o5

.. 2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIOS DE DIFUSION DE NUTRIMENTOS EN
ALIMENTOS MICROENCAPSULADOS PARA
LARVAS DE CRUSTACEOS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS
(INGENIERIA QU]MICA)
PRESENTA:

I{UTHLPE DROZA ISLAS

2 24

2000

MEXI1CO, D.F.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



NU I RILN I'S DIFFUSION STUDIES IN MICROENCAPSULATED FEEDS'] UFFS
FOR CRUSTACEAN LARVAE

Ruth Pedroza Islas

ABS'mch‘ .

A shrimp feedstull’ was microencapsulated through spray drying using
biopolymer treatments as wall materials afler a three component Simplex
Centroid experimental design. Encapsulating agents were arabic gum, mesquite
gum, and maltodextrin, alone and in mixtures. Wall material to feedstuff ratios
studied were 2:1 and 3:1, and pH values of 4 and 8. Morphology and
microstructure ol the microcapsules were evaluated. Synthetic sea water was
used to evaluate the microcapsules dissolution and floatability rates. An
empirical equation wos chtained to represent the dissolution nhenomena.
Encapsulating ability of each polymer was dclermmed by the encapsulation of
v cod liver oil. The evaluation considered the amount of oil present in the outer
surface of the microcapsules. Oil oxidation kinetics was also measured using
differencial scanning calorimetry, DSC, at dynamic conditions. Arrhenius
paramelers, Z, Ea, and k, were obtained from these data. Water absorption was
also evaluated keeping the microcapsules in a controlled humidity and
temperature atmosphere (74%, 29°C). Bioassay were carried out with L
vannamei using the best encapsulated diets. The response surface methodology
indicated that the three above mentioned variables allected the microcapsule
particle size and microstructure, as evidenced by scanning electronic
microscopy.Prediclive equations show that the factor that alfected significantly
the microcapsule parlicle size was the  binary interaclions among the
biopolymers. The higher the wall material-feedstufl ratio the larger the
microcapsule particle size. As pll varied from 4 to 8, the biopolymer adsorbed
layers around the core material were more extended. All the resulting
microcapsules were of the matrix type in which the feedstuff microparticles were
distributed within the solid wall material matrix. The experimental dissolution
data followed a first-order kinetics model, whilst the experimental floatability
data lollowed a first-order decay model. Oil encapsulation efliciency was better

values and wall biomaterials. The best conditions fowid to avoid oxidation were

! ) § atipll values of 4 more than at 8. There is a signilicant interaction between pH

% the ones given by mesquite gum. followed by maltodextrin at pl equal to 8 with
an activation energy of 296 and 229 klMmol, respectively. Concerning water
absorption the best treatments were those selected by their characteristic times of
dissolution and floatability. As a result, it was determined that the best
microcapsules could be selected by using the characteristic dissolution and
floatability parmmeters as screening criteria, without having to carry out
cumbersome bioassays with all the experimental dicts.

‘—



.

ESTUDIOS DE DIFUSION DF, NUTRIMENTOS A PARTIR DF, ALIMENTOS
MICROENCAPSULADOS PARA LARVAS DE CRUSTACEQS

Ruth Pedroza lslas

RESUMEN !

En este estudio se encapsulé por sccado por aspersion, una dieta para larvas de camarén,
utilizando como agentes encapsulantes a la goma ardbiga, la goma de mezquite y la
maltodextrina, solos y mezclados de acuerdo a un disefio experimental de tres componentes
Simplex Centroid. Se realizaron cuatro experimentos con dos valores de pH, 4 y 8 y dos
relaciones de materinl encapsulante:dicta, 2:1 y 3:1. Se determind la morfologia y la
microestructura intetna de las microcdpsulas. Mucstras de los diferentes tratamientos
Iueron colocadas en agua de mar sintética para determinar sus tasas de disolucion y
Notabilidad, Se evalug In disolucion de Ins niicrocdpaulas o partir de la ecuncién deo
difusion. Para evaluar ka capacidad encapsulante de la fraccion lipidica de la dieta y las
propicdades de dmireca a ja oxidacion, se microencapsuld aceits de nigado de bacalac con
las condiciones descritas antes. Todas las microcapsulas fueron evaluadas en cuanto a
aceite superlicial. También se determing la cindtica de oxidacion del aceite por medio de
calotimetria diferencial de barrido, en régimen dindmico. Se calcularon los parametros de
Arrthenius, Z, Ea y k. También sc determind fa capacidad de adsorcion de agua
manteniendo las microcapsulas en una atmosfera de humedad relativa de 74% y 29°C. Se
realizo un biocnsayo con larvas de Lovamamei, empleando las dictas microencapsuladas
que presentaron las mejores caracleristicas. La metodologia de superficie de respuesta
indico que las tres variables utilizadas, tipo de polimero, pH y concentracidn, tuvieron
electo sobre el tamafio de particula, la morfologia y la microestrictura interna, como fue
puesto en evidencia por los estudio$ de microscopia clectronica de barrido. Las ecuaciones
predictivas indicaron que las interacciones binarias entre los polimeros fueron las que
afectaron significativamente el tamaiio de las particulas. A mayor concentracion de agentes
encapsulantes mayor fue el tamafio de particula de las microcdpsulas. A medida que el pH
vatio de 4 a 8, las capas adsorbidas de polimero alrededor del amterial de la dieta fueron
mas cxtendidas. Todas las microcapsulas oblenidas fucron del tipp matriz en el cual, las
microparticulas de la dicta se distribuyen dentro de I matriz que conforma el material de
pared. Los datos de disolucion experimental siguicron un modelo cinético de primer-orden.
La cliciencia de encapsulacion de accite fue mayor a pll 4 que a pll 8, existiendo - una
interaceion signilicativa entre el pll y el tipo de mezcla para la pared. Los nmejores
parametros de barrera a la oxidacion fucron para las microcapsulas de goma de mezquite
100%, seguidas de las de maltodextrina 100%, a pH 8, con Ea=296 y 229 klJ/mol,
respectivamente. En adsorcion de agua. coincidicron como buenos tratamientos aquellos
seleccionados ‘por sus tiempos caracteristicos de disolucion y flotabilidad. El bioensayo
corrobord como mejor dieta, Ta scleccionada por los parametros estudiados. Como
resultado sc determing que las mejores microcapsulas podrian scleccionarse usando como
criterios | los tiempos caracteristicos de disolucion y  flotabilidad, primordialmente,
considerando ademds los otros pardmetros determinados, sin tener que realizar bioensayos,
stempre y cuando se cuente con una dieta previamente probada
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RESUMEN

En este estudio se encapsulé por secado por aspersién, una dieta para larvas
de camarén, utilizando como agentes encapsulantes a la goma ardbiga, la goma
de mezquite y la maltodextrina, solos y mezclados de acuerdo a un disefio experi-
mental de tres componentes, Simplex Centroid. Se realizaron cuatro experimentos
con dos valores de pH, 4 y 8 y dos relaciones de material encapsulante:dieta, 2:1
y 3:1. Se determiné la morfologfa y la microestructura interna de las microcdp-
sulas, asi como sus tasas de disolucién y flotabilidad. Se evalué la disolucién de
las microcdpsulas a partir de la ecuacién de difusion. Para evaluar la capacidad
encapsulante de la fraccidn lipidica de la dieta y las propiedades de barrera a la oxi-
dacién, se microencapsulé aceite de higado de bacalao con las condiciones descritas
antes. Todas las microcépsulas fueron evaluadas en cuanto a aceite superficial. Se
determiné la cinética de oxidacion del aceite por medio de calorimetrfa diferencial
de barrido, en régimen dindmico. Se calcutaron los pardmetros de Arrhenius, Z, Ea
y k. Se determind la capacidad de adsorcién de agua manteniendo las microcdp-
sulas en una atmdsfera de humedad relativa de 74%. Se efectud un bioensayo con
L. vannamei, utilizando la mejor dieta microencapsulada. La metodologia de su-
perficie de respuesta indicé que las tres variables utilizadas, tipo de polimero, pH
y concentracién, tuvieron efecto sobre el tamaiio de particula, la morfologia y la
microestructura interna, lo cual también fue puesto en evidencia por los estudios de
microscopia electrénica. Las ecuaciones predictivas indicaron que las interacciones
binarias entre los polimeros fueron las que afectaron significativamente el tamafio
de las particulas: A mayor concentracién de agentes encapsulantes, mayor tamafio
de particula de las microcdpsulas. A medida que el pH vari6 de 4 a 8 las capas
adsorbidas de biopolimero alrededor del material de la dieta fueron mds extendidas.
Todas las microcdpsulas obtenidas fueron del tipo matriz, donde las microparticulas
de la dieta se distribuyen dentro del material de pared. Los datos de disclucién sigu-
ieron un modelo cinético de primer orden y los de flotabilidad, unc de decaimiento,
también de primer orden. La eficiencia de encapsulacién de aceite, fue mayor a
pH 4 que a pH 8, existiendo una interaccién significativa entre el pH y el tipo de
mezcla para la pared. Los mejores pardmetros de barrera a la oxidacién fueron para
las microcspsulas de goma de mezquite 100% a pH 8, con Ea = 286 ki/mol . En
adsorcién de agua, coincidieron como buenos tratamientos aquellos seleccionados
por sus tiempos caracteristicos de disolucién y flotabilidad. El bioensayo corroboré
como mejor dieta, la seleccionada por los pardmetros estudiados. Como resultado
se determiné que las mejores microcapsulas podian seleccionarse usando como cri-
terios los tiempos caracteristicos de disolucién y de flotabilidad primordiaimente,
considerando ademés los otros pardmetros determinados, sin tener que realizar en-
sayos, siempre y cuando se cuente con una dieta previamente probada.
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ABSTRACT

A shrimp feddstuff was microencapsulated through spray drying using biopolymer
treatments as wall materials after a three component Simplex Centroid experimental
design. Encapsulating agents were arabic gum, mesquite gum, and maltodextrin,
alone and in mixtures. wall material to feedstuff ratios studied were 2:1 and 3.1,
and pH values of 4 and 8. Morphology and microstructure of the microcapsules
were evaluated. Synthetic sea water was used to evaluate the microcapsules dis-
solution and floatability rates. An empirical equation was obtained to represent
the dissolution phenomena. Encapsulating ability of each polymer was determines
by the encapsulation of cod liver oil. The evaluation considered tha amount of
oil present in the outer surface of the microcapsules. Oil oxidation kinetics was
also measured using differential scanning calorimetry, DSC, at dynamic conditions.
Arrhenius parameters, Z, Ea, and k. were obtained from these data. Water ad-
sorption was also evaluated keeping the microcapsules in a controlled humidity and
temperature atmosphere (74%, 26°C). Bioassay were carried out with L. vannamei
using the best encapsulated diets. The response surface methodology indicated that
the three above mentioned variables affected the microcapsule particle size and mi-
crostructure, as evidenced by scanning electronic microscopy. Predictive equations
show that the factor that affected significantly the microcapsule particle size was the
binary interactions among the biopolymers. The higher the wall material-feedstuff
ratio the larger the microcapsule particle size. As pH varied from 4 to 8, the biopoly-
mer adsorbed layer around the core material were more extended. All the resulting
microcapsules were of the type in which the feedstuff microparticles were distributed
within the solid wall material matrix. The experimental dissolution data followed a
first-order kinetics model, whilst the experimental floatability data followed a first-
order decay model. Oil encapsulation efficiency was better at pH values of 4 more
than at 8. Thereis a significant interaction between pH values and wall materials.
The best conditions found to avoid oxidation were the ones given by mesquite gum,
followed by maltodextrin at pH equal to 8 with an activation energy of 296 and 229
kJ/mol, respectively. Concerning water adsorption the best treatments were those
selected by their characteristic times of dissolution and fioatability. As a result, it
was determined that the best microcapsules could be selected by using the charac-
teristic dissolution and floatability parameters as screening criteria, without having
to carry out cumbersome bicassays with all the experimental diets.
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1. INTRODUCCION

Uno de los puntos criticos de la camaronicultura es el suministro adecuado de
larvas, las cuales se producen en laboratorios especializados. Dentro de los factores
biotécnicos que intervienen en esta operacién, la alimentacién y las enfermedades
son los mds importantes, ya que ello afecta la sobrevivencia. Una alternativa para
esta problemdtica, la constituye el uso de alimentos de alta calidad que mantengan
un ambiente saludable, reduzcan el riesgo de enfermedades y que permitan disminuir
los costos del alimento vivo.

La investigacién tecnolégica para la elaboracién de alimentos balanceados de
alta calidad para larvicultura, ha dado como resultado la aparicién de dietas mi-
crotigadas y microencapsuladas, ambas con gran potencial de uso, siempre y cuando
cumplan con las caracterfsticas de aceptabilidad, digestibilidad, adecuado tamaiio
de particula y muy importante, con buena estabilidad en el sistema acuoso. En
el presente trabajo se plantea la microencapsulacién usando polisacdridos como
agentes encapsulantes, para Ia microencapsulacién de una dieta balanceada cuyo
aporte nutritivo ha sido demostrado. Dado que entre los polisacdridos selecciona-
dos, dos de ellos son polielectrolitos, se dispuso evaluar el efecto del pH sobre las
caracteristicas de los microencapsulados. Al mismo tiempo, se determiné de entre
dos concentraciones, cual era la de mayor eficiencia encapsulante.

Como técnica de encapsulacion se ha elegido al secado por aspersi6n, por su
facitidad de operacién. Se caracterizé la morfologia y la microestructura de las
cépsulas y en virtud de que el comportamiento en el agua es un factor critico,
se realizaron tanto la cinética de disolucién como la de sedimentacion, buscando
determinar si ambos pardmetros podrian ser utilizados como criterios de seleccidn
de las dietas antes de ser evaluadas en bioensayos.

2. ANTECEDENTES

Existe una problemdtica generalizada en la formulacion y evaluacién de proyec-
tos, tanto de langostino como de camarén, que se refiere a los niveles de produccién
que se quieren obtener sobre todo en el primer ciclo o etapa larvaria, donde se tiene
un periodo de induccién o retardo que dificulta la produccién posterior.

De manera general, el cultivo en las fases larvarias, se ha basado en alimento
plancténico vivo, tal como microalgas y Artemia salina (Preston y col., 1992; Ben-
neman, 1992). Las dificultades que implica el escalamiento para la produccién
de este tipo de alimento, han conducido a 1a bidsqueda y propuesta de otro tipo
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de productos tales como algas conservadas, levaduras y en algunos casos, hasta
pasta de soya, sobre todo cuando se presenta escasez de alimento (Piedad-Pascual
y Sumalangcay, 1990; Lim y Dominy, 1990; Ottogalli, 1991; Brown y col., 1997).

El uso de Artemia tiene la desventaja de un alto costo y variaciones ocasionales
en la calidad (Jones y cols, 1984; Villamar y Brusca, 1987; Mourente y Rodriguez,
1997). No obstante, debe mencionarse que hay varios informes que sefialan que
cuando se alimentan larvas con dietas deficientes en Artemia hay una reduccién en
la sobrevivencia y/o en la tasa de crecimiento (Villamar y Brusca, 1987). Como al-
ternativa econémica, se ha ensayado en la produccién comercial de rotiferos (Villegas
y Kanazawa, 1980) y actualmente, la tendencia es hacia la busqueda de sustitutos
de alimentos vivos por alimentos inertes tales como dietas artificiales microparticu-
ladas o microencapsuladas (Flores, 1988; Kanazawa y Teshima, 1988; Sorgeloos y
Léger, 1992; Muir y Sutton, 1994; Jones, 1995).

Las particulas artificiales son aceptables para una variedad amplia de organ-
ismos marinos. Sin embargo, las dietas suministradas como particulas divididas
finamente por ejemplo de huevo cocido o pescado picado o absorbidas en la super-
ficie de las particulas, invariablemente se dispersan en el medio acuoso provocando
la contaminacién bacteriana. Entonces, surgen como una opcién los alimentos mi-
croencapsulados a partir de una tecnologia desarrollada por primera vez en el Reino
Unido de |a Gran Bretafia (Gardner, 1966). Sin embargo, la situacién no ha sido
sencilla, sobre todo si se considera que la pared que forma !a microcdpsula, debe
ser lo suficientemente delgada para asegurar que en el trayecto del alimento por el
tubo digestivo de las larvas en estado de protozoea, el cual dura de 7 3 12 minutos,
éste sea aprovechado.

Con la microencapsulacion se pretende atender la necesidad de desarrollo de tec-
nologias que eliminen o disminuyan las dificultades que representa la alimentacion
de la fase larvaria, considerando que las funciones de la microencapsulacién son:
Proteccion contra el deterioro por efecto del oxigeno y otros gases, control de la
adsorcién y absorcién de humedad, manejo de materiales liquidos y sélidos, control
sobre la liberacién del material microencapsulado y proteccion contra la contami-
hacién microbiana.

Ya existe la elaboracién comercial de alimentos microencapsulados, cuyo precio
en nuestro pais es muy elevado. Cabe mencionar que, adem3s de tratarse de una
tecnologia patentada, adn no ha liegado a un grado de refinamiento tal que se pueda
sustituir al alimento planct6nico (Cruz y Ortega, 1989; Sorgeloos y Léger, 1992
Chamberlain, 1995).
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El uso de las técnicas de microencapsulacién para ia elaboracién de las dietas
para larvas acudticas ha cobrado relevancia en los tltimos afios. El tipo de cdpsulas
que se requiere depende del método de alimentacién. Tanto para larvas como
para los adultos, las cipsulas deben ser rotas mecanicamente para permitir que el
contenido sea ingerido o bien ser susceptibles de hidrélisis enzimdtica.

®

Jones y Gabbott (1976) experimentaron una dieta consistente de una solucién
acuosa de 5% de almidén soluble y 10% de hemoglobina y las cépsulas fueron
preparadas con una pared de nylon-proteina, adicionando dcido diamino-difenildisulfénico
para proporcionar a la membrana una carga negativa la cual reduce fa agregacién
de las cspsulas y para incrementar la fragilidad de la membrana de tal manera que
sea mds ficilmente rota durante la alimentacién. La desventaja de las cdpsulas de
nylon-proteina es que la pared de la cdpsula es permeable a moléculas pequefas,
de tal forma que sélo los componentes macromoleculares de la dieta pueden estar
contenidos en Ia microcdpsula.

Mller y colaboradores (en Jones y col., 1979) describieron experimentos en los
cuales las larvas mysis de P. merguiensis fueron desarroltadas hasta postlarvas PL2
con una dieta microencapsulada, lo mismo que zoeas Z-1 de M. japonicus, hasta
PL1.

Jones y colaboradores (1979) produjeron dietas microencapsuladas y micropar-
ticuladas utilizando, para la microencapsulacién, la polimerizacién interfacial, te-
niendo mucho cuidado en eliminar todos los materiales téxicos de las microcdp-
sulas, enjuagdndolas perfectamente con agua. Experimentaron con larvas de M.
japonicus y encontraron que podrfa lograrse una sobrevivencia de hasta 68%. Eval-
uaron diferentes tamafios de microcapsulas informando que para el estado zoea, 10
micrémetros era el adecuado, mientras que para mysis podria tenerse un tamaiio
mayor (28 pm).

Kanazawa y colaboradores (1982) elaboraron microcdpsulas por medio de polimer-
izacién cruzada entre nylon y proteina para alimentar larvas de Chrysophrys major
y Plecoglossus altivelis e informaron que fas larvas no pudieron digerir las microcdp-
sulas.

Teshima y colaboradores (1982) reconocen también, que el cultivo de alimento
vivo requiere de mano de obra excesiva y equipos costosos e involucra fiuctuaciones
en calidad por lo que destaca la necesidad de producir alimentos artificiales que
resuelvan esta problematica. Sefialan que las dietas para larvas deberan ser particu-
las pequefas (5 - 300 pum de dismetro) y ser estables en agua durante un tiempo
considerable hasta que las larvas las consuman, con ingredientes bien balanceados
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y digeribles en el tracto intestinal. M4s atin, el tamaiic de particula y la gravedad
especifica de las dietas deben modificarse de acuerdo al estadio de crecimiento.
Prepararon dietas microencapsuladas, microligadas, dietas en polvo con un agente
ligante, dietas microcubiertas elaboradas a partir de las microligadas y recubiertas
con algin material como zeina y colesterol. Como método de microencapsulacion
se utilizé la polimerizacién interfacial (cloruro de sebacoilo con los grupos amino de
las proteinas de la dieta) siguiendo lo propuesto por Chang y colaboradores {1966)
y Jones y colaboradores (1976, 1979). Como conclusién resalta que los mejores
resultados se obtuvieron alimentando 2 las larvas combinando dietas artificiales con
alimento vivo y que las mejores dietas fueron aquellas en las que se usé carragenina
como ligante o cuando se encapsulS con nylon-protefna o bien la dieta microcubierta
con zeina.

Kanazawa y colaboradores (1982) evaluaron 11 dietas microparticuladas y mi-
croencapsuladas, ya fuera con nylon-proteina o con membrana de zeina. Reconocieron
+ambién las dificultades que involucré la produccion de alimento vivo. Mencicnan
que los ingredientes de la dieta fueron reducidos a un tamafio de particula de entre 10
y 20 mm. El sistema de microencapsulacién, fue el de polimerizacién interfacial. Al-
imentaron larvas de M. japonicus utilizando las diferentes dietas microparticuladas y
obtuvieron supervivencias de 0 hasta 95 dias. Sobresalié una dieta de nylon-proteina
(tamafio de particula de 50 a 100 pm) alcanzando el estadio de postlarva PL1 (8
dias) con 78% de sobrevivencia y la dieta de cubierta de zefna (tamaiio de particula
de 10 a 50 mm) con la que se logré desarrollar a las larvas hasta PL1 (8 dfas)
con 94% de sobrevivencia. Las larvas alimentadas con alimento vivo { Chaetosceros,
Artemia), tuvieron 95% de sobrevivencia (PL1, 7 dias).

Estos autores hacen un sefialamiento importante con respecto a la estabilidad
de las dietas en agua y mencionan que las dietas artificiales no cubiertas tienen
una estabilidad baja (3% en 4 horas) lo cual puede mejorarse, encapsulando las
particulas con polimeros naturales tales como la gelatina y 1a zeina (estabilidad 74~
79%). Concluyen que las larvas de crustdceos aceptan las particulas alimenticias
artificiales y que pueden desarrollarse con este tipo de alimentos.

La importancia del tamafio del alimento en el cultivo de larvas y postlarvas de
camarén, también ha sido estudiada por otros investigadores, quienes sefialan que,
para el caso de larvas proto-oea PI, Pl y P, los tamafios de particula alimenticia
que los organismos prefirieron estdn entre 9.5 y 20.5 pm para mysis Mi, entre 104
y 22.7, para Mil y MHI, entre 15 1y 28.2 y en el caso de postlarvas PLI, entre 16.6
y 38.1 {Cruz y Ortega, 1989). Para postlarvas avanzadas, Jaime y Garcfa (1990),
recomiendan que el tamaiio del alimento esté dentro de los intervalos siguientes:
Para postlarvas con pesos entre 45 y 116 mg, tamafios de particula de 0.35 a2 0.80
mm; postlarvas de entre 116 y 153 mg, el alimento debe medir entre 0.80 y 1.0
mm.




Estudios de difusién de nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de crutdceos

Langdon y colaboradores (1985) revisaron los procesos de elaboracién de dietas
artificiales. Los métodos de microencapsulacién enlistados fueron: Coacervacién,
polimerizaci6n interfacial y cdpsulas de lipidos y mencionan al secado por aspersién
y a la fiofilizacién. Resaltan gue no importa cudl sea el proceso de fabricacién, las
dietas deben cubrir los criterios siguientes: 1) Aceptabilidad, es decir, las particulas
deben tener el tamafio adecuado, disponibilidad en el agua a una densidad similar
a la de los alimentos vivos e ingeridas a una tasa similar; 2) Estabilidad, las dietas
formuladas deben permanecer estables con la minima pérdida por lavado y ser rotas
hasta que se ingieran; 3} Digestibilidad, las dietas deben ser digeribles y asimilables;
4) Contenido nutrimental similar a fos organismos vivos y 5) Almacenamiento con
cualidades adecuadas (12 meses).

Levine y colaboradores (1983) afirman que el tipo de cdpsulas mds promisorias
para el estudio de los requerimientos de las larvas de decdpodos corresponde a las
de alginato de calcio y consideran que este tipo de microcapsulas es superior a las
de nylon-proteina. Entre las ventajas mas importantes estd la versatilidad del tipo
de material que puede ser encapsulado, costos de preparacién mds bajos y menos
tiempo de elaboracién. Se define como una dieta microencapsulada ideal, a aquélia
que sea no toxica, digerible, impermeable o permeable selectivamente para liberar
solamente fos elementos atrayentes (Castell y Kean, 1986; Villamar y Brusca, 1987).

Bengston {1993) resalta que la evaluacién de las dietas involucra algo mas que
realizar los bicensayos. Hay que tener informacién, por ejemplo, sobre uno de los
factores criticos, como es el comportamiento de la dieta en la columna de agua
{flotabilidad, lavado de nutrimentos, etc). Las larvas de crustdceos consumen St
alimento en el seno del medio acuoso {Jones y cols., 1997a b; Medina, 1998), en-
tonces, es importante que los alimentos estén disponibles para las larvas, exhibiendo
buena flotabilidad, bajas velocidades de sedimentacién y bajas tasas de disolucion
y de lavado de nutrimentos, de tal manera que las dietas mantengan su integridad
y retengan su contenido nutricio, resultando efectivamente menos costosas que el
alimento vivo. Se ha reconocido que la pérdida de nutrimentos por lavado podria
controlarse preparando las dietas por técnicas de microligado o microencapsulacion
(Lépez Alvarado y col., 1994). También es importante considerar las capacidades
digestivas y los requerimientos de fas larvas, la aceptacién del alimento y lo que
ocurre con & dentro del organismo de la larva. Se reconoce, ademds, la necesidad
de integrar un equipo interdisciplinario para la evaluacién de las dietas artificiales.

Por dltimo, Jones y colaboradores (1974, 1975; 1979; 1987, 1993; 1995, 19974,
b; ¢:1998), al igual que otros autores, mencionan la problemética para e! cultivo y
manejo del alimento vivo y, que idealmente, el cultivo de las larvas deberfa consistir
simplemente en adicionar cantidades apropiadas de alimentos pre-elaborados. Estos
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autores resumen los esfuerzos realizados por diferentes grupos de trabajo, donde
en practicamente todos los casos corresponden a uno de dos tipos de dietas: mi-
croencapsuladas o microparticuladas. Las primeras se refieren al uso de la polimer-
izacién como metodologia de encapsulamiento y las segundas, a dietas adicionadas
de agentes ligantes (hidrocoloides) para mantener a los ingredientes unidos. Estas
dltimas presentaron, en la mayoria de los casos, problemas de inestabilidad en agua,
es decir, de lavado de nutrimentos y, por tanto, de peligro de contaminacion del
agua del estanque. Actualmente la investigacién se ha orientado hacia Ja bisqueda
de ingredientes digeribles y asimilables, sin olvidar el factor econémico. Asi, las
técnicas de produccién de alimentos artificiales se han ido diversificando.

Un proceso poco explorado para este fin es el secado por aspersién, ampliamente
utilizado en la tecnologfa de los alimentos para tratar ingredientes termoldbiles. Las
caracteristicas de este proceso se presentan €n otro apartado.

Enzimas digestivas de los crustéceos

Lovett y Felder (1990a, b) observaron tres patrones de cambio ontogenético en
la actividad enzimética de larvas y postlarvas de Litopenaeus setiferus: 1) Proteasas,
cuya actividad es baja en nauplio N5, incrementdndose hasta un maximo para zoea
73, disminuyendo hasta un minimo alrededor de postlarva (PLI), comportamiento
que se mantiene hasta PL7, con un incremento ligero durante el dltimo estadio
larval; 2) Estearasas, con actividades bajas en nauplio N5, incrementdndose hasta
un miximo en zoea ZI, disminuyendo hasta un minimo en mysis MHI y a partir
de ese estadio se estabilizan; 3) Amilasas, cuya actividad es relativamente baja en
nauplio N5, se incrementa hasta un méximo en MIt para disminuir hasta un minimo
en postlarva PLI-PL4. A partir de entonces ocurre un incremento notable durante
el desarrollo postiarval remanente.

La relacién de la actividad amilasa/proteasa es alta en N5 y Mil, pero es baja
en Z3. Un incremento en la refacién mencionada comienza en PL7 y continiia hasta
PL24. La actividad de amilasa esencialmente muestra un comportamiento constante
durante el desarrollo larval, pero después de PL4 la actividad se incrementa a través
de todo el desarrollo.

Cabe mencionar que dichos autores discuten que las actividades enzimdticas
durante ¢l desarrollo postlarval, no son resultado del cambio de la dieta, ya que en
sus experimentos &sta no varid, entonces el cambio ontogenético en las actividades
enzim4ticas representa alguna modificacién o cambio asociado con el desarrollo de
las larvas. También sefialan que los cambios mencionados pueden correlacionarse
con la dieta y los habitos alimentarios.
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En el estadio Z, 1as larvas de L. setiferus comienzan a alimentarse con algas y
en ese momento su actividad esteardsica es mdxima. Al proporcionar nauplios de
Artemia al comienzo del estadio MI, la actividad de tripsina y carboxipeptidasa Ay
B en las larvas es maxima en los estadios de Z3 a MI.

En los estadios tempranos de desarrollo, las larvas se alimentan primordialmente
por filtracién y se convierten en depredadores primarios en MIil. A partir de entonces
la eficiencia filtradora comienza a disminuir hasta desaparecer durante PLL; las
actividades enzimaticas disminuyen hasta Ml y alcanzan niveles muy bajos en
PL1.

No obstante que existe correlacién de los cambios ontogenéticos en la actividad
enzimatica con los cambios en los hibitos de alimentacién, los cambios ontogenéti-
cos en la actividad enzimatica pueden ser la sefial del desarrollo y pueden reflejar
una regulacién genética temporal de sintesis enzimdtica, mds que un cambio en [a
dieta.

Jones y colaboradores (1997a, b, c) sefialan que una de las principales limitantes
para el desarrollo exitoso de dietas artificiales, es el poco conocimiento que se tiene
de nutricién de fases larvarias. No obstante, recomiendan que las mejoras en las
dietas artificiales se realicen conforme a lo que se sabe de la fisiologia digestiva de las
larvas. También sugieren la biisqueda de otras estrategias de alimentacién. Dado
que las larvas aparentemente no incrementan sus niveles enzimaticos digestivos en
respuesta a los alimentos artificiales, e dnico método de cultivo seria el uso de
alimento vivo al menos una vez durante el desarrollo larval.

Los sistemas de microencapsulacién

La encapsulacién puede considerarse una forma especial de empacar, en la que
un material en particular puede ser cubierto de manera individual para protegerlo
del ambiente e influencias deletéreas. En un sentido amplio, la microencapsulacion
provee un medio de empacar, separar y almacenar materiales en escala microscépica
para su liberacién posterior bajo condiciones controladas. Las particulas mintsculas
o gotitas de casi cualquier material pueden ser encapsuladas dentro de una pared y
aisladas de atmoésferas dafiinas.

La encapsulacién es una técnica que se ha aplicado para preservar y/o proteger
numerosos ingredientes {Chen y cot., 1988). El material que es cubierto se refiere
a la fase interna: el material que cubre es llamado la pared. El material de la fase
interna que requiere de ser protegido, puede tener casi cualquier propiedad.
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A continuaci6n se presentan algunas definiciones: a) La pared o cdpsula es el
material que envuelve al producto encapsulado. Su componente principal podria ser
cualquiera de los siguientes: Gomas solubles en agua, almidones, azicar, derivados
de la celulosa, alcohol polivinilico, gelatina, casefna, formadores de pelicula de mu-
chos tipos usados ya sea solos o en combinacién entre si. Generaimente el matertal
de la pared no reacciona con el producto encapsulado. b) Los agentes tensoactivos,
plastificadores, antioxidantes, colorantes, pigmentos, protectores contra la luz UV,
etc, son modificadores que se utilizan en cormbinaci6n con los materiales de la pared
para asegurar la encapsulacién deseada. Los tensoactivos son los ingredientes mds
importantes en la formacién de la pared o cdpsula. Ellos inducen {a encapsulacién
y la adhesién del material de la pared alrededor del producto a ser encapsulado
(Balassa y Brody, 1968). Las capsulas pueden secarse con alcohol anhidro, con
dloruro de calcio, al vacio y con calor radiante o por liofilizacién o por destilacién
azeotrépica. ¢) E!liquido de proceso es llamado también tiquido de suspensién. Por
lo general, pueden ser agua, aceites vegetales, silicones, ceras liguidas, etc.

Histéricamente, la microencapsulacién fue introducida de manera comercial en
1954 como un medio de hacer copias miiltiples sin el uso de papel carbén {Gardner,
1966). Hay diferentes métodos para microencapsular, entre ellos, los mds utilizados
son la coacervacién, la polimerizacién (interfacial o por coacervacién), el secado por
aspersidn, la gelacién idnica, etc (Luzzi, 1970).

De manera general, puede decirse que la coacervacion (simple y compleja) in-
volucra 1a floculacién o separacién de liquidos de una solucién, donde al menos
uno de los liquidos contiene un soluto coloidal, Este sistema de microencapsulacion
se caracteriza porque el material activo se suspende primero en una solucién del
material que forma la pared capsular. Se induce a que la pared polimérica se sep-
are como una fase liquida, mediante la adicién de un no-solvente para el polimero,
disminuyendo la temperatura o adicionando un inductor de fase, como seria otro
polimero que tenga alta solubilidad en el solvente previamente afiadido. En este
caso, la incompatibilidad entre los dos polimeros causa que el primer polimero se
separe como otra fase. Cuando la pared polimérica se separa como una fase liquida
rica en polimero, esta fase es llamada un coacervado y el proceso, coacervacién. A
medida que el coacervado se va formando, debe humedecer las particulas o gotitas
suspendidas del material central en una fase continua. El paso final es el endurec-
imiento y el aislamiento de las microcapsulas, que es usualmente el paso més dificil
del proceso (Kirk-Othmer, 1381).

Como contraste, la coacervacisn compleja ocurre sélo cuando dos o mas coloides
de carga opuesta estdn presentes En el caso de la gelatina y 1a goma ardbiga, se
forma un coacervado complejo entre la goma arabiga cargada negativamente y la
gelatina cargada positivamente {a pH abajo de su punto isoeléctrico). La coacer-
vacién compleja no puede ocurrir en soluciones concentradas, sino solamente en
soluciones diluidas adn en diluciones tan bajas como 0.001% {Watanabe y Hayashi,
1976).
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La polimerizacién interfacial es un proceso quimico que depende de la generacién
de un polimero por la reaccién, en la interfase, de solutos presentes en las fases
acuosas y organicas respectivamente. Se requiere de la ayuda de solventes yjo
detergentes y ajustando las condiciones de la reaccién, puede vaniarse el tamafio de
las partfculas (Chang y col., 1966).

El secado por aspersidn es uno de los métodos mds utilizados actualmente para
microencapsular. Su principio es la produccién de un polvo seco por medio de la
atomizacidn de una emulsién en una corriente de aire caliente en una cdmara de
secado, El agua se evapora instantdneamente, permitiendo que el material activo
presente en la emulsién, quede atrapado dentro de una pelicula de material encap-
sulante.

Las primeras aplicaciones industriales del secado por aspersién correspondieron
a la leche y a los detergentes y en el presente tiene una infinidad de aplicaciones
donde sobresalen la industria de alimentos y la farmacéutica (Takenaka y col., 1982;
Masters, 1085; Sankarikutty y col., 1988).

El secado por aspersién consiste en cuatro etapas de proceso: La atomizacién
de! fluido para tenerlo asperjado; el contacto del producto rociado con el aire; su
deshidratacién y la separacién del producto seco (Masters, 1985).

En cuanto a aplicaciones para alimentos de acuacultura, este sistema se ha
utilizado en la deshidratacién de cultivos del alga Tetraselmis suecica para alimentar
a nauplios de P. vannamei, encontrando que el alga seca podia utilizarse sustituyendo
hasta en un 75% al alimento vivo (Biedenbach y col., 1990} y también se ha utilizado
como alimento de bivalvos (Lang y Gil, 1991).

Uno de los factores de mayor refevancia en la encapsulacion utilizando el secado
por aspersi6n, lo constituye la adecuada seleccion del material que forma la pared de
{a microcépsula y el nivel de concentracién utilizado (Karel, 1990; Pothakamury y
Barbosa-Canovas, 1995). Se han utilizado diferentes polimeros de grado alimenticio
tales como la goma ardbiga, almidones, maltodextrinas, sélidos de jarabe de maiz,
etc.. sin embargo ninglin material por s solo muestra un comportamiento ideal.

Entonces, parece urgente el contar con un polimero con propiedades tensoacti-
vas, soluble en agua y accesible econémicamente (Bangs y Reineccius, 1989). En
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México, ante la gran diversidad de materiales vegetales, la goma de mezquite se pre-
senta como una opcién con potencial para la resolucién del problema mencionado,
ya que ha mostrado ser capaz de estabilizar eficientemente fas emulsiones atuosas
{Vernon-Carter, 1981; Vernon-Carter y Sherman, 1981a b; Vernon-Carter vy col.,
1996; 1998; 1999; Beristain y Vernon-Carter, 1995).

La gelacién i6nica es otro sistema de microencapsulacién que surgié a partir del
interés en inmovilizar células de plantas y animales. La inmovilizacién se realiza
formando particulas que incluyan a las células. Estas particulas las protegen y en
algunos casos dichas particulas son microcdpsulas con un centro liquido rodeadas
de una membrana semi-permeable que retiene los productos celulares deseados. En
otros casos, las particulas son lechos de gel porosos permeables (Thies, 1986). El
proceso involucra el goteo de una suspensién de células-alginato en una solucién
diluida de cloruro de calcio para formar lechos de alginato de calcio. Se llevan a
cabo una serie de lavados y tratamientos para transformar los lechos gelificados en
microcpsulas con un centro liquido rodeado por una membrana semi-permeable de
hidrogel. La membrana es un polielectrolito complejo de alginato-policatidn.

Con la informacion hasta aqui presentada, se puede vislumbrar lo complejo de
la situacién de 1a elaboracién de alimentos balanceados para larvas de crustdceos y
de la necesidad de continuar la investigacién al respecto.

Hay varios criterios que, desde el punto de vista de esta investigacién, son
cruciales. En el caso de dietas microencapsuladas, en primer lugar hay que insistir
en destacar las caracteristicas de la pared que las forman, ya que de ello dependen
sus propiedades. De acuerdo a la revisién de las diversas investigaciones sobre
el tema, la gran mayoria, involucran a la polimerizacién interfacial como sistema
de microencapsulacién siguiendo lo propuesto por Chang y colaboradores (1966).
La pared estuvo constituida en un principio por un complejo nylon-proteina, que
por problemas de toxicidad de los solventes utilizados, fue sustituida por una de
proteina-proteina.

Como es sabido, las protefnas en si mismas son polimeros complejos que si
ademds, se hacen reaccionar entre si, involucran enlaces complejos, tales como
puentes disulfuro (muy estables), enlaces hidrofébicos, puentes de hidrégeno, etc,
es decir, los tipos de enlace son altamente heterogéneos, lo cual podria explicar el
bajo éxito en algunos casos, quizd debido a la digestibilidad baja de los alimentos
probados.

Si la pared de las microcpsulas estd constituida por polisacdridos, se espera
tener mayor homogeneidad en los enlaces que se formen entre cadenas, con predo-
minio de los puentes de hidrégeno, dada la naturaleza de los carbohidratos.
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Por otra parte, en un proceso industrial resulta muy importante encontrar la
ruta mds sencilla y eficiente y probablemente el secado por aspersién, cubra esta
premisa mejor que cualquiera de los otros sistemas de microencapsulacion.

2.1 OBJETIVOS

1. Determinar el efecto del uso de goma de mezquite, goma ardbiga y maltodex-
trina 10 DE y sus mezclas como materiales de pared, en las propiedades fisicas y en
la microestructura de dietas microencapsuladas para larvas de camarén.

2. Caracterizar el comportamiento de las microcépsulas en cuanto a su flotabil-
idad y disolucién en el medio acucso salino.

3. Determinar la posibilidad de utilizar las tasas de disolucién y de flotabilidad
para ser usadas como pardmetros de seleccidn de dietas, con base en los fenémenos
de transferencia de masa del interior de la microcdpsula al medio salino.

4. Evaluar el efecto de barrera a la oxidacién que ofrecen los tres biopolimeros
que conforman la pared de las microcapsulas, para proteger a los dcidos grasos
contenidos en la dieta, de! axigeno y la humedad atmosféricos.

2.2 Hipdtesis

1. Es posible elaborar dietas microencapsuladas para larvas de crustdceos, uti-
lizando polisacdridos como agentes formadores de pared.

2. Es posible establecer que la transferencia de masa del agua a partir de la tasa
de disolucion, comparando con la tasa de flotabilidad, son los factores controlantes
para identificar los mejores tratamientos de microcdpsulas.

3. Las mezclas de biopolimeros que conforman la pared pueden constituirse como
una buena barrera a la oxidacién y a la humedad para minimizar la transferencia de
moléculas oxidantes.
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3. MATERIALES Y METODOS

Materiales
" Como agentes encapsulantes se utilizaron la goma arabiga (Acacia senegal) (GA)
comercialmente denominada " Spray-gum” obtenida por la compafia Colloids Na-
turels (Marsella, Francia); la goma de mezquite (Prosopis juliflora) (GM) recolec-
tada en el Estado de San Luis Potosi y purificada segin lo recomendado por Vernon-
Carter y col., (1996) y una maltodextrina comercial " Amidex 10" con un equivalente
de dextrosa de 10 (MD) de Arancia S.A. de C.V., México.

Composicién de la dieta
La formulacién de la dieta a ser encapsulada fue sugerida para P. schmitti y se
presenta en el cuadro 1 (Gaxiola, 1991).

Disefio experimental

Los tres biopolimeros GA, GM y MD fueron mezclados de acuerdo a un disefio
experimental Simplex Centroid (Hare, 1974) el cual se muestra en el cuadro 2. Se
probaron los dos valores de pH mencionados y dos relaciones de agentes encapsu-
lantes con respecto a la dieta, 2a 1y 3 a 1, dando lugar a los 4 experimentos que
se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 1. Formulacién de la dieta para larvas de camarén

Ingredientes Porcentaje (peso/peso)
Harina de pescado 270
Harina de calamar 17.0
Harina de camardn 17.0

Levadura de cerveza 150
Harina de soya desgrasada 140
Almidén 1.5

Aceite de higado de bacalao 2.0
Aceite de girasol 2.0
Colesterol 05
Premezcla ae vitaminas 1.0
Premszcla de minerales 15
Vitamina (. 05
Lecitina de soya 1.0
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Formacién de las microcdpsulas

Dado que las moléculas de las gomas arabiga y de mezquite son polielectrolitos,
su configuracién cambia con el pH. Por lo tanto, las mezclas que se presentan
en el cuadro 2, fueron dispersadas en soluciones amortiguadoras valores de pH de
40 y 8.0, respectivamente. Para el valor de pH de 4.0 se utilizé una solucién
amortiguadora 0.01 M de 4cido acético/acetato de sodio, 0.05 M NaCl (20°C) y
para el de 8 se empleé una de 0.01 M de fosfato monosédico, 0.05 NaCl (20°C)

(Beynon y Easterby, 1996).

Cuadro 2. Disefio experimental de mezclas para los polimeros seleccionados
como formadores de la pared de las microcdpsulas

Codificacién del tratamiento | Goma arébiga | Goma de mezquite | Maltodextrina
GA100 100 0 0
GM100 0 100 0
MD100 0 0 100

GAS0-GMS50 50 50 0
GAS)-MD50 50 0 50
GM50-MD50 50 0 50
GA33-GM33-MD33 33 33 33
GAG66-GM17-MD17 66 17 17
GA17-GM66-MDL17 17 66 17
GAL7-GM17-MD66 17 17 66

Cuadro 3. Caracteristicas y nimero de cédigo de los cuatro
experimentos de microencapsulacion

Codigo del experimento [ pH | Relacidn material encapsulante:dieta
E-421 40 2:1
E-431 490 31
£-821 8.0 2:1
E-831 8.0 31

Los ingredientes de |a dieta fueron finamente molidos en un molino SAMAP
Electric Cereal Mill modelo F100 (Andolshein, Francia), con piedras de molienda
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ajustables. Las harinas resultantes se mezclaron durante 10 minutos en una mez-
cladora Hobart N-50 (Troy, OH, EEUUA). Transcurrido ese tiempo, se afiadieron
los ingredientes liquidos como los aceites de higado de bacalao y de girasol y se
mezclé durante 10 minutos mas.

Las masas resultantes se adicionaron con agitacién continua a las dispersiones
acuosas de los biopolimeros en proporciones tales que después del secado por asper-
sién se obtuvieran los cuatro tipos de microcépsulas de los experimentos sefialados
en el cuadro 3. En todos los casos, el contenido de sélidos totales fue del 25% (p/p)
antes del secado.

Las dispersiones acuosas fueron deshidratadas en un secador por aspersién Mo-
bile Minor Niro-Atomiser {Copenhague, Dinamarca), equipado con un atomizador
centrifugo. La dispersion fue alimentada al secador a una tasa de 20 mL /min,
donde se utilizé una presién de aire de 2 bar y la temperatura del aire de entrada
fue 170 + 5.0°C, pardmetros recomendados por Ashrady (1993) cuando se usa
goma arabiga como material de pared.

Tamaiio de particula de las microcdpsulas

La media volumétrica del tamafio de particufa de cada polvo seco se determiné
por medio de un analizador de rayo Liser Malvern Particle Size and Distribution
Analyser serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern, Worcs, UK) y se define como

(Sherman, 1968):
f o2
Dya= ¢ %‘—' (1)

Donde n; es ¢l niimero de microcdpsulas con didmetro d;.

La media volumétrica del tamafio de las microcdpsulas se obtuvo aplicando un
anilisis estadistico log-normal a los datos de distribucién de tamaio de particula
(Masters, 1985).

Todas las determinaciones fueron hechas con agitacién baja constante para pre-
venir la agregaci6n (Jalii y Nixon, 1990).

La metodologia de superficie de respuesta de la media volumétrica del tamaiio
de particula, produjo los modelos polinomiales que determinan la influencia del tipo
de mezcla de biopolimeros que conforma la pared de las microcdpsulas, en el tamafio
de particula. El anilisis de los datos fue hecho utilizando el paquete computacional
estadistico Statgraphics
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Determinacién de la morfologia microestructural

Las microcdpsulas fueron colocadas sobre los portamuestras del microscopio
electrénico de barrido {(MEB), utilizando una cinta de carb6n adhesiva (Ted Pella,
Redding, CA) y cubiertas con una delgada capa de oro por medio de un evaporador
Fine Coat lon Sputter JFC 1100 (JEOL Ltd, Akishima, Japan).

Para visualizar la motfologia de las microcdpsulas se utilizé un MEB de alto vacio
JEOL JMS-35 (JEOL, Ltd, Akishima, Japén) a 15 KV. Se seleccionaron algunas
micrografias representativas para presentarse en el cuerpo del presente documento.

Estructura interna de las microcdpsulas

Las microcapsulas se fracturaron por medio de una navaja golpeando perpendic-
ularmente una capa de cépsulas adheridas al portamuestras del MEB, previamente
provistos de la cinta de carb6n doble adhesiva mencionada antes (Sheu y Rosenberg,
1995). Se utiliz6 un MEB Phillips X130 con una resolucién de 3.5 nm. Se utilizaron
dos tipos de técnicas (Rosenberg y col., 1985): 1) Electrones retrodispersos (back
scattering electrons) y 2) Electrones secundarios También se seleccionaron algunas
micrografias representativas.

Disolucién

La disolucién de las microcipsulas se determind en un sistema de agua de mar
(30 ppt, pH 8.0). Se pesaron con exactitud aproximadamente 0.3 g de microcdpsulas
de cada tratamiento y se colocaron en seis tubos de ensayo afiadiéndose a cada
uno 25 mL de agua de mar. Los tubos fueron colocados en un bafio de agua de
temperatura controlada a 28.0 & 1°C. Esta temperatura corresponde a |a utilizada
en los laboratorios de produccién comercial de larvas de camardén. Cada tubo se
retiré de acuerdo a un programa de tiempo de residencia, a los 15, 30, 60, 120 y
240 minutos respectivamente y el contenido se filtré al vacio utilizando papel filtro
Whatman No. 40. El filtrado se secé a 60°C hasta alcanzar el peso constante
(Jayaram y Shetty, 1981). La disolucién fue calculada por balance de materia.
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, usando 25 mL de agua de
mar como control.

Modelo cinético de disolucién

La figura 1 muestra los datos experimentales tipicos de I2 cinética de disolucidn.
Puede observarse que la disolucién de las microcdpsulas es un proceso complicado,
consistiendo al parecer, de una secuencia de fracturas de las capas de unién lo cual
genera el total o el parcial lavado de nutrimentos. La forma de la curva de disolucién
de la figura 1 demuestra que la disolucién no ocurre en un sélo estado; de hecho,
aunque la curva se va incrementando monoténicamente, se observan algunos puntos
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Figura 1. Curva tipica de la cinética de disolucion de las dietas rmicroencapsuladas
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de inflexion. Esto podria relacionarse con la estructura de la matriz de las
microcapsulas.

En una primera aproximacién, sin considerar la complejidad del proceso de dis-
olucién, se utilizé un modelo empirico que refleja las principales caracteristicas del
procedimiento. Las curvas de disolucién mostraron el comportamiento siguiente:
a) disolucion inicial tasa cero, b) Incremento monoténico y ¢) Valor de equilibrio.
Estas caracteristicas sugirieron un modelo cinético de primer orden (Wagner, 1969):

% =(C,—C)/ra, Ct=01=0 (2)

Donde C es la concentracién del soluto al tiempo t, C, es la concentracién de
equilibrio del soluto a la temperatura experimental y 74 es la constante de tiempo
de disolucidn. La constante cinética de primer orden Kg = 1/74. Para ajustar los
datos experimentales de disolucién, se utilizé la forma integral del modelo:

oty =C, {1 _ e:_] (3)

Los pardmetros de ajuste son Cs y Ta. Es ctaro que la ecuacién anterior es
de tipo no lineal, asi que se utilizé un método de estimacién de pardmetros por
minimos cuadrados, para ecuaciones no lineales (Press y cols., 1986). Para iniciar
el procedimiento de estimacién no lineal, los valores para C, y 74 fueron tomados '
de las curvas de los datos experimentales. Entonces, utilizando estos estimados
preliminares, el procedimiento de estimacién no lineal comenz6 y fue iterativo hasta
obtener ¢! minimo cuadrado de! error. Las curvas obtenidas se presentan en el
apéndice 3.

Flotabilidad

Dos gramos de microcdpsulas de cada tratamiento se colocaron en la superficie
de 10 mL de agua de mar contenida en un tubo de ensayo. Inmediatamente después,
el tubo se introdujo en un espectrofotémetro Bausch and Lomb Spectronic 20, a
305 nm. Se tomaron lecturas del porcentaje de transmitancia, cada minuto, hasta
tener una transmitancia menor de 10 por ciento.

Modelo cinético de flotabilidad

La figura 2 muestra una curva tipica de los datos experimentales de cinética de
flotabilidad. Debido a la absorcién de agua, las microcapsulas no pueden permanecer
suspendidas durante largo tiempo, mds aun, se pueden colapsar y sedimentar: des-
deluego que la rdpida sedimentacién, tiene un efecto adverso para la disponibilidad
de nutrimentos es para el crecimiento larvario.
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El proceso de sedimentacidn parece ser mas simple que el de disolucion. De
hecho, la flotabilidad (medida como porciento de transmitancia) comienza con un
100% y decrece monoténicamente a cero en periodos largos. El modelo de de-
caimiento cinético de primer orden propuesto es el siguiente:

dt
f es la flotabilidad y 7 es |a constante de tiempo de flotacién. El pardmetro
7 puede ser visto como el tiempo medio en que una microcipsula se encuentra

en el seno del liguido antes de sedimentarse en el fondo. La versién integral de la
ecuacién anterior es:

g_ —Ti, f(t = 0) = 100% (@)
f

F(t) = 100e™/7 (5)

Esta ecuacién fue utilizada para ajustar los datos de flotabilidad experimental
siguiendo el mismo procedimiento que en el caso de la cinética de disolucién. El
pardmetro de ajuste fue la constante de tiempo de flotabilidad 7.

Capacidad encapsulante de aceites

Se determiné por medio de la cuantificacién del contenido de aceite superficial,
siguiendo la metodologfa propuesta por Chang y colaboradores (1989) con modifi-
caciones. Se pesaron 5 g de muestra los cuales fueron colocados en un dedai de
asbesto. En un vaso se colocaron 20 mL de hexano como solvente. Se utilizé un
aparato Golfish para poner las muestras en reflujo durante 4 horas. Posteriormente,
se evapord el solvente a 30°C y, finalmente se determiné el peso del aceite.

Evaluacion de las caracteristicas de las microcdpsulas como barrera
a la oxidacion

Para evaluar el efecto protector contra la oxidacién, se decidié encapsular aceite
de higado de bacalao y de girasol, mezclados en la proporcién que contiene la
formulacién de la dieta (cuadro 1). Se utilizaron las mismas condiciones descritas
para la formacién de las microcépsulas anteriormente, con la dnica diferencia de
que s6lo se encapsuld la mezcla de aceites emulsificada en las dispersiones de los
biopolimeros mezciados de acuerdo al disefio experimental (cuadro 2).

Para determinar la estabilidad termo-oxidativa del aceite contenido en las mi-
crocapsulas se utilizé una técnica termoanalitica, 1a calorimetria diferencial de bar-
rido en régimen dindmico, utilizando un calorimetro Dupont 910 {Litwinienko y ¢ol,
1995). Se pesaron de 1 a 2 mg de muestra y se colocaron en un crisol de aluminio
hermético, at cual se le hizo una perforacién superior central, estandarizada. El
intervalo de calentamiento fue de 150 a 400°C, las velocidades de calentamiento
fueron de 2.5, 5.0, 7.5 y 10°C min~?. El flujo de aire fue de 25 mL min~L.
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Se obtuvo la temperatura maxima de la exoterma de oxidaci6n de cada muestra
a las cuatro velocidades de calentamiento estudiadas y se calcularon los pardmetros
de |a ecuacién de Arrhenius, siguiendo el procedimiento propuesto por la ASTM
(ANSI/ASTM,1984).

k= Ze 7 (6)

donde Z es el factor pre-exponencial, E, es la energia de activacién, k es la
constante de velocidad de reaccién, R la constante de los gases ideales y T' la
temperatura en Kelvin.

En el método ANSI/ASTM (1984) la temperatura de la muestra se incrementa
a una tasa linear (). Los valores registrados de temperaturas de flujo maximo de
calor Tarp para diferentes valores de 3 pueden ser descritos como:

log3 = aTyp+b (1)

donde a y b son coeficientes empriricos.

Los valores aproximados de la energfa y el factor pre-exponencial de Arrhenius
se calcularon como se muestra a continuacion:

dlog 5

E =-219R dTn}fp (8)
,6 EeE/RT
Z= (9)
RTp

Donde 3 y Tarp son tomados a partir de 1a media del intervalo.

Adsorcién de agua

La evaluacién de la estabilidad en almacenamiento de los productos microen-
capsulados se realizé determinando la cinética de adsorcién de agua, siguiendo 13
metodologia propuesta por Beristain {1996). Para tal efecto se utikizé el disposi-
tivo de almacenamiento a humedad controlada que se presenta en la figura 3. Se
pesaron aproximadamente 0.3 g de muestra y se colocaron en los portamuestras.
Las muestras asi dispuestas fueron expuestas durante 5 min a radiacién uitravioteta
por medio de una ldmpara nanual, para eliminar la carga microbiana y evitar el
crecimiento de bacterias y hongos que pudieran interferir con los resultades. Las
muestras se colocaron dentro de ~ada desecador. Todos los desecadores se intro-
dujeron en una incubadora para mantener una temperaturaconstante. Diariamente
se pesaron y dicho peso fue registrado hasta que no hubo variacién.
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Figura 3. Dispositivos para la determinacion de adsorcion de humedad en los

microecapsulados
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Andlisis de la transferencia de masa a través de la ecuacién de
difusidn. )

Para |a determinacidn de la disolucién total de las microcdpsulas, se parte de la
consideracién de un problema de difusién pseudo-binario, con difusién unidireccional
de masa y se toma como despreciable el efecto de curvatura, debido a que el espesor
de la capa que ofrece la resistencia a la transferencia de masa, es muy pequefia con
respecto del didmetro de la microcdpsula. La difusién estar(a representada por la
ecuacién siguiente, expresada en términos de fa fraccién en peso:

2
dui _ p2 (10)
ot Ay?

Se postula que el coeficiente de difusién es una funcion del peso molecular,
debido a que las cadenas poliméricas presentan dependencia con éste (Ju y col.,
1995a, b}

D =aM? (11)

Como segundo postulado, se propone que el peso molecular a su vez cambia en
funcién de! tiempo ya que el cambio conformacional de los polimeros debido a la
hidratacién, supone cierto grado de interaccién entre las cadenas poliméricas lo que
tiene como consecuencia que la variacién en el coeficiente de difusién estd asociado
fuertemente al peso molecular:

M = f(t) (12)
Se supone un comportamiento de decaimiento logaritmico expresado por:
M = (Mp— Moy)e P+ My, (13)
Entonces,
D = a{(Mo~ Mu)e P + Moo}’ (14)

Sustituyendo (14} en la ecuacién de difusién se tiene el modelo siguiente

b 32 Wy
oy

Qg;—i =a {(MU - MOO) e_-ﬁt + Mm}

(15)

Se establecen condiciones inicial y de frontera: la condicién inicial, para cualquier
posicién (y > 0), corresponde a la fraccién en peso al inicio del proceso

er t=90, w=1wy
La primera condicién de frontera, para cualquier tiempo (t > 0 )supone que
la superficie de la microcdpsula la fraccién peso es igual a la fraccién peso en el

equilibrio. después de que se ha iniciado el proceso.

— -
CF1 y=R, w; = W
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La segunda condicién de frontera supone que en el centro de la microcdpsula,
para cualquier tiempo, los cambios en la fraccién en peso son constantes
61.'.]1‘
CF9 y = 0, —_— =
dy
Se definen tres variables adimensionales. La primera se refiere a la relacién de
la fraccién peso, acotada entre Oy 1 '

cq
w; —wy

6= . (16)

- wio — wf
La siguiente, estd relacionada con el tiempo, referido al valor de la difusividad
al inicio de la difusién
tDO t b
T= “ﬁi- = E‘EO‘MU (17)
La tercera variable adimensional planteada es para la posicion relativa al radio
de la cdpsula

¥
=5 (18)

Escribiendo la ecuacién en términos de las variables adimensionales y aplicando
las condiciones de frontera, se tiene el modelo de difusién adimensional:

39 MOO _BTR2/ Mg Moo b 829
— = — = e _— = 1
ar {(1 o ° T Mo | B (19)
cuya solucién aproximada al primer término de la serie es:
_3 T\ —(w/2)? [ fir)ar

= — Co8 ( 2 5) e 0 {20)

Donde:
Moo\ _prirjary | Moo ®

Como el interés se centra en la determinacion de la cantidad de material disuelto,
entonces se requiere del calculo del flux de masa para una esfera {microcdpsula) que
posee un drea interfacial promedio calculada a partir de un didmetro de particula
promedio, a través de la expiesion siguiente

. Sw,
4 y=r= D—g'yEJy:R (22)
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donde
de _ (‘w;o - wfq) 89
- R &% ()
por lo que se puede escribir
_ ('w,'o - wfq) beli]
Ja=-D 7 35J5=1 (24)
Resolviendo
o™ *
g, = apt¥e s } w27 f] f(ryar (25)

Para calcular la disolucién por particula como una funcion del tiempo, se tiene
la expresién siguiente:

t pA
D(t)= ]0 /0 JudA,dt (26)

B(t)=A, /0 Lt 27)

Resolviendo la ecuacién y expresandola en funcién de 7 (tiempo adimensional)
se tiene que la disolucién por particula es

b T
{[(Mo Moy PrElomS 4 M) o/ I f('r)df} dr

a,Mg

D(t)=87R*(wgo—ws") /
(28)

Para cuantificar Ja disolucién total para un tiempo deseado se puede escribir

PT=n,VD(t) (29)

Donde 7, es el numero promedio de particulas en un volumen V de fase liquida.

El desarrolio matematico completo se encuentra en el apéndice 5.

Aproximacién del peso molecular promedio de la goma de mezquite

Uno de los métodos utitizados para la determinacion del peso molecular promedio
es el viscométrico. La magnitud caracteristica de este método es la viscosidad in-
trinseca o indice de Staudinger, la cual se obtiene por extrapolacién a concentracion
igual a cero de la viscosidad reducida:

] = Lo yeq = lim. [”;0 fj“] (30)
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Donde 7, es la viscosidad del solvente, 7 es la viscosidad de la solucién y ¢ es
la concentracién.

La relacién entre la viscosidad intrinseca y el peso molecular estd dada por la
ecuacién de Kuhn-Mark-Houwink:

[n] = KM*® (31)
Donde K y a son constantes para cada polimero y cada disolvente, para una

temperatura dada. El valor de a depende de la forma macromolecular {Angulo,
1998).

Vernon-Carter (1981) encontré que la viscosidad reducida se incrementaba curvilinea-
mente a medida que la concentracitn de la goma de mezquite disminuia, pero se
observaba un méximo a ciertas concentraciones de equilibrio cuando se utilizaba
NaCl (Figura 4). A una concentracién de NaCl de 69.98 x 10~ %g.eq./L, ia forma
de 1a gréafica de la viscosidad reducida contra la concentracién, se parecia mds a
las obtenidas para soluciones diluidas de polimeros neutros, donde 1a dependencia
de la concentracién de la viscosidad reducida en la regién de alta dilucién, decrecié
linealmente con la disminucién de la concentracién de la goma.

Para el ciiculo del peso molecular promedio se utilizé la viscosidad intrinseca
extrapolada a cero, tomada de la ditima curva descrita de la Figura 4 ([n] = 34
mL/g) y se consideraron las constantes informadas para la goma ardbiga: a= 0.54
y K = 0.013 {lslam y col., 1997). Estos valores se sustituyeron en la ecuacidn de
Kuhn-Mark-Houwink, resultando un peso molecular promedio de 2,120,864 g/mol.

Bioensayo de sustitucién de nauplios de Artemia por alimento mi-
croencapsulado

El disefio experimental utilizado para este ensayo se presenta en el cuadro 4,
donde A y B corresponden al tipo de microcapsulas utilizadas. Las larvas de Litope-
naeus vannamei fueron obtenidas a partir de desoves logrados en &l Laboratorio de
Ecofisiologia de 1a UNAM, en Ciudad del Carmen, Campeche.

Cuadro 4. Lisefio experimental para el bioensayo

Tratamiento Descripcién
Control Microalgas v Artemia (diatomeas, flagelados y nauplios de Artemia)
Dieta A con algas Microalgas y microcépsulas A
Dieta B con algas Microalgas y microcipsulas B
Dieta A sin algas Microcdpsulas A
Dieta B sin algas Microcapsulas B
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Figura 4. Curvas de viscosidad reducida-concentracion para soluciones diluidas
de goma de mezquite: (A) en agua destilada; (B) en NaCl 5.81x1 0 g.eq; (C)en

Na C! 11.63x10™ g.eq; (D) en NaCl 17.44x10™ g-eq; (E) en NaCli 69.98x10™ g.eq.
(Vemnon-Carter y cof., 1999)
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El esquema de alimentacién se presenta en el cuadro 5. Las concentraciones de
microalgas y Artemia fueron mantenidas y ajustadas dos veces al dfa.

Cuadro 5. Esquema de alimentacién con alimento vivo usado en el bioensayo

Estadio de crecimiento | C.cerastosporum (cel/mlL) T chuii (cel/mL) { Artemia {naunplios/mL)
PIIL 85,000 25,000 0.2
MI 70,000 25,000 1.0.
MIL 60,000 20,000 15
MIIL 50,000 20,000 2.0
PL1 50,000 15,000 3.0

Las dietas microencapsuladas se suministraron cada 6 horasylasr

se dan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Raciones de alimento utilizadas en el bioensayo

Estadio de crecimiento | miligramos /Litro/dia
Pl 8
MI 16
Ml 16
MITI 16
PL1 16

aciones diarias

Los indicadores evaluados fueron la tasa de crecimiento expresada en peso y
longitud de mysis (M) a postiarva 1 (PL1),

safino (IC) en PL2 y los indices de rendimiento

[ndice de calidad a través de un estrés
(IR) (Garcfa y col, 1998).

Para el andlisis de los resultados del bioensayo se utiliz un andlisis de varianza
de una via para determinar zs diferencias significativas entre tratamientos y como
prueba a posteriori se utiliz6 ta de Duncan para la ponderacion de las diferencias

(Montgomery, 1991).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La media volumétrica Dy 3 del tamafio de las microcdpsulas fue afectada por el
valor de pH, la relacién agente encapsulante-dieta y por el tipo de mezcla de los
biopolimeros. Las ecuaciones predictivas (cuadro 7) dieron lugar a las superficies de
respuesta que se presentan en la figura 5, indicando que las interacciones binarias
entre los biopolimeros fueron las que presentaron efecto significativo en el tamaiio
de las microcépsulas para los cuatro experimentos. Las gréficas correspondientes
a la distribucién de tamafio de particula de cada tratamiento se presentan en el
apéndice 6.

Cuadro 7. Ecuaciones predictivas para determinar la media volumétrica del
tamaiio de particula de los microencapsulados

Modelo Experimento
y= 21.43GA+24.90GM+14.40MD-16.66GAGM*+16.40GMMD+37.10GAMD* E-421
y= 24.20GA+27.16GM 4-25.53MD - 50.99GAGM* -17.47GMMD-4.46GAMD* E-821
y= 25.62GA + 25.71GM+24.46MD-8.47GAGM+37.18GMMD*+23.23GAMD* E-431
y= 26.90GA + 29.45GM +14.32MD - 5.17GAGM + 34.72GMMD*+39.14MD* E-831

Estos hallazgos pueden atribuirse a una combinacién de factores, los cuales
incluyen el contenido proteinico y tos cambios conformacionales de los biopolimeros
involucrados.

La MD es un polimero pricticamente lineal, neutro, con un peso molecular
promedio de alrededor de 1800 g/mol (Kenyon y Anderson, 1988). La GA y la
GM son heteropolimeros altamente ramificados con grupos terminales ionizables
(Goycoolea y col, 1997; Vernon-Carter y col., 1998). La GA tiene una masa molec-
ular que varia entre 47,000 a 3,000,000 g/mol (Anderson, 1977) y la GM un peso
motecular promedio estimado entre 87,000 y 880,000 g/ mol {Anderson y Farguhar,
1982) aunque se ha informado que puede alcanzar valores de hasta 2,120,864 g/mol
(Vernon-Carter y col, 1998).
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Adicionalmente, tanto 1a GA como la GM contienen una pequefia cantidad de
material proteindceo, covalentemente unido al componente polisacdrido (Anderson
y Weiping, 1989; Fenyo y Vandevelde, 1990; Islam y col., 1997), la cual es mayor
en la GM que en la GA (Goycoolea y col., 1997; Vernon-Carter y col., 1998). Por
otra parte, la GA y la GM cambian su conformacién de un estado enrollado a
uno extendido y nuevamente a uno enroscado a medida que el valor de pH del
medio varia de acido a neutral y a basico (Glicksman, 1983; Vernon-Carter y col,
1999), mientras que {a MD, como la mayoria de los derivados del aimidén, tienden
a incrementar su capacidad de hidratacion a medida que el pH se incrementa de 4.0
a 8.0 (Smith, 1983).

La ecuacion predictiva (R?=0.8016) para el experimento E-421 indica que la
interaccién GA50-MDS50 contibuy6 positiva ¥ significativamente {(p<0.05) al tamafio
de las microcapsulas, mientras que la interaccion GAB0-GM50 contribuyé negativa
y significativamente (p<0.05) al tamafio. Este fenémeno puede explicarse de la
manera siguiente: Sin tomar en cuenta ia diferencia en peso molecular entre la GAy
la GM, puede considerarse que ambas moléculas se difunden hacia la interfase dieta-
fase acuosa, a tasas similares formando una pelicula interfacial mezclada. Mientras
que las moléculas de la MD que van llegando a la interfase se esparcen con facilidad
debido a su estructura linea! y al débil anclamiento en la interfase por su carencia
de grupos hidrof6bicos. Las moléculas de GA y de GM se adsorben de manera més
compacta y mds fuerte por su fraccién protefnica.

A medida que la monocapa de la dieta se satura por la adsorcién de ambos
biopolimeros, las nuevas moléculas que se difunden hacia la interfase tienden a
enredarse entre ellas y con las moléculas adsorbidas en 1a monocapa, tendiendo a
formar multicapas. No obstante, estas muiticapas son de naturaleza discontinua
debido a la estructura y caracteristicas de las moléculas de GA y de MD adsorbidas
en la monocapa.

Mientras que las moléculas de GA interactian fuertemente entre ellas formando
una multicapa entretejida, su interaccién con las moléculas de MD y las interacciones
entre las maléculas de MD no son fuertes, formando zonas de multicapas donde
podrfa hablarse de una " pérdida de estructura”. El efecto neto es |a formacién de
una multicapa gruesa. En contraste, la interaccién GA50-GMB0 tiende a formar
un tamafio de microcapsula Ce dimensiones pequenas comparada con la interaccién
GAS0-MDB0.

Vernon-Carter y Sherman (1981a) informaron que la difusién de las moléculas
de mezquite a la interfase de parafina fue una funcién del valor de pH. A valores
de pH de 4.36 (valor de pH natural de fas soluciones de la goma de mezquite) y
a pH de 9.0, las moléculas de 1a goma de mezquite presentaron una configuracién
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mads compacta en solucién acuocsa y se difundieron relativamente rdpido hacia la
interfase aceite-agua, disminuyendo la tensién interfacial (7). Se observé una pe-
queiia reduccién subsecuente, con el tiempo, en la -y debido a la distribucién y
reconformacién molecular. A valores de pH de 5.0 a 8.0, las moléculas tienen una
configuracion expandida, con un miximo a pH de 7.0 y por ello, 1a difusién hacia
la interfase aceite-agua fue preferentemente mds lenta. Bajo esas condiciones, el
abastecimiento por difusién fue mds lento y la reduccién en fa 7 fue controlada por
1a reconformacién molecular y por tanto, implicé un mayor tiempo.

Con esto en mente puede pensarse que, a valores de pH de 4.0, tanto la GA como
la GM estdn enrolladas y, teniendo una estructura muy similar, se difunden hacia la
interfase aceite-agua, a velocidades similares. Dado que ambas gomas tienen grupos
hidrofébicos, sus moléculas se encuentran fuertemente vinculadas a fa interfase.
Ademas, como ambas moléculas estdn enrolladas y tienen forma esférica, existe
una densidad alta de moléculas en la interfase, y como las interacciones polimero-
polimero se ven favorecidas por sobre as interacciones polimero-solvente, se forma
una multicapa cerrada uniforme, alrededor de la dieta, controlada preferentemente
por la difusién mas que por un mecanismo de reconformacién.

A medida que la concentracién se incrementa de 2:1 a 3:1 con respecto a la dieta
(E-431), las interacciones binarias GM50-MD50 y GA50-MD50 se correlacionaron
positiva y significativamente al tamaiio de las microcapsulas (R?=0.8522). Los
mecanismos de difusion son muy similares a los descritos para la interaccién GAS0-
MD50 del experimento E-421. Sin embargo, al aumentar ja concentracién de goma
se incrementa la tasa de difusién hacia la interfase, particularmente por las formas
esféricas de las moléculas de GA y GM. Entonces, mas moléculas de GA y de GM
se adsorben en la monocapa que moléculas de MD. Por otra parte, las multicapas
GA-MD son mds pequefias en el experimento E-431 que en el E-421 ya que se
encuentran entrelazadas en estructuras mds cerradas.

La ecuacién predictiva (R%=0.7247) para el experimento £-821 indica que la
interaccién binaria GAS0-GM50 estd negativa y significativamente correlacionada
al tamafio de las microcapsulas. A valores de pH de 8.0, tanto la GA como la
GM, tienen una configuracién mas extendida que a pH 4.0. Ademds, las tasas
de difusién hacia la interfase son mds lentas que a pH 4.0, pero el mecanismo
que controla la adsorcién interfacial es 1a reconformacién de ambas moléculas en
la interfase (Vernon-Carter y Sherman, 1981a). Esta reconformacién causa que
ce incremente |a adsorcién en la interfase y el entramado molecular (Islam y col.,
1997). La estructura de esta pelicula es mas abierta y contiene grandes cantidades
de agua adsorbida por la matriz biopolimérica generando una estructura tipo gel
alrededor de las particulas de !a dieta. Beristain y Vernon-Carter (1995) informaron
que una mezcia de GA-GM en refacién de 60:40 tuvo la habilidad de encapsular una
cantidad mayor de aceite esencial de naranja que las gomas sotas por si mismas. De
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manera similar, Vernon-Carter y col. (1996) informaron que las mezclas de GA-GM
tuvieron un efecto sinergista contra la coalescencia en emulsiones de oleorresina de
cempastchil en agua.

Estos resultados indican que al menos a valores de pH de 8.0 y en las interfases,
las moléculas de ambas gomas se interpenetran y se enlazan de manera importante.
Estas observaciones contrastan marcadamente con lo informado por Goycoolea y
cols., (1995) quienes establecen que las moléculas de GM y de GA en soluciones
concentradas inhiben la interpenetracion. No obstante, estos autores no consideran
el efecto del pH en fa conformacién molecutar de la GM y Ia GA.

Ray y colaboradores, (1995) atribuyeron ia excelente capacidad emulsificante
de la GA al hecho de que se encuentra provista de una combinacién particular de
muchas especies moleculares que difieren en tamafio y composicién entre si.

A medida que la relacién agente encapsulante-dieta se incrementa (experimento
E-831), la ecuacién predictiva (R?=0.9270) indica que las interacciones binarias
GMS0-MD50 y GA50-MD50 estdn positiva y significativamente correlacionadas al
tamafio de las microcapsulas (p<0.0002; p<0.0004 respectivamente). Los mecanis-
mos de difusi6n, adsorcion e interaccién en la interfase de la dieta son muy similares
a lo explicado para el experimento E-431.

Vernon-Carter y Sherman {1981a) encontraron que, para soluciones de 16.67%
(p/v) de goma de mezquite a diferentes valores de pH, el tiempo de relajacién (t)
para alcanzar el estado de equilibrio en la tensién interfacial {7y} con aceite fue similar
en todos los casos. Esto indica que la adsorcién en la interfase es independiente
de 1a concentracién de goma de mezquite y que la capa adsorbida en la interfase
se relaciona cercanamente con la configuracién motecular de la goma en soluciones
diluidas. En concentraciones elevadas, el proceso de adsorcién estd controlado por
la reconformacién de las moléculas adsorbidas en fa interfase. A valores de pH 8.0,
ambas gomas, fa GA y la GM estdn mds expandidas que a los de pH 4.0 y ocurren
las interacciones polimero-solvente y polimero-polimero. El efecto neto es tener una
capa adsorbida expandida.

Microestructura de las microcdpsulas

Las micrografias con et MEB mostraron que {as mezclas del material biopolimérico
tuvieron influencia sobre ia topograffa externa o morfologia de las microcdpsulas.
Estas diferencias son muy pronunciadas sobre todo cuande se comparan las mi-
crocapsutas elaboradas con MD100, GM100 o GA100 (Figuras 6 3, b, c).
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Figura 6. Micrografias mostrando Ia topografia externa de (a) tratamiento
MD100, experimento E-421; (b) tratamiento GM100, experimento E-431y (c)
tratamiento GA100, experimento E-421
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Las microcspsulas donde se incorpord a la MD en altas proporciones exhibieron
malas caracteristicas tales como particulas de tamafio heterogéneo, formas no es-
féricas y presencias de agujeros y grietas (Figura 7). Estas deficiencias fueron mas
marcadas para los experimentos 2:1 con relacién a los de 3:1, independientemente
del pH.

Todas las microcapsulas se caracterizaron por presentar superficies dentadas, las
cuales tienden a ser menos pronunciadas a medida que la proporcién de GM o de GA
se incrementaba en las mezclas del material que conforma fa pared (Figura 8). Este
fanémeno se ha atribuido a los mecanismos de secado y atomizacién involucrados en
el secado por aspersién (Rosenberg y col., 1985; Rosenberg y Young, 1993) los cuales
causan el encogimiento de las particulas durante el secado y el enfriamiento y se
asocian a los materiales de pared que contienen altas proporciones de carbohidratos
(Sheu y Rosenberg, 1395).

La presencia de estas protuberancias dentadas tiene un efecto adverso en las
propiedades de flujo de las microcdpsulas, asi que deben prefersirse las condiciones
de procesc que mimimicen © eliminen la formacién de superficies de este tipo {Rosen-
berg y col, 1995). La disminuci6n en la identacién por la presencia ya sea de GA o
de GM indica la importancia de estas moléculas en las propiedades de secado y en
las caracteristicas reolégicas de los sistemas que conforman la pared.

Recientemente, Romero-Tehuitzil y colaboradores, (1999) informaron que fa
cinética de secado de espumas de tamarindo dependié fuertemente, de las caracteris-
ticas y composicién de los agentes espumantes empleados. En particular, cuando
se usé la GM en combinacién con la ovoalbimina o con compuestos tensoactivos
de bajo peso molecular, se forman peliculas complejas con estructura reticulada que
varia en grado de tortuosidad que limitan la difusién de agua y de los compuestos
volstiles hacia la superficie de evaporacién. Mds adn, se ha informado que las solu-
ciones de 16.67% de GM forman peliculas altamente eldsticas en la interfase de la
parafina y el agua (Vernon-Carter y Sherman, 1981b). En este estudio, las concen-
traciones de biopolimeros utifizadas fueron 16.67% (p/p) ¥ 18.75% (p/p). para las
relaciones de material de pared-dieta de 2:1 y 3:1, respectivamente. Entonces, la
difusion de agua se ve controlada por la capa de alta viscoelasticidad que se adsorbe
alrededor del material de la dieta, disminuyendo ademds la formacién de agujeros en
la superficie de las microcdpsulas. Dado que ¢l secado por aspersién es un proceso
muy rapido, la composicién fisica de la gota queda fija y se refleja en la estructura
de las particulas resultantes (Ré, 1998).

Las microcipsulas que formaron una morfologia mas homogénea fueron las elab-
oradas con GA100 (Figura 9a) o las de GM100 (Figura 9b); sin embargo, las mi-
crocapsulas de GA100 mostraron hoyos, principalmente las elaboradas a valores de
pH de 4.0 (Figura 9a), para ambas relaciones de agente encapsulante-dieta.
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Figura 7. Micrografia de microcapsulas GA17-GM17-MD66, experimento E-421
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Figura 8. Micrografia de las nicrocapsulas dei tratamiento GA50-GM50,
experimento E-831
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Figura 9.Micrografias de la topologia de (a) tratamiento GA100, experimento
E- 431 y (b) tratamiento GM100, experimento E-831
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Con respecto al pH, 1a mayoria de las microcipsulas tendieron a mostrar menores
defectos a valores de pH de 4.0 que a pH 8.0, con excepcién del tratamiento GA100.
Por otra parte, algunos tratamientos a pH de 8.0 y una relacion de material de
pared-dieta de 3:1, formaron microcdpsulas muy homogéneas €n forma y tamatio
de particula y estuvieron exentas de hoyos o fracturas. Las microcépsulas de GM100
(Figura 9b) no exhibieron los defectos de las microcspsulas de GA100 (Figura 9a).
Kenyon y Anderson (1988} sugirieron que las moléculas con mayores masas tien-
den a formar paredes con mejores caractetfsticas que las moléculas con bajo peso
molecular.

La superficie interna de todas las microcapsulas correspondid a lo que Ré (1998)
denomina la arquitectura de microcdpsulas donde el elemento a encapsular se dis-
tribuye uniformemente a través de, o es embebido en la matriz del material que
forma la pared. E! centro de todas las microcdpsulas se caracterizé por un vacio
que ocupaba la mayor parte de la microcdpsula. La dieta se dispersé en el matenal
de la pared de las micracipsulas en forma de protuberancias elongadas © laminares
(Figura 10a). E\ hueco central tendi6 a ocupar un menor volumen en relacién at vol-
umen total de 1a microcdpsula a medida que la relacién agente encapsulante-dieta
se increment6 (Figura 10b) y el valor det pH vari6 de 4.0 a 8.0 (Figura 10c).

Las secciones de la pared de las microcapsulas mostraron que muchos tratamien-
tos tuvieron especies de poros de diferentes tamafios y nlimero por drea superficial.
Las microcapsulas obtenidas del experimento E-421 tuvieron un gran nimero de
poros (Figura 1la), los cuales decrecieron en cantidad a medida que fa relacién
material de pared-dieta se increment6 a 3:1 (Figura 11b). También las microcap-
sulas formadas en el E-821 tuvieron gran nimero de poros (Figura 12a}, excepto el
tratamiento con GM100. Otra vez se observé que a medida que la proporcién de
GA y GM en la pared se incrementaba, el tamafio y el nimero de poros disminuia
(Figura 12b), resaltando los tratamientos de GM100 y de GM50-MD50 ausentes de

poros.

Cinética de disolucién

L as tasas de disolucién e las microcépsulas elaboradas con los diferentes tratamien-
tos de mezclas de biopolimeras alcanzaron una disolucion de equilibrio del 80 al 90%
a los 240 minutos en agua ue mar. Dada la similaridad de los valores de disolucién
en equilibrio fue necesaric adoptar otro pardmetro como criterio de seleccién. Se
determinG la constante de tiempe 74 y se encontro que vari6 de 11.06 a 108.0 min,
proveyendo por tanto, de un medio adecuado para diferenciar los tratamientos en
términos de un tiempo de disolucion caracteristico (cuadro 8).
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(c)

Figura10. Micrografias de la estructura interna de (a) tratamiento GA50-MDS0,
experimento E-421; (b) tratamiento GAS0-MD50, experimento E-431y ()
tratamiento GA100, experimento E-431
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(b)

Figura11. Micrografias de una seccién de la pared (a) tratamiento GA100,
experimento E-421 y (b) tratamiento GA100 del experimento E-431
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(b)

Figura 12. Micrografias de microcapsulas seleccionadas de (a) tratamiento
GAB6-GM17-MD17, experimento E-821 y (b) tratamiento GA33-GM33-MD33,
experimento E-831

.
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Las pricticas comerciales de alimentacidn, normalmente se refieren a dosificar
las dietas de 3 a 5 veces diariamente, con un recambio de agua de alrededor del
50% del volumen de agua del tanque por dia, para asegurar la eliminacién de los
componentes alimenticios y las heces de las larvas (Kurmaly y cols., 1989; Amjad
y Jones, 1992; Medina, 1998). Sin embargo, dichas practicas de alimentacién no
consideran la naturaleza y la estabilidad de las dietas asi como los requerimientos
de frecuencia de alimentacién de las larvas y mas bien parecen relacionarse a la
conveniencia del personal a cargo de la tarea de alimentacién (Tacon, 1987}.

Una dieta inestable donde se pierden por lixiviacién los nutrimentos, afecta el
crecimiento y la sobrevivencia de las larvas, ya que no s6lo se disminuye la disponi-
bilidad de la dieta, sino que se incrementa ta contaminacién del agua y se fomenta la
produccién bacteriana (Amjad y Jones, 1989). Una forma de evitar este problema
es incrementar la frecuencia de suministro de alimento y disminuir la dosis de fa
dicta. Esta dificultad también podria evitarse considerando al mismo tiempo, las
caracteristicas de disolucién de las dietas y los habitos de alimentacién de las larvas,
utilizando este conocimiento para establecer un programa de alimentacion.

Cuadro 8. Tiempos caracteristicos de disolucién (min) de los
experimentos y tratamientos para elaborar las microcapsulas

Tratamiento E-421 | E-431 | £-821 | E-831
GA100 65.78 | 24.03 | 47.77 | 9597
GM100 9911 1 2415 | 11.60 | 87.62
MD100 5103 | 17.57 | 15.76 | 65.79

GAS50-GM50 1803 | 15.94 | 21.70 | 87.57
GAK0-MD50 4466 | 14.89 | 17.25 | 90.90
GM50-MD50 2151 | 1347 | 39.78 | 67.84
GA33-GM33-MD33 5429 | 1742 | 33.74 | 59.28
GAG6-GML7-MD17 68.45 | 23.03 { 41.89 | 108.70
GA17-GM66-MD17 76.45 | 19.86 | 42.14 | 47.30
GA17-GM17-MD66 67.80 | 15.18 | 84.16 [ 43.27

Las larvas, que tienen un sistema digestivo subdesarrollado, requieren de una
cantidad finita de tiempo para consumir una dieta. Se ha estimado que fa digestidn,
desde la ingesta hasta la evacuacion, ocurre en 12 a 20 minutos. Estableciendo un
tiempo caracteristico de disolucion de 60 min para seleccionar las dietas microen-
capsufadas mds estables, se estara proporcionando un tiempo amplio para asegurar
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que las larvas tengan una ingesta adecuada de la dieta con el contenido nutritivo
esperado.

De los 40 tratamientos establecidos en el disefio experimental, solamente 14
cumplieron con el criterio de seleccidn descrito antes. Las diferencias encontradas
en los tiempos caracteristicos de disolucién pueden relacionarse a la naturaleza y
a la configuracién de los biopolimeros que conformaron la pared. El mayor tiempo
caracteristico de disolucion (108.7 min) correspondi6 al tratamiento GAG6-GM17-
MD17, experimento E-831. A pH 8.0, tanto la GA como la GM tienen una con-
figuracién bastante expandida debido a la ionizaciGn de sus grupos terminales glu-
curénicos (Glicksman, 1983), mientras que [a MD exhibe una configuracién mds
compacta. Ambas gomas, la GA y la GM tienen una cantidad significativa de pro-
tefna unida covalentemente a la estructura principal de polisacdridos (Islam y col.,
1997 Vernon-Carter y col., 1998) y tienden a adsorberse fuertemente en la interfase
de la dieta-agua, proyectando la porcién mds larga de sus moléculas hacia la fase
acuosa. Aqui tiene lugar el entretejido e interpenetracién de las capas adyacentes,
atrapando o manteniendo en su dmbito a las moléculas mds pequefias de 1a mal-
todextrina. Ademds, las nuevas moléculas que van arribando y difundiéndose hacia
la interfase se enredan con las moléculas ya adsorbidas, formando multicapas. Las
multicapas se mantienen juntas por las interacciones por puentes de hidrégeno, por
las interacciones proteina-proteina y por las ramificaciones o estructuras fisicas de
las moléculas biopoliméricas. El efecto es una pelicula hidratada, coherente y densa,
cubriendo a la dieta.

En contraste, el tratamiento GA17-GM17-MD66, del experimento E-421, mostré
el segundo tiempo caracteristico de disolucién, mds bajo entre las microcdpsulas se-
leccionadas. Aqui, ambas gomas GA y GM, a valores de pH de 4.0 exhiben una
forma esférica muy contraida, debido al bajo grado de jonizacion. La relativamente
alta concentracion de las moléculas de MD y su tamafio, en contraste con laGAYy
la GM, favorecen su difusién hacia la interfase. Esto da una interfase dominada por
moléculas de MD, las cuales se adsorben pobremente debido a 1a carencia de grupos
hidrofébicos. Las moléculas de GA y GM interactdan poco entre ellas, ya que el en-
trecruzamiento de sus capas adyacentes estd limitado debido a ta compactacién de
su configuracién. Ademds, como las interacciones polimero-polimero estan favore-
cidas por sobre las interacciones agua-polimero, la hidratacién de la capa adsorbida
no alcanza un méximo potencial. Ei resultado es fundamentalmente una pelicula
poco coherente, en la cual ias moléculas de GA y de GM disputan los sitios interfa-
ciales, desplazando a las molézulas de MD de la interfase; mis ain, estas moléculas
estsn débilmente unidas en la int=rfase debido a la carencia de interacci6n entre las
moléculas adyacentes adsorbidas.
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Interpretacién de la disolucién de los productos microencapsulados
a partir de la ecuacién de difusién

Andlisis de la difusién con difusividad variable. Algunas consideraciones tedricas
sobre la disolucién se refieren a que una vez que las microcdpsulas entran en el
agua, ocurre un proceso de absorcién y transferencia de agua induciendo un hin-
chamiento, teniéndose entonces un régimen de hidratacién parcial. En la interfase,
muy probablemente el sélido hidratado sea mds débil que el resto de la matriz, por
lo que la difusién tendria lugar precisamente en la interfase.

Cinética de flotabilidad

Como en el caso de la cinética de disolucién, se encontré que la constante de
tiempo de flotacién fue mds itil que la tasa de flotabilidad para describir el compor-
tamiento de las microcapsulas. La constante de tiempo caracteristico de flotabilidad
de los diferentes tratamientos (cuadro 9) varié entre 1.55 y 11.11 min. Se decidio
establecer como criterio de discriminacién para la seleccién de los productos mi-
croencapsulados, que el tiempo de fiotabilidad no debia ser menor de 5 min. Este
tiempo fue considerado como suficiente para los propdsitos perseguidos, ya que se
determinG en una columna estatica de agua, mientras que en las practicas de cul-
tivo reales el sistema acuoso se encuentra aireado por burbujas de alrededor de 1
cm (Kurmaly y cols., 1989) lo cual proporciona flotabilidad extra a la dieta. De
esta manera, se asegura que la dieta esté disponible para el consumo por las larvas,
dado su bajo metabolismo. El tratamiento que mostrd el mayor tiempo caracteris-
tico de flotabilidad (11.11 min) fue ef GA33-GM33-MD33. Como en el caso de la
explicacién dada para el tiempo caracteristico de disolucién del tratamiento GAG6-
GM17-MD17, puede concluirse que la dieta esta cubierta por multicapas espesas,
coherentes e hidratadas de los tres biopolimeros, todas intimamente intermezcladas.

Cuadro 9. Tiempos caracteristicos de flotabilidad {min) de las

microcdpsulas de los diferentes experimentos y tratamientos
Tratamiento E-221| £E-431 | E-821 | E-831
GA100 465 | 728 | 3.74 | 7.07
GM100 479 | 477 | 440 | 575
MD100 313 | 284 | 297 | 171
GA5B0-GM50 625 | 575 | 733 | 416
GA50-MD50 668 | 420 | 354 | 507
GM50-MD50 109 | 579 | 230 | 436
GA33-GM33-MD33 286 | 486 [ 155 | 1111
GAG66-GM17-MD17 285 | 576 | 218 | 595
GA17-GM66-MD17 323 | 624 | 188 | 534
GA17-GM17-MD66 318 | 460 | 462 | 3.97
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Ef alto grado de hidratacién de las multicapas minimiza la diferencia de densidad
entre la fase acuosa y la fase dispersa y también tiene efecto contra la sedimentacion.

Por otra parte, el tratamiento GA50-MD50, del experimento E-831, tuvo un
menor tiempo caracteristico de flotabilidad (5.07 min). Aquf, las moléculas de
GA se encuentran completamente extendidas, mientras que las moléculas de MD
que son considerablemente mas compactas y de tamafio pequefio, se difunden mas
rapidamente a |a interfase.

A medida que las moléculas de GA llegan a la interfase, desplazan a las moléculas
de MD, las cuales tienden a formar parte de las multicapas. Sin embargo, las
interacciones entre las moléculias de GA y las MD son débiles, dando como resultado
multicapas densas y mds compactas que causan la precipitacién mds rdpida de las
microcdpsulas. Esta discusién se fortalece al observar las constantes de tiempo
caracteristico de los tratamientos MD100 y GA17-GM17-MD66.

De esta forma, utilizando ambos criterios para la seleccion de las diferentes
formulaciones de las microcspsulas, sélo 5 tratamientos cumplieron con las especi-
ficaciones; éstos se presentan en el cuadro 10y todos corresponden al experimento
E-831.

Cuadro 10. Microcpsulas seleccionadas después de aplicar los criterios de
discriminacién
(tiempos caracteristicos)

Tratamiento Experimento | Disolucién (min) | Flotabilidad {min)
GA100 E-831 95.97 7.07
GM100 E-831 87.62 5.75

GAS50-MD50 E-831 90.90 5.07

GA33-GM33-MD33 E-831 59.28 11.11
GA66-GM17-MD17 E-831 108.70 5.95
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Capacidad encapsulante de aceites y evaluacion de la resistencia a
la oxidacién

Los resultados de aceite superficial de las microcdpsulas obtenidas de los cuatro
expetimentos se presentan en el cuadro 11.

Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza de clasificacién simple,
encontrindose diferencia significativa en las tres interacciones de segundo orden
(«=0.05), es decir entre el valor del pH vy la concentracién, el valor del pH y el tipo
de mezcla y entre la concentracién y el tipo de mezcla.

La prueba de Duncan di6 el siguiente resultado: Las microcdpsulas de GA100
fueron diferentes de MD100, GAS0-MD50, GM50-MD50, GA33-GM33-MD33, GA17-
GM66-MD17 y de la GAL7-GM17-MD66.

Cuadro 11. Contenido de aceite superficial de los microencapsulados

Tratamiento E-431 | E421 | E-831 | E-821
GAL100 0180 1 0421 | 0384 | 0.281
MG100 0.400 | 0.475 | 0575 | 0.447
MD100 0879 | 1.305 | 0.646 | 0.539
GAS0-GMS0 0221 | 0.415 | 0502 | 0.791
GAS0-MD50 0.480 | 0.893 | 0.885 | 0.583
GM50-MD50 0581 | 0.806 | 0.820 | 0.885
GA33-GM33-MD33 0400 | 0.927 | 0.602 | 0.775
GA66-GM17-MD17 0326 | 0562 | 0.761 | 0.761
GA17-GM17-MD17 0.426 | 0.707 | 0.760 | 1.142
GA17-GM17-MD66 0510 | 1.154 | 0.780 | 0.624

Es evidente que la habilidad de las mezclas propuestas para encapsular aceite, es
superior cuando la concentracidn de encapsulante es mayor, resattando los tratamien-
tos GA100 y GARO-GMS0. La habilidad encapsulante de la goma ardbiga ha sido
evaluada por otros autores, utilizando fundamentalmente aceites esenciales (West-
ing y col., 1989; Trubiano y Lacourse, 1989, Reineccius, y col., 1995).

A partir de esos resultados puede decirse que la goma arabiga ha mostrado
una menor habilidad encapsulante con respecto a almidenes modificados, lo cual
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ests en desacuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde la
GA mostré las mejores propiedades. Sin embargo hay que considerar que el aceite
encapsulado es uno de elevado peso molecular y de alto grado de insaturacion
conocidos como acidos grasos poli-insaturados AGPI (PUFA por sus siglas en inglés:
Poly Unsaturated Fatty Acids).

Dado que los experimentos con menor concentracién de agentes encapsulantes,
en general, mostraron malas propiedades de encapsulamiento de aceite, es decir,
practicamente todos los tratamientos de los experimentos E-421 y E-821, presen-
taron altos contenidos de aceite superficial, se decidié descartarlos para el andlisis
térmico de oxidacién.

En la figuras 13, 14 y 15 se presentan las curvas tipicas de flujo de calor contra
temperatura para los diferentes valores para ¢l aceite microencapsulado con GA100,
GM100 y MD100.

De igual manera se obtuvieron los termogramas para todas las mezclas de los
biopolimeros que se presentan en el cuadro 2, mostrando un comportamiento similar
al de los polimeros solos {apéndice 7).

Las series de Ty p (temperatura méxima de flujo de calor) con sus correspondi-
entes valores de 3 mostraron una dependencia lineal. Los datos obtenidos a partir
de las curvas de la DSC se presentan en los cuadros 12 y 13. Puede observarse,
de manera general, que los tratamientos a valores de pH de 4 tuvieron una mayor
resistencia a la degradacién termo-oxidativa.

Cabe mencionar que recientemente ha cobrado importancia a investigacién de
metodologias que permitan proteger de fa oxidacién a los AGPI ya que se reconocen
sus beneficios nutricios y no sélo eso, se busca también proporcionarles una cubierta
para enmascarar su sabor y de esa manera ampliar las posibilidades de adicionarios
directamente a diversos alimentos.

En cuanto a la estabilidad contra la degradacidn termo-oxidativa, en todas las
mezclas propuestas para formar la pared de las microcdpsulas, las temperaturas
de pico de las exotermas, superaron los 200°C. Se ha informado también de la
proteccién que brindan otro tipo de materiales encapsulantes hidrofilicos como fa
albimina de huevo, caseinatos, g-latina, maltodextrina y carboximetilcelulosa, con-
tra el deterioro de los AGPI. La méxima estabilidad lograda utilizando estos tipos
de encapsulantes, medida como el cambio en el indice de polienos ha sido de 6
semanas, con una temperatura pico de 185.14°C, detcrminada por DSC (Taguchi
y col., 1988).
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Lo anterior sugiere, que los AGP! contenidos en microcépsulas con paredes for-
madas por las gomas y sus mezclas se degradan con mayor dificultad, proporcio-
nando por tanto una mejor estabilidad.

Resalta el tratamiento con goma de mezquite 100% a valores de pH de 8 con
ta mayor Ea (295.99 kJ mol~1) y un tiempo de vida media mayor a 2.6 afios. Este
comportamiento estarfa explicado por 1a conformacién expandida del polimero a ese
valor de pH como ya fue mencionado y a su mayor peso molecular.

Cuadro 12. Datos obtenidos de las curvas de CDB por el métado
ASTM, de las microcdpsulas elaboradas a pH 4

Tratamiento E.(kd mol~ 2 | Z(min) | K({ min "
GA100 125.99 367x10 | 3.13x10~ 12
GM100 112.98 1.799 2.89x10~ 1
MD100 117.08 5.72x10° | 1.77x107 1!

GAS0-6GM50 160.52 4.73x1088 | 3.61x10~1°

GAS0-MD50 167.35 2.66x101% | 1.20x10~ ™

GM50-MD50 121.86 1.33x10™° | 5.98x10~ 2

GA33-GM33-MD33 12281 1.71x1010 | 5.23x10~ ¢
GAB6-GM17-MD17 127.94 5.08x10° [ 1.97x10~ ¢
GA17-GMBB-MD17 153.01 9.50x10°2 | 1.50x10—'%
GAl17-GM17-MD66 129.89 7.26x1070 | 1.28x10—1°

También podria suponerse un mayor dngulo de giro para los sustituyentes, lo
que le conferirfa una mejor habilidad para recubrir en relacién con |la goma ardbiga,
con menor peso molecular (Fenyo y Vandevelde, 1990). Cabe sefialar que estas
microcapsulas mostraron una estructura de pared compacta (figura 16), a diferencia
de la mayoria de los demds tratamientos.

Resalta también el tra-amiento con MD100. Aqui, aunque se trata de un
polimero de bajo peso molecular (Kenyon y Anderson, 1998) con relacidn a las
gomas, la velocidad de difus'3n hacia la interfase es mayor, como ya fue discutido
anteriormente y por el resultado del valor de la E,, puede suponerse que existe un
recubrimiento con pocos espacios vacios.
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Cuadro 13. Datos obtenidos de las curvas del CDB por el método
ASTM, de las microcapsulas elaboradas a pH 8

Tratamiento E.(kJmol 1) | Z(min) [ K(min™")
GAI100 70.27 1.74x10° | 85xi0~°
GMI100 205.99 1.07x10% | 1.52x10~*°
MDI100 228.80 7.50x10™0 | 6.26x10~<*

GA50-GM50 120.63 1.17x1010 | 8.67x10~*°

GA50-MD50 95.53 5.83x107 | 1.00x10~"

GM50-MD50 134.08 2.60x107T | 5.89x10~1°

GA33-GM33-MD33 08.78 1.06x10% [ 5.28x10~""
GAG6-GM17-MD17 7174 3.23x10° | 6.00x10—°
GA17-GMB6-MD17 126.68 4.17x1070 | 2.68x10~1%
GA17-GM17-MDé66 128.37 6.70x101° | 2.18x10—*“

De lo aqui encontrado, es evidente que la goma de mezquite se constituye en una
alternativa viable para proteger a los AGPI, faltarfa evaluar la cinética de liberacion
de la fraccién grasa, en diferentes sistemas alimenticios donde se aplicaran como
fortificantes.

Ensayo de adsorcién de agua

Se encontraron dos tipos de respuesta de adsorci6n de agua para los diferentes
tratamientos afectados fundamentalmente por la concentracién de agente encap-
sulante. Es decir, los experimentos con concentraciones de agente encapsulante a
dieta de 2:1 tuvieron el comportamiento que se presenta en la figura 16, mientras
que los de relacién 3:1 mostraron un comportamiento diferente (figura 17). Las
graficas de los tratamientos se encuentran en el apéndice 8.

En todos los casos se observé una adsorcién rapida de agua durante las primeras
horas del ensayo para posteriormente definir el comportamiento descrito. Cabe
mencionar, que parece ser Un Proceso en varios estados que depende posiblemente
de una adsorcién secuencial de agua hasta cierta capacidad de los polimeros. Es
decir, el hinchamiento alcanza diversos estados de pseudo-equilibrio, hay una modi-
ficacion en la presién osmética debido a la penetracion del solvente, lo que a su vez
provoca una relajacion del polimero atectando {as interacciones polimero-polimero y
polimero-solvente. El agua presente provoca el reacomodo de las cadenas poliméri-
cas por efecto estérico para posteriormente seguir adsorbiendo agua. Aunque tam-
bién habria que considerar que, al mismo tiempo, se estd dando un fendmeno de
disolucién {Ju y col, 1995b).
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Agua adsorbida (9)

GM100, pH 4, 2:1
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Figura 16. Curva tipica de ia adsorcion de agua de ias microcapsulas cuando
la relacion encapsulante:dieta fue de 2:1
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Se forma entonces una interfase tipo gel, resultante de la disclucién y el hin-
chamiento simultaneo del polimero. Esto pudo corroborarse al analizar por micro-
scopia electrénica de barrido las microcapsulas que fueron sometidas a la atmésfera
himeda (figura 18) (apéndice 9).

La microscopia electrénica resulté dtil también para determinar el tipo de pared
con mayor resistencia a una atmdsfera de humedad elevada. Asi se observaron
tratamientos como el de MD100 a pH 4 y relacién encapsulante:dieta de 2:1, cuyas
microcspsulas perdieron completamente la forma y ocurrié la disotucién de las mis-
mas, o bien el GA66-GM17-MD17 que conservé su forma después de las cuatro
semanas de experimentacién (figura 19). Es interesante mencionar que los cinco
tratamientos seleccionados por los criterios de tiempos caracteristicos de disolucién
y flotabilidad conservaron su forma durante el ensayo, a excepcidn del tratamiento
GA33-GM33-MD33.

Resultados del bioensayo

Para alimentar a las larvas de Litopenaeus vannamei se selecciond la mejor
dieta utilizando los criterios de tiempo caracteristico de disolucién y flotabilidad vy
se denominé dieta A, es decir, fue la dieta cuya pared estuvo constituida por la
mezcla de GAB6-GM17-MD17 elaborada a valores de pH de 8 y con una relacién
encapsulante:dieta de 3:1. La dieta B fue seleccionada entre aquellas de menor
tiempo caracteristico de disolucién y menor flotabilidad, es decir una dieta cuya
pared fue de GA50-GM50 elaborada a pH 4 y relacién encapsulante: dieta de 3:1.

En el cuadro 14 se presentan los resultados para la tasa de crecimiento en
longitud y peso, la sobrevivencia, el indice de calidad (IC) y el indice de rendimiento
(IR), del bioensayo.

La sobrevivencia fue baja en comparacién con otros trabajos realizados en la
misma estacién experimental de Cd. del Carmen Campeche, donde se informan
valores superiores a 80% (Garcia y cols, 1998), esta situacién se debié probablemente
a problemas con la calidad del agua y con el control de temperatura,

Con los resultados aqui mostrados, donde |a dieta denominada A, resutté supe-
rior, se corrobora la hipdtesis en cuanto a que algunos pardmetros caracteristicos
de las dietas pueden ser utih.ados como criterio de seleccién. Cabe mencionar que
tanto la dieta A como la B tienen |a misma composicion nutrimental, la diferencia
ests en el tipo de pared que cad~ una posee. Asi, las diferencias pueden atriburse
al comportamiento de las microcapsulas en el sistema acuoso por efecto del tipo de
mezcla biopolimérica que se utilizé para formar la pared del producto microencap-
sulado.
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Figura 18. Micrografias del estado de las microcapsulas despues del
almacenamiento durante 4 semanas a 74% H. R. (a)} tratamiento GM50-Md30,
pH 4, relacion2:1, (b) tratamiento Ga17-GM66-MD17, pH 8, relacion 2:1
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Figura 19. Micrografias del estado de las microcapsulas después del
almacenamiento durante 4 semanas al 74% H.R. (a) tratamiento
GAB6-GM17-MD17, pH 8, relacion 3:1, (b) tratamiento MD100, pH 4,
relacion2:1
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Cuadro 14. Paridmetros de desarrollo evaluados en el bicensayo con larvas de
Litopenaeus vannamei probando dos tipos de microcdpsulas

MI-PL1 Control Ac/a B c¢/a Asfa Bs/a
Tongitud, g | 227.3423.8°(13) | 225.6+10.6°(15) | 128.9415.1°(14) | 189.5+17.6%(12) 81.4+16.2°(
Peso, g 11.8651.65(13) | 0.85+1.429°(15) | 4.040.96°(14) | 6.16+1.28°(12) 2.75%0.57°('
1C 100%(4) 100%(4) 96.5+10%(4) 96.25-:13%(4) 96.5+10%(4
Sobrevivencia 33.9+10%(4) 45.2+5°(4) 49.5+122(4) 45.84-12%(4) 40.516%(4;

R, pm/dia 75 101.5 60.9 83.5 31.8

IR, pg/dia 4.02 4.45 1.92 2.71 1.07

Los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de muestras

5. CONCLUSIONES
El tamafio de particula fue afectado por el valor de pH, la relacién de agente
encapsulante y dieta y por el tipo de mezcla biopolimérica.

Las interacciones binarias entre los hiopolimeros fueron las que mostraron efecto
significativo sobre la media volumétrica del tamafio de particula.

A mayor concentracién de agente encapsulante, mayor tamafio de particula. Lo
mismo para los tratamientos a valores de pH de 8 con relacién a los de pH de 4.

Las caracteristicas morfolégicas y microestructurales de las microcpsulas tam-
bién se vieron afectadas por el tipo de mezclas utilizada. En general, todas las
microcépsulas fueron casi esféricas caracterizdndose por su superficie dentada, a
excepcién de las elaboradas con maltodextrina 100% cuya morfologia no fue uni-

forme.

Las microcapsulas de morfologia mas uniforme y sin defectos, fueron las de pared
de goma de mezquite.

60




Estudios de difusion de nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de crutdceos

Cuadro 14. Pardmetros de desarrollo evaluados en el bioensayo con farvas de
Litopenaeus vannamei probando dos tipos de microcdpsulas

MI-PL1 Control Acfa B c/a A sfa B s/a
Tongitud, prre | 227.34:23.8%(13) | 225.6£10.6° (15} 128.9+15.1%(14) | 189.5x£17.6*(12) 81.4116.2°%(
Peso, {1 11.86+1.62(13) | 9.85+1.42%°(15) | 4.04£0.96°(14) | 6.16+1 28%¢(12) | 2.7540.57°(
1C 1002(4) 100%(4) 96.5+10%(4) 96.254+13%(4) 96.5£10%(4
Sobrevivencia 33.03+-10%(4) 45.25%(4) 49.5+12%(4) 45.8:+12%(4) 40.516%(4

IR, um/dia 75 101.5 60.9 83.5 31.8

IR, pg/dia 4.02 4.45 1.92 2.71 1.07

Los niimeros entre paréntesis corresponden al nimero de muestras

5. CONCLUSIONES
El tamaiio de particula fue afectado por el valor de pH, la relacién de agente
encapsulante y dieta y por el tipo de mezcla biopolimérica.

L as interacciones binarias entre los biopolimeros fueron las que mostraron efecto
significativo sobre la media volumétrica del tamaiio de particula.

A mayor concentracién de agente encapsulante, mayor tamafo de particula. Lo
mismo para los tratamientos a valores de pH de 8 con relacién a los de pH de 4.

Las caracteristicas morfolégicas y microestructurales de las microcdpsulas tam-

bién se vieron afectadas por el tipo de mezclas utilizada. En general, todas las
microcipsulas fueron casi esféricas caracterizdndose por su superficie dentada, a
excepcién de las elaboradas con maltodextrina 100% cuys morfologia no fue uni-
forme.

Las microcapsulas de morfologia m4s uniforme y sin defectos, fueron las de pared
de goma de mezquite.
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La estructura interna de las microcdpsulas tuvo como caracteristica una arqui-
tectura en la cual los ingredientes de la dieta se distribuyeron en una matniz de
agente encapsulante y con el centro vacio.

La eleccién de los tiempos caracteristicos de disolucién y flotabilidad como cri-
terios de seleccién para evaluar dietas microencapsuladas permitio determinar los
mejores tratamientos potenciales. Los 5 tratamientos seleccionados correspondieron
al experimento a pH 8 y refacién encapsulante: dieta de 3 a 1, siendo imprescindible
la presencia de, al menos una, de fas gomas dentro del material que conforma la
pared.

La microencapsulacién puede mejorar eficientemente la estabilidad térmica ox-
idativa de los 4cidos grasos contenidos en la dieta para larvas de crusticeos, de-
pendiendo del tipo de pared. Las mejores microcdpsulas para este propdsito fueron
aquellas cuya pared fue con goma de mezquite 100% v las de maltodextrina 100%.

Se han sentado las bases para la evaluacién integral de dietas artificiales mi-
croencapsuladas, contribuyendo para el disefio de dietas haciendo mds eficiente
la seleccion de dietas potenciales, disminuyendo los costos y el tiempo de experi-
mentacién por bicensayos.
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Estudios de difusién de nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de crustdcecs

APENDICE 1
Micrografias de la morfologia microestructural de las microcapsulas
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Estudios de difusicn de:nutrirnantos en
alimentos microencapsulados para larvas ds crustdceos

APENDICE 5
Desarrollo matematico para la resolucion de la ecuacién de difusion




Andlisis de la transferencia de masa a través de la ecuacién de
difusién

La ecuacién de difusién tiene la forma

dp &%
Bt _D8y2

si se desea expresar en peso se tiene que

w; = cPi
=1 pi
COMO
p=Lti=i p;
por tanto
wi= b
p

entonces la ecuacién de difusién puede escribirse como

Bpws _  0Ppu
at =D oy

si p es aproximadamente constante, entonces

pBw.- _ 3211},'
% oy
Bw,- _ Bzw,-,
at — 9y

Se postula que el coefi~iente de difusién es una funcién del peso molecular ,
ya que tratdndose de polimeros, el cambio conformacional de éstos debido a la
hidratacién, supone cierto grado de interaccién entre las cadenas poliméricas lo
que tiene como consecuencia que la variacién en el coeficiente de difusién esté
asociado fuertemente al peso molecular {Ju y cols, 1995a; 1995b)

D = aM®




D(o) = G'MEJO)

limy—coDD = aM2,

En disoluciones poliméricas la distribucién de pesos moleculares permite
definir la movilidad de las especies. El peso molecular obedece a una relacién
del tipo:

M= (My — Mx)e™™ + Mo,

La difusividad toma la forma de :

D =a{(Mo~ Mo)e ™ + Mo}’

Al sustituir en la ecuacién de difusién se establece el modelo siguiente:

Buw; Bt b O%w;
S =0 {(Mo — Moo)e™ Pt + Moo} B
Como condiciones inicial y de frontera se tienen:
: 4 t=20 w; =0
Crl Yy = R s = wfq
cr2 y=0 Zu=0

Se plantean las variables adimensionales siguientes:

w; — w

g = ——

wig — W'
T=Te = @M

donde R? equivale a una longitud caracteristica.

g =

==

Escribiendo la ecuacién de difusién en términos de las variables adimension-
ales: para la primera derivada con respecto al tiempo y aplicando la regla de la
cadena.




Qu; _ 9w 96 07
89 oT ot
ot R? or
Se tiene del modelo establecido que
Bw,- (92'101'

el

) a4
%}tﬂ - (wuosz; ) aMS

La derivada con respecto a la posicion:

Bwi_%aﬂﬁ

By 00 <oy
Bwi_ e 1386
gy~ WU R

9 (ow\ _8 90 (w._,weQ)lgf
y\dy) odyas| ° *’'Réc

62'0!!),' _ (w,—o - wf") 3_29
ByQ - R2 652

Sustituyendo en el modelo

(wio — wi?) 86 _ b (win — wi?) 626
St taMi g = o [(Mo— Mooy 4 Meo] =

rearreglando y dividiendo eutre aMg

80 _ [(Mo -~ Moo)e™ + Mo]” 6

ar ME o¢®




de la definicién de la variable adimensional del tiempo se tiene que

b TR
aM}
asi que
b
~B Ly
o [(M""M”)e K +M°°} 96
ar Mg a2

b
80 _[(y_ Mo\ ZF | M| &%
© Mo [ 2¢

ar |\ Mo
de las condiciones de frontera r=06=1
{=1,8=0
g:Q,B_g:()

a6 3
3 = f("')é'é’rz

donde f(7) se ha definido, para simplificar la expresién, como

b
Mo\ =22 M,
f(T)z{(l_Mo)e“M" +M0}

Para la resolucion del modelo adimensional se propone el método por sepa-

racién de variables

6 =ZT = Z{E)I'(7)
Se caleulan las derivadas respectivas para luegos sustitiur en la ecuacién de
difusion:

a6 0 aT
Ty = EF(ZT) = Zﬁ




P02 (%) 2 (D)
gz BEN\oE) T BE\ B¢

Po_ 0%
ot~ T et
entonces
ar >’z
z 37 = f (T)T-ég_?

dividiendo ambos lados de la ecuacién entre f(7)}%

1_or_ 18z
f(Tar  Z ¢
Como la dependencia es de una variable, las derivadas parciales pueden
escribirse como ordinarias
1 dT _1d&Z
f(rTdr 2 d¢
Al tratarse de dos funciones con diferente variable, pero iguales entre si,

entonces es igual a una constante

1 dT  1d*2Z

__HZ
TTd G

1 dT

_ 2
Ford =
dT 2 _
e + Mf(NT=0

ésta es una ecuacién del tipn

Y | Plaly = Q(a)

para resolverla se utiliza un factor de integracién de la forma:




‘d% [ef P(z)d:cy] — Q(:c)ef P(z)dz

Se tiene entonces que

= =N f(r)T

55

5g=—ﬁfﬂﬂh
mTzwﬂ/ﬂﬂw+mc

m%:—f/ﬁﬂ&
por lo tanto

T — cg~ N [ fr)ar

Ahora

£§+Vz=o

Z 2= o1t 4 coe M

7 = oy e0s AL + casenif

Sustituyendo la condicién inicial de frontera, § =0,{ =1 (para toda 7), en
la solucién anterior se tiene

Z = ¢ c08 (1) + cpsenA(1) =0




Aplicando la segunda condicién de frontera £ =0, g—g =0, %—?— =10
Z
%_E = —c1AsenAf + czAcos A

—c hsenAE + cohcos AL =0
—cyAsenA(0) + c2Acos A(0) =0
A =0

(,‘2=0

Sustituyendo el valor de ¢ =0 en la ecuacién de Z

(5] cosA =0
perc cuando
cosA=0

se cumple para todos los valores de A = (2n + 1)%,, entonces la solucién de
Z serfa

Z == Cyy COS [(211 +1) g—&]

Se tendrian una gran serie de soluciones, por el principio de superposicion,
la suma de todas las soluciones es también una solucién de la ecuacién, asf que

Z= icﬂ cos [(211 +1) g.g]

n=0
Anteriormente se tenfa que
6=T2

6= i Cp, COS [(2n +1) %{] ce— M J flr)dr

n=0




Definiendo una A4, = c,¢ podemos escribir que

0= Ancos [(2n-+1) ¢ e/ 7O

n=0

Ahora faltaria por evaluar el valor de las constantes.
De la condicién de frontera 7 = 0,8 = 1, al sustituir se tiene

1=2Ancos(2n+1)-g—5

n=>0

por el principio de ortogonalidad de la funcién cos, se procede a evaluar el
valor de las constantes:

i An [cos (2n +1) -"'23.5} cos [(Qm +1) gg] — cos [cos (2m + 1) gg]

n==0

si se integran ambos lados de la ecuacién, comenzando con el término del
lado izquierdo se tiene

ZA fcos[2n+1) §]cos[(2m+1) 51

n=0

desarrollando la serie y considerando que [ cosn cosm df (? ;,; ;ﬁ":'m

o[22

An{/;%df-’r—%[olcos [(2n+1)%§] dg}

integrando se tiene

1 1 !
n {55 + msen (2n + l)mf}o

la expresién anterior corresponde al lado izquierdo de la ecuacion:
La integral del lado derecho serfa

t (2n +1) 2 (2n+1)
L €Oos [ 5 w&] dE = @n 1)ﬂ_sen 5 kil




igualando el lado izquierdo con el derecho y despejando An se tiene

(2n+1)
anilfw_sen { n; - w]

An=
3+ snys (2n+ )]

22 [ (2nt1)
bR pren Ll ’T]

(2n+4-1)m + sen(2n4-1)m
2(2n-t1)w Z22n+1}w

4sen [L————L2";'1 ’r]
= {(2n + 1}7 + sen{(2n 4 1) 7]

An =

An

como sen(2n 41} =0

4sen [12—";—1111]
Ap= bt
T T D

Entonces, la solucién es

. 243311, [L“;Hw]

| @n+1) | —[entlx]® i p(r)ar
@n+ 1) 7 COS[ 2 “5]"‘ (%55

b
B My\ -8 M
f('r)—{(l Mo)e o +1,w0

-]
para valores de 7)| y considerando que 7 = 5—‘;—1“;‘1

Ahora se va a tomar s6lo el primer término de la serie, esto es n=(0

donde

0= 28 cou [T] e (8)" 5 S
T 2

como seny = 1, entonces tenemos la funcién solucién de la ecuacién de
difusién, la cual describe un perfil adimensional de la fraccion masa

g = 4 cos (Ef) C‘(%)z & f(rydr
T 2
Para el cdiculo del flux del agente activo:

dw
Ja)y=r = “Da—ydly=5‘-




i —apTT vy -
como %‘-’;‘ 1"%%"-‘—%’ entonces se puede escribir

wip —wi® O
Jd:_D—_tO_I.{'Et—a—g.Je_—"l

derivando 8
como seny =1
% Jemt = —2e~(8)" 5 Sl
sustituyendo en la ecuacién del flux, tendriamos la expresién total del flux

JFQD@.Q_}T__ —(5)° J5 fn)ar

Ahora, para calcular la disolucién por particula se tiene

t pA
Dm:ﬁ/{) JadApdt

t
D(t) == Ap[ Jddt
0

] - .
Dy = 47 R f {21_) (zf%ﬂ_) e—(3)° 53 fmdf}dt
0

& _ 2 b 2 or
B(t) = 81rR2(wd0 —_ w::q)](; {[(M(] . Moo)e 3;%5 + f‘__fj._(;i:l e“(‘g‘) Jrﬂ f(T}dT}dt

comot—iM;'r,dt_
funciSnde Ty cambla.r tamblén los limites entre 0 y T lo que genera la expresion
que permite saber la disolucién por particula
2 b
...ﬂ;-’-}%'r n My

4 My —My)e 232 pr
By = 8mR*(wao — wéq)/ (Mo — Moo) - Mo | ~(5)"J5 1tn)ér § gr
0 aMg

10




La disolucién total Py va a estar dada por

¢ -p-Er M b 2,y d
br= anS’Il'R(wdo - wzq)L [(Mu - Moo)e aMg 4 E] 6_('}) fo fr)dr dt
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Estudios de difusidn de nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de crustdceos

APENDICE 6
Distribucién de tamaiio de particula de los tratamientos
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Estudios de difusion de nutrimentos en
afimentos microencapsulados para larvas de crustdcecs

APENDICE 7
Termogramas obtenidos para los diferentes experimentos
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Estudios de difusion de nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de crustdceos

APENDICE 8
Graficas de adsorcion de agua
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Estudios de difusion da nutrimentos en
alimentos microencapsulados para larvas de Crustaceos

APENDICE 9

Micrografias de los tratamientos después de haber sometido a las
microcapsulas a una atmédsfera de 74% H.R.
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74% humedad relativa




GA33-GM33-MD33 pH 8, re! 2:1
74% humedad relativa

GA33-GM33-MD33 pH 8, rel 3:1
74% humedad relativa




GAB6-GM17-MD17 pH 4, rel 2:1
74% humedad relativa

GAB6.GM17-MD17 pH 4, rel 3:1
74% humedad relativa .




GAB6-GM17-MD17 pH 8, rel 2:1
74% humedad relativa

GAB6-GM17-MD17 pH 8, rel 3:1
74% humedad relativa




GA17-GM66-MD17 pH 4, rel 2:1
74% humedad relativa

GA17-GM66-MD17 pH 4, rel 3:1
74% humedad relativa




GA17-GM66-MD17 pH 8, rel 2:1
74% humedad relativa

GA17-GM66-MD17 pH 8, rel 3:1
74% humedad relativa_




GA17-GM17-MD66 pH 4, rel 2:1
74% humedad relativa

GA17-GM17-MD66 pH 4, rel 3:1
74% humedad relativa




GA17-GM17-MD66 pH 8, rel 2:1
74% humedad relativa

-

GA17-GM17-MD66 pH 8, rel 3:1
74% humedad relativa




