adsorcion de proteinas,
diferentes superficies geométricas, incluidas las ranuras. Se han examinado
crestas, hoyos, pilares y nano-islas, que son reconocidas como formas
fisicamente apropiadas (Michel et al. 2005). Los procesos de adsorcion estan
relacionados con las propiedades de materiales, asi como a la naturaleza de las

proteinas (Ma, Pang y Deng 2019).

Las interacciones de biopolimeros con grupos carboxilo ("COOH),
hidroxilo ("fOH), amino (-NH2) y metilo ("CHs3) han sido estudiados por sus
funcionalidades (Thevenot, Hu y Tang 2008). Muchos estudios han investigado
la influencia de estos grupos funcionales en la adsorcion de proteinas. Se ha
demostrado que el agua podria influenciar sobre la adsorcion a superficies que
contienen grupos hidroxilo (Benesch et al. 2001). En estudio reciente utilizando
gelatina y alginato se descubri6 que los compuestos resultantes podrian
disminuir la velocidad de adsorcién y obviamente mejorar la adsorcion, debido a
mayor interaccion inducido por grupos amino protonados en las cadenas de
gelatina (Ma et al. 2019).

4.9 Morfologia, microestructura y tamafio de microparticulas, con y sin

recubrimiento proteico
4.9.1 Morfologia de microparticulas producidas por gelificacion idénica

Las observaciones visuales de las microparticulas mostraron estructuras
firmes y compactas. La concentracién de pectina en solucion utilizada para
producir las microparticulas, fue mayor (2.5%) a lo convencionalmente utilizado
(2%), debido a la débil interaccién entre las cargas negativas de la pectina con
los cationes de la solucion de cloruro de calcio, resultando mas fuerte cuando
utilizamos alginato (Grant et al. 1973). La imagen de la microparticula humeda
producida por gelificacion ionica (Figura 11), permite evaluar las caracteristicas
morfoldgicas, en la que se observa la formacion de una matriz multinucleada,

con gotas de aceite distribuidas en toda la extension de la matriz.
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Figura 11 — Foto de microparticula de pectina sin recubrimiento obtenida
por microscopia 6ptica. Escala = 100 pum.

4.9.2 Morfologia de microparticulas producidas por gelificacion idnica,
recubiertas con proteinas de sangre bovino y gelatina de piel de
Pseudoplatystoma fasciatum.

La Figura 12, muestra las imagenes de la morfologia de las
microparticulas recubiertas con proteinas de sangre bovino y gelatina de piel de
Pseudoplatystoma fasciatum cuando fue utilizado la menor (2%) y mayor (8%)
concentracion de proteina en soluciones obtenidas por microscopia 6ptica. El
recubrimiento proteico no afectd las estructuras de las microparticulas. Sin
embargo, se puede apreciar claramente la proteina que fue adsorbida en la
superficie de las microparticulas. Microparticulas recubiertas con proteinas de
sangre bovino muestran una aparente superficie rugosa en comparacion con la
superficie de las microparticulas que absorbieron gelatina de piel de
Pseudoplatystoma fasciatum. Asimismo, se observd que las microparticulas

recubiertas con sangre bovino adquirieron una coloraciéon marron intensa.

53



MPRSB2 MPRSB8

Figura 12: Imagen obtenida por MICROSCOPIA OPTICA: MPRSB2 y MPRSBS, microparticulas
recubiertas con proteinas de sangre bovino de 2 y 8%, respectivamente; MPRGD2 y MPRGDS,
microparticulas recubiertas con gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum de 2 y 8%,
respectivamente. Barra MO = 100 um. Objetivo: 40x.

4.9.3 Microestructura de microparticulas con y sin recubrimiento proteico

La observacion de las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de
barrido muestra que, las microparticulas aparentemente soportaron el proceso
de secado, sin embargo, es posible observar que las macroparticulas sin
recubrimiento muestran alta fragilidad. Con relacion a las microparticulas
recubiertas, la Figura 13, muestra rugosidad en la superficie de las
microparticulas recubiertas con proteinas de sangre bovino que podria estar
relacionado con la proteina adsorbida. Resultados semejantes fueron
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observados en microparticulas de pectina conteniendo aceite de girasol (Souza
et al. 2012).

MPGI — MPGI

Figura 13: Imagen obtenida por MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB). MPGI:
microparticulas de pectina conteniendo gotas de aceite. MPRSB8: microparticulas de pectina
recubiertas con proteinas de sangre bovino 8%.

4.9.4 Tamafio de microparticulas con y sin recubrimiento proteico

Los tamafios medios de las microparticulas de pectina recubiertas con
proteinas de sangre bovino y gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum
fueron determinados por microscopia Optica. Los tamafios son presentados en
la Tabla 13.

El tamafio medio de las microparticulas pectina recubiertas, fue
determinado por microscopia Optica para evaluar la influencia del recubrimiento
proteico sobre las microparticulas. El tamafio y la forma de las microparticulas
son parametros importantes que deben tenerse en cuenta en la formulacion de
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productos alimenticios, ya que se desean microparticulas esféricas con una
distribucion uniforme del tamafio para la incorporacion de ingredientes

funcionales activos.

Tabla 13. Tamafio de microparticulas recubiertas con proteinas de sangre bovino
y gelatina de piel de Pseudoplatystoma fasciatum.

Proteina en Tamarfio (um)

solucién (%) MPRSB MPRGD
0 185.20+13.49 187.1049.83
2 169.70+13.49 197.44+8.48
4 163.304+9.25 206.23+5.44
6 160.28+19.52 204.94+10.47
8 161.05+18.24 215.12+8.88

Promedio * desvio estadistico (n=300)

Los resultados muestran que el tamafio de las microparticulas recubiertas
con proteinas de sangre bovino disminuy6 cuando fueron comparados con el
tamafio de las microparticulas sin recubrimiento (185.20um+13.49). Con relacion
al tamafio de las microparticulas recubiertas con gelatina de piel de
Pseudoplatystoma fasciatum, comportamiento diferente fue observado, el
tamafio se increment6 a 215.12+8.88 um cuando comparado a 187.10 £9.83 um
(Tabla 13). Los tamafios obtenidos fueron préximos a 225.8+ 41.90 um

encontrados por Rodrigues et al. (2014).

Convencionalmente las larvas de peces son pequefias cuando
eclosionan. En consecuencia, ellos necesitan dietas pequefias durante las
primeras etapas de vida (Conceicao et al. 2010). Por otro lado, los tamafios
obtenidos también fueron compatibles al tamafio de alimentos vivos de larvas
que incluyen rotiferos (80 a 280 um) y nauplios de Artemia (250 a 350 um) (Dhont
et al. 2013). En otros trabajos para alimentacion de larvas de peces se utilizaron
dietas inertes de tamafnos 50 a 300 um (Villamar y Langdon 1993) y 250 a 425
pum (Guthrie et al. 2000).

La diferencia en las dimensiones de las microparticulas puede explicarse
por la naturaleza de las estructura de las proteinas, las proteinas de sangre
bovino presentan estructura globular, que se desdoblan para realizar
interacciones con grupos carboxilicos disociados de la pectina; la gelatina tiene

estructura lineal, que realiza mayoritariamente interacciones proteina—proteina
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promoviendo diferentes enlaces como de hidrogeno (Gomez-Guillen et al. 2011).
Varios factores pueden afectar o incluso controlar el tamafio y la forma de las
microparticulas a base de polisacéridos reticuladas i6Gnicamente. El tamafio y
forma de las microparticulas pueden verse afectadas por la velocidad de flujo de
la solucién polimérica, diametro de la aguja, las condiciones de gelificacion, asi

como la viscosidad de la solucion.

La caracterizacion y evaluacion de las microparticulas incluyen la
morfologia y microestructura a través de la microscopia 6ptica y electronica de
barrido, distribuciéon de tamafio, composicion de la membrana, relleno y
mecanismos de liberacidén. Sin embargo, las caracteristicas funcionales como
capacidad de retencion del compuesto encapsulado, integridad y digestibilidad
se realiza de acuerdo con la aplicacion del producto encapsulado (Jones y
McClements 2011).

4.10 Produccién de peroxidos en microparticulas para alimentacion de larvas

de peces

Microparticulas de pectina recubiertas con proteinas de sangre bovino y
gelatina de piel de doncella conteniendo una mezcla de aceites salmo (salmon),
Plukenetia volubilis (sacha inchi) Mauritia flexuosa y (aguaje) fueron producidos
con la finalidad de brindar una alternativa para alimentar larvas de peces
carnivoros. Debido a la incorporacién de aceites conteniendo acidos grasos
poliinsaturados  susceptibles de dafio oxidativo, fueron evaluados.
Microparticulas recubiertas con la mayor concentracion de proteina en solucién
fueron utilizados después de la liofilizacidén y la estabilidad oxidativa del aceite
encapsulado fue evaluada por el indice de perdxidos durante dos quincenas
almacenados a temperatura ambiente. Los indices de peroxidos del aceite

encapsulado en las microparticulas se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Variacion del indice de peréxido del aceite encapsulado durante

30 dias.
. . indice de peroxidos (mg MDA/kg Aceite)
Tiempo (dias) MPRSBS MPRGDS
0 0.33+0.07° 0.33+0.07°
15 0.75+0.10° 0.91+0.05°
30 1.20+0.082 1.38+0.252

Los valores, representan valores de tres determinaciones. Los promedios seguidos de
letras diferentes en superindice en la misma columna difieren de acuerdo a la prueba
Tukey (p<0.05).

Inicialmente, de acuerdo con la Tabla 14, en el tiempo cero, el aceite
microencapsulado presente el nivel mas bajo de oxidacion 0.33+0.07 mg MDA/kg
de aceite. Después de 15 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, el
aceite encapsulado en las microparticulas incrementé su nivel de oxidacién
independiente del tipo de proteina utilizado para la cobertura. En la cuarta
semana de almacenamiento el aceite microencapsulado muestra
comportamiento semejante, con incremento del nivel de oxidacion.
Microparticulas de pectina recubiertas con proteinas de sangre bovino se
muestran mas perfectivas, considerando el menor indice de oxidacion

(1.20£0.08) a la cuarta semana de almacenamiento.

En trabajo realizado por Tello et al. (2015), utilizaron microparticulas de
pectina y alginato recubiertas ambas con proteinas de suero de leche y
ovoalbumina, siendo las macroparticulas de pectina recubiertas con
ovoalbumina la que mejor proteccion ofrecio frente a la oxidacion del aceite
encapsulado. Del analisis de los resultados de oxidacion del presente trabajo
indican que la produccién de peréxidos continda en aumento en los dos sistemas
de microparticulas. Sin embargo, en ninguno de los sistemas podemos afirmar

que la oxidacion concluyo la fase de terminacion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Alto contenido proteico (18%) y ceniza (0.45%) fue determinado en sangre
bovino en estado natural.

La cuantificacion de proteina como variable de respuesta al estudio de
optimizacién de secado de sangre bovino utilizando el grafico de la metodologia
de superficie de respuesta y grafico de contorno, donde el maximo valor se
encuentra localizado en la region que pertenece a la combinacion de temperatura
(~135 - 150° C) y velocidad de flujo (6 — 8 mL/min), que representan los valores
Optimos.

Microparticulas de pectina producidos por gelificacion idnica, mostraron alta
eficiencia de encapsulacion indicando que la técnica utilizada es adecuada para

encapsulacion de sustancias hidrofébicas.

El tamafio de las microparticulas con recubrimiento (161.05+18.24 pym vy
215.12+8.88 um) son proximos a los tamafios de alimentos vivos utilizado en la
alimentacion de larvas de peces como rotiferos (80 a 280 um) y nauplios de
Artemia (250 a 350 pm).

Altos valores de adsorcién de proteina presentan las microparticulas de pectina
recubiertas. El aumento de proteina en solucion aumento la cantidad de proteina
adsorbida independientemente del tipo de proteina. El incremento de proteina

adsorbida incrementa la cantidad de materia seca de las microparticulas.

Microparticulas recubiertas con proteinas de sangre bovino muestran alto

contenido de hierro en todas las concentraciones de proteina utilizadas.

La microscopia Optica evidencia que las microparticulas presentan forma

esférica con distribucion de las gotas de aceite en toda la matriz polimérica.

La combinacion de la técnica de gelificacion idnica y la interaccion electrostatica
produjo una matriz para alimentacion (Proteina ~60%, lipido ~20%) de larvas de
peces carnivoros como alternativa al alimento vivo (Artemia: proteina ~52%,
lipido ~19).
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CAPITULO VI RECOMENDACIONES

o Formular productos alimenticios utilizando sangre bovino en polvo como

fuente de hierro heme para mitigar deficiencias de micronutrientes.

o Formular alimento para peces utilizando sangre bovino en polvo mediante

tecnologias como extrusion.

o Desarrollar investigaciones utilizando la técnica de gelificacion idnica para

incorporar materias primas como la maca.

o Realizar ensayos biolégicos con larvas de peces con microparticulas
obtenidas en este estudio con la finalidad de evaluar su eficiencia

nutricional.
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