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RESUMEN

El presente estudio se desarroll6 en el Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales de la UNAP en el afio 2022 y se centra en evaluar la
bioaccesibilidad de los acidos docosahexaenoico (DHA), eicosapentaenoico
(EPA) y o-linolénico (ALA) en hamburguesas de boquichico
(Prochilodus nigricans) elaboradas con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) y de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
microencapsulados. La estructura de las microparticulas fue modificada con
enzima transglutaminasa y adicionadas a las hamburguesas. Los &acidos
grasos DHA, EPA y ALA liberados durante la simulacién gastrointestinal
in vitro mostraron un comportamiento similar, la mayor cantidad liberada se
observé en la etapa intestinal seguida de la etapa gastrica y bucal. Los
porcentajes bioaccesibles de DHA, EPA y ALA en la hamburguesa
enriquecida con aceite de pescado (HAP) fueron 44.04 +5.58 %,
50.54 £ 0.94 % y 30.56 + 2.57 %, respectivamente y en la hamburguesa
enriquecida con aceite de sacha inchi (HASI) fueron 31.01 £10.16 %,
41.64 £5.79 % y 35.40 + 7.24 %, respectivamente. La hamburguesa HAP
alcanza a suministrar la cantidad de EPA + DHA recomendada de consumo
por dia. Finalmente, se muestra la importancia de cuantificar la cantidad de
EPA y DHA en el alimento enriquecido y también la cantidad bioaccesible de
estos compuestos en la matriz alimenticia.

Palabras clave: Bioaccesibilidad, Microencapsulacion, Omega-3, Aceite.
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ABSTRACT

The present study was developed at the UNAP Natural Resources
Research Center in 2022 and focuses on evaluating the bioaccessibility of
docosahexaenoic (DHA), eicosapentaenoic (EPA) and a-linolenic (ALA) acids
in hamburgers of boquichico (Prochilodus nigricans) made with
microencapsulated oil from fish (Brevoortia tyrannus) and sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.). The structure of the microparticles was modified with
the enzyme transglutaminase and added to the hamburgers. DHA, EPA and
ALA fatty acids released during in vitro gastrointestinal simulation showed a
similar behavior, the highest amount released was observed in the intestinal
stage followed by the gastric and buccal stage. The bioaccessible percentages
of DHA, EPA and ALA in the burger enriched with fish oil (HAP) were
44.04 +£5.58 %, 50.54 £ 0.94 % and 30.56 + 2.57 %, respectively, and in the
burger enriched with sacha inchi oil (HASI), were 31.01+£10.16 %,
41.64 £ 5.79 % and 35.40 + 7.24 %, respectively. The HAP burger reaches the
amount of EPA + DHA recommended for consumption per day. Finally, the
importance of quantifying the amount of EPA and DHA in the fortified food and
the bioaccessible amount of these compounds in the food matrix is shown.

Keywords: Bioaccessibility, Microencapsulation, Omega-3, Oil.
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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido no Centro de Pesquisa de
Recursos Naturais da UNAP em 2022 e tem como foco avaliar a
bioacessibilidade dos acidos docosahexaendico (DHA), eicosapentaendico
(EPA) e o-linolénico (ALA) em hamburgueres de boquichico
(Prochilodus nigricans) elaborados com o6leo de peixe menhaden
microencapsulado (Brevoortia tyrannus) e sacha inchi (Plukenetia volubilis L.).
A estrutura das microparticulas foi modificada com a enzima transglutaminase
e adicionada aos hamburgueres. Os acidos graxos DHA, EPA e ALA liberados
durante a simulagao gastrointestinal in vitro apresentaram comportamento
semelhante, a maior quantidade liberada foi observada na fase intestinal
seguida pelas fases gastrica e oral. As porcentagens bioacessiveis de DHA,
EPA e ALA no hamburguer enriquecido com oleo de peixe (HAP) foram
44.04 + 5.58 %, 50.54 + 0.94 % e 30.56 + 2.57 %, respectivamente, e no
hamburguer enriquecido com o6leo de sacha inchi (HASI) foram
31.01 £10.16 %, 41.64+5.79 % e 3540 + 7.24 %, respectivamente. A
hamburgueria HAP consegue fornecer a quantidade recomendada de
EPA + DHA para consumo por dia. Por fim, mostra-se a importancia de
quantificar a quantidade de EPA e DHA no alimento enriquecido e também a
quantidade bioacessivel destes compostos na matriz alimentar.

Palavras chave: Bioacessibilidade, Microencapsulagégo, Omega-3, Oleo.
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INTRODUCCION

La adicion de compuestos bioactivos, como el acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6n-3), el acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n-3), y el acido alfa
linolénico (ALA; C18:3n-3) a los alimentos ha cobrado una importancia
creciente en los ultimos afos'®. Esto se debe principalmente a los efectos
beneficiosos de estos acidos grasos®'° que incluyen promover el desarrollo
del cerebro, el higado de los bebés y disminuir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, trastornos inflamatorios, tumores'' y también al consumo
insuficiente de alimentos que los contienen'. Es por lo que, diferentes
instituciones de salud han establecido recomendaciones dietéticas para la
ingesta diaria de EPA mas DHA y son aproximadamente de 0.25 a
0.50 g/dia”- 3-8 asi mismo recomiendan la ingesta de ALA en 1.6 g/dia

(hombres) y 1.1 g/dia (mujeres)'®.

La carne y los productos carnicos como las hamburguesas son
alimentos que se aprecian porque son fuentes importantes de proteinas de
alta calidad, asi como de algunas vitaminas (especialmente vitamina B6 y
B12) y minerales (hierro, selenio y zinc)?°. Sin embargo, estos productos a
veces son cuestionados debido a su contenido graso, especialmente en
relacion con la proporcion de acidos grasos saturados (AGS) y al bajo

contenido de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)32122,

Existen muchas investigaciones que han probado diferentes
estrategias en productos carnicos de gran aceptaciéon para aumentar el
contenido de DHA, EPA y ALA. Existen reportes sobre la incorporacion de
aceites de pescado, algas y aceites vegetales, a granel o emulsionados?3-%,
Sin embargo, una de las principales preocupaciones del enriquecimiento con
AGPI omega-3 es su alta susceptibilidad a la oxidacion?®, lo que implica una
pérdida nutricional, rancidez inaceptable y mal olor, asi como liberacion de
productos oxidados no saludables®*3' que en algunos casos no se puede
evitar a pesar del uso de sustancias antioxidantes®-38, Otra de las

preocupaciones importantes es la liberacion de los AGPI omega-3 en los



intestinos durante el proceso digestivo que esta en relacion con la estabilidad

que se requiere frente a las condiciones gastricas®

Algunos investigadores estan ensayando la adicion de aceite de
pescado y aceites vegetales microencapsulados con la finalidad de enriquecer
productos carnicos, no encontrandose efectos negativos marcados?3240-44, E|
proceso de microencapsulacion se basa en crear una barrera fisica entre los
compuestos encapsulados y el medio ambiente, reduciendo el contacto y la
reactividad con agua, oxigeno, hierro y otros promotores oxidantes37-38:45.46,
Se han utilizado diferentes tipos de microcapsulas de aceite de pescado y de
aceites vegetales para enriquecer productos carnicos*’-5'. Existen estudios
que han evaluado la influencia de la adiciébn de microcapsulas de aceite de
pescado y de aceites vegetales sobre la composicion proximal de los
productos enriquecidos, la estabilidad a la oxidaciéon de los lipidos, los
atributos sensoriales y solo algunas pocas investigaciones sobre el porcentaje
bioaccesible de EPA y DHA241.5253_Sin embargo, no existe ninguna referencia
sobre el porcentaje bioaccesible de DHA, EPA o ALA en hamburguesas de

pescado.

Entre las diferentes tecnologias de microencapsulacion que existen, la
basada en la coacervacién se esta utilizando cada vez mas en las industrias
alimentaria y farmacéutica debido a su bajo costo, alta eficiencia de
encapsulacion, alta carga util, condiciones de procesamiento suaves como el
uso de bajas temperaturas ademas de conferir estabilidad oxidativa en el caso
de encapsulacion de lipidos®*. Cuando se desarrollan nuevos vehiculos de
compuestos lipidicos bioactivos, es necesario saber cual es su
comportamiento durante el proceso de digestibn, asi como su
bioaccesibilidad. Estudiar la bioaccesibilidad de los componentes bioactivos
que forman parte de una matriz alimenticia requiere del uso de un protocolo
de digestion in vitro adecuado que permita simular de forma fiable la digestion
humana. El modelo de digestion in vitro que actualmente se esta empleando

para este tipo estudios es el protocolo propuesto por INFOGEST 2.0%.

Considerando todos estos aspectos, el presente trabajo plantea

responder al siguiente problema de investigacion: ¢ Cual es el porcentaje
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bioaccesible de DHA, EPA y ALA presente en la hamburguesas de
Boquichico (Prochilodus nigricans) bajas en sodio y enriquecidas con
acidos grasos poliinsaturados? y como objetivo determinar el porcentaje
bioaccesible de los acidos grasos DHA, EPA y ALA en hamburguesas de
boquichico (Prochilodus nigricans) bajas en sodio elaboradas con aceite
de pescado (Brevoortia tyrannus) y de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
microencapsulados por el método de coacervacion compleja, de tal
manera que se pueda probar la hipétesis de investigacidn que plantea que
existe un porcentaje bioaccesible de DHA, EPA y ALA contenidos en la
hamburguesa de boquichico (Prochilodus Nigricans) bajas en sodio

enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados.

La justificacion del presente trabajo de investigacion radica en que,
si se desarrolla un alimento enriquecido, no basta con agregar a la matriz
alimenticia un nutriente o sustancia que aumente su valor nutricional y sus
propiedades beneficiosas para la salud, sino que es necesario conocer que
porcentaje de esos nutrientes se libera en el proceso digestivo
(bioaccesibilidad) para estar disponibles posteriormente en el torrente
sanguineo (biodisponibilidad). Los resultados del presente trabajo tienen
gran relevancia puesto que en la actualidad existe un gran interés a nivel
global en la industria y en la comunidad cientifica de producir alimentos
funcionales dado que los consumidores estan cada dia mas interesados

en cuidar su salud y en consumir alimentos saludables.

La produccion de hamburguesas de pescado boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecidas con DHA, EPA y ALA se constituyen
en una propuesta que pueden ser aprovechada tanto por el sector publico
como por el sector privado para establecer una industria sustentable que
permita estimular la produccién piscicola en la Region Loreto, dar uso a su
gran infraestructura no aprovechada y poner en valor la crianza comercial

de peces amazdnicos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes.

Incorporar elementos bioactivos en los alimentos procesados como
parte de su composicion no garantiza que estaran disponibles para que el
organismo los metabolice. Durante el proceso de digestion, un porcentaje
de los nutrientes se liberan de la matriz alimenticia para ser absorbidos
(bioaccesibilidad) y pasar al torrente sanguineo donde finalmente, una
parte de la fraccién bioaccesible, sera aprovechada en las diferentes

funciones del organismo (biodisponibilidad).

Los nutrientes estudiados en el presente trabajo de investigacion
son los acidos grasos poliinsaturados acido docosapentaenoico (DHA),
acido eicosapentaenoico (EPA) y acido a-linolénico (ALA) provenientes de
los aceites microencapsulados de menhaden (Brevoortia tyrannus) y de
sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) y de la propia pulpa del pescado que
se ha utilizado para la elaboracion de las hamburguesas. Algunos
antecedentes de las fuentes y beneficios de estos acidos grasos se

detallan a continuacion.

Un primer aspecto que se debe tomar en consideracion desde el
punto de vista de la nutricion es que, si bien es cierto que el pescado es
una de las fuentes principales de acidos grasos poliinsaturados EPA y
DHA, con sodlo ingerir este tipo de alimento no es posible alcanzar el nivel
minimo de ingesta recomendado. Una forma facil de incrementar la
cantidad que se debe ingerir de acidos grasos poliinsaturados EPA y DHA
es mediante el uso de suplementos constituidos por aceites de pescado
ahora disponibles como aceite de pescado purificado o concentrado®. Sin
embargo, otro aspecto a considerar es que, al enriquecer productos
alimenticios con aceite de pescado, tiene el inconveniente de que son
susceptibles a la oxidacion®’ lo que a su vez genera productos oxidados
no saludables, rancidez, pérdida nutricional y mal sabor en el producto®.

Por consiguiente, se han evaluado diferentes estrategias para enriquecer
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la carne, productos carnicos y otros alimentos con acidos grasos
poliinsaturados y se ha determinado que la técnica de microencapsulacion

es una de las mas apropiadas?3%-44:47,52,59-64

Se ha evaluado la bioaccesibilidad de los acidos grasos EPA y DHA
en dos tipos de microcapsulas de aceite de pescado tanto como producto
puro y agregado a dos tipos de productos carnicos. Para producir las
microcapsulas se utilizé como encapsulante lecitina—maltodextrina (LM) y
lecitina + quitosano—maltodextrina (LQM) respectivamente. Los productos
carnicos fueron elaborados con carne de cerdo picada (65%), grasa
abdominal picada (15%), agua (20%), sal (20 g/kg) y las microparticulas
correspondientes para el caso de los productos enriquecidos. La mezcla
fue amasada en un equipo Thermomix, se introdujo en tubos Falcon de 50
mL, se cocié en un bafio de agua a 80 °C por 15 minutos (CC), el otro
producto se elabor6 con carne de cerdo picada (87%), grasa abdominal
picada (13%), sal (20 g/kg) y las microparticulas correspondientes para el
caso de los productos enriquecidos, la mezcla también se amaso utilizando
un equipo Thermomix, se colocé en tubos Falcon de 50 mL y se someti6 a
un proceso de curado en seco a 15 °C y 80% de humedad relativa durante
12 dias (CS). En ambos sistemas, la cantidad de LM y LQM anadida fue
de 3y 5 g, respectivamente, por 100 g de masa. Este estudio demostré
que el mayor porcentaje de EPA y DHA liberado durante la digestion
in vitro se encontré en CC-LM, seguido de CC-LQM, LQMy LM, y CS-LQM
y CS-LM. Asi, se determin6 que las caracteristicas de las microcapsulas y
del tipo de producto carnico influyen tanto en el enriquecimiento como en
la bioaccesibilidad de EPA y DHASS,

En un trabajo de investigacion se estudi6é la composicion lipidica
(Tabla Ne 1) y la bioaccesibilidad en sardinas (Sardina pilchardus) y en
jurel  (Scomber japonicus) en conserva, encontrando que la
bioaccesibilidad dependia de la especie del pescado enlatado, observando
que los niveles de bioaccesibilidad de los lipidos y los acidos grasos
poliinsaturados omega-3 EPA y DHA eran mayores en sardina que en jurel.

Concluyeron ademas que, el consumo diario de 278 g de jurel en lata o



47 g de sardina en lata garantizaria la ingesta recomendada de
EPA + DHA por dia®®.

Tabla Ne 1. Contenido de grasa (% de peso humedo) y perfil de acido graso (en % de
acidos grasos totales y en mg/100 g de peso humedo) de los filetes de jurel
(Scomber japonicus) y sardina (Sardina pilchardus) en conserva.

Jurel enlatado

Sardina enlatada

Grasa total (% peso humedo) (% peso humedo)
Grasa 48+0.0 125+ 0.0
) Jurel enlatado Sardina enlatada
Acido graso

(%) (mg/100g) (%) (mg/100 g)
14:0 0.7 £ 0.024 29+0 3.7 £ 0.0bA 431+4
16:0 12.7 £ 0.12A 548 +3 16.5 + 0.1A 1900 + 16
18:0 43+0.124 187 +2 4.0+ 0.004 643+ 3
*AGS 19.0 £ 0.2°4 823+7 25.9 + 5.70A 2979 + 17
16:1 w7 1.3+0.0% 57 +1 4.3 +0.004 494 + 4
18:1 w9 55.9 + 0.2aA 2422 +9 35.2 £ 0.254 4051 + 22
20:1 w11 0.1 £0.024 4+0 0.3 +£ 0.0bA 31+4
AGMI 58.7 + 0.63A 2543 + 27 42.7 £ 5.8bA 4915 + 23
18:2 w6 7.4 +0.12A 318+3 3.1£0.00 35310
20:4 w6 0.6 £ 0.024 25+0 0.9 + 0.0~ 107 +1
18:3 w3 0.6 £ 0.024 27 +1 0.4 + 0.0bA 51+0
18:4 w3 0.3+0.0%4 14 + 1 0.9 £ 0.0°A 99+0
20:4 w3 0.1+ 0.0 6+0 0.6 £ 0.0°A 69+0
20:4 w3 0.1 £0.024 610 0.6 + 0.0bA 69+0
20:5 w3 2.3+0.0%4 100+ 2 10.9 £ 0.0 1252+ 5
22:5 w3 0.4 +0.0%4 19+0 1.9+ 0.004 223+2
22:6 w3 7.8+0.12A 338+4 5.0 £ 0.1°A 575+ 6
>AGPI 20.7 + 0.23A 893+ 10 27.4 + 6.1 3156 + 15
w3 11.9 +£0.22A 514+ 8 21.4 £+ 6.5 2461+ 15
T w6 8.4+0.12A 363+3 4.4 + 2454 502 + 1
T w3/Z wé 1.42+0.012A 1.42 1 0.01 4.9 + 0.02vA 490 £ 0.02

Fuente: Garcia et al.®®



En otro estudio se investigd mediante un modelo de digestién
in vitro, los efectos del nivel de grasa, proteinas y otros componentes en
la bioaccesibilidad de los lipidos, la bioaccesibilidad de los lipidos totales y
los acidos grasos particulares de las muestras de peces con diferentes
niveles de grasa (5.4% p/p, 10.2% p/p, y 16.6% p/p) y el suplemento de
aceite de higado de bacalao en diferentes cantidades (82, 154, 313, 604 y
1027 mg). Se encontré que la digestion de las muestras de pescado y
aceite (hasta 154 mg) medida por la desaparicion de triacilglicerol (TAG)
fue completa. La lipdlisis se vio afectada por altas cantidades de aceite
(=313 mg). Los perfiles de acidos grasos bioaccesibles tenian similitudes
con los perfiles de acidos grasos iniciales (antes de la digestion). Sin
embargo, los contenidos totales de acidos grasos monoinsaturados
(AGMI) y acido oleico fueron mayores en la fraccion bioaccesible. La
bioaccesibilidad de EPA y DHA fue generalmente menor que la del acido
oleico y los AGMI total. El nivel de grasa no afectd la bioaccesibilidad de
los acidos grasos. Por otro lado, las proteinas y otros componentes
pueden haber interferido en la bioaccesibilidad de los lipidos y se
descubrié que la reduccion de la bioaccesibilidad era mayor cuando la
proporcion de la fraccion de lipidos a la fraccidon no-lipidica (principalmente

proteina) era menor®®.

Se ha comparado la bioaccesibilidad del EPA en las formas de
monoacilglicerol (EPA-MAG), triacilglicerol (EPA-TAG) y fosfolipidos
(EPA-FL) durante el paso gastrointestinal utilizando un modelo
gastrointestinal dinamico (sistema MGD). El sistema MGD simulé las
condiciones promedio del tracto gastrointestinal superior de adultos
humanos sanos después de la ingesta de una comida (condiciones de
estado alimentado). En este estudio, los tres aceites ricos en EPA se
homogeneizaron por separado con leche entera para obtener emulsiones
de aceite en agua. Se afadio yogur natural a la mezcla en una relacion
emulsion/yogur de 4:1 (p/p) como matriz alimenticia de los productos de
prueba. Los resultados mostraron que las comidas de prueba que
contienen EPA-FL abandonaron el compartimento del estbmago de

manera mas eficiente en comparacion con el vaciado gastrico de
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EPA-MAG y EPA-TAG. Los FL también mostraron una significancia mayor
(P < 0.05) de bioaccesibilidad de EPA (75-80%) en comparacién con MAG
(30%) y TAG (38%). Los resultados de este trabajo indicaron que EPA-FL
es una forma mas efectiva de EPA para una mayor bioaccesibilidad de

lipidos que MAG y TAG en las condiciones de prueba®”.

Se ha estudiado la bioaccesibilidad de DHA en férmulas infantiles y
en leches para nifios en edad preescolar®®. Se utilizaron para este estudio,
cuatro muestras comercialmente disponibles en el mercado brasilefio, dos
férmulas infantiles y dos leches para nifios en edad preescolar, todas con
etiquetas que indican que contienen DHA. La digestion in vitro de todas las
muestras se realizé de acuerdo con el protocolo Infogest 2.08%, a parte se
hizo la digestion de las formulas infantiles, utilizando el método descrito
por Ménard et al.”® que es especifico para simular la digestion de lactantes
de 0 a 6 meses de edad, este método no incluye la fase oral, y fue
modificado mediante el uso de los fluidos simulados descritos por
Infogest 2.0%°. Los resultados respecto a digestion simulada de las
muestras de las formulas infantiles reportaron que el contenido de DHA
bioaccesible para absorcion (Tabla Ne 2) fue el mismo en las dos muestras
(p 20.05), sin embargo, estos valores fueron menores cuando las
muestras fueron sometidas al protocolo Infogest 2.0, que no es especifico

para lactantes.

Tabla Ne 2. Contenido bioaccesible de DHA y bioaccesibilidad en formula para infantes.

Contenido de DHA

. I o
(mg/100 g de polvo) Bioaccesibilidad %

Muestra

Ménard et al.* Infogest 2.0** Ménard et al.* Infogest 2.0*

Formula infantil 1
(8 mg DHA100 mL) 7.394+0.282A 9.81+0.3028 9.14+0.22A 12.1+0.328

Foérmula infantil 2
(11 mg DHA/100 mL) 7.23+0.332A 8.20+0.418 8.940.32A 10.14+0.68

Los valores son la media () la desviacion estandar. La misma letra mindscula en la misma columna
no representa una diferencia significativa entre las muestras a un nivel del 95% (p > 0.05). Letras
mayusculas diferentes en la misma fila representa una diferencia significativa entre los métodos de
digestion in vitro a un nivel de 95% (p > 0.05). * Digestion in vitro segun Ménard et al.’? ** Digestion
in vitro segun Infogest 2.06°.



Al usar el protocolo INFOGEST 2.0%, la formula infantil 1, mostré
un contenido significativamente mayor de DHA bioaccesible que la férmula
infantil 2, a pesar de la presencia de fosfolipidos de huevo adicionales en
la férmula infantil 2, ingrediente que supuestamente podria mejorar la
bioaccesibilidad de DHA. En consecuencia, la bioaccesibilidad del DHA de
las férmulas infantiles siguié la misma tendencia (Tabla Ne 2), siendo en
promedio 9.0% cuando las muestras fueron digeridas por la digestion
simulada especifica para infantes.

Tabla Ne 3. Contenido bioaccesible de DHA y bioaccesibilidad en leche infantil
preescolar.

Contenido de DHA

. I o/ %
Muestra (mg/100 g de polvo) * Bioaccesibilidad (%)
Leche infantil preescolar 1 9.22+0.692 6.9+0.52

Leche infantil preescolar 2 9.37+0.532 7.2+0.42

Los valores son la media () desviacidon estandar. La misma letra mindscula en la misma columna
no representa una diferencia significativa entre las muestras a un nivel del 95% (p = 0,05).
* Digestion in vitro segun Infogest 2.069,

El contenido de DHA bioaccesible (Tabla Ne 3) fue el mismo en la
leche infantil 1 y la leche infantil 2 (p > 0.05), asi como la bioaccesibilidad
de DHA que fue en promedio 7.1%, indicando que ambos productos tienen
la misma cantidad de DHA disponible para absorcion.

En otro estudio, se midi6é la bioaccesibilidad de EPA + DHA en
microparticulas y nanoparticulas lipidicas cargadas con aceite de pescado
menhaden preparadas mediante atomizacion y expandidas con CO2. Se
realizd un proceso de digestion secuencial in vitro segun el método de
Minekus et al.”' y Ubeyitogullari et al.”? con ligeras modificaciones. Las
muestras estudiadas fueron, aceite de pescado crudo, mezcla de aceite de
soya totalmente hidrolizadas a granel con aceite de pescado crudo, mezcla
fisica de microparticulas lipidicas sdlidas huecas vacias con aceite de
pescado crudo y microparticulas cargadas de aceite de pescado. Como

resultado se obtuvo que las particulas cargadas de aceite de pescado
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tuvieron la mayor bioaccesibilidad de EPA + DHA (18.2 + 1.3 %), seguido
de la mezcla fisica de particulas vacias y aceite de pescado (14,0 £ 0,4 %)
y aceite de pescado crudo (9.7 £ 0,4 %), siendo la mezcla fisica de aceite
de soya totalmente hidrogenado a granel y aceite de pescado la mas baja
(5,0 £0,3 %)".

La literatura sugiere que debe tenerse en cuenta que la cantidad
absorbible de un compuesto en el tracto gastrointestinal no se predice con
precision al determinar su contenido total en el producto. Esto es de suma
importancia, ya que algunos nutrientes relevantes podrian no ser
absorbidos por el organismo. Como se indico inicialmente la
bioaccesibilidad corresponde a la parte del contenido inicial que se libera
de la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal. Como resultado de
otro estudio se encontrd, que para EPA y DHA, los porcentajes de
bioaccesibilidad fueron bajos, nunca superando el 50% en corvina
(Argyrosomus regius) magro crudo, hervido y asado’*. Este porcentaje de
los nutrientes esta disponible para la absorcién intestinal, pero eso no

significa que se absorba en su totalidad de manera efectiva.

En cuanto a las fuentes vegetales de acidos grasos omega-3, un
estudio evalud la estabilidad y el perfil de liberacion de aceite de soya
aplicando la técnica de microencapsulaciéon por spray-dried y como
agentes encapsulantes utilizaron maltodextrina (MD), quitosano (QS) y
conjugados covalentes quitosano - epigalocatequina-3-galato (QSEG).
Luego las microcapsulas fueron sometidas a una simulacién de la
digestion in vitro observandose que las microcapsulas que mas retrasaron
la liberacion del aceite fueron las correspondientes a la conjugacion MD —
QSEG seguida de MD — QS y MD.

Otra experiencia reciente es el estudio del efecto de diferentes
meétodos de incorporacion del aceite de linaza sobre la bioaccesibilidad de
acido a-linolénico (ALA) en salchichas de pollo’®. En este estudio se evalud
el efecto de la adicion de: aceite de forma directa (O); aceite emulsionado
(E); aceite encapsulado liofilizado (F); aceite encapsulado liofilizado

reticulado con genipina (G); aceite encapsulado atomizado (S). Se utiliz6
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un modelo de digestion in vitro basado en los métodos de Minekus et al.”’;
Tobin, O’Sullivan, Hamill y Kenrry’® y Grasso, Harrison, Monahan, Brayden
y Brunton’” para evaluar la bioaccesibilidad del ALA en las salchichas y
como resultado se encontré que estaba entre 19.2 y 33.2 % (O: 22.6 %,
E: 26.5 %, F: 33.2 %, G: 32.1 %, S: 19.2 %, EEM = 2.05), observandose
que la mayor parte del ALA se liberé en la fase intestinal. Se concluyé que
la bioaccesibilidad de ALA en salchichas de pollo depende del método de
incorporacion del aceite y por lo tanto debe ser considerado en la

elaboracién de productos carnicos fortificados con acidos grasos omega-3.

Un evento importante para el presente estudio sucedié en el mes
de abril de 2019, en esta fecha se celebré en Granada (Espafia) la
VI Conferencia Internacional sobre Digestion de Alimentos, en el que se
presento la nueva version del modelo de digestion in vitro INFOGEST 2.0
publicado el 18 de marzo de 2019 en la revista Nature Protocols’®. La red
internacional INFOGEST esta compuesta por mas de 400 investigadores
de 44 paises con el propédsito obtener mejoras en las propiedades
saludables de los alimentos mediante el intercambio de conocimientos
sobre los procesos de digestion. Los investigadores durante muchos afos
han dedicado esfuerzos para conseguir simular la digestion de los
alimentos in vitro. Hasta ese entonces, existian mas de 130 protocolos de
investigacion que hacian imposible la comparacién de los resultados por

los grupos de investigadores internacionales.

En el 2014, INFOGEST propuso el primer modelo armonizado de
digestion estatica in vitro y desde su publicacion este método se ha
utilizado ampliamente en todo el mundo. Con la nueva versién del modelo
(INFOGEST 2.0) publicado bajo la coordinacion de André Brodkorb se
aclar6 una serie de aspectos del protocolo original. Este método se
convirtié, entonces, en el estandar académico e industrial para simular la
digestion de los alimentos. Ha sido validado en varios ensayos in vivo y
simula de forma realista la digestion gastrointestinal de los alimentos
ademas que ha sido disefiado para su uso con equipos de laboratorio

estandar, es econémico y sencillo de implementar.
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1.2,

1.2.1.

nuestro cuerpo y el medio ambiente, cuando funciona correctamente,
absorbe nutrientes al tiempo que brinda proteccién contra componentes
dafinos.
extiende desde la boca hasta el ano y puede dividirse en los tractos
superior e inferior.
eso6fago, el estbmago, el duodeno, el yeyuno y el ileon. Los tres ultimos
juntos representan el intestino delgado. El tracto inferior comprende el

intestino grueso que consiste en el ciego, el colon, el recto y el canal anal

Bases teoricas.
Digestion y absorcién.

El tracto gastrointestinal representa la interfaz mas grande entre

Segun la definicibn mas amplia, el tracto gastrointestinal se

(Figura Ne 1).

Figura Ne 1. Tracto gastrointestinal.
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Conducto pancreatico
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Colon descendente
lleon
Ciego
Apéndice Recto
Ano

Fuente: Verhoeckx K. et al”®
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Cada parte del tracto gastrointestinal tiene su propia funcién en el
proceso de digestion de los alimentos. La boca es responsable de la
masticacion y la mezcla de los alimentos con la saliva, la misma que
contiene una variedad compleja de componentes, incluida la amilasa, que
€s una enzima cuya accion cataliza la hidrdlisis del almidon en azucares.
Después de la formacién de un bolo alimenticio, la comida se transporta

via el esofago hasta el estbmago, donde se procesa mas.

El bolo alimenticio se entremezcla con enzimas como la proteasa y
la lipasa, que descomponen las proteinas y los lipidos, respectivamente.
El acido también se secreta en el estbmago y esto disminuira
gradualmente el pH del contenido y ayudara a la hidrolisis. El bolo
alimenticio se descompone en quimo, que se transporta gradualmente al
intestino delgado. En el duodeno, el pH bajo del estbmago es neutralizado
por el bicarbonato y los jugos digestivos del pancreas (enzimas digestivas
como la tripsina y la quimotripsina) y la vesicula biliar (acidos biliares). Las
enzimas digestivas descomponen aun mas las proteinas, los lipidos y el
almidén, mientras que los acidos biliares ayudan a emulsionar los

productos de la hidrdlisis lipidica en micelas8%8,

La etapa final en la digestidn de los carbohidratos y las proteinas de
la dieta ocurre directamente en la superficie de los enterocitos del intestino
delgado por las enzimas del borde estriado®. Estas enzimas, que incluyen
maltasa, sacarosa-isomaltasa, lactasa y peptidasas, son proteinas
integrales de membrana que estan presentes en los enterocitos. Los
nutrientes producidos son absorbidos principalmente por los enterocitos
del yeyuno y, en menor medida, en el ileon®. Una de las funciones
principales del intestino grueso es la absorcion de agua. Ademas, aunque
se sabe que el tracto gastrointestinal contiene una gran poblacién
microbiana, la concentracion de esta poblacion es mayor en el intestino
grueso. Muchos de estos microorganismos contribuyen a la digestion de
los componentes de los alimentos, incluidos los prebidticos como los

polisacaridos complejos que no pueden ser digeridos por enzimas
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humanas®. Después de la absorcidon de nutrientes por los enterocitos, los
compuestos, especialmente los péptidos, pueden degradarse aun mas por
las proteasas intracelulares antes de que ingresen al torrente sanguineo o
al sistema linfatico. Los nutrientes solubles en agua se liberan
principalmente en el torrente sanguineo y terminan en el higado a través
de la vena porta hepatica. Los nutrientes solubles en grasa se transportan
a la linfa después del ensamblaje en quilomicrones. Después del

reprocesamiento, estos compuestos también terminan en la sangre®.

1.2.2. Bioaccesibilidad de nutrientes.

Parte de los nutrientes contenidos en las matrices de alimentos se
extraen a través del tracto gastrointestinal y estan disponibles para
absorcion en el intestino®. Determinar el porcentaje bioaccesible de un
nutriente o bioactivo nos permite evaluar el potencial nutricional de
cualquier alimento. Un estudio de bioaccesibilidad requiere la utilizacion
de un modelo de digestion in vitro que simule de manera adecuada el
proceso de digestiéon humana. Entre las ventajas de los métodos in vitro
se encuentran su rapidez y su bajo costo; no obstante, es importante tomar
con sumo cuidado los resultados obtenidos. En el desarrollo de alimentos
funcionales o nutracéuticos las industrias, farmacéutica, parafarmacia y las
industrias alimentarias cada dia mas se apoyan en las tecnologias que
utilizan modelos de digestién in vitro, que permiten simular la digestion
gastrointestinal e incluso complementar con algunos cultivos celulares que
simulan nuestras células, para luego evaluar la biodisponibilidad de un

determinado compuesto activo?®.

1.2.3. Simulacién gastrointestinal in vitro.

El método de simulacion in vitro que se utiliza para determinar la
bioaccesibilidad de los nutrientes presentes en la carne de pescado, se
basa en un protocolo estandarizado que ha sido consensuado
internacionalmente por la red COST INFOGEST para la simulacion del
proceso gastrointestinal, en el cual se consideran las tres etapas de la

digestion: oral, gastrica e intestinal®®8’. El método esta disefiado para
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usarse con equipo de laboratorio estandar y requiere una experiencia
minima para implementarlo. Es un método de digestion estatica que utiliza
proporciones constantes de alimento que se mezclan con fluidos
digestivos a un pH constante en cada etapa de la digestion. Esto hace que
el método sea simple de usar, aunque no adecuado para simular la cinética

de la digestion.

Con este método, las muestras de alimentos se someten a una
digestion secuencial oral, gastrica e intestinal, mientras que parametros
tales como electrolitos, enzimas, bilis, dilucion, pH y tiempo de digestion
se trabajan basados en los datos fisiologicos disponibles. Este método de
digestion modificado y mejorado (INFOGEST 2.0) evita los desafios
asociados con el método original, como la inclusion de la fase oral y el uso
de la lipasa gastrica. El método se puede utilizar para evaluar los puntos
finales resultantes de la digestion de los alimentos mediante el analisis de
los productos de la digestion (por ejemplo, péptidos/aminoacidos, acidos
grasos, azucares simples) y evaluar la liberacion de micronutrientes de la
matriz alimentaria. Todo el protocolo se puede completar en
aproximadamente siete dias, incluidos aproximadamente cinco dias

necesarios para la determinacion de las actividades enzimaticas.

1.2.4. Microencapsulacion.

La microencapsulacion es una tecnologia que sirve para
proporcionar un recubrimiento a compuestos que pueden ser sélidos,
liquidos o gaseosos, utilizando diferentes tipos de materiales poliméricos.
A partir de esta técnica, se pueden alterar las propiedades coloidales y de
superficie de ciertos materiales, de tal manera que sean capaces de
proporcionar proteccion a los compuestos microencapsulados de los
efectos del ambiente y ademas controlar su liberacién en el proceso

digestivo y su consiguiente biodisponibilidad®.

Las microparticulas nos dan la posibilidad encapsular, proteger y
liberar componentes bioactivos, que incluyen farmacos, suplementos

alimenticios y compuestos nutracéuticos. La retencién y liberacion de los
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componentes bioactivos microencapsulados depende de ciertas
caracteristicas como el tamafo de poro de la microparticula, asi como, las

interacciones atractiva o repulsiva entre los bioactivos y los polimeros®°.

Las microparticulas de microgel destinadas a la ingestion oral, es
uno de los mecanismos mas comunes utilizados para la liberacion de
bioactivos es la digestion enzimatica de la red de biopolimeros. Las
microparticulas de microgel fabricadas a partir de proteinas pueden ser
digeridas por proteasas en el estomago o en el intestino delgado®,
mientras que las fabricadas a partir de almidones pueden ser digeridas por

amilasas en la boca, el estbmago o el intestino delgado®'.

Los microgeles se han utilizado para encapsular los lipidos
enriquecidos en gotitas de curcumina®. Los microgeles de carragenina
tienen estructuras relativamente fragiles que se deforman facilmente y se
alteran en el tracto gastrointestinal, liberando asi las gotas de lipidos
cargadas de curcumina. En cambio, microgeles de alginato tienen una
estructura mas robusta y retienen las gotas de lipidos en todo el tracto
gastrointestinal. La bioaccesibilidad de la curcumina es por lo tanto
considerablemente mayor cuando se encapsula en microgel de
carragenina que en los de alginato. En consecuencia, diferentes tipos de
microgeles pueden ser utilizados para obtener diferentes caracteristicas
de retencion y liberacion. El impacto del tipo de alginato, la adicidén de
inulina y dimensiones del corddn en la encapsulacion y liberacion de

polifenoles bioactivos ha sido recientemente examinados®.

1.2.5. Aplicaciones en la industria alimentaria.

La microencapsulacién ha permitido resolver diversos problemas en
relacion con el uso de ingredientes y aditivos alimenticios, dandonos la
posibilidad de manipular el producto, controlar la liberacién de los
componentes bioactivos, enmascarar sabores, limitar el uso de
saborizantes, asi como reducir la volatilidad, higroscopicidad y reactividad

con el ambiente externo, favoreciendo su estabilidad®49°.
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El uso cada vez mayor de la técnica de microencapsulacion en la
industria de los alimentos abre mayores posibilidades de aplicacion
utilizando  materiales como aceites poliinsaturados, enzimas,
microorganismos, vitaminas, colorantes, sales, aminoacidos y aceites
esenciales. Algunas de sus aplicaciones estan relacionadas con la
proteccion de los compuestos aromaticos, que se pueden perder por
evaporacion, oxidacion o por la interaccion con otros compuestos, dando
la posibilidad de una liberacion controlada de éstos®. Diversos estudios
revelan una importante expansion del mercado de la microencapsulacion
en alimentos, impulsado por el cambio de habitos alimentarios, por la
creciente demanda por innovaciones tecnologicas y busqueda de
compuestos bioactivos y funcionales, ademas de Ila creciente

preocupacion por la preservacion de los alimentos®’.

Se presenta un importante desafio en la identificacion de matrices
alimenticias que se puedan fabricar con materiales de grado alimenticio
como son las proteinas y los polisacaridos, con aplicaciéon de métodos de
fabricacion econdmicamente viables, que garanticen que las
microparticulas mantengan su funcionalidad en los productos alimenticios

y también en el paso por el tracto gastrointestinal humano®.

1.2.6. Técnicas de microencapsulacion.

La microencapsulacion es una técnica que se lleva a cabo a través
del desarrollo de ciertos procesos fisicos o mecanicos como son la
co-cristalizacién, secado congelamiento/enfriamiento, extrusion y el
secado por aspersion, siendo ésta la mas importante y utilizada en la
industria alimentaria. También puede llevar a cabo a través de procesos
quimicos entre los cuales se encuentran la gelificacidn idnica,
coacervacion, incompatibilidad polimérica, polimerizacion interfacial,

atrapamiento en liposomas e inclusién molecular®.
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1.2.7. Coacervacion.

La coacervacioén es una técnica que tiene relacion con la formacion
de una capa homogénea polimérica alrededor de un material llamado
nucleo. Es un término que deriva de la palabra en latin coacervare, cuyo
significado es “reunir o agrupar”. Un coacervado es una pequefia gota
esférica compuesta de moléculas organicas diversas, que se mantiene
unida por fuerzas hidrofébicas y cuyos tamarios varian de 1 a 100 um%°,
En funcion del numero de polimeros presentes el proceso puede
denominarse coacervacion simple cuando solo esta involucrado un tipo de
polimero o coacervacion compleja cuando estan presentes dos o mas tipos

de polimeros de cargas idnicas opuestas'®".

Coacervacién simple. La coacervacion simple es un proceso en
la que la adicion de una sustancia inductora reduce la hidratacion de una
solucion coloidal hidrofilica, dando como resultado la formaciéon de dos
fases, una de ellas es rica en moléculas coloidales (coacervado) y la otra
contiene una pobre concentracién de ellos'92103 En el caso de la
coacervacion simple, unicamente esta involucrado un polimero, siendo el
mas utilizado la gelatina, dado que es ideal para este tipo de proceso ya
que es un polianfolito, que presenta cargas positivas y negativas
constituyendo aproximadamente el 22 % de la longitud de la cadena del

colageno desnaturalizado'%4.

Generalmente, el sulfato de sodio o el etanol funcionan como
inductores y promueven la coacervacion a través de la neutralizacion
secuencial de la auto carga de moléculas de gelatina que son en su
mayoria intermoleculares. Por ejemplo, cuando el sulfato de sodio se
agrega gradualmente a una solucién de gelatina en agitacion, se forma un

coacervado03,

Coacervacion compleja. La coacervacion compleja es un método
en el que una solucion se separa en una fase con gran densidad de
polimeros y otra fase con una concentracion pobre de polimeros. Uno de

los coloides suele ser gelatina o proteinas de suero, mientras que el otro
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es un coloide con carga opuesta, como la goma arabiga, el polifosfato de
sodio o la carboximetilcelulosa. La coacervacion se inicia haciendo una
emulsion de gotitas de aceite en la solucion coloidal acuosa. Disminuyendo
el pH, se obtiene la separacion de fases de la solucién, una de las fases
tendra una alta concentracién de polimeros y la otra sera pobre en
polimeros, luego los polimeros precipitan junto con las gotitas de aceite.
Debido a que la reaccién es reversible y los polimeros se disuelven
nuevamente si se aumenta el pH, podria ser necesario endurecer las
capas de polimero. Esto se puede lograr mediante tratamiento térmico v,
en consecuencia, la desnaturalizacion de la gelatina proteica, o también
mediante el entrecruzamiento de las cadenas proteicas con glutaraldehido

o transglutaminasa'®".

1.2.8. Reticulacién enzimatica con transglutaminasa

La reticulacion es un proceso de union quimica donde las cadenas
de dos 0 mas moléculas que conforman los biopolimeros se unen entre si
por medio de enlaces covalentes, teniendo como resultado de esta unién
el aumento de la masa molecular del polimero. Es una etapa clave en el
proceso de obtencion de las microparticulas ya que las uniones que
forman estos enlaces covalentes son estables mecanica y térmicamente,
es decir, que una vez que se han formado son dificiles de romper. Si se
consigue una buena reticulacién de las microparticulas se puede conseguir
que estas tengan una buena estabilidad y no se desestabilicen facilmente.
La reticulacion ha sido utilizada para alterar propiedades de barrera de las
paredes de las microparticulas favoreciendo el control de liberacion del
componente activo encapsulado. Generalmente son reticulaciones
proteicas y se refiere a la formacion de enlaces covalentes en la propia

cadena de polipéptidos intramoleculares o intermoleculares 95106,

Entre los grupos presentes de las proteinas los residuos de las
aminas usualmente estan expuestos y son muy reactivos sin haberles
dado ningun tipo de una activacion previa. Por eso muchos agentes
reticulantes son formulados especificamente para atacar estos grupos. La

gelatina por ejemplo contiene aproximadamente 33 grupos aminos y 120
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grupos de acidos carboxilicos en una molécula ideal de 100 kDa

compuesta de 1000 residuos de aminoacidos'%’.

Fueron estudiados los efectos de los agentes reticulantes
transglutaminasa, formaldehido y glioxal sobre las propiedades de barrera
de las moléculas de gelatina reticuladas, los resultados mostraron
reduccién de 20% de la solubilidad para todas las membranas reticuladas,
en cuanto a la reduccion de la permeabilidad o vapor de agua fue mayor
para la membrana reticulada con transglutaminasa. Por otro lado, la
mejora de las propiedades mecanicas de las membranas fue observada
solamente para la membrana reticulada con formaldehido. Utilizaron
reticulacion con transglutaminasa a partir de hidrolizados proteicos
observando que el sistema no fue adecuado para producir buenos
membranas. La accion de la enzima sobre las membranas incremento la

resistencia a la permeabilidad al vapor de agua'8,

Enzima transglutaminasa. La enzima transglutaminasa cataliza la
reticulacion entre los grupos y-carboxiamida de residuos de la glutamina y
los grupos €-amino de residuos de lisina en cadenas polipeptidicas,
produciendo enlaces de e-(y-glutamil) de lisina (G-L). Al formar una
estructura de red en la proteina a través de enlaces G-L, es posible
aumentar la viscosidad de las soluciones de proteinas o provocar la
gelificacion. Han pasado casi treinta afios desde que la transglutaminasa
microbiana (TGM) aparecio en el mercado de enzima alimentaria. Desde
el inicio de la investigacion y desarrollo, TGM se ha utilizado en productos
pesqueros como kamaboko (pasta de pescado hervida), productos de
carne como salchichas, productos lacteos como yogur, productos de soja
procesada como tofu, y productos de trigo como pan y fideos. TGM ha
proporcionado efectos como agregar nuevos funciones y reduccién de

residuos en aplicaciones alimentarias'0°110,

La enzima transglutaminasa cataliza una reaccion de transferencia
de acil entre el y-grupo carboxamida de residuos de glutamina unidos a
péptidos y una variedad de aminoacidos. El uso de reacciones catalizadas

por transglutaminasa para modificar las propiedades funcionales de las
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proteinas alimentarias continlia siendo ampliamente estudiada’"''2, La
gelatina es un buen sustrato para la transglutaminasa y, por lo tanto, la
enzima se ha utilizado para modificar las propiedades de la gelatina para

aplicaciones biomédicas y alimentarias''3114,

1.2.9. Biopolimeros encapsulantes.

Goma arabiga. La goma arabiga es una resina natural que se
exuda de los troncos y ramas del arbol Acacia Senegal cuando se rompe
la superficie de la corteza. Las acacias de este tipo crecen principalmente

en la zona del Sahel en el norte de Africa’’%-117.

La goma arabiga, es un heteropolisacarido generalmente utilizado
como material de pared en microencapsulacion por sus propiedades
unicas de emulsificacién, buena retencion de volatiles, propiedades con
carga negativa, bajo costo, alta solubilidad, baja viscosidad, uso facilitado,
la caracteristica incolora de las soluciones e inhibicion de las reacciones
de oxidacién''®. La gelatina y goma arabiga son un par de biopolimeros
que son utilizados de manera combinada como un sistema clasico para la

microencapsulacion por coacervacion compleja’*®.

La goma arabiga quimicamente es una sal neutra o ligeramente
acida, estda compuesta de polisacaridos que contienen iones calcio,
magnesio y potasio en su molécula ademas de multiples glicoproteinas'?°.
Incluye una mezcla de polisacaridos con fracciones que se basa en su
masa molar y composicion de proteinas: que son 90-99% de arabino
galactano y 1% de glicoproteina. La viscosidad de una solucion de goma
arabiga depende directamente del peso molecular de las cadenas
poliméricas, que, sin embargo, no se producen de manera uniforme en el
producto final. La calidad de las cosechas de goma arabiga tiende a variar
considerablemente segun las condiciones climaticas del afio de cosecha
en particular. Por lo tanto, las viscosidades logradas pueden variar hasta
en un 50%. Ademas, la viscosidad esta influenciada por otros factores de

la matriz, como el pH, el contenido de sal y la temperatura. La goma
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arabiga es sensible tanto al pH como a la temperatura; Esto debe tenerse

en cuenta si el producto se somete a un tratamiento térmico adicional'?'.

Figura Ne 2. Estructura quimica de la goma arabiga.

ciH CH,OH

Fuente. Dave, P.N."7,

Gelatina. La gelatina o colageno hidrolizado es una proteina
obtenida por hidrélisis parcial del colageno que es el principal componente
proteico fibroso en cartilagos, huesos y pieles de animales rumiantes o
peces, obtenido a través de un pretratamiento quimico y un posterior
tratamiento térmico''-'23, Representa aproximadamente el 30% del
conjunto proteico en mamiferos y el 25% en especies marinas, con
composicion variada de acuerdo con la especie y edad’?*. El colageno esta
conformado por un conjunto de cadenas polipeptidicas (a) helicoidales,
que, al unirse entre ellos, forman una red con triple hélice ligados por
puentes de hidrégenos y enlaces covalentes'?®. Estas cadenas se
constituyen en una gran fuente de aminoacidos conformadas por glicina
(33%), hidroxiprolinas (12%), prolina (12%), alanina (11%) e
hidroxilisina (1%)'?6. El paso de colageno a gelatina esta asociado con el
grado de solubilidad que poseen como resultado de tratamientos en aguas
calientes (= 45 °C) con medios acidos o alcalinos'®. Durante el
tratamiento, la estructura del colageno (triple hélice) sufre un proceso de

desnaturalizacion debido al efecto de la temperatura, ocasionando que las
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moléculas de colageno se dividan en cadenas independientes (a, By Y)

para obtener finalmente gelatina soluble'”.

La desnaturalizacion del colageno origina dos tipos de gelatina las
cuales son clasificadas en funcion del proceso de obtencion, siendo la de
tipo A una gelatina extraida en medios acidos con punto isoeléctrico entre
7.0 y 9.4 y por otro lado se encuentra la de tipo B una gelatina extraida en

medios alcalinos con punto isoeléctrico entre 4.6 y 5.21%8.

El tipo de proceso a utilizar se aplica segun la materia prima, es
decir, de acuerdo con la composicion que posea, tendra tiempos
prologados de obtencién'®®. La aplicacién de prolongados tiempos de
extraccion optimiza el rendimiento de la gelatina, sin embargo, dichos
tiempos produce gelatinas de cadenas cortas, el cual indicaria un producto
de baja calidad3?, por lo que su posible modificacion, podria contribuir a

obtener mejores rendimientos con propiedades reoldgicas de calidad'’.

Estudios sobre la extraccion de gelatina a partir de las pieles de
peces obtuvieron resultados cuando trabajaron con salmon'3?, tilapia'3?,
doncella’™*, bagre de canal'3®, entre otros. Debido a su similitud en su
composicion proteica, la gelatina a partir de pieles de peces constituye una

buena alternativa a la gelatina proveniente de mamiferos.

Figura Ne 3. Estructura quimica de la gelatina.
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Fuente. Ward A.G.136
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1.2.10. Fuentes de EPA, DHA y ALA.

Las fuentes de EPA y DHA se pueden observar en la Tabla Ne 4.
Tradicionalmente la mejor forma de ingerir EPA y DHA es a través del
consumo de productos del mar y segun el tipo de pescado que se consuma
afectara la concentracion de estos acidos grasos en la dieta’’. Sin
embargo, han surgido algunas preocupaciones debido a la presencia de
metales pesados (mercurio, plomo, cadmio) y materia organica (bifenilos
policlorados, PCB) en algunos peces'®-'%0. En la actualidad, los
profesionales de la salud, como médicos y nutricionistas, recomiendan a
las mujeres embarazadas reducir o evitar el consumo de pescados y
mariscos debido a posibles riesgos de contaminacién. No obstante,
existen alternativas nutricionales para obtener EPA y DHA''. Una de ellas

es el aceite de pescado que también proporcionan DHA y EPA.

Estos aceites, que se obtienen cociendo y prensando pescados
pelagicos (caballa, sardina, anchoa, etc.) pueden ser altamente
desodorizados, estabilizados para evitar a la oxidacién y despojados de
contaminantes e incluso de colesterol. Estos aceites altamente refinados
pueden consumirse en capsulas o microencapsulados y mas
recientemente nanoencapsulados, proceso que permite su incorporacion
a una amplia variedad de matrices alimentarias (leche, jugos, cereales,

productos carnicos, etc.)34554.142,143,

En cuanto al acido a-linolénico (ALA), se puede decir que es uno
acidos grasos mas usados que proviene de fuentes vegetales'#, se
encuentra en algunas semillas, principalmente en aquellas que son ricas
en contenido lipidico, también en ciertos aceites, frutos secos y algunas
algas'#. La Tabla Ne 5 muestra las principales fuentes vegetales del acido
graso ALA.

Otro grupo de plantas silvestres que contienen ALA se muestran en
la Tabla Ne 6. El contenido de ALA en los peces es pequefio, por ejemplo,
1.1 % en el total de acido grasos en los musculos de la sardina salvaje

(Sardina pilchardus)'8.
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Tabla Ne 4. Porcentaje de EPA y DHA en pescados.

Pescado EPA DHA
Anchoa 0.538 0.991
Bluefish 0.323 0.665
Turbot 0.090 0.123
Carp 0.305 0.146
Pez gato 0.100 0.137
Caviar 2.741 3.800
Cod 0.004 0.154
Croaker 0.122 0.097
Dolphin fish 0.026 0.113
Grouper 0.035 0.213
Sablefish 0.867 0.920
Salmén del Atlantico (cultivado) 0.690 1.457
Sardina 0.473 0.509
Shad 1.086 1.321
Shark 0.316 0.527
Sheepshead 0.083 0.107
Snapper 0.048 0.273
Atun light en conserva en aceite 0.027 0.101
Atun light en conserva en agua 0.047 0.223
Wolffish 0.393 0.405
Haddock 0.076 0.162
Halibut 0.091 0.374
Arenque 0.970 1.179
Lingcod 0.133 0.130
Mackerel del Atlantico 0.504 0.699
Mullet 0.180 0.148
Ocean perch 0.103 0.271
Pike (walleye) 0.110 0.288
Abadejo 0.091 0.451
Rock fish 0.181 0.262
Smelt 0.353 0.536
Spot 0.282 0.526
Sturgeon 0.249 0.119
Sucker 0.244 0.371
Swordfish 0.138 0.681
Tilefish 0.172 0.733
Trout 0.259 0.677
Whitefish 0.406 1.206
Whiting 0.283 0.235
Caspian kutum 4.550 7.140
Common kilka 5.670 9.93
Golden gray mullet 7.560 3.860

Fuente: Abedi'4?
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Tabla Ne 5. Principales fuentes vegetales de ALA.

Contenido de ALA

Nombre comun Nombre cientifico % de ésteres metilicos
Semilla de linaza Linum usitatissimum 23
Aceite de linaza Linum usitatissimum 54
Perilla Perilla frutescens 58
Semilla de chia Salvia hispanica 17
Aceite de chia Salvia hispénica 65
Semilla de sclarea Salvia sclarea 15
Aceite de sclarea Salvia sclarea 60
Aceite de sacha inchi Plukenetia volubilis 46
Aceite de perilla Perilla frutescens 55
Aceite de camelina Camelina sativa 38
Aceite de rosa Rosa Rubiginosa 26 - 37
mosqueta
Aceite de canola/colza Brassica campestris 11-9
Aceite de soja Glycine max 7
Nueces Juglans regia 9
Frambuesa Rubus chamaemorus 1

Fuente: Morales, J. et al'48

Algunas algas y microalgas son una alternativa renovable para
obtener EPA y DHA. La Tabla Ne 7 muestra algunas especies de
microalgas que pueden cultivarse artificialmente en biorreactores
industriales que producen aceites ricos en triglicéridos que contienen EPA
y DHA. Estos productos celulares, inodoros y libres de contaminantes, ya
estan disponibles para ser incorporados a diferentes matrices alimentarias,

especialmente a formulas infantiles’4.
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Tabla Ne 6. Contenido porcentual de ALA en plantas silvestres

comestibles.

Planta ALA
Amaranthus viridis L. (amaranth) 24.34
Beta maritima L. (wild beet) 29.44
Cakile maritima Scopoli (sea rocket) 23.84
Cardaria draba L. (hoary cress) 30.56
Chenopodium album L. (goosefoot) 44.82
Chenopodium murale L. (goosefoot) 36.04
Chenopodium opulifolium Schrader (goosefoot) 33.02
Crithmum maritimum L. (rock samphire) 9.98
Malva sylvestris L. (common mallow) 42.22
Parietaria diffusa Mert. (pelitory-of-the-wall) 21.18
Pichris echioides L. (ox-tongue) 43.20
Plantago major L. (plantain) 33.32
Portulaca oleracea L. (purslane) 32.60
Rumex crispus L. (curly dock) 41.21
Salicornia europaea L. (glasswort) 28.03
Sisymbrium irio L. (hedge mustard) 31.04
Sonchus oleraceus L. (sow-thistle) 43.58
Sonchus tenerrimus L. (sow-thistle-of-the-wall) 30.33
Stellaria media Villars (chickweed) 22.75
Verbena offieinalis L. (vervain) 54.99

Fuente: Guil et al.'4®

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.). Es una planta trepadora o
liana, que fue identificada en el afio 1753 por el naturalista Lingneo en la
Amazonia peruana. Su nombre vulgar deriva de dos palabras quechuas:
“sacha” cuyo significado es silvestre, “inchi” que significa mani. También
se le conoce como con los nombres de mani del inca, mani del monte,
mani silvestre, sacha inchik, sacha yuchiqui, inca peanut, etc. y segun
refieren las investigaciones existen evidencias que era cultivada desde

hace mas de 3000 afios'50.
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Tabla Ne 7. Acidos grasos EPA y DHA producidos por algas.

Acido graso Microalga Referencia

Arthrospira, Dunaliella, Haematococcus, Chlorella,
Schizochytrium, Porphyridium cruentum, 151154

EPAy DHA Diacronema vlkianum, Isochrysis galbana,

Crypthecodinium cohnii
EPA Liagora boergesenii 155
DHA Crypthecodinium cohnii 156
EPA Chlorella vulgaris 157
EPA P.tricornutum 158

Plukenetia es un género perteneciente a la familia de las
Euforbiaceas y la componen 19 especies. Su distribucion es pantropical,
encontrandose 12 especies en Ameérica del Sur y las restantes en el viejo
mundo’®. Se encuentra en estado silvestre desde América Central hasta
Bolivia en sitios que se encuentran a una altitud entre 30 y 2000 m.s.n.m,
de clima tropical o subtropical, cuyas temperaturas oscilan entre 10 a 26
°C y humedad relativa de 78%'%°. En Peru, se distribuye principalmente
las regiones de Loreto, San Martin, Ucayali, Amazonas, Huanuco y Madre
de Dios. La semilla de Plukenetia volubilis L. es considerada como una
fuente rica en aceites y proteinas. El aceite ha sido investigado por su
especial composicion y sus potenciales beneficios para la salud ya que
tiene la particular caracteristica de poseer una alta concentracién de
acidos grasos polinsaturados tales como el a-linolénico (C18:3) y linoleico
(C18:2), representando aproximadamente el 82% del contenido total de
aceite’®. Presenta otros componentes importantes como fitoesteroles,

carotenos tocoferoles, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante'62,

Los compuestos fendlicos presentes tienen hoy en dia una gran
importancia debido a sus propiedades antioxidantes y a los atributos
sensoriales que dan a los alimentos tales como: sabor, color, y ademas
por atribuir estabilidad dado su resistencia a la oxidacion lipidica. También
son formidables conservadores naturales que brindan estabilidad a los

alimentos pudiendo desplazar a otros conservadores sintéticos'®3, La
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capacidad antioxidante exhibida por el aceite de Plukenetia volubilis L.
estaria asociada principalmente a los acidos grasos monoinsaturados
(omega-9), poliinsaturados (omega-3 y omega-6) y funcionales (malvalico,
esterculico y abiético), terpenos, esteroides, B caroteno y clorofila'®4.

Menhaden (Brevoortia tyrannus). Comunmente llamada Atlantic
Menhaden, se puede encontrar en cualquier parte del Atlantico occidental,
Nueva Escocia, Canada y al sur hasta Indian River, Florida,
EE. UU. Menhaden también es frecuente en todas las salinidades de la
Bahia de Chesapeake.'®® Los menhaden, mayormente se pueden
encontrar a una profundidad de hasta 20 m. Esto los ubica en el area
marina, salobre y pelagica del Océano Atlantico. En este tipo de habitat,
los depredadores del menhaden estan conformados por animales

acuaticos como tiburones, rayas y peces 0seos.

Brevoortia tyrannus se puede describir como de coloracion
plateada. Los lados difieren del color plateado y se acercan mas a una
coloracion cobriza. Los menhaden tienen el dorso verde azulado
oscuro. Por lo general, se caracterizan por unas pequefas escamas
colocadas de forma irregular en la espalda, por sobre las aletas
anales. También se distinguen por una mancha negra que se puede
encontrar detras de sus aberturas branquiales. Luego de este punto negro
mas grande tienen aproximadamente seis lineas de puntos mas
pequefios. Tienen aletas internas y externas y una aleta pélvica con

margenes posteriores redondeados.

El desove de menhaden suele ocurrir durante todo el afo. Sin
embargo, se ha observado que el desove productivo sucede entre marzo
y mayo, pero nuevamente entre septiembre y octubre. Los estuarios
suelen ser los refugios de agua salada mas seguros dentro del habitat de
los menhaden, por lo que sus viveros se ubican alli. La reproduccion puede

verse mermadas por las altas temperaturas del agua.

Menhaden se puede encontrar en la costa. Pero también, cuando

se acercan las temperaturas frias, se han encontrado en niveles mas
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profundos en el agua. Se les puede encontrar deambulando juntos en lo
que se conoce como "escuelas". Sus cardumenes suelen ser de gran
tamafio, incluidos juveniles y adultos maduros. Los menhaden
generalmente se encuentran en bahias y ensenadas, pero a inicios del
otofo se produce la migracion. Permanecen en su habitat de migracion,
por lo general Carolina del Norte, hasta marzo e inicios de abril. Luego
retornan a sus bahias. A veces, los jévenes permanecen en las bahias,
mientras que los menhaden mas viejos se van al norte. Se sabe que los
menhaden llegan a la madurez a los 2.1 afos y su esperanza de vida es

de unos 8.4 anos.

En los ultimos afos el menhaden ha tomado importancia por su
aceite dado su elevada concentracion de acidos grasos poliinsaturados
(AGPIl), comoel acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA) y se viene utilizando para enriquecer diferentes

matrices alimenticias mediante la microencapsulacion.

1.2.11. Oxidacion lipidica.

En la industria alimentaria la oxidacion de lipidos es un problema
extremadamente complejo, y se le considera un fendmeno porque provoca
la formacion y a la vez la descomposicion de productos volatiles y no
volatiles'®. La oxidacion de lipidos es una reaccion en cadena, que lleva
a la produccion de hidroperdxidos como productos primarios, que, al ser
degradados dan lugar a productos finales. Tales como, aldehidos, cetonas,
hidrocarburos, y epoxidos que afectan considerablemente la calidad de
productos alimenticios’®”. Debido a que, no solo afectan sus
caracteristicas organolépticas (sabor, olor, textura, etc.), sino también su
valor nutricional, ademas de afectar la salud de las personas, ya que, estos

subproductos finales son toxicos'68.

1.2.12. Microscopia éptica

La facil y rapida preparacion de la muestra a visualizar hace que, en

la presente tesis, este equipo se haya utilizado para determinar el tamafio
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y la estabilidad relativa de las microparticulas formadas, y la morfologia
final de las microparticulas, ademas de poder visualizar si queda aceite

libre al final del proceso.

Microscopia o6ptica. La microscopia optica resulta un método
rapido y eficaz para determinar la morfologia de las microparticulas.
Ademas, debido a las opciones Opticas y de luminosidad que presenta,
permite determinar si, en el caso de la presente tesis, estas microparticulas
formadas contienen aceite en su interior'®®. Las imagenes opticas sin
etiquetas acopladas a una activacion electroquimica se pueden utilizar
para observar el funcionamiento de las propiedades fisicas vy
electroquimicas de nanoparticulas individuales, con alta resolucion y

sensibilidad 16°.

Microscopia electréonica de barrido (MEB). EI microscopio
electronico de barrido es la técnica que actualmente es utilizada para
estudiar la microestructura de las microparticulas, permite generar
imagenes de una superficie, con una alta resolucion y un aspecto
tridimensional, consiguiendo resoluciones de hasta un nanémetro, aspecto
que facilita el estudio de la topografia de la microparticula, determinando
las caracteristicas de la superficie, el tamafio y la distribucion de las
microparticulas. A diferencia del microscopio optico que utiliza haces de
luz, la imagen proporcionada por el MEB se genera por la interaccion de
un haz de electrones que recorre la superficie de la muestra y de
detectores que transforman las sefiales en corrientes eléctricas que se

utilizan para formar la imagen°.

1.3. Definicién de términos basicos.
1.3.1. Compuestos bioactivos.

Es un conjunto de sustancias quimicas presentes en las plantas y
algunos alimentos en pequefias cantidades. Estos compuestos ejercen
funciones especificas en el organismo, tienen la capacidad de promover

buena salud y, ademas, tienen efecto benéfico en la prevencion de
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enfermedades cardiovasculares, de algunos tipos de cancer y cambios

hormonales'”".

1.3.2. Acidos grasos.

Son biomoléculas de origen lipidico, que forman parte constituyente
de los triglicéridos, fosfolipidos y glucolipidos, estan constituidos por
carbono, hidrogeno y oxigeno, y se encuentran presentes en mayor
proporcion en tejidos de origen animal (carne de cerdo, de bovino, etc.)
como también en tejidos de origen vegetal (frutos oleaginosos o
semillas)'”?. Su composicién nutricional esta en funcién de la diversidad
biolégica en vegétales y en el tipo de alimentacion en animales. Su
consumo diario suministra elementos esenciales para desarrollar algunas
funciones del organismo, por esa razdn se recomienda ingerir
determinadas cantidades para brindar proteccion y lograr un correcto
funcionamiento del organismo'”3. Por otro lado, estas biomoléculas de
acidos grasos presentan estructuras lineales, conformados por cadenas
alifaticas que pueden contener entre 4 a 24 carbones, unidos mediante
enlaces covalentes cuyo extremo contiene un radical carboxilo
(-COOH)'4, Su clasificacion se denota de acuerdo con su cadena
hidrocarbonada o presencia de dobles enlaces, dentro de los cuales se
destacan los acidos grasos saturados e insaturados, estos ultimos se

distinguen en monoinsaturados y poliinsaturados'’®,

Acidos grasos saturados. Son &cidos grasos que tienen
estructuras lineales con atomos de carbono en numero par, se
caracterizan por no tener dobles enlaces. De acuerdo con su peso
molecular, estos acidos pueden ser de cadenas cortas (< 14 carbonos) que
se presentan en estado liquido o de cadenas largas (<18 carbonos) que
se presentan en estado sdlido, entre los que podemos encontrar a los
acidos estearico (C18:0), palmitico (C16:0), miristico (C14:0), laurico
(C12:0), y lignocérico (C24:0)'"6. Estas biomoléculas de origen lipidico,
con frecuencia se encuentran en mayor cantidad en alimentos de origen
animal (carne de cerdo, bovino y pollo), como también se encuentran en

menor cantidad en alimentos leguminosos, es por esta razén que su
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presencia es frecuente a diario en las dietas. Sin embargo, es importante
indicar que a pesar de que estos acidos grasos se consideran dentro de
los principales aportantes de energia, su excesivo consumo conlleva
efectos dafinos para el organismo, causando el incremento del colesterol
total, promoviendo infartos y enfermedades coronarias. Asi también, son
los responsables de promover el desarrollo de enfermedades de tipo
hepatico, cerebrales y diabéticas, por lo que en la actualidad se

recomienda su consumo en minimas cantidades'””:178,

Acidos grasos monoinsaturados. Son acidos grasos insaturados,
que se caracterizan por poseer una cadena de 10 a 22 carbonos y un unico
doble enlace en su estructura, dentro de los cuales podemos mencionar a
los acidos nervonico (24:1 n-9), eurico (22:1 n-9), palmitoleico (C16:1),
elaidico (18:1 n-9) y el oleico (C18:1 n-9)'"°. Su presencia esta en minimas
cantidades en animales como la carne de res y en mayor cantidad en
vegetales leguminosos como el mani, colza, oliva etc., por lo que, su
consumo a diferencia de los acidos grasos saturados, previenen de ciertas
enfermedades como presion arterial, cerebral y enfermedades
cardiovasculares mediante el aporte de colesterol bueno, actuando como
promotores de la salud y disminucion de la presencia de radicales libres,

causantes principales de enfermedades cancerigenas y degenerativas'.

Acidos grasos poliinsaturados. Son &cidos grasos insaturados,
que se caracterizan por tener mas de 18 carbonos y también dobles
enlaces en su estructura, dentro de este grupo podemos mencionar
algunos de los mas representativos como el acido linoleico (18:2 n-6) con
su derivado araquidénico (20:4 n-6) que los podemos encontrar en
vegetales y el acido linolénico (18:3n-3) con su derivado
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) que los podemos encontrar en fuentes
como los pescados’®' (Figura Ne 4). Estos acidos grasos se consideran
esenciales, debido a que el organismo humano los necesita, pero no puede
sintetizarlos, es por esta razon que la unica manera de obtenerlos es a
través de la dieta consumiendo alimentos que contengan acido linoleico y

linolénico82.
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Figura Ne 4. Estructura quimica de los acidos grasos ALA, EPA y DHA.

1 - / 10 13 16 19

Acido docosahexaenoico (22:6, n-3; DHA)

Fuente: Mendoga, L.F.A. et al'8s.

El proceso de sintesis de los acidos grasos poliinsaturados se inicia
con la sintesis de los acidos grasos saturados, luego, el acido palmitato
(16:0) por accion de la enzima sintasa, es catalizado para producir otros
compuestos esenciales para el organismo. Este proceso se inicia con el
alargamiento de su cadena hidrocarbonada, que por accion de la enzima
elongasa se formara el complejo estearato (18:0). Posteriormente, estos
complejos siguen un proceso de desaturacion, en el cual se lleva a cabo
la insercidén de dobles enlaces cis en la cadena hidrocarbonada a partir del
carbono 9 hacia adelante, dando como resultado la conversion a
complejos oleicos, sustancias disponibles para la sintesis de los acidos
grasos poliinsaturados'*. Estos acidos grasos esenciales no es posible
que se sinteticen en el organismo (debido a la ausencia de la enzima

desaturasa), a través de la alimentacion es la Unica forma de obtenerlos'8.

Los acidos grasos linoleico y linolénico se catalizan por la accién de
las enzimas elongasa y desaturasa. Estos acidos grasos son los
precursores de los acidos grasos esenciales de cadena larga como son los
acidos araquidoénico y docosahexaenoico (DHA). Su transformacién se

inicia desde el proceso de elongacion y doble desaturacion en el carbono
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5, 6 de su estructura quimica correspondiente para formar los acidos
araquidonicos y eicosapentaenoicos’®. Por otra parte, estos acidos
grasos también juegan un importante rol en el organismo, ya que
intervienen en algunos procesos metabdlicos y estructurales. Sus
componentes son precursores de moléculas que tienen mucha actividad
bioldgica, siendo los tromboxanos, leucotrienos y prostaglandina, los
compuestos encargados de la disminucion de algunas enfermedades
inflamatorias, cerebrales y sanguineas, y también enfermedades como la
diabetes, cardiovasculares y cancerigenas'’18  Diversos estudios
realizados como el de Pérez & Guerrero'®, sefialan que al sustituir los
acidos grasos saturados por poliinsaturados, se regulan los niveles de
glucosa, colesterol y de los triglicéridos, por otra parte, mejora la
transferencia de oxigeno a los plasmas sanguineos necesario para llevar
a cabo el proceso de sintesis de hemoglobina y divisidn celular, ayudando
a establecer las condiciones apropiadas de las funciones estructurales
(membranas celulares), cerebrales y nerviosas (relacionadas con la
prevencion de Huntington, Parkinson y Alzhéimer)'9-192, También se han
llevado a cabo estudios que tienen el propdsito de determinar la cantidad
necesaria que requiere el organismo para controlar o reducir diversas
enfermedades que pueden presentarse debido a una inadecuada dieta
alimentaria, donde se indica la cantidad necesaria para prevenir diversas
enfermedades como es el caso de las enfermedades cardiovasculares
para la cual se recomienda 5.5 gramos/mes'®2. Por otra parte, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) sefalan que
la cantidad debe ser de 15.0 gramos/mes en adultos y 9.0 gramos/mes en
mujeres lactantes. En consecuencia, esta claro que la incorporacion de
estos bioelementos en la dieta es esencial, ya que mediante ella podemos
mantener ciertas condiciones necesarias para el adecuado desarrollo vital

de seres vivos'85,

35



1.3.3. Microencapsulacién y liberaciéon controlada.

Los sistemas de encapsulacién y liberacion controlada son
procesos tecnologicos que consisten en la incorporacion de una sustancia
o compuesto bioactivo en el nucleo de una matriz biopolimérica
(microcapsula), cuyo propésito es proteger y preservar las propiedades
funcionales que posee al mismo tiempo que mejoran su funcionalidad y
biodisponibilidad, por otra parte se podria enmascarar el sabor de
componentes amargos, asegurar el suministro adecuado de componentes
activos labiles al calor u oxidacion y su liberacion a una velocidad
previamente determinada y en un lugar especifico en el proceso
digestivo'®31%4, Este proceso tecnologico consiste en aplicar un
recubrimiento a un material que puede ser de origen sdlido, liquido o
gaseoso mediante una membrana biopolimérica resistente y estable'®. La
idea de este proceso se generé tomando como base el modelo celular,
donde el nucleo se encuentra protegido mediante una barrera llamada
membrana semipermeable la misma que es capaz de controlar la
interaccién entre la parte interior y exterior de la célula™>. Asi mismo, la
encapsulacion ademas de la formacién de un ambiente capaz de controlar
las interacciones de sus componentes con el medio que los rodea, conlleva
también el proceso de liberacién de su contenido bajo ciertas condiciones
especificas de pH, luz, humedad y temperatura’®. La encapsulacion
genera diversas morfologias y tamafios al momento de producirlas, por lo
que su definicion se hace de acuerdo con esas caracteristicas, siendo
clasificadas como microparticulas o denominadas también como
microcapsulas o microesferas (particulas entre 1 — 250 pm) vy
nanoparticulas que son denominadas también como nanocapsulas o

nanoesferas (particulas < 1 um)'°7.198,
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2.1,

CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS

Variables y definiciones operacionales.

2.1.1. Variables independientes.

a) Definiciéon conceptual.

Contenido del nutriente inicial. Es la cantidad del nutriente
estudiado (EPA, DHA o ALA) en relacion con la cantidad de muestra antes
de someter al proceso de digestion in vitro a la muestra de la matriz

alimenticia.

Contenido de nutriente liberado. Es la cantidad del nutriente
estudiado (EPA, DHA o ALA) liberado en relacion con la cantidad de
materia seca después de someter al proceso de digestion in vitro a la

muestra correspondiente de la matriz alimenticia.
b) Definicion operacional.

Contenido del nutriente inicial. Para determinar la cantidad de
nutriente estudiado (EPA, DHA o ALA) presente en la muestra antes de
someterla al proceso de digestion in vitro, se utilizara el método de
cromatografia de gases del cual se obtendra una grafica (cromatograma)
que permitira identificar los acidos grasos presentes y su respectiva
cantidad la misma que esta representada por el area del pico que se forma
para cada tipo de molécula y que equivale a la concentracion del nutriente
estudiado (ug.g”' o mg.g™).

Contenido de acido graso liberado. Para determinar la cantidad
de nutriente estudiado (DHA, EPA o ALA) presente en la muestra después
de someterla al proceso de digestion in vitro, se utilizara el método de
cromatografia de gases del cual se obtendra una grafica (cromatograma)
que permitira identificar los acidos grasos presentes y su respectiva

cantidad la misma que esta representada por el area del pico que se forma
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para cada tipo de molécula y que equivale a la concentracion del nutriente

estudiado (ug. g' o mg. g).
2.1.2. Variables dependientes.

a) Definicion Conceptual.

Bioaccesibilidad. Es el porcentaje del nutriente liberado en

relacion con la cantidad inicial del nutriente contenido en cada muestra.
b) Definiciéon operacional.

Bioaccesibilidad. Es el resultado de dividir la cantidad del nutriente
(EPA, DHA o ALA) liberada en el proceso de digestion in vitro entre la
cantidad del nutriente estudiado en la muestra antes de la digestion in vitro
multiplicado por 100. Las cantidades de los nutrientes se determinan

aplicando el método de cromatografia gaseosa.

2.2. Formulacion de las hipoétesis.
2.2.1. Hipétesis principal.

Existe un porcentaje bioaccesible de DHA, EPA y ALA contenidos
en la hamburguesa de boquichico (Prochilodus Nigricans) bajas en sodio

enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados.

2.2.2. Hipétesis derivadas.

a) El aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) contiene los

acidos grasos DHA, EPA y ALA en su composicion.

b) El aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) contiene los acidos

grasos DHA, EPA y ALA en su composicion.

c) La pulpa de boquichico (Prochilodus nigricans) contiene los acidos

grasos DHA, EPA y ALA en su composicion.

d) La hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida
con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) posee un
porcentaje bioaccesible de DHA, EPA y ALA.

38



e) La hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida
con aceite de aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) posee un
porcentaje bioaccesible de DHA, EPA y ALA.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

El presente estudio ha sido parte de un proyecto de investigacion
patrocinado por CONCYTEC con fondos del Banco Mundial que incluye
la elaboracién de hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans)
como una propuesta para aprovechar de forma sostenible la produccion
de estas especies provenientes de piscigranjas de la region Loreto y otras
regiones, y puedan ser consideradas como un producto saludable para

ser consumidos como parte de los programas sociales de alimentacion.

3.1. Tipoy disefo de la investigacion.

El presente trabajo de investigacion ha sido desarrollado bajo el
enfoque cuantitativo, es de tipo experimental, transversal, prospectivo de

nivel descriptivo.

Para controlar las amenazas o sesgos durante el proceso de
investigacion se trabajé en ambientes de laboratorio de modo que se pudo
controlar todas las variables que intervienen el proceso de determinacion
de la bioaccesibilidad de los acidos grasos DHA, EPA y ALA de las
diferentes muestras objeto del presente estudio. Se aplico procedimientos

y pruebas estandar debidamente validados.
3.2. Poblaciéon y muestra.
3.21. Poblacién.

Se trabajé con una poblacién conceptual conformada por todas las
matrices alimenticias del tipo que se analizé en el presente estudio
procesadas bajo las mismas condiciones experimentales desarrolladas en

el presente trabajo de investigacion.

3.2.2. Muestra.

Para desarrollar el experimento se trabajé con una muestra de

cada matriz alimenticia por triplicado.
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3.3.

3.3.1.

a)

b)

c)

d)

f)

3.3.2.

Técnicas e instrumentos.
Preparacion de las muestras.

Las muestras que se estudian en la presente investigacion son:

20 g de aceite virgen de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.).

20 g de aceite crudo de menhaden (Brevoortia tyrannus).

20 g de hamburguesa cruda de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

microencapsulado por el método de coacervacién compleja.

20 g de hamburguesa cruda de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de menhaden (Brevoortia tyrannus)

microencapsulado por el método de coacervacién compleja.

20 g de hamburguesa cocida de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

microencapsulado por el método de coacervacién compleja.

20 g de hamburguesa cocida de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de menhaden (Brevoortia tyrannus)

microencapsulado por el método de coacervacién compleja.

Obtencion de la materia prima.

La materia prima para la elaboracion de las hamburguesas de

boquichico (Prochilodus nigricans) para el proyecto se adquirieron de

piscigranjas instaladas a lo largo de la carretera Iquitos — Nauta. Los

pescados extraidos de la piscigranja se colocaron en cajas de poliestireno

con hielo picado y fueron trasladados al Taller de Productos Carnicos de

la

Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional de la

Amazonia Peruana (UNAP) ubicada en la Av. Augusto Freyre Ne 610 en

la ciudad de lquitos para su posterior procesamiento.
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3.3.3. Procesamiento de la materia prima.

Para elaborar las hamburguesas de pescado se aplico la
metodologia propuesta por Rios-Mera et al.’™® En su trabajo de
investigacion indica la composicion que deben tener las hamburguesas:
filete (70%), grasa porcina (20%), para el presente estudio se sustituyo la
grasa porcina en un 15% por aceite microencapsulado de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) y por aceite microencapsulado de menhaden
(Brevoortia tyrannus) respectivamente para obtener los tipos de
hamburguesa del estudio, ademas, se agreg6 agua (7.5%), sal (0.75%,
cloruro de sodio 0.375% y cloruro de calcio 0.375%), glutamato
monosodico (0.28%) y biosinplus (0.01%). Los ingredientes se mezclan
empezando por el filete y la grasa (85% grasa porcina y 15% de aceite
microencapsulado), luego se agrega la sal y finalmente los demas
ingredientes procediendo a mezclar durante 5 minutos, luego de los
cuales se moldea la mezcla homogénea, se empaca al vacio y almacena
a-18 °C. En la Figura Ne 5 presenta el diagrama seguido en el proceso y

las etapas se detallan a continuacion:

a) Recepciéon de la materia prima. En esta etapa los pescados se
acopian en la planta de procesamiento y se colocan en bandejas para

su posterior lavado, seleccidn y clasificacion.

b) Lavado. El lavado, desinfectado y enjuagado de los pescados se hizo
con agua potable a una temperatura de 2 — 5 °C, se agrego hipoclorito
de sodio para conseguir una concentracién entre 0.5y 1.0 ppm.

c) Seleccion y clasificacion. Para llevar a cabo la seleccion y
clasificacion de los pescados se observan los parametros de calidad en
cuanto a su apariencia general (piel, manchas de sangre, dureza,

vientre, olor), ojos (claridad y forma) y branquias (color y olor).

d) Pesado. El pesado de los pescados se hace en una balanza digital con
la finalidad de calcular el rendimiento de la materia prima

posteriormente.
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Figura Ne 5. Procesamiento de la materia prima.

Recepcidn del pescado

Lavado

Seleccidn y clasificacion

Pesado

Eviscerado

Descarnado

Pesado

Empacado

Etiquetado

Almacenado (-18°C)
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a) Eviscerado. El eviscerado se lleva a cabo sobre una mesa de acero
inoxidable con ayuda de una cuchara y cuchillos debidamente afilados.
La cuchara y los cuchillos se utilizan para retirar las escamas y solo

cuchillos para retirar las visceras.

b) Descarnado. La extraccion de la pulpa o carne del pescado se hace
con ayuda de cuchillos bien afilados separando el espinazo, la piel y

las espinas.

c) Pesado. Seguidamente se procede a pesar la pulpa del pescado y

determinar su rendimiento.

d) Empacado. La pulpa se empaca en bolsas de polietileno de alta
densidad al vacio. Cada paquete debe contener un peso de 1 kg de

pulpa de pescado.

e) Etiquetado. Los paquetes con la pulpa de pescado se etiquetan con la
informacion correspondiente (fecha, especie, peso, procedencia,

procesador, etc.).

f) Almacenado. Los filetes debidamente empacados se almacenaron en
camara de una congelacion a -18 °C para su posterior uso en la

elaboracién de las hamburguesas.
3.3.4. Elaboracion de la hamburguesa de pescado

Los filetes de pescado empacados al vacio y almacenados a una
temperatura de -18 °C, son utilizados para elaborar las hamburguesas, el
diagrama de flujo se presenta en la Figura Ne 6 y las etapas se describen

a continuacion:

a) Pulpa congelada de pescado. Los filetes de pescado se proceden a

descongelar hasta que estén en condiciones de proceder al molido.
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Figura Ne 6. Proceso de elaboracién de hamburguesas de pescado.

Pulpa congelada
de pescado

Molido

Mezclado/Adicion ACEITE DE SACHA INCHI O
DE PESCADO

de ingredientes MICROENCAPSULADO

Formado

Congelado (-18°C)

Empacado

Etiquetado

Empacado

Etiquetado

Almacenado (-18°C)
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b) Molido. La pulpa del pescado se debe trozar en trozos pequenos y
proceder a la molienda. Esto permite que la pulpa esté en condiciones
de mezclarse con los demas insumos que componen la hamburguesa

de pescado.

c) Mezclado y adicidon de ingredientes. En esta etapa se coloca la pulpa
molida en el cuter y se procede a adicionar y mezclar con el aceite de
sacha inchi o de pescado microencapsulado hasta obtener una mezcla
homogénea.

d) Formado. Se pesan 100 g de mezcla y con ayuda de un equipo

moldeador de hamburguesas se logra la forma deseada del producto.

e) Congelado. Las hamburguesas ya preparadas se proceden a congelar
a una temperatura de -18 °C.

f) Empacado. Las hamburguesas congeladas se empacan en bolsas de

polietileno de alta densidad al vacio.

g) Etiquetado. En el etiquetado de los paquetes con las hamburguesas
de pescado se consigna la informacion respectiva (fecha, especie,

peso, procedencia, procesador, etc.).

h) Almacenado. Las hamburguesas empacadas al vacio y debidamente

etiquetadas se almacenan a una temperatura de -18 °C.

3.3.5. Obtencion de las microparticulas de aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) y de aceite de menhaden

(Brevoortia tyrannus).

Para la elaboracién de las hamburguesas de pescado se utilizé un
20% de materia lipidica cuya composicion es de 85% de grasa porcina y
15% de aceite microencapsulado. El aceite microencapsulado se obtuvo
aplicando el método de coacervacion compleja, procedimiento descrito
por Tello et al.?% La finalidad de incorporar aceite de menhaden
(Brevoortia tyrannus) o de sacha inchi (Plukenetia volubilis) en las
hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans) es el de enriquecer
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el valor nutricional de las hamburguesas con acidos grasos EPA, DHA y

ALA respectivamente para luego medir el porcentaje que se libera de

estos acidos grasos en proceso digestivo.

Para obtener el aceite microencapsulado se debe aplicar el

siguiente procedimiento:

a)

b)

d)

f)
9)

h)

Preparar una solucion de gelatina (2.5%, m/m), para lo cual pesar 10 g
de gelatina y disolver en 400 ml de agua destilada a una temperatura

de 50 °C por 1 hora en bafo maria.

Preparar una solucién de goma arabiga (2.5%, m/m), para lo cual
pesar 10 g de goma arabiga y disolver en 400 ml de agua destilada a

una temperatura de 50 °C por 1 hora en bafio maria.

Agregar 10 g de aceite (menhaden o sacha inchi) a la solucion de
gelatina y proceder a su emulsificacion utilizando un equipo
homogeneizador Ultra Turrax (ISOLAB, Alemania) a 10000 rpm por 3

minutos.

Agregar la solucion de goma arabiga y mantener a 50 °C con agitacion

lenta.

Agregar 1600 ml de agua destilada a 50 °C y mantener a la agitacion

lenta.

Ajustar el pH a 3.5, utilizando soluciones de HCI 0.5N y/o 0.1N.
Enfriar de 50 °C a 40 °C de forma natural y agitacion suave.

Enfriar de 40 °C a 10 °C con ayuda de bafio de hielo y agitacion suave.

Cuando la solucion se encuentre a 10 °C dejar reposar y observar la

sedimentacién de las microparticulas.

Separar las particulas del liquido sobrenadante utilizando un tamiz con
malla de 0.53 um, utilizar 2 litros de agua destilada a pH 3.5 para lavar

las microparticulas.
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k)

3.3.6.

Pesar las microparticulas, calcular el rendimiento y almacenar en

refrigeracion.

Reticulacién de microparticulas con enzima transglutaminasa.

El proceso de reticulacién se desarrollé segun el método descrito

por Tello et al.?%° El proceso consiste en los siguientes pasos:

a)

b)

d)

f)
9)
h)

3.3.7.

Para 128 g de microparticulas, se debe pesar 5.9076 g de enzima

transglutaminasa.

Colocar la enzima en un vaso de 100 ml y agregar 60 ml de agua
destilada con pH 4.0 y agitar por 10 minutos.

Colocar los 128 g de microparticulas en un vaso con 940 ml de agua
destilada a pH 4.0 e incorporar la solucion con la enzima preparada en

el paso anterior.

Agitar suavemente por 6 horas a temperatura ambiente.

Luego de las 6 horas se elimina el liquido sobrenadante.

Lavar 3 veces las microparticulas con agua destilada a pH 4.0.
Eliminar el agua restante utilizando un tamiz con malla 0.53 um.
Congelar las microparticulas y luego liofilizar.

Caracterizacion de las microparticulas

Secado. El secado de las microparticulas humedas se realizé en un
liofilizador (LABCONCO Free Zone 12 plus, modelo 7934042). Las
condiciones de trabajo fueron:

e Temperatura inicial: — 40 °C
e Temperatura final: 25 °C/2 horas

e Tiempo total del ciclo de secado: 72 horas
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Presion: 0.200 milibar.

b) Determinacioén de lipidos. La determinacion del contenido de lipidos

se realiz6 iniciado con la digestidon previa de la proteina que recubre a

la microparticula. El procedimiento para seguir es:

Pesar 5 g de microparticulas liofilizadas y colocar en un tubo de

ensayo que tenga tapa rosca.

Preparar una solucion de pancreatina (0.3 mg/ml) utilizando agua
destilada a pH 7.0.

Agregar 2.5 ml de solucion de pancreatina a los 5 g de
microparticulas liofilizadas y colocar en bafio maria a 37 °C por 12

horas.

Luego de transcurrida las 12 horas, observar si se rompieron las
microparticulas, caso contrario agregar 2 ml de solucion de citrato
de sodio al 3% (m/m) por 2 horas, esto con la finalidad de disolver

la goma arabiga.

Finalmente, la cuantificacién de los lipidos es determinado segun

indica el método de Bligh y Dyer?°1,

Agregar 10 ml de cloroformo, 20 ml de metanol y 8 ml de agua
destilada (corregir el agua en relacién con la humedad de la

muestra) luego agitar por 30 minutos.

Transcurrido los 30 minutos, agregar 10 ml de cloroformo y 10 ml
solucién de sulfato de sodio al 1.5%, luego de agitar vigorosamente
por 2 minutos, el tubo se deja en reposo hasta que se formen dos

fases.
Succionar la fase metandlica y desechar.

Filtrar la fase inferior (se puede adicionar 1 g de Na2S04) en papel

filtro cualitativo (la solucién debe ser clara) usar un tubo de 30 ml.
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e Medir exactamente 5 ml del filtrado y transferir a un vaso de 50 ml

previamente tarado.

e Evaporar el solvente en la estufa a 100 °C, luego dejar enfriar en el
desecador y finalmente pesar.

c) Eficiencia de encapsulacion. La eficiencia de encapsulacion se

determina mediante la siguiente féormula:

aceite total en las microparticulas (g)/sélidos totales (g)
EE% = — — x 100
aceite inicial (g)/s6lidos totales (g)

d) Microscopia 6ptica y microscopia electrénica de barredura.

Para determinar la morfologia de las microparticulas humedas y
calcular su tamafio medio, las observaciones se hacieron por medio de
microscopia optica (MO), con el uso de un microscopio Optico (marca
ZEISS — Primo Start) con toma de imagenes por intermedio de una
camara digital y el uso del programa ZEN version 2.3 (blue edition) (zen

Imaging Software, Germany).

3.3.8. Caracterizacion de la hamburguesa de pescado

a) Analisis de humedad. Para llevar a cabo este analisis se aplicé el
método descrito por la AOAC?%?2, Se pesan de 2 — 5 g de muestra
utilizando una placa Petri, se coloca en una estufa a una temperatura
de 105 °C por 5 horas. Luego se extrae la placa Petri de la estufa y se
enfria colocando en un desecador para luego proceder al pesado y

calculo de la humedad.

La formula para calcular el porcentaje de humedad es la

siguiente:

(peso placa + muestra) — (peso placa + materia seca)
% h dad = % 100
% humeda Peso de la muestra
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b) Analisis de cenizas. Para determinar el contenido de cenizas se
aplico el método descrito por la AOAC?%? que se basa en la destruccion
de la materia organica por calcinacion en una mufla de laboratorio y se

determina por gravimetria.

El procedimiento consiste en pesar 5 g de muestra utilizando
crisoles de porcelana previamente tarados, luego se coloca en la mufla
a 550 °C durante 5 horas. Al finalizar, los crisoles se colocan en una
campana de desecacion para esperar su enfriamiento, pesado y

calculo de los resultados.

La formula para calcular el porcentaje de ceniza es la siguiente:

] (peso crisol + muestra) — (peso crisol + ceniza)
% ceniza = x 100
peso de la muestra

c) Analisis de proteinas. Para determinar el contenido de proteinas se
aplicd el método descrito por la AOAC?%2. Se peso6 0.5 g de muestra
seca, en un balon de digestion se agregd 5 ml de acido sulfurico
concentrado, 0.1 g de sulfato de cobre y 1.5 g de sulfato de potasio.
Luego, el baldn se colocé en el digestor (Behrotest K8-SR3) hasta que
el color de la mezcla tomo un color azul verdoso transparente. El baldn
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afiadié6 30 ml de agua
destilada e NaOH al 33% con el fin de alcalinizar la solucién. A
continuacioén, el baléon se colocd en el destilador para extraer el
amoniaco, el mismo que se recogio en un matraz que contenia 5 ml de
acido sulfurico al 0.25 N y 4 gotas de rojo de metilo como indicador.
Luego de haber destilado 5 ml de liquido, se procedid a titular con
solucion de hidréxido de sodio 0.25 N y determiné el gasto. Para el

calculo del contenido de proteinas se uso las formulas siguientes:

o, (volumen acido sulfurico — gasto) x 0.25 x 0.014
% Nitrogeno = x 100
peso de la muestra

% proteina = % Nitrogeno X 6.25
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d)

Anadlisis de grasas. Para determinar el contenido de grasas en las
hamburguesas se aplicé el método descrito en la AOAC 991.36%°2,
Para este analisis se utilizé el equipo Soxhlet (Fisatom 22-6, Brasil),
procediendo a pesar 5 g de muestra seca, envolviéndola

seguidamente en papel filtro y colocarlo en el equipo Soxhlet.

Productos secundarios de oxidacion (TBARS). El método TBARS
nos permite examinar la estabilidad oxidativa de los aceite libres o
encapsulados con o sin recubrimiento de proteinas a través de la
determinacion del indice de peréxidos medidos durante cuatro
semanas, a 45 °C. Esta temperatura es utilizada con la finalidad de
acelerar el proceso de oxidacion. Los pasos seguidos para llevar a
cabo esta prueba son:

Triturar la muestra y colocar 5 g en un tubo Falcon y agregar 15 ml
de TCA.

e Agitar en el homogeneizador Ultra Turrax a 3500 rpm durante 45

segundos.

e Filtrar la muestra homogeneizada utilizando un embudo de vastago

largo, papel filtro y un Erlenmeyer de 250 ml.

e Extraer 5 ml del filtrado con ayuda de una pipeta y colocar en un

tubo de ensayo con tapa rosca.
e Agregar 5 ml de TBA y agitar la mezcla en el agitador de tubos.
e Enotrotubo de ensayo colocar 5 ml de TCAy 5 ml de TBA (control).
e Colocar los tubos en bafio maria a 100 °C por 40 minutos.

e Exponer alos tubos a ultrasonido para remover las burbujas de aire

formadas.

e Registrar la absorbancia de las muestras utilizando un
espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo Genesys 150, USA)
a una longitud de onda de 532nm.
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e Colocar en cero el espectrofotometro utilizando agua destilada para
luego hacer la lectura de la absorbancia de las muestras y del

control en longitud de onda de 600nm.
3.3.9. Determinacién del perfil de acidos grasos.

El perfil de acidos grasos se determind iniciando con la extraccion
de los lipidos de las muestras aplicando el método de Folch?%3, Se pesaron
200 mg para el caso de muestras solidas y se mezclé con 10 mL de
cloroformo/metanol 2:1. Un homogeneizador Heidolph SilentCrusher M
(Alemania), fue usado para mejorar la extraccion de lipidos, la fase de
cloroformo/lipidos fue separada con cloruro de potasio 0.88% (p/v) y
evaporada con nitrdgeno gas para obtener los lipidos secos. Para el caso
de muestras liquidas, se mezcldo 2 mL de muestra con 8 mL de
cloroformo/metanol 2:1 y se evapor6é la fase cloroformol/lipidos con

nitrbgeno gas para obtener los lipidos secos.

La determinacion de acidos grasos se realiz6 mediante el método
de Ichihara y Fukubayashi?®4, el cual consiste en afadir tolueno, metanol
y acido clorhidrico a 1 mg de los lipidos y 0.1 mg de tricosanoato de metilo
(C23:0, estandar interno) e incubar la mezcla a 45 °C durante 14 horas
para la derivatizacién. Los metilesteres producidos se extrajeron con
hexano para ser analizados por cromatografia gaseosa en el equipo
Varian CP-3800 (Alemania), bajo los parametros indicados en la
Tabla Ne 8.

3.3.10. Preparacion del stock de fluidos simulados de la digestion.

Para la preparacion del stock de fluidos (Tabla Ne 9) para llevar a
cabo la digestion in vitro, se necesitaron las siguientes sustancias
quimicas: pepsina de la mucosa gastrica porcina (> 2500 U/g proteina),
extracto biliar bovino, KCI, KH2PO4, NaHCOs, NaCl, MgClz (H20)s,
(NH4)2CO3 y CaClz. Ademas, NaOH (1N) y HCI (1N).
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Tabla Ne 8. Condiciones de trabajo para el analisis por cromatografia

gaseosa.

Parametros Instrumentales Valores
Volumen de inyeccion 1uL
Modo de inyeccion splitless
Tiempo de inyeccion 0.5 min
Temperatura del inyector 250 °C

SUPELCO, SUPELCOWAX®
Columna capilar 10 fused silica
30mx0,25mmx0,25um

Gas de arrastre Helio

Flujo de gas 1 mL/min

120 °C por 1min, 30 °C/min
hasta 160 °C, 160 °C por 1

min, 4 °C/min hasta 240 °C,
240 °C por 7min.

Programa de temperatura

Tiempo total del programa de 35 min
temperatura
Temperatura programada del

detector 260 °C

3.3.11. Proceso de digestion in vitro.

El proceso de digestion se realizd aplicando el método de
simulacién gastrointestinal estatica in vitro (Figura Ne 7) la misma que se
divide en tres fases: oral, gastrica e intestinal, de acuerdo con el protocolo
INFOGEST 2.0%%. Los resultados de bioaccesibilidad de nutrientes son
expresados en porcentaje del nutriente liberado en relacién con la
cantidad inicial contenida en la muestra. Las determinaciones

fisicoquimicas 205206 fyeron realizadas segun metodologia de la AOAC 2%2,
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Tabla Ne 9. Volumenes de soluciones stock de electrolitos de fluidos
simulados de digestién para un volumen de 400 ml diluidos con agua
(concentraciones de 1.25x).

L Concentracion
Solucion

salina stock SSFm(E;-W) SGI(=n£tI)-I 3) SIF(,$1p|_|-)I 7)
afadida (g/L) (mol/L)

KClI 37.3 0.5 15.1 6.9 6.8
KH2PO4 68 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCOs2 84 1 13.6 12,5 42.5
NaCl 117 2 - 11.8 9.6
MgCl2(H20)e 30.5 0.15 0.15 0.4 1.1

(NH4)2CO3 48 0.5 0.06 0.5 -

HCI 6 0.09 1.3 0.7
CaClz(H20)2° 441 0.3 0.025 0.005 0.04

a El uso de sales de carbonato en las soluciones electroliticas requiere el uso de
contenedores sellados con espacio de cabeza limitado. ® CaClz(H20)2 debe agregarse
inmediatamente antes de su uso.

Fuente: Brodkorb A. et al®®

Separacion de la fase micelar. Para obtener la muestra a analizar
se debe tomar el digerido de la fase intestinal y centrifugar a 3500 rpm a
4 °C por 10 minutos. Recoger el sobrenadante, pasarlo a otro tubo Falcon

de 50 mL y congelar hasta su posterior analisis.

3.3.12. Determinacion de la bioaccesibilidad.

La bioaccesibilidad de los acidos grasos EPA, DHA y ALA es
expresada en porcentaje del nutriente liberado en funcion de la cantidad

inicial presente en cada muestra:

D
Bioaccesibilidad = (7) X 100

donde:
D = contenido de nutriente liberado (g/100 g de muestra seca)
I = contenido del nutriente inicial (/100 g de muestra seca)

95



Figura Ne 7. Diagrama de tiempo y flujo de la simulacién de la
digestion gastrointestinal in vitro (INFOGEST 2.0). Tiempo

esperado (izquierda) y las etapas correspondientes del proceso
(derecha).

)
S

e Preparar el stock de fluidos simulados SSF, SGF y SIF.
e Realizar el ajuste de pH para el experimento.

Preparacion

_—

Mezcla del alimento con SSF (1:1, (vol/peso)).
Agregar CaCl; (1.5 mmol en SSF).

Agregar amilasa salivar, si fuera necesario (75 U/mL).
Incubar mientras se mezcla (2 min, 37 °C, pH 7.0).

Fase Oral
o o L] L]

Mezcla del bolo oral con SGF (1:1, (vol/vol)).
Agregar CaCl; (0.15 mmol en SSF).

Agregar pepsina, lipasa gastrica (2000, 60 U/mL).
Incubar mientras se mezcla (2 h, 37 °C, pH 3.0).

1d
Fase gastrica
L ] e o L ]

Mezcla del quimo gastrico con SIF (1:1, (vol/vol)).
Agregar bilis (10 mmol de sales biliares).

Agregar CaCl (0.6 mmol en SIF).

Agregar pancreatina (tripsina activa 100 U/mL).
Incubar mientras se mezcla (2 h, 37 °C, pH 7.0).

Fase intestinal
L] L ] e o L]

e Procedimiento de muestreo y tratamiento de
muestra.

Muestreo

SSF, liquido salival simulado; SGF, fluido gastrico simulado; SIF,
fluido intestinal simulado.
Fuente: Brodkorb A. et al.®®

3.4. Procesamiento y analisis de la informacién.

Todos los ensayos se desarrollaron por triplicado y se evaluaron
mediante un analisis de varianza con el programa R versién 4.2.0 con un
nivel de significancia del 5% (p-valor < 0.05), en los casos en que se
encontré diferencias estadisticas significativas se aplicé la prueba de

comparaciones multiples de Tukey, utilizando el paquete agricolae??’.

3.5. Aspectos éticos.

El autor del presente trabajo de investigacion declara que se realizé
sin ningun propdsito de beneficio de tipo comercial o financiero que pueda
establecer algun posible conflicto de intereses. Se ha respetado los

derechos de autoria y propiedad intelectual. El uso de productos quimicos
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fiscalizados por las instituciones gubernamentales, utilizados en los
experimentos en las cantidades requeridas. Toda informacién recolectada
y acopiada durante la presente investigacion se obtuvo estrictamente de
fuentes confiables cientificas. El procesamiento de la informacién se hizo
de forma responsable, seria y honesta con el objeto de salvaguardar la
integridad de la misma. Del mismo modo, los analisis realizados durante
la investigacion se hicieron mediante métodos confiables y validados. La
investigacion no se hizo con seres humanos ya que se evalud la
bioaccesibilidad mediante un proceso de digestion in vitro por lo tanto no

se requirié ningun consentimiento informado.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Para llevar a cabo el estudio de bioaccesibilidad de los acidos grasos
EPA, DHA y ALA se elaboraron dos tipos de hamburguesas de boquichico
(Prochilodus nigricans), en el primer tipo de hamburguesa se utilizé aceite de
menhaden (Brevoortia tyrannus) y en segundo tipo de hamburguesa se utilizé
aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) ambos aceites previamente
fueron microencapsulados aplicando el método de coacervacion compleja
utilizando gelatina y goma arabiga como encapsulantes para luego ser
sometidas al proceso de reticulacion utilizando la enzima transglutaminasa®®,
estos procesos permiten obtener microparticulas estables, esféricas,
multinucleadas que contiene la mayor cantidad de aceite microencapsulado.

4.1. Caracterizaciéon de la materia prima.
4.1.1. Analisis de frescura.

El pescado utilizado para la elaboracion de las hamburguesas
(materia prima) se adquirié de piscigranjas (Figura Ne 8) ubicadas en la

carretera Iquitos — Nauta.




Luego los pescados extraidos de las piscigranjas se colocaron en

cajas de poliestireno con hielo picado para mantener su frescura,

procediendo seguidamente a trasladarlos hasta el Taller de Productos

Carnicos de la Facultad de Industrias Alimentaria (UNAP) ubicado en la

Av. Augusto Freyre Ne 600 de la ciudad de Iquitos donde se llevé a cabo

Su procesamiento.

Para evaluar la calidad del pescado fresco, se aplicé el Método de

indice de Calidad (MIC) basado en deméritos?°®. Los resultados de la

evaluacion indican que el pescado es de excelente calidad y se muestran

en la Tabla Ne 10.

Tabla Ne 10. Evaluacioén de la calidad del boquichico (Prochilodus nigricans) fresco.

Método del indice de la Calidad.

Parametro de calidad Caracteristica Puntuacion Evaluacién
Apariencia general Piel 0 Brillante, resplandeciente 0
1 Brillante
2 Opaca
Manchas de 0 Ninguna 0
sangre 1 Pequefios, 10 — 30%
(enrojecimient 2 Grandes, 30 — 50%
gz)zquculos 3 Muy grandes, 50 — 100%
Dureza 0 Duro, en rigor mortis 0
1 Elastico
2 Firme
3 Suave
Vientre 0 Firme 0
1 Suave
2 Estallido de vientre
Olor 0 Fresco 0
1 Neutral
2 A humedad, mohoso, acido
3 Carne pasada/rancia
Ojos Claridad 0 Claros 0
1 Palidos, descoloridos
Forma 0 Normal 0
1 Planos
2 Hundidos
Branquias Color 0 Rojo caracteristico 0
1 Palidas, descoloridas
Olor 0 Fresco 0
1 Neutral
2 Ligeramente rancio
3 Hedor agrio/pasado, rancio
Total puntuacion 0
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4.1.2. Rendimiento de la materia prima.

La Tabla Ne 11, muestra la cantidad de pulpa boquichico
(Prochilodus nigricans), desechos (cabeza, cola, aletas, espinazo,
espinas, piel, visceras) y rendimiento de los filetes obtenidos segun la
procedencia de la materia prima. Se observa que el rendimiento promedio
de la pulpa en porcentaje fue de 29.101% con una desviacién estandar de

+0.8482.

Tabla Ne 11. Rendimiento de los filetes de boquichico (Prochilodus nigricans) segun su

procedencia.

Procedencia Peso bruto Pulpa Desechos Rendimiento

(kg) (kg) (kg) (%)

Piscigranja

Mariliquiz S|I\{a Torres 26 075 185 28.846%
Carretera Iquitos — Nauta

km 15.0

Piscigranja

Comercial Hnos. Garcia o
Carretera Iquitos — Nauta 17.6 5.0 12.6 28.409%
km 19.5

Piscigranja

Edwin Agurto Garcia o
Carretera Iquitos — Nauta 21.4 6.43 15.2 30.047%
km 48.0

Rendimiento promedio: 29.101% DE: +0.8482

4.1.3. Analisis proximal de los filetes de pescado.

Los filetes de pescado fueron caracterizados respecto de las
proteinas, humedad, y ceniza segun el método descrito por la AOAC2°2,

Los resultados se presentan en la Tabla Ne 12.

Tabla Ne 12. Composicién centesimal de los filetes de boquichico
(Prochilodus nigricans).

Composicion centesimal (%)

Filete
Humedad Lipidos Ceniza Proteina

Boquichico 74.00 £ 0.11 4.75 + 0.04 1.21+£0.01 17.84 £ 0.06

Promedio + desviacién estandar (n = 3)

60



4.1.4. Perfil de acidos grasos de la pulpa de boquichico

(Prochilodus nigricans).

Los resultados obtenidos en el analisis del perfil de acidos grasos
de la pulpa boquichico (Prochilodus nigricans) se muestra en la
Tabla Ne 13. Se puede observar que en la pulpa la presencia de los acidos
grasos en estudio EPA (0.063 g/100 g de pulpa), DHA (0.121 g/100 g de
pulpa) y ALA (0.151 g/100 g de pulpa).

Tabla Ne 13. Perfil de 4cidos grasos de la pulpa cruda de boquichico
(Prochilodus nigricans) en g/100 g de muestra.

Acido graso Cn:m Promedio D::g:;:zn
Araquidénico 20:4 0.097 +0.0154
Eicosatrienoico n-3 20:3 0.039 +0.0006
Eicosadienoico 20:2 0.029 +0.0015
Eicosenoico 20:1 0.054 +0.0021
Docosahexaenoico (DHA) 22:6 0.121 +0.0249
Eicosapentaenoico (EPA) 20:5 0.063 +0.0068
Eicosatrienoico n-6 20:3 0.032 +0.0015
Erucico 22:1 0.051 +0.0006
Miristico 14:0 0.051 +0.0015
Miristoleico 14:1 0.020 +0.0006
Palmitico 16:0 0.683 +0.0086
Palmitoleico 16:1 0.102 +0.0035
Estearico 18:0 0.218 +0.0112
Oleico 18:1 0.246 +0.0607
Linoleico 18:2 0.154 +0.0040
a-Linolénico (ALA) 18:3 0.151 +0.0038
Margarico 17:0 0.061 +0.0023
Pentadecanoico 15:0 0.034 +0.0012
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4.2. Perfil de acidos grasos de los aceites.

4.2.1. Perfil de acidos grasos del aceite crudo de pescado menhaden

(Brevoortia tyrannus).

Los resultados obtenidos en el analisis del perfil de acidos grasos
del aceite crudo de menhaden (Brevoortia tyrannus) se muestra en la
Tabla Ne 14. Se puede observar que el EPA y DHA tienen
concentraciones altas, 17.015 % y 14.318 % respectivamente. En cambio,
la concentracion de ALA es minima 1.889 %.

Tabla Ne 14. Perfil de acidos grasos del aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) crudo (g/100 g de muestra).

Acido graso Cn:m Promedio D:sstvéi:;iaérn
Araquidico 20:0 0.260 +0.0046
Araquidonico 20:4 1.440 +0.0517
Behénico 22:0 0.300 +0.0021
Eicosatrienoico n-3 20:3 0.252 +0.0070
Eicosadienoico 20:2 0.243 +0.0060
Eicosenoico 20:1 1.182 +0.0123
Docosahexaenoico (DHA) 22:6 14.318 +0.8936
Eicosapentaenoico (EPA) 20:5 17.015 +0.6049
Eicosatrienoico n-6 20:3 0.326 +0.0229
Miristico 14:0 9.857 +0.4374
Palmitico 16:0 19.486 +0.4516
Palmitoleico 16:1 14.488 +0.2126
Estearico 18:0 3.664 +0.0352
Oleico 18:1 6.822 +1.1061
Linoleico 18:2 1.902 +0.0140
a-Linolénico (ALA) 18:3 1.889 +0.0361
Elaidico (trans) 18:1 0.179 +0.0316
Erucico 22:1 1.685 +0.0625
Heneicosanoico 21:0 0.089 +0.0270
Laurico 12:0 0.136 +0.0072
Margarico 17:0 0.793 +0.0589
Pentadecanoico 15:0 0.783 +0.0206
Nervénico 24:1 0.400 +0.0271
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4.2.2. Perfil de acidos grasos del aceite virgen de sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.).

Los resultados obtenidos en el analisis del perfil de acidos grasos
del aceite virgen de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) se muestra en la
Tabla Ne 15. Se puede observar que el EPA y DHA no estan presentes en

su composicion. En cambio, la concentracién de ALA es de 49.28 %.

Tabla Ne 15. Perfil de acidos grasos del aceite virgen de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) (/100 g de muestra).

Acido graso Cn:m Promedio D:sstvéi:;:')rn
Araquidico 20:0 0.159 +0.0028
Eicosadienoico 20:2 0.037 +0.0000
Eicosenoico 20:1 0.219 +0.0191
Palmitico 16:0 3.923 +0.1137
Palmitoleico 16:1 0.049 +0.0021
Estedrico 18:0 2.950 +0.0028
Oleico 18:1 8.866 +0.2586
Linoleico 18:2 34.263 +0.4400
a-Linolénico (ALA) 18:3 49.280 +0.7556
Margarico 17:0 0.1000 +0.0070

4.2.3. Produccion de aceite microencapsulado por el método de

coacervacion compleja reticuladas.

El proceso de produccibn de aceite de menhaden
(Brevoortia tyrannus) 'y de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
microencapsulados por el método de coacervacion compleja (Figura Ne 9)
se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Control de Calidad
en el Centro de Investigacion de Recursos Naturales (LICC — CIRNA) de

la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).
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Las condiciones para la reticulacion de las microparticulas de

aceite se muestran en la Tabla Ne 16.

Tabla Ne 16. Condiciones para la reticulacion de las microparticulas

coacervadas.
Parametros Valores
Concentracion 30 U/g.proteina
pH 4.0
Tiempo de reaccion 6 horas
Temperatura 25-27 °C

Figura Ne 9. Proceso de obtencién del aceite microencapsulado por el método
de coacervacion compleja.

4.2.4. Caracterizaciéon de los materiales encapsulantes.

La caracterizacién de los materiales encapsulantes se desarroll6
en funcién de la cuantificacién del contenido de proteina, humedad,
cenizas y lipidos segun los métodos descritos por la AOAC?%2. Los

resultados se muestran en la Tabla Ne 17.
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Tabla Ne 17. Composicién centesimal de los materiales encapsulantes.

Composicion centesimal (%)

Encapsulante

Humedad Proteina Lipidos Carbohidratos
Goma arabiga 10.31 +0.18 2.09 £0.06 0.35 +0.09 87.02 £0.33
Gelatina 11.30+0.15  88.97 +0.17 0.13 +0.04 -

Promedio + desviacién estandar (n = 3)

4.2.5. Morfologia y microestructura de las microparticulas reticuladas.

Figura Ne 10. Microparticulas de aceite de
menhaden (Brevoortia tyrannus).
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Figura Ne 11. Microparticulas de aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.).

4.3. Eficiencia de encapsulacion de microparticulas producidas por

coacervacion compleja.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion (EE) primero se
determind el contenido de lipidos en las microparticulas y luego se
procedido a su cuantificacion aplicando el método de Bligh y Dyer?0!

obteniendo una eficiencia de encapsulacion de 89.17 + 0.63 %.
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4.4. Anadlisis proximal de las hamburguesas de boquichico

(Prochilodus nigricans).

En la Tabla Ne 18 se pueden observar los resultados del analisis
proximal de las hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de menhaden (Brevoortia tyrannus) y de sacha
inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulados por el método de

coacervacion compleja.

Tabla Ne 18. Composicién centesimal hamburguesa de boquichico
(Prochilodus nigricans) elaborada con aceite de menhaden (Brevoortia tyrannus) y de
sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulados.

Composiciéon centesimal (%)

Hamburguesa
Humedad Lipidos Ceniza Proteina

Con aceite de

e 64.48 £ 0.22 19.20 + 0.67 0.99 + 0.06 17.05 + 0.54
sacha inchi

Con aceite de

65.94 + 0.34 19.24 + 0.88 1.11+£0.17 18.08 £ 0.62
menhaden

Promedio + desviacion estandar (n = 3)

4.41. Estabilidad oxidativa de las hamburguesas (TBARS).

La estabilidad oxidativa de las hamburguesas se determina a
través del estudio de los productos secundarios generados aplicando el
método TBARS. Los resultados obtenidos del célculo del indice de
perdxidos para las hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans)
elaboradas con aceite de menhaden (Brevoortia tyrannus) y con aceite de

sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) se muestra en la Tabla Ne 19.

El Codex Alimentarius establece un limite maximo de 2 mg/kg de
malondialdehido (MDA) en carne y productos carnicos tratados
térmicamente, por lo tanto, la estabilidad oxidativa de la hamburguesa
cocida se mantiene en un nivel aceptable luego de las 8 semanas al

utilizar ambos tipos de aceite.
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Tabla Ne 19. Estabilidad oxidativa de hamburguesas de boquichico
(Prochilodus nigricans).

indice de peréxidos de hamburguesa de boquichico
(Prochilodus nigricans)

Tiempo Hamburguesa cruda Hamburguesa cocida
Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
menhaden sacha inchi menhaden sacha inchi

Tiempo 0 0.2353 +0.0127 0.0667 +0.0207 0.2740 +0.0331 0.0977 +0.0326
Semana 1 0.2865 +0.0241 0.2397 +0.0339 0.5065 +0.0248 0.3302 +0.0215
Semana 2 0.5424 +0.0278 0.4207 +0.0168 0.6583 +0.0153 0.4820 +0.0294
Semana 3 0.6959 +0.0133 0.6142 +0.0155 0.8793 +0.0162 0.7030 +0.0195
Semana 4 0.8147 +0.0183 0.7330 +0.0288 1.0803 +0.0245 0.8040 +0.0114
Semana 5 0.9481 +0.0302 0.8264 +0.0305 1.1318 +0.0324 0.8753 +0.0217
Semana 6 1.1953 +0.0214 1.0536 +0.0223 1.3363 +0.0162 1.1498 +0.0238
Semana 7 1.1571 +0.0128 1.2038 +0.0141 1.3707 +0.0223 1.2242 +0.0278
Semana 8 1.4305 +0.0246 1.2352 £0.0219 1.6106 £0.328 1.4551 £0.0212

Promedio +desviacién estandar (n=3)

Figura Ne

1.6

14

12. Indice de peréxido de hamburguesas de boquichico
(Prochilodus nigricans) crudas elaboradas con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) y sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulados.
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Figura Ne 13. indice de peréxido de hamburguesas de boquichico
(Prochilodus nigricans) cocidas elaboradas con aceite de menhaden
(Brevoortia tyrannus) y sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulados.
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4.5. Bioaccesibilidad de los acidos grasos EPA, DHA y ALA.

Para determinar el porcentaje bioaccesible de EPA, DHA y ALA
que se libera en el proceso digestivo, se aplico el protocolo INFOGES 2.0

que permite simular la digestion in vitro en sus tres etapas (bucal, gastrico

e intestinal). Seguidamente se analiz6 las muestras digeridas con el

meétodo de cromatografia gaseosa.
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4.5.1. Analisis de los acidos grasos en las hamburguesas crudas.

La Tabla Ne 20 muestra los acidos grasos presentes en
hamburguesa cruda de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecidas

con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus)
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microencapsulado por coacervacion compleja (HAP). Se observa que el
contenido inicial de EPA, DHA y ALA antes de la coccion de la
hamburguesa es 0.347 + 0.035, 0.287 + 0.021 y 0.107 +£ 0.010 g/100 g de
muestra, respectivamente. Estos acidos grasos provienen tanto del aceite
de pescado que se utilizé para enriquecer la hamburguesa (Tabla Ne 14)

como de la pulpa de boquichico (Tabla Ne 13).

Tabla Ne 20. Acidos grasos en hamburguesa cruda de boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecidas con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) microencapsulado (HAP) (g/100 g de muestra).

Acido graso Cn:m Resultado*
Araquidénico n-6 20:4 0.069 +0.005
Eicosatetraenoico n-3 20:4 0.025 +0.003
Docosapentaenoico n-3 22:5 0.046 +0.020
Docosahexaenoico (DHA) 22:6 0.287 +0.021
Eicosapentaenoico n-3 (EPA) 20:5 0.347 +0.035
Miristico 14:0 0.253 +0.076
Palmitico 16:0 2.693 +1.144
Palmitoleico n-7 16:1 0.485 +0.196
Estearico 18:0 1.084 +0.474
Oleico n-9 18:1 4.661 +2.743
Vaccénico n-7 18:1 0.421 +0.265
Linoleico n-6 18:2 0.921 +0.586
y-Linolénico n-6 18:3 0.010 +0.003
a-Linolénico n-3 (ALA) 18:3 0.107 +0.010
Estearidonico n-3 18:4 N.D. N.D.

* Promedio + Desviacion estandar. (n =3) N.D.: no se detectd.

La Tabla Ne 21 muestra los acidos grasos presentes en la
hamburguesa cruda de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida
con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado por
coacervacion compleja (HASI). Se observa que el contenido inicial antes
de la coccion de la hamburguesa el contenido de EPA, DHA y ALA es
0.048 + 0.025, 0.101 + 0.048 y 0.511 + 0.155 g/100 g de muestra,
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respectivamente. Los acidos grasos EPA y DHA provienen de la pulpa de
boquichico y el ALA del aceite microencapsulado con que se enriquecio la

hamburguesa.

Tabla Ne 21. Acidos grasos en hamburguesa cruda de boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecida con aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) microencapsulado (g/100 g de muestra).

Acido graso Cn:m Resultado*
Araquidénico n-6 20:4 0.057 +0.006
Eicosatetraenoico n-3 20:4 0.023 +0.009
Docosapentaenoico n-3 22:5 0.019 +0.007
Docosahexaenoico (DHA) 22:6 0.101 +0.048
Eicosapentaenoico n-3 (EPA) 20:5 0.048 +0.025
Miristico 14:0 0.185 +0.010
Palmitico 16:0 2444 +0.239
Palmitoleico n-7 16:1 0.334 +0.035
Estedrico 18:0 0.939 +0.166
Oleico n-9 18:1 2.836 +0.578
Vaccénico n-7 18:1 0.235 +0.017
Linoleico n-6 18:2 1.158 +0.345
y-Linolénico n-6 18:3 N.D N.D.
a-Linolénico n-3 (ALA) 18:3 0.511 +0.155
Estearidonico n-3 18:4 N.D. N.D.

* Promedio + Desviacién estandar. (n = 3) N.D.: no se detecto.

La Tabla Ne 22 muestra los contenidos de EPA, DHA y ALA en las
hamburguesas (Figura Ne 14) y se verifica que existen diferencias
significativas entre los promedios de los contenidos de estos acidos
grasos al comparar las hamburguesas enriquecidas con aceite de
pescado (HAP) y las enriquecidas con aceite de sacha inchi (HASI). Esto
sucede debido a que el aceite de pescado microencapsulado utilizado
para enriquecer las hamburguesas HAP posee un alto contenido de EPA

y DHA, pero no de ALA (Tabla Ne 14), en cambio el aceite de sacha inchi
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utilizado para enriquecer las hamburguesas HASI posee un alto contenido
de ALA, pero no contiene EPA ni DHA (Tabla Ne 15).

Tabla Ne 22. Contenido de EPA, DHA y ALA en hamburguesa cruda de
boquichico (Prochilodus nigricans) con aceite de pescado (HAP) y de
sacha inchi (HASI) microencapsulados (g/100 g de muestra).

Hamburguesas crudas

Acido graso p
HAP HASI
EPA 0.347 £ 0.035 0.048 £ 0.025 0.0003  ***
DHA 0.287 + 0.021 0.101 + 0.048 0.0035 **
ALA 0.107 £ 0.010 0.511+0.155 0.0108 *
*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 (n=3)

Figura Ne 14. Contenido de EPA, DHA y ALA en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida con aceite de pescado
menhaden (Brevoortia tyrannus) (HAP) y de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) (HASI) microencapsulados. B: bucal, G:
gastrica, I: intestinal.
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4.5.2. Analisis de los acidos grasos en las muestras digeridas de las

hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans).

La Tabla Ne 23 muestra los acidos grasos liberados durante el
proceso de digestion in vitro en la etapa bucal, gastrica e intestinal de la
hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) elaborada con aceite
de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado por

coacervacion compleja (HAP).

Tabla Ne 23. Acidos grasos en muestras digeridas de hamburguesa de boquichico
(Prochilodus  nigricans) enriquecidas con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) microencapsulado (HAP) (g/100 g de muestra).

) Fase bucal Fase gastrica Fase intestinal
Acido graso Cn:m
Resultado* Resultado* Resultado*

Araquidénico n-6 20:4  0.0108 +0.0007 0.0020 +0.0002 N.D. N.D.
Cloosateliaenolcd 204 00042 00001 0.0006 :0.0002 ND.  ND.
Docosapentaenoico 2.5 ND.  ND.  ND.  ND.  ND.  ND.
%’ﬁﬁjahexae”"ico 22:6  0.0186 £0.0026 0.1270 £0.0252 0.2401 +0.0284
E_ig"(sEag/f)“tae“Oico 205 00399 00164 01751 +0.0162 04100 +0.0193
Miristico 14:0  0.0304 +0.0012 0.0046 +0.0015 0.0074 +0.0015
Palmitico 16:0 0.3174 +0.0029 0.0478 +0.0112 0.0736 +0.0096
Palmitoleico n-7 16:1  0.0470 +0.0008 0.0066 +0.0024 0.0097 +0.0012
Estearico 18:0  0.1409 +0.0008 0.0220 +0.0042 0.0300 +0.0031
Oleico n-9 18:1  0.2661 +0.0208 0.0406 +0.0158 0.0880 +0.0127
Vaccénico n-7 181  0.0265 +0.0008 0.0040 +0.0014 0.0069 +0.0008
Linoleico n-6 182  0.0946 +0.0097 0.0145 +0.0057 0.0343 +0.0066
y-Linolénico n-6 183 N.D.  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

a-Linolénico n-3 18:3  0.0109 +0.0003 0.0360 +£0.0021 0.0327 +0.0014

(ALA)
Estearidénico n-3 18:4  0.0047 +0.0005 0.0007 +0.0002 N.D. N.D.
* Promedio + Desviacion estandar. (n = 3) N.D.: no se detecto.

Se observa que la cantidad de EPA y DHA liberadas son mayores
en la etapa intestinal (Figura Ne 14 y Figura Ne 15). Este comportamiento
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se deberia a que el aceite de pescado con el que se ha enriquecido la
hamburguesa HAP tiene una gran cantidad de EPA y DHA en su
composicion (Tabla Ne 14), ademas este hallazgo es de esperar puesto
que las enzimas digestivas que hidrolizan los compuestos lipidicos se
segregan a nivel intestinal. En cuanto a la liberacién de ALA (Figura Ne 14
y Figura Ne 15) se observa que es baja tanto en las etapas bucal, gastrica
e intestinal puesto que el aceite con el que se ha enriquecido las
hamburguesas HAP (Tabla Ne 14) y la pulpa de boquichico con la que se
ha elaborado la hamburguesa, contienen una baja concentracion de acido
graso ALA en su composicion (Tabla Ne 13). Para determinar el porcentaje
bioaccesible de los acidos grasos EPA, DHA y ALA en la hamburguesa
HAP, se observo las cantidades liberadas durante la digestion in vitro en
la etapa intestinal (1) las cuales son 0.4100 + 0.0193, 0.2401 + 0.0284 y
0.0327 + 0.0014, respectivamente.

La Tabla Ne 24 muestra los acidos grasos liberados durante la
digestion in vitro en la etapa bucal, gastrica e intestinal de las
hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecidas con
aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado por
coacervacion compleja (HASI). Se observa que las cantidades de EPA y
DHA liberadas son cantidades bajas en las etapas bucal, gastrica e
intestinal (Figura Ne 14 y Figura Ne 15) y las cantidades de ALA liberadas
son altas en la etapa gastrica e intestinal. Este comportamiento se
deberia a que el aceite de sacha inchi con el que se ha enriquecido la
hamburguesa HASI no posee EPA ni DHA en su composicion, pero si una
cantidad muy elevada de ALA (Tabla Ne 15), ademas como ya se indicé
la mayor cantidad de acido grasos liberados en la etapa intestinal se
deberia a que las enzimas digestivas que hidrolizan los compuestos
lipidicos se segregan a este nivel. Para determinar el porcentaje
bioaccesible de los acidos grasos se ha observado que durante la
digestion in vitro las cantidades de EPA, DHA y ALA liberadas en la etapa
intestinal (1) son 0.0845 + 0.0205, 0.0349 + 0.0143 y 0.1758 + 0.0356
g/100 g de muestra, respectivamente (Figura Ne 14, Figura Ne 15 y
Figura Ne 16).
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Tabla Ne 24. Acidos grasos en muestras digeridas de hamburguesa de boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecidas con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
microencapsulado (HASI) (g/100 g de muestra).

i Fase bucal Fase gastrica Fase intestinal
Acido graso Cn:m
Resultado* Resultado* Resultado*
Araquidénicon-6  20:4  0.0027 +0.0006 0.0012 +0.0003  N.D. N.D.
Clifosalelraenoico 204 00005 :0.0002 ND.  ND.  ND.  ND.
Docosapentaenclcd 555 N.D.  N.D. N.D.  ND. N.D. N.D.
([)S’H"Zj’ahexae”"ico 22:6  0.0178 10.0039 0.0289 $0.0083 0.0349 +0.0143
E_ig"(sl’zal:f’:;taenmco 205 00226 +0.0064 00152 +0.0039 0.0845 +0.0205
Miristico 14:0  0.0062 +0.0023 0.0023 +0.0000  0.0018  +0.0003
Palmitico 16:0  0.0639 +0.0449 0.0388 +0.0015 0.0162 +0.0070
Palmitoleico n-7 16:1  0.0049 +£0.0022 0.0038 +0.0001  0.0030 +0.0002
Estedrico 18:0 0.0564 +0.0100 0.0183 +0.0002  0.0065 +0.0038
Oleico n-9 181  0.0974 +0.0514 0.0444 +0.0086  0.0193 +0.0087
Vaccénico n-7 181  0.0082 +0.0035 0.0037 +0.0005 0.0017 +0.0005
Linoleico n-6 18:2  0.0221 +0.0093 0.0558 +0.0237  0.0077 +0.0034
y-Linolénico n-6 18:3 N.D.  ND. N.D. N.D. N.D. N.D.

a-Linolénico n-3 18:3 00286 +0.0042 01513 +0.0031 0.1758 +0.0356

(ALA)
Estearidénico n-3 18:4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
* Promedio + Desviacion estandar. (n = 3) N.D.: no se detecto.

La Tabla Ne 25 muestra la cantidad de acido graso EPA liberado
durante las etapas bucal, gastrica e intestinal de la digestion in vitro de las
hamburguesas HAP y HASI. En la etapa bucal de la digestion se observa
la presencia de EPA en cantidades similares en ambas hamburguesas no
encontrandose diferencias significativas en los promedios (p > 0.05) estas
cantidades de EPA en la etapa bucal corresponderian al grupo de acidos
grasos que se encuentran libres en la matriz alimenticia luego de la
coccion de las hamburguesas (Figura Ne 15). En la etapa gastrica e
intestinal se observa una mayor liberacion de EPA en la digestion de la
hamburguesa HAP que en la hamburguesa HASI revelando diferencias

significativas al comparar los promedios (p < 0.05). En ambas
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hamburguesas se observa la misma tendencia en la que se reporta mayor

liberacién de los acidos grasos en la etapa intestinal.

Tabla Ne 25. EPA liberado durante la digestion in vitro en hamburguesa
de boquichico (Prochilodus nigricans) con aceite de pescado (HAP) y
de sacha inchi (HASI) microencapsulados (g/100 g de muestra).

Hamburguesas
Etapa p
HAP HASI
Bucal (B) 0.0399 £ 0.0164 0.0226 + 0.0064 0.1630 N.S.

Gastrica (G)  0.1751+0.0162 0.0152 +0.0039 0.0001 ***

Intestinal (1) 0.4100 +0.0193 0.0845+0.0205 0.0000 ***

N.S.: no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

Figura Ne 15. Liberacion de EPA en la digestién in vitro de
hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida con
aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) (HAP) y de
sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) (HASI) microencapsulados.
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La Tabla Ne 26 muestra la cantidad de acido graso DHA liberado

durante las etapas bucal, gastrica e intestinal de la digestién in vitro de las
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hamburguesas HAP y HASI. En |la etapa bucal de la digestion se observa
la presencia de DHA en cantidades similares en ambas hamburguesas no
encontrandose diferencias significativas en los promedios (p > 0.05) estas
cantidades de DHA en la etapa bucal corresponderian al grupo de acidos
grasos que se encuentran libres en la matriz alimenticia luego de la

coccion de las hamburguesas (Figura Ne 16).

Tabla Ne 26. DHA liberado durante la digestion in vitro en hamburguesa
de boquichico (Prochilodus nigricans) con aceite de pescado (HAP) y de
sacha inchi (HASI) microencapsulados (g/100 g de muestra).

Hamburguesas
Etapa p
HAP HASI
Bucal (B) 0.0186 £ 0.0026 0.0178 £0.0039 0.7657 N.S.

Gastrica (G)  0.1270+0.0252 0.0289 + 0.0083 0.0031 **

Intestinal (1) 0.2401 £+ 0.0284 0.0349 +£0.0143 0.0004 ***

N.S.: no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

Figura Ne 16. Liberacion de DHA en la digestion in vitro de
hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida con
aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) (HAP) y de
sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) (HASI) microencapsulados.
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En la etapa gastrica e intestinal también se observa una mayor
liberacion de DHA en la digestion de la hamburguesa HAP en
comparacion con la digestion de la hamburguesa HASI revelando
diferencias significativas al comparar los promedios (p < 0.05). En ambas
hamburguesas se observa la misma tendencia en la que se reporta mayor

liberacién de los acidos grasos en la etapa intestinal (Figura Ne 16).

La Tabla Ne 27 muestra la cantidad de acido graso ALA liberado
durante las etapas bucal, gastrica e intestinal de la digestién in vitro de las
hamburguesas HAP y HASI. En la etapa bucal de la digestion se observa
la presencia de ALA en mayor proporcién en la hamburguesa HASI que
en la hamburguesa HAP, encontrandose diferencias significativas en los
promedios (p < 0.05), estds cantidades de ALA en la etapa bucal
corresponderian al grupo de acidos grasos que se encuentran libres en la
matriz alimenticia luego de la coccion de las hamburguesas
(Figura Ne 16).

Tabla Ne 27. ALA liberado durante la digestién in vitro en
hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) con aceite de
pescado (HAP) y de sacha inchi (HASI) microencapsulados (g/100 g
de muestra).

Hamburguesas
Etapa p
HAP HASI
Bucal (B) 0.0109 + 0.0003 0.0286 +0.0042 0.0020 **

Gastrica (G) 0.0360 + 0.0021 0.1513£0.0031 0.0000 ***

Intestinal (1) 0.0327 £ 0.0014 0.1758 £ 0.0356  0.0022 **

N.S.: no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

En la etapa gastrica e intestinal se observa una mayor liberacion
de ALA en la digestién de la hamburguesa HASI en comparacion con la
digestion de la hamburguesa HAP revelando diferencias significativas al
comparar los promedios (p < 0.05). En este caso, sélo en la hamburguesa
HASI se observa la tendencia en la que se reporta mayor liberacién de los

acidos grasos en la etapa intestinal (Figura Ne 17).
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Figura Ne 17. Liberacion de ALA en la digestion in vitro de
hamburguesa de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida con
aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) (HAP) y de sacha
inchi (Plukenetia volubilis L.) (HASI) microencapsulados.
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4.5.3. Bioaccesibilidad de EPA, DHA y ALA en las hamburguesas de

boquichico (Prochilodus nigricans).

La Tabla Ne 28 muestra el porcentaje bioaccesible de los acidos

grasos EPA, DHA y ALA en hamburguesa de boquichico

(Prochilodus nigricans) enriquecida con aceite de pescado (HAP) y de

sacha inchi (HASI) microencapsulado por coacervacién compleja. Se

observa que los porcentajes bioaccesibles de EPA, DHA y ALA

en hamburguesas enriquecidas con aceite de pescado (HAP) fueron
50.54 + 0.94 %, 44.04 + 558 % y 30.56 + 2.57 %, respectivamente

(Figura Ne 18). También se observa que los porcentajes bioaccesibles de

EPA, DHA y ALA en hamburguesas de pescado enriquecidas con aceite

de sacha inchi (HASI) fueron 41.64 £5.79 %, 31.01 + 10.16 %

35.40 £ 7.24 %, respectivamente (Figura Ne 17). No existe diferencias

significativas entre los porcentajes de bioaccesibilidad de los acidos
grasos EPA, DHA y ALA en las hamburguesas HAP y HASI. Es posible
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que este comportamiento se deba a que se esta utilizando la misma
técnica de microencapsulacién para producir las microparticulas de aceite
de pescado y de sacha inchi.

Tabla Ne 28. Porcentaje bioaccesible de EPA, DHA y ALA en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia Tyrannus) y de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulados.

. HAP HASI
Acido graso p
Resultado* Resultado*

Eicosapentaenoico
n-3 (EPA) 50.54 +0.94 41.64 +5.79 0.0582 N.S.
Docosahexaenoico 4404 4558 3101 $10.16 01232 N.S.
(DHA)
a-Linolénico
n-3 (ALA) 30.56 +2.57 35.40 +7.24 0.3358 N.S.

* Promedio + Desviacion estandar. (n = 3) N.S.: no significativo
HAP: Hamburguesa de boquichico con aceite de pescado microencapsulado.
HASI: Hamburguesa de boquichico con aceite de sacha inchi microencapsulado.

Figura Ne 18. Porcentaje bioaccesible de EPA, DHA y ALA en
hamburguesas de boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecidas con
aceite microencapsulado de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus)
(HAP) y de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) (HASI).
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Al analizar la composiciéon de EPA y DHA en las hamburguesas
HAP (Tabla Ne 20) observamos que la contribucion de estos acidos grasos
es de 0.347 y 0.287 g/100 g de muestra, respectivamente y el porcentaje
bioaccesible correspondiente es 50.54 % y 44.04 % (Tabla Ne 28) lo que
nos da como resultado un aporte de EPA + DHA de 0.301 g/100 g de
muestra lo que indica que con 100 g de hamburguesa HAP alcanzamos
la cantidad de EPA + DHA recomendada para ingerir por dia
(0.250 g/persona/dia)’-13-18.209210 y también se puede considerar a esta
hamburguesa como “fuente de omega-3” de acuerdo con la regulacion
europea?'®, En cuanto al acido graso ALA, las hamburguesas HAP
contienen 0.107 g/100 g de muestra en promedio (Tabla Ne 20) y su
porcentaje bioaccesible es 30.56 % (Tabla Ne 28) lo que nos da como
resultado un aporte de 0.033 g/100 g de muestra lo que indica que con
100 g de hamburguesa HAP no se podra alcanzar a cubrir la cantidad de

ALA que se recomienda ingerir por dia'®.

Al analizar la composiciéon de EPA y DHA en las hamburguesas
HASI (Tabla Ne 21) observamos que la contribucién de estos acidos
grasos es de 0.048 y 0.101 g/100 g de muestra, respectivamente y el
porcentaje bioaccesible correspondiente es 4164 % y 31.01 %
(Tabla Ne 28) lo que nos da como resultado un aporte de EPA + DHA de
0.051 g/100 g de muestra lo que indica que con 100 g de hamburguesa
HASI no alcanzaria la cantidad de EPA + DHA recomendada que se debe
ingerir por dia (0.250 g/persona/dia)’-13-18209210 sin embargo si se puede
considerar a esta hamburguesa como “fuente de omega-3” de acuerdo
con la regulacién europea?'®. En cuanto al acido graso ALA, las
hamburguesas HASI contienen 0.511 g/100 g de muestra (Tabla Ne 21) y
el porcentaje bioaccesible es 35.40 % (Tabla Ne 28) lo que nos da como
resultado un aporte de 0.181 g/100 g de muestra lo que indica que con
100 g de hamburguesa HAP no se alcanzaria la cantidad de ALA que se

recomienda ingerir por dia'®.
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CAPITULO V: DISCUSION DE RESULTADOS

La liberacion de DHA, EPA y ALA en la digestion de las hamburguesas
HAP y HASI mostraron un comportamiento similar, existiendo escasas
diferencias significativas entre ambas. Se ha observado que el mayor
porcentaje liberado de DHA, EPA y ALA se lleva a cabo en la etapa intestinal,
seguido de las etapas gastrica y bucal. Estos hallazgos concuerdan con el
trabajo de Solomando, Antequera y Pérez Palacios®® que trabajaron con
microparticulas de aceite de pescado para enriquecer dos sistemas modelo

de carne diferentes, cocido (CK) y curado en seco (DC).

Los porcentajes bioaccesibles de ALA en la hamburguesa enriquecida
con aceite de pescado (HAP) y en la hamburguesa enriquecida con aceite de
sacha inchi (HASI) fueron de 30.56 + 2.57 % y 3540 = 7.24 %,
respectivamente. Estos resultados son consistentes con los porcentajes de
bioaccesibilidad de ALA reportados por Bolger et al.”> en su estudio con
salchichas de pollo enriquecidas con aceite de linaza, donde se aplicaron
diferentes métodos de incorporacion este acido graso, encontrandose valores
de bioaccesibilidad entre 19.2 % y 33.2 %.

La importante cantidad de los acidos grasos DHA, EPA y ALA liberados
en el proceso de digestion de las hamburguesas HAP y HASI,
respectivamente, sugieren que el microencapsulado del aceite ejerce un
efecto protector sobre estos acidos grasos durante la coccién, lo cual
concuerda con los hallazgos explicados en el trabajo de Aquilani et al.>° Esto
corrobora la idoneidad de los materiales de pared de las microparticulas
(gelatina y goma arabiga) para proteger no solo de la coccién sino contra la
acidez del ambiente gastrico lo que también concuerda con estudios previos
sobre diferentes materiales de pared en la produccion de microcapsulas por

coacervacion compleja®.
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CAPITULO VI: PROPUESTA

El presente trabajo de investigacion contribuye a demostrar que las
microparticulas de aceite de pescado, ricas en acidos grasos DHA y EPA,
microencapsulado por coacervacion compleja, permiten enriquecer las
hamburguesas HAP de pescado boquichico (Prochilodus nigricans), de tal
manera que, con la ingestion de 100 g de este producto se logra alcanzar a
cubrir las necesidades de ingesta diaria por persona de DHA y EPA, ademas
que este alimento puede considerarse como “fuente de omega-3". También
se demuestra que el ALA presente en el aceite de pescado y la pulpa de
boquichico no aporta la suficiente cantidad de este acido graso a la
composicion de la hamburguesa HAP como para que con 100 g de este

alimento se alcance a cubrir la ingesta diaria recomendada por persona.

Se demostré6 que las microparticulas de aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.), rico en acido graso ALA, microencapsulado por
coacervacion compleja, permiten enriquecer las hamburguesas HASI de
pescado boquichico (Prochilodus nigricans) pero no al nivel de poder alcanzar
la cantidad recomendada que se debe ingerir por persona por dia. Ademas,
se ha podido comprobar que el aceite de sacha inchi no aporta DHA ni EPA a
la hamburguesa HASI y el DHA, EPA y ALA que aporta la pulpa de boquichico
no es suficiente para alcanzar la cantidad recomendada de ingestién de estos

acidos grasos por persona por dia al consumir 100 g de este alimento.

Otra contribucion de este estudio consiste en que se ha podido verificar
que, con el uso de la microencapsulacion por el método de coacervaciéon
compleja, utilizando gelatina y goma arabiga, es posible enriquecer diferentes
matrices alimenticias con la cantidad necesaria de un bioactivo de interés,
ademas que se puede controlar el momento y lugar de su liberacion en el

tracto gastro intestinal.

Las hamburguesas de boquichico enriquecidas con acidos grasos
omega-3 presentan una valiosa oportunidad de negocio tanto para

piscicultores como para empresas interesadas en la produccién y
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comercializacion de estos productos. Instituciones estatales como el Gobierno
Regional y la Direccion Regional de Industria de Loreto podrian aprovechar
esta iniciativa para impulsar el desarrollo industrial. A través de un programa
de formacion de empresas semilla, que eventualmente podrian transferirse al
sector privado, se fomentaria el crecimiento econémico y la innovacion en la

region.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

La adicion de microparticulas coacervadas, reticuladas con enzima
transglutaminasa conteniendo aceite de pescado o aceite de sacha inchi
logré el enriquecimiento de DHA, EPA y ALA en las hamburguesas sin
afectar las principales caracteristicas de calidad.

Se ha comprobado que el aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) tiene un alto contenido de acidos grasos DHA y EPA
y un bajo contenido de ALA. Las concentraciones expresadas en g/100 g
de muestra son: 14.318 + 0.8936 (DHA), 17.015 + 0.6049 (EPA) y
1.889 + 0.0361 (ALA).

Se ha verificado que el aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)
posee alto contenido de acido graso ALA en su composicion y no se ha
detectado la presencia de DHA o EPA. La concentracion de ALA es
49.28 + 0.7556 g/100 g de muestra.

Se ha comprobado que la composicion promedio de acidos grasos en los
filetes de boquichico (Prochilodus nigricans), expresada en g/100 g de
muestra, es: 0.121 £ 0.0249 (DHA), 0.063 + 0.0068 (EPA)y 0.151 +£ 0.0038
(ALA).

La microencapsulacion del aceite de pescado y de sacha inchi por
coacervacion compleja utilizando el par polimérico gelatina y goma arabiga
confiere un efecto protector al aceite frente a la accion de las enzimas
digestivas permitiendo liberar los acidos grasos DHA, EPA y ALA en la

etapa intestinal.

El porcentaje bioaccesible de EPA y DHA que se obtiene de la
hamburguesa de boquichico enriquecida con aceite de pescado
microencapsulado, alcanza la cantidad recomendada de ingestién por

persona por dia y es considerado un alimento “fuente de omega-3”.
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El porcentaje bioaccesible de ALA que se obtiene de la hamburguesa de
boquichico enriquecida con aceite de sacha inchi microencapsulado no

alcanza la cantidad recomendada de ingestion por dia.

El porcentaje bioaccesible de EPA y DHA que se obtiene de la
hamburguesa de boquichico enriquecida con aceite de sacha inchi
microencapsulado no alcanza la cantidad recomendada de ingestién por
dia, pero si se puede considerar a este producto como “fuente de

omega-3”.
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CAPITULO VIIl: RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de biodisponibilidad de los acidos grasos
DHA, EPA y ALA en hamburguesas de pescado boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecidas con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) y sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado
por coacervacion compleja a fin de poder determinar qué proporcion de estos

acidos grasos llegan al torrente sanguineo.

Desarrollar estudios sobre microencapsulacion de aceites con alto
contenido de omega-3 utilizando otros materiales de pared especialmente
vegetales ya que la gelatina es relativamente cara y no puede ser consumida

por la poblacion vegetariana y vegana®*.

Desarrollar mayor investigacion sobre microencapsulacion basada en
la técnica de coacervacidn compleja utilizando compuestos bioactivos
extraidos de especies vegetales de la flora amazonica que permitan
enriquecer diferentes matrices alimenticias no sélo con aceites ricos en
omega-3 sino con compuestos antioxidantes, probidticos, prebidticos,

vitaminas, minerales, medicinales, entre otros.

Desarrollar estudios sobre bioaccesibilidad de los compuestos
bioactivos que se incorporen en las matrices alimenticias, puesto que no es
suficiente que estas sustancias formen parte de su composicion, sino que es
necesario saber si realmente se liberan en el proceso digestivo y se
encuentran en la posibilidad de llegar al torrente sanguineo para cumplir con

su efecto beneficioso para la salud.

Incrementar la crianza de boquichico (Prochilodus nigricans) en Loreto
pues a pesar de que es una especie que goza de una importante demanda,

s6lo algunos piscicultores se dedican a su crianza.

89



El Gobierno Regional de Loreto debe promover un programa de
formacion empresarial enfocado en procesar las especies producidas por los
piscicultores de la region. Este programa tendria como objetivo elaborar
hamburguesas, snacks, conservas y otros productos derivados, destinados
inicialmente a abastecer los programas sociales, y a su vez, fomentar el

desarrollo de un mercado para estos nuevos productos.
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Anexo 1. Matriz de consistencia.

Titulo de la
Investigacion

Problema de Investigacion

Objetivos de la Investigacion

Hipdtesis

Tipo y disefio
del estudio

Poblacion de estudio
y procesamiento

Instrumento de
recoleccién

Bioaccesibilidad
de DHA, EPAY
ALA
hamburguesas
de boquichico
(Prochilodus
nigricans) bajas
en sodio
enriquecidas
con acidos
grasos
poliinsaturados.

Problema general

¢Cudl es el porcentaje bioaccesible de DHA,
EPAy ALA contenidos en hamburguesas de
boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecidas con acidos grasos
poliinsaturados?

Objetivo General:
Determinar el porcentaje bioaccesible de

DHA, EPA y ALA contenidos en hamburguesas
de boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecidas con acidos grasos
poliinsaturados.

Hipdtesis general:

Existe un porcentaje bioaccesible de DHA,
EPAy ALA contenidos en hamburguesas de
Prochilodus nigricans enriquecidas con acidos
grasos poliinsaturados.

Problemas especificos:

¢Cudl es la composicion de DHA, EPA y ALA
en aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus)?

¢Cudl es la composicion de DHA, EPA y ALA
en aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.)?

¢Cudl es la composicion de DHA, EPA y ALA
en pulpa de boquichico (Prochilodus
nigricans)?

¢Cudl es el porcentaje bioaccesible DHA, EPA
y ALA contenidos en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus)?

¢Cudl es el porcentaje bioaccesible DHA, EPA
y ALA contenidos en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.)?

Objetivos especificos:

Determinar la composicion de DHA, EPAy ALA
en aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus).

Determinar la composicion de DHA, EPAy ALA
en aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.).

Determinar la composicion de DHA, EPAy ALA
en pulpa de boquichico
(Prochilodus nigricans).

Calcular el porcentaje bioaccesible DHA, EPA 'y
ALA contenidos en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida
con aceite de pescado menhaden

(Brevoortia tyrannus).

Calcular el porcentaje bioaccesible DHA, EPA 'y
ALA contenidos en hamburguesa de
boquichico (Prochilodus nigricans) enriquecida
con aceite de sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.)

Hipdtesis especificas:

El aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) contiene los acidos
grasos DHA, EPA y ALA en su composicion.

El aceite de sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.) contiene cantidades
significativas de DHA, EPA y ALA en su
composicion.

La pulpa de boquichico
(Prochilodus nigricans) contiene los acidos
grasos DHA, EPA y ALA en su composicion.

La hamburguesa de boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecida con
aceite de pescado menhaden

(Brevoortia tyrannus) posee un porcentaje
bioaccesible de DHA, EPA y ALA.

La hamburguesa de boquichico
(Prochilodus nigricans) enriquecida con
aceite de aceite de sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.) posee un porcentaje
bioaccesible de DHA, EPA y ALA.

Tipo de estudio:

Investigacion
cuantitativa

Nivel:

Descriptivo

Disefio:

Experimental,
transversal,
prospectivo.

Para cada muestra
(matriz alimenticia) se
tiene una poblacién
conceptual que esta
conformada por todas
las matrices alimenticias
que sean procesadas
bajo las mismas
condiciones del
presente estudio.

Las muestras se
procesaran
determinando
inicialmente el
contenido de DHA, EPA
y ALA en el aceite de
pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus), el
aceite de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) y
la pulpa de boquichico
(Prochilodus nigricans).

Seguidamente se
someterd a la simulacién
de la digestién in vitro a
cada una de las
muestras.

Finalmente se calculara
el porcentaje
bioaccesible de DHA,
EPAyALA,
respectivamente en
cada una de las
muestras (matrices
alimenticias) del
estudio.

Determinacién del
perfil de acidos
grasos mediante
cromatografia
gaseosa de alta
resolucion.

Medicién del
porcentaje
bioaccesible de los
nutrientes
mediante
simulacion
gastrointestinal
estatica in vitro.




Anexo 2. Tabla de operacionalizacion de variables.

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Indicador Instrumento
Variables independientes
Esstﬁ;%rglfég:eoaﬁfg %?Z;Jen Peso del acido graso estudiado (EPA, DHA o ALA)
relacion con la c;antidad de materia en relacion con la cantidad de materia seca antes de Cromatografo de
Contenido de acido graso inicial seca antes de someter al proceso de ser sometido al proceso de digestién in vitro a la Peso gases
digestion in vitro a la muestra de lap muest_l;a detla. matriz allment|3|a. teri
matriz alimenticia. (ug. g materia seca o mg. g materia seca)
Esstﬁ;%rglfég:eoaﬁfg %?Z;Jen Peso del acido graso estudiado (EPA, DHA o ALA)
relacion con la (;antidad de materia en relacion con el peso de la materia seca después Cromatégrafo de
Cantidad de acido graso liberado . de ser sometido al proceso de digestion in vitro a la Peso 9
seca después de someter al proceso muestra de la matriz alimenticia gases
de digestion in vitro a la muestra de la 1 materi a4 teri
matriz alimenticia. (ug. g materia seca o mg. g materia seca)
Variables dependientes
Es la cantidad relativa del acido graso Es el porcentaje de acido graso dializado en relacion
Bioaccesibilidad del &cido graso (%) dializado en relacion con la cantidad porcentaje ce gras ) . Cromatografo de
con la cantidad inicial del nutriente contenido en Porcentaje

(DHA, EPA, ALA)

inicial del nutriente contenido en cada
muestra de la matriz alimenticia.

cada muestra (matriz alimenticia).

gases




Anexo 3. Cromatogramas.

Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra 1).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra 2).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra 3).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 1).

romatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 2).

romatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 3).
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa gastrica 1).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado

(Muestra digerida — etapa gastrica 2).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado

(Muestra digerida — etapa gastrica 3).

romatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 1).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 2).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de pescado menhaden (Brevoortia tyrannus) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 3).

Chromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado (Muestra 1).
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Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado (Muestra 2).

Chromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cruda de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) microencapsulado (Muestra 3).
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 1).

hromatogram

30.0 7| 20220722-TUSNE_SHEYLA #30 HASI-1BD GC_Front
' mV g
o~
(&
)
2 =
20.04 = &=
< T &
E
3
5 z I
& 10.0 & I
o ) © I g
w £ £ 9% 2
o & I §8 &
3 5 S 2R b
2 © < S (5] (&)
0.0 LA, ‘a_’; e A
min
-50_| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
6.5 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
Time [min]

Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 2).

romatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa bucal 3).
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa gastrica 1).

Chromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa gastrica 2).

Chromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa gastrica 3).
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 1).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 2).

hromatogram
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Cromatograma de hamburguesa cocida de pescado boquichico (Prochilodus nigricans)
enriquecida con aceite de sacha inchi (Plukenetia volubilisL.) microencapsulado
(Muestra digerida — etapa intestinal 3).

hromatogram
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ALA

AG

AGS
AGPI

EE

EEM
DHA

EPA
EPA-MAG
EPA-TAG
EPA-FL
HAP:
HASI:

LM
LQM
MEB
MGD
MD
QS
QSEG
FAO

OMS
SSF

SGF

SIF

Anexo 4. Abreviaturas.

Acido a-linolénico

Acidos Grasos

Acidos Grasos Saturados

Acidos Grasos Poliinsaturados

Eficiencia de encapsulacién

Error estdndar de la media

Acido Docosahexaenoico

Acido Eicosapentaenoico

EPA-Monoacilglicerol

EPA-Triacilglicerol

EPA-Fosfolipidos

Hamburguesa de boquichico con aceite de pescado microencapsulado.
Hamburguesa de boquichico con aceite de sacha inchi
microencapsulado.

Lecitina — Maltodextrina (MO)

Lecitina + Quitosano — Maltodextrina (MU)

Microscopia Electronica de Barrido

Modelo Gastrointestinal Dinamico (TIM)

Maltodextrina

Quitosano

Quitosano - Epigalocatequina-3-galato

Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion

Organizacién Mundial de la Salud

Fluido Salival Simulado

Fluido Gastrico Simulado

Fluido Intestinal Simulado



	378bbc5b9ade565ae22ec02cb95b24d1554cb5e561c0c0d7e37bc390cb7c4c00.pdf
	378bbc5b9ade565ae22ec02cb95b24d1554cb5e561c0c0d7e37bc390cb7c4c00.pdf
	378bbc5b9ade565ae22ec02cb95b24d1554cb5e561c0c0d7e37bc390cb7c4c00.pdf

