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“Cada camino es uno entre un millén. Por ende, no hay que olvidar que un camino no
es mas que eso. Si piensas que no debes seguirlo, no te quedes en él bajo ninguna
circunstancia. Un camino no es mas que un camino. Que lo abandones cuando tu
corazén asi te lo indique no significa ningn desaire a ti mismo ni a los demas. Pero
tu decision de seguir esa senda o apartarte de ella no deber ser producto del temor ni
de la ambicion. Te advierto: examina cada camino atentamente. Pruébalo tantas
veces como te parezca necesario. Luego hazte esta pregunta: ;Tiene corazon este
camino? Todos los caminos son iguales, no llevan a ningtin lado. Atraviesan la
maleza, se internan o van por debajo de ella. Si ese camino tiene corazén, entonces
es bueno. De lo contrario, no te servira de nada.”

Carlos Castaneda en “Las ensefanzas de Don Juan”
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
En México, el camardn es uno de los principales productos pesqueros comercializados en la
actualidad, ya que representa un 20% del valor total de los productos pesqueros en el
comercio internacional. En México, en el afio 2000, la produccién de camarén fue de 95,100
toneladas y aunque la mayor parte se refiere a captura en alta mar y esteros, casi un 35%
provino de la camaronicultura, colocando a México entre los 15 primeros productores de

camaron de granja a nivel mundial (SEMARNAP, 2000).

Como producto, sélo el 50% del camardn es comestible y el 50% restante, constituido por el
cefalotdrax, genera desperdicios que representan un problema ecoloégico grave pues éstos
contaminan tanto la tierra en granjas camaronicolas como diversas zonas de alta mar donde
causan problemas al incrementar la materia organica en suspensién, limitando la cantidad de
oxigeno disuelto en el medio. Se estima que este desperdicio alcanzaria un volumen mayor
a 47,500 ton/afio de no ser porque hoy en dia, este subproducto es aprovechable por su
riqueza en lo que respecta a componentes como proteinas, quitina, antioxidantes y
pigmentos. En especifico, para estos ultimos cabe mencionar que la astaxantina es uno de
los pigmentos carotenoides que se pueden obtener a partir de! cefalotérax de camarén

(Desrosier, 1986; Subasinghe, 1999; No y Meyers, 1992).

El presente trabajo forma parte de un proyecto global para el manejo de los subproductos de
la industria alimentaria con el fin de aumentar su utilizacion y reducir la generacién de
desechos contaminantes. En esta investigacion se presenta una nueva forma de emplear los
pigmentos carotenoides (astaxantina), obtenidos del cefalotérax de camarén mediante la

extraccion con aceite de soya, como parte de la formulacién de dietas microencapsuladas



para larvas de camarén blanco ya que este medio de extraccién permite que el pigmento
pueda ser utilizado en organismos vivos sin riesgo de envenenamiento causado por la

toxicidad que generarian otro tipo de disolventes.

Recapitulando las investigaciones de Chen y Meyers (1982a) y los recientes trabajos de
Jiménez y col. (2002), donde se determind que se puede obtener un extracto oleoso con una
mayor concentracion de pigmento que la alcanzada con otros métodos de extraccion,
manejando variables como el tamafio de particula y la proporcién harina:aceite de soya, en
el presente trabajo se evaluaron dos condiciones de extraccion del pigmento y dos tamarios
de particula para las harinas de cefalotérax con objeto de obtener la mayor cantidad de
pigmento en una minima porcidn de aceite de soya. Lo anterior considerando que el

producto seria usado como ingrediente de dietas para larvas de camarédn.

Las dietas donde se incluyd el extracto oleoso de pigmento como ingrediente son dietas
experimentales artificiales que han sido estudiadas respecto a su biodisponibilidad y aporte
nutrimental para ser empleadas en la larvicultura. Para proteger al pigmento del deterioro
oxidativo, se utilizé una técnica de microencapsulacion por secado por aspersion, incluyendo
a los ingredientes de la dieta a fin de tener particulas alimentarias de tamafio adecuado y

con todos los nutrientes.

Se determind la estabilidad oxidativa de las dietas microencapsuladas y la cantidad de
pigmento presente en las mismas para, posteriormente, evaluar por un bioensayo preliminar
in vivo el efecto de los pigmentos carotenoides y la influencia de la co-alimentacién con

alimento vivo (microalgas de Chaetoceros muelleri) en el indice de desarrollo larvario.



Consecuentemente, los objetivos de esta investigacion se presentan a continuacion.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Obtener carotencides a partir del cefalotdrax de camarén empleando un proceso de
extraccidon con aceite de soya, estabilizar los pigmentos extraidos y determinar el efecto de

dichos pigmentos en la alimentacion de larvas de Litopenaeus vannamei.

1.1.2 Objetivos especificos

v" Confirmar que al variar las condiciones de tamafio de particula y relacion harina de
cefalotérax de camardn:aceite de soya, durante un proceso de extraccion de
pigmentos carotenoides con aceite de soya, es posible obtener la maxima cantidad

de pigmento disuelto en aceite.

v' Estabilizar el pigmento inmerso en aceite aplicando el secado por aspersion como

técnica de microencapsulacion.

v Evaluar de manera preliminar el pigmento extraido con aceite de soya como

ingrediente de dietas en el larvicultivo de Litopenaeus vannamei.



CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1. PRODUCCION DE CAMARON EN MEXICO

El camarén es un recurso marino valioso para un pais como México que posee un amplic
litoral en la zona que comprende el Océano Pacifico, el Golfo de México, el Golfo de
California y el Mar Caribe, pues representa altos ingresos econdmicos al mercado nacional,
no tanto por su volumen de produccion con respecto a todas las demas especies sino
porque la mayor parte se destina a exportacion, lo que representa una entrada importante de
divisas para el pais (un 20 por ciento del valor total de los productos pesqueros en el
comercio internacional). En el afio 2000, las exportaciones mexicanas sumaron 35 mil
toneladas, registrando una disminucién del 10% con relacion a las exportaciones de 1999.
Esto se debid principalmente a factores como la produccién y los movimientos de precios,

tanto en el mercado de EEUUA, como en el nacional.

El crecimiento promedio anual de la produccién de camarén en el periodo 1990-2000 fue de
5.2%, al pasar de 60.3 miles de toneladas en 1990 a 95.1 miles de toneladas en el afo
2000. Aunque la mayor parte de la captura total se realiza en alta mar y esteros, la
acuicultura se incrementé cinco puntos porcentuales en el afio 2000 con respecto a 1999, lo

que refleja un gran dinamismo en el desarrollo de la actividad acuicola (SEMARNAP, 2000).

En cuanto a la produccion nacional de camarén en el afio 2000, el estado que registré una
mayor participacion fue Sonora (46%), seguido de Sinaloa (37%) y Tamaulipas (12.6%).
Estos estados integran en conjunto el 76% de la produccion total, destacando Sinaloa como

el estado lider en cultivo de camarén. De la produccién total de camarén en el pais durante




el afio 2000, casi un 35% provino de la camaronicultura, colocando a México entre los 15
primeros productores de camaroén de granja a nivel mundial. El camardn cultivado en granja
(también llamado "de camaronicultura”) crece en un ambiente controlado por el hombre lo
cual garantiza un producto muy uniforme y de alta calidad. En 1980, el 98% de la oferta
mundial de camarén fue de origen silvestre y el 2% fue cultivado en granjas. Con el
vertiginoso desarrollo de la acuicultura, en 1998, el 25% de la produccion mundial provino de
granjas. Para el afio 2000, el 50% de los camarones que los Estados Unidos de Ameérica
importaron fueron cuitivados en granjas. Indudablemente, sin el camaron de granja, la oferta

y la demanda de este crustaceo seria insuficiente (SEMARNAP, 2000).

Las principales especies de camarén que se cuitivan en México son Lijtopenaeus stylirostris
(camaron azul) y Litopenaeus vannamei (camaron blanco), ya que son especies que se

encuentran en aguas protegidas y de ahi la necesidad de cultivarlos (Sales, 1991).

2.2. SUBPRODUCTOS DEL PROCESAMIENTO DEL CAMARON

La parte comestible del camardn representa el 50% del animal y el 50% restante esta
constituido por el cefalotérax, conocido como “cabeza”, que no es comestible. Se estima que
aproximadamente 700 mil toneladas de desperdicios de camarén se aprovechan en la
industria anualmente. Una parte se destina a la elaboracién de harina de camarén, la que
puede ser utilizada en alimento para animales cuando se desean altas concentraciones de
proteina (Desrosier, 1986; Subasinghe, 1999), el resto se desecha generando desperdicios
que contaminan la tierra (en el caso de las granjas camaronicolas o de los centros

distribuidores que reciben camarones completos y los “descabezan” in situ), lo que provoca
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el deterioro ambiental y la proliferacion de fauna nociva. En alta mar, la preocupaciéon es
mayor debido a que causan problemas al incrementar {a materia organica en suspensiéon en
una zona relativamente reducida, lo cual aumenta la demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

limitando la cantidad de oxigeno disuelto en el medio (No y Meyers, 1992).

Actualmente, dicho subproducto es aprovechable por su alto contenido de proteina, lipidos,
quitina, antioxidantes, intensificadores de sabor y pigmentos, que resultan ser Utiles en la
industria alimentaria, cosmética y farmacéutica (Mathur y Narang, 1990; Knorr, 1991;

Mandeville y col., 1991, Seymour y col., 1996).

Segun la composicidon quimica de la porcion comestible del camardn y del cefalotérax (Tabla
2-1), se observa que, después de la humedad, el componente mas abundante de la porcién
comestible resulta ser la fraccidn nitrogenada (47.7% base seca), que convierte al camarén

en un alimento valioso (Caiiipa y Duran-de-Bazua; 1997).

Tabla 2-1. Composicion del camarén, 100 g de porcién comestible (Charley, 1987) y del
cefalotérax, % base seca (Agricultural Handbook, 1975)

COMPOSICION PARTE COMESTIBLE CEFALOTORAX
Agua (9) 78.2 B.S.
Protelna (g)* 18.1 47.70
Grasa (g) 0.8 4.63
Carbohidratos (g) 1.5 2.47
Fibra cruda N.D. 19.35
Cenizas N.D. 26.86
Niacina (mqg) 3.20 N.D.
Caicio (mg) 63.00 N.D.
Fosforo (mg) 166.00 N.D.
Hierro (mg) 1.60 N.D.
Tiamina (mg) 0.02 N.D.
Calorias, cal 91.00 N.D.

B.S. =base seca, N.D.= no determinado
*Medida como nitrégeno Kjeldah! usando un factor convencional



En el cefalotérax, comparado con la porcién comestible, han aumentado otras fracciones,
como la de fibra cruda y la de cenizas que corresponden a la quitina y a las sales minerales,

respectivamente (Mathur y Narang, 1990).

Entre los componentes de importancia del cefalotérax de camaron esta la quitina (amino-
polisacarido) que se encuentra asociada a las proteinas de manera covalente, ésta le
confiere estabilidad a la estructura que se refleja en su rigidez y resistencia. En los
crustaceos, la quitina también esta asociada a carotenoides (generalmente con pB-carotenos,
astaxantinas y derivados), al combinar los grupos amino de ésta mediante enlaces de tipo

base de Shiff, impartiendo color a los tejidos.

En la fraccién de lipidos se encuentran, ademas de las sustancias liposolubles responsables
del aroma y sabor tipicos del camardn, unos pigmentos liposolubles de tipo carotenoide que
son responsables del color que presenta el camaréon luego de su coccidén. Todos estos

componentes elevan el potencial de aprovechamiento de la parte no comestible del camarén

(Canipa, 1994; Synowiecki,2000).

2.3. EL CAMARON Y SU DESARROLLO

El camardn es un crustaceo decapodo, macruro, de tamario y color variables. Su cuerpo es
algo encorvado y esta dividido en tres partes: Cefalotéorax, abdomen y telson,
comercialmente conocidos simplemente como cabeza y cola (Figura 2-1). El cefalotérax, una
combinacion de cabeza y tronco en una sola unidad, esta cubierto por un caparazén que
contiene a la cabeza, los érganos vitales del animal, tres pares de patas prensiles y dos

caminadoras.



La cresta en la parte superior es rigida, dentada y termina en un rostro alargado por delante
de la cabeza. El abdomen, en el cual se encuentran los intestinos, se divide en seis
segmentos. El Gitimo de ellos termina en una punta fina llamada telson y por debajo esta la

cola que le sirve para nadar (Servicio de Actualizacién Pesquera, 1990; Dore y Frimodt,

1987).

Cresta Caparazén Abdomen

Figura 2-1. El camarén

En cuanto a la anatomia y fisiologia digestiva, las partes mas importantes de este sistema se
definen de acuerdo a la alimentacion. El tubo digestivo del decapodo se divide en tres
partes, el intestino anterior o estomodeo, el intestino medio o mesenteron y el intestino
posterior o proctodeo. Los alimentos se desplazan por el tubo digestivo siguiendo
trayectorias complejas, y sus movimientos dependen en gran parte del tamario de Ila
particula. En el estomago se pueden distinguir dos partes: la “pars cardiaca” o parte
estomacal anterior donde se acumulan los alimentos digeridos y la “pars pilorica” o parte
estomacal posterior que posee piezas calcareas, sedas, espinas, filtros, asi como repliegues
y sillares por las cuales van a pasar los alimentos en el curso de sus sucesivas

transformaciones (moliendas).
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La degradacion quimica de los alimentos se realiza gracias a la accion de enzimas
digestivas procedentes principalmente de la glandula del intestino medio. Este 6rgano
complejo cumple varias funciones como son la de secretar enzimas digestivas, asi como la
de retener temporal y ciclicamente las reservas, ademas de ser el principal 6érgano de

absorcion de los productos de digestion (Ceccaldi, 1987; Millamena, 1996; Pedrazzoli y col.,

1998).

Para su cultivo en granjas se debe considerar que el camarén pasa por una serie de

metamorfosis desde que eclosiona del huevo hasta llegar a adulto. Los diferentes estadios

se dividen en:

A) Nauplio, primer estadio larvario donde se presentan cinco mudas que se designan como

Ni, N2, N3, Ng, Ns. En esta etapa hay un saco vitelino, el cual provee los nutrientes que

satisfacen sus necesidades para sobrevivir.

B) Protozoea, a partir de esta etapa, el camarén necesita de alimento para satisfacer sus
necesidades nutrimentales, por lo que es necesario agregar al cultivo alimento naturai o
artificial con caracteristicas fisicas y quimicas adecuadas. El alimento natural en esta etapa
es el fitoplancton, principalmente algas del tipo de las diatomeas y, posteriormente, se
sustituye por el zooplancton (Artemia salina, recién eclosionada). Suceden después tres

mudas, conocidas como P.1, P;2 y P.3. Esta es una de las fases mas criticas del ciclo de

crecimiento.

C) Mysis, pasa por tres mudas llamadas M;, M2y M5 .



D) Postlarva, el camarén comienza a desarrollarse y engordar; los alimentos que se
proporcionan en las granjas de cultivo de camarén son dietas comerciales formuladas bajo
diferentes formas de presentacidn como son “peletizados” (de “pellet” en inglés, granulo) o
microgranulados y microencapsulados, que se pueden propércionar al camarén en sus
diferentes estadios de desarrollo con variantes en los niveles de contenido proteinico de
acuerdo con la biomasa existente en los estanques de engorda (Villegas y Kanazawa, 1980;

Jones y col., 1984, Kirk, 1984; Chapa, 1987; Piedad y Sumalangcay, 1991).

Como ya se menciond anteriormente, entre los subproductos valiosos del camardn destaca
el cefalotorax ya que la secuencia de aminoacidos que conforma las proteinas de!
cefalotdrax de camardn incluye a todos los aminodcidos esenciales que constituyen
aproximadamente el 50% del peso seco del cefalotérax (IIBB, 1995). Estas proteinas son
empleadas como una fuente alimentaria y para la formulacion de medios de cultivo para

microorganismos (Garcia-Gomez, 1997).

Las sales minerales, principalmente fosfatos y carbonatos de calcio constituyen el segundo
componente mas abundante en el cefalotérax (27% aproximadamente), se encuentran
asociadas a la quitina y proteinas otorgandole una dureza caracteristica al exoesqueleto del
crustaceo. Sin embargo, se ha observado que, en niveles por arriba de 1.04 y 1.24% de
calcio y fosforo en dietas para larvas de camarén, se inhibe el crecimiento y se obtienen
menores pigmentaciones de dicho crustaceo al emplear el cefalotérax directamente en la
formulacion (Trino y Sarroza, 1995; Kline y Stekoll, 2000). Por ello es recomendable realizar

una desmineralizacion previa (Spinelli, 1974).
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2.4. ALIMENTACION PARA LARVICULTURA

El cultivo en las fases larvarias del camarén se ha basado en alimento vivo como microaigas
y Artemia salina. Sin embargo, esta clase de alimento requiere de mano de obra excesiva,
equipo costoso y por consecuencia se presentan fluctuaciones en la calidad, ademas de que
existen dificultades al pretender escalar el proceso de producciéon de alimento vivo a nivel
industrial. Ello ha conducido a la busqueda de una nueva alternativa tecnolégica que
mantenga un ambiente saludable, reduzca el riesgo de enfermedades que afectan la
sobrevivencia de las larvas y permita reducir costos. La opcion es la produccion de alimentos

artificiales microparticulados o microencapsulados (Piedad y Sumalangcay, 1991; Pedroza-

Islas, 2000).

El desarrollo de la investigacidon tecnologica para la elaboracion de alimentos artificiales
balanceados de alta calidad en larvicultura, ha cobrado relevancia en los ultimos afios ya que
desde 1976 diversos investigadores han realizado pruebas para llegar a obtener un alimento
con las caracteristicas necesarias para atender las necesidades larvarias, esto es: Particulas
pequenias (5-300 pym de diametro) capaces de modificarse de acuerdo al estadio de
crecimiento, estables en agua, presentar buena flotabilidad, tener bajas velocidades de
sedimentacidon y bajas tasas de disolucién, contener ingredientes balanceados y digeribles,

pero sobre todo, mantener su integridad evitando el lavado de los nutrientes (Medina-Reyna

y col., 2002).

En nuestro pais ya existe la elaboracion comercial de alimentos microencapsulados; no
obstante, su precio es elevado y se trata de una tecnologia patentada que aun no ha

alcanzado el grado de refinamiento suficiente para sustituir al alimento vivo.
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Debe mencionarse que hay varios informes que sefialan que cuando se alimentan larvas con

dietas deficientes en Arternia hay una reduccion en la sobrevivencia y/o en la tasa de

crecimiento (Sangha y col., 2000).

Como parte de los estudios enfocados a buscar nuevas opciones de alimentacién para
larvicultura, Pedroza-islas (2000) encapsulé por medio de secado por aspersion, una dieta
para larvas de camarén de acuerdo a la formulacién descrita por Gaxiola (1991) utilizando
como agentes encapsulantes a la goma arabiga, goma de mezquite y maltodextrina, solos y
mezclados de acuerdo a un disefio experimental de tres componentes, con o que concluyd
que fue posible alcanzar los siguientes logros tecnologicos: Mantener estables las particulas
en un medio acuoso, mostrar un efecto positivo en los tamafos de particula, encontrar
buenas caracteristicas morfolégicas y microestructurales de las microcapsulas debido a la
composicion de los ingredientes de la pared, encontrar el mejor tratamiento para tener un
tiempo de disolucion y de flotabilidad adecuados, asli como mejorar eficientemente la
estabilidad térmica-oxidativa de los acidos grasos contenidos en la dieta. Sin embargo, se
sacrificé el valor nutrimental de las microcapsulas ya que éste se redujo a una tercera parte

pues las dietas artificiales deben contener un minimo de 55% de proteinas (Jones, 1998).

Con base a lo anterior resulté necesario buscar nuevos agentes encapsulantes que ademas
de ser buenos formadores de pared ayuden a cubrir las necesidades nutrimentales de las
larvas de camardn. Espinosa-Herrera (2002) encapsulé mediante secado por aspersién una
dieta para larvas de crustiaceos proponiendo la formacion de paredes compuestas entre

proteinas y polisacaridos; por lo que utilizé dos agentes encapsulantes con caracteristicas de
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formacioén de pelicula y de produccién de suspensiones de baja viscosidad (el suero de leche
y la goma de mezquite) utilizando el suero de leche en una concentracion de 34% y 80% de
proteina. Como resultado observdé que las microcapsulas de forma mas esférica, con
superficies mas lisas y tersas, libre de poros y fracturas, se obtuvieron cuando se utilizé la
mezcla de suero de leche con 80% de proteina. Con base en esto, Hernandez-Rojas (2002)
realizd pruebas de alimentacién para larvicuitura utilizando una relacién 75:25 de suero de
leche y goma de mezquite respectivamente, obteniendo resultados positivos cuando empled
una co-alimentacién con microalgas pues concluye que la sustitucion total de microalgas

para larvas de camarén blanco utilizando dietas artificiales no es recomendable.

2.5. PIGMENTOS CAROTENOIDES
Los carotencides pertenecen a una familia de pigmentos naturales que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza y son responsables de muchos de los colores

amarillo y rojo de los productos vegetales y animales.

Las funciones que presentan los carotenocides son: Absorcion de la luz, captura del oxigeno
singulete, bloqueo de reacciones mediadas por radicales libres y como precursores de la
vitamina A. Estos pigmentos poseen un gran interés comercial por sus amplias posibilidades

de aplicacion en la industria (Fennema, 1993).

Los carotenoides son tetraterpenos liposolubles formados por la condensacion de unidades
de isopreno, cuya gama de color va del amarillo al rojo, dependiendo del aumento en la
conjugacion de los enlaces (rojo) y de la epoxidacion (amarillo). Se dividen estructuraimente

en dos grupos: Los carotenos y las xantofilas.
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El grupo de los carotenos esta formado por compuestos de hidrocarburos y su principal

exponente es el B-caroteno (Figura 2-2).
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Figura 2-2. Estructura quimica del B-caroteno

El grupo de las xantofilas esta formado por derivados de los compuestos de hidrocarburos
que se generan por la entrada de oxigeno, especiaimente de grupos hidroxi, oxo y epoxi,
formando alcoholes, aldehidos y cetonas; como ejemplo se presenta a la astaxantina (Figura

2-3).

HO

Figura 2-3. Estructura quimica de la astaxantina

Tanto los carotenos como las xantofilas estan formados por 40 atomos de carbono
(Mortensen y col., 2001). Los carotenos con actividad biolégica son aquellos que tienen

todas sus dobles ligaduras en forma trans (Badui, 1996).
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2.5.1 Fuentes de obtencion

De acuerdo con Velazquez (1995), los pigmentos que se encuentran conformando a las
carotenoproteinas (asociacion de proteina y pigmento) forman parte del grupo de las
xantéfilas que es una forma oxidada de los carotenos. Entre los pigmentos mas
representativos se encuentra la luteina cuya fuente es la flor de muertos o cempasuchil,
empleada en el alimento de especies avicolas; la capsantina que es el pigmento causante

del color rojo del pimiento rojo; la zeaxantina que junto con la luteina, representan la mayor

proporcion de las xantofilas encontradas en el maiz amarillo; la criptoxantina que se
encuentra en la naranja, maiz y papaya; la cantaxantina y astaxantina que son los
pigmentos responsables de plumaje, piel y tejidos de aves, crustaceos, algas y algunos

microorganismos (Badui, 1996).

La astaxantina es uno de los pigmentos que se pueden obtener por medio de tres vias: La
primera consiste en una sintesis quimica de la trans-astaxantina que se comercializa como
“Roxanthin” o “Carophylired” con un contenido de astaxantina del 8%, no excediendo el 2%
del isébmero cis que no tiene actividad biolégica. El costo de este colorante es elevado y se

vende por medio de la compaiiia Hoffman-La Roche.

La segunda es la fuente microbiana a partir de levaduras del género Phaffia, las cuales se
caracterizan por presentar colonias rojo-anaranjadas debido a la sintesis de pigmentos
carotenoides. El contenido de éstos varia dependiendo de la cepa que se maneje; del 40 al
90% corresponde a astaxantina. La tercera es a partir de caparazones de crustaceos como

es el cefalotérax de camardn (Garcia-Gémez, 1997).
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En estudios cromatograficos se ha identificado a la astaxantina como el pigmento que se
encuentra en mayor proporcion en el cefalotérax (45% en la cabeza, 28% en el caparazén y
24% en la cola) seguido de la cantaxantina y en menor proporcion el astaceno, considerado

como el producto oxidativo de la astaxantina (Foss y col., 1984, Caiipa, 1994).

2.5.2 Astaxantina

La astaxantina en los crusticeos esta presente en diferentes formas que pueden ser: Libre o
sin esterificar (oxicarotenoidea) pues se presenta como una larga cadena de carbonos poli-
insaturada con grupos funcionales, tanto al inicio como al final de la cadena; otra forma en
que se puede encontrar es esterificada con una o dos cadenas largas de acidos grasos
(acido palmitico, oleico, linoleico, estearico) como carotenolipoproteina y por ultimo puede
presentarse esterificada asociada Unicamente a proteinas (carotenoproteinas). Las formas
esterificadas son las que representan a gran parte de la astaxantina depositada en tejidos

como: El caparazén, la hipodermis, la cabeza, el hepatopancreas y la cola.

En dichos tejidos la astaxantina se muestra en forma de un complejo carotenoproteinico al
asociarse con proteinas estabilizado el pigmento lo que imparte un color azul o verde al
animal vivo pero durante la coccién a la que se somete una vez capturado, la proteina se

desnaturaliza y libera la astaxantina que se presenta de color rojo-naranja.

En los camarones cultivados en granjas, se recomienda que la cantidad de astaxantina que
se proporcione en las dietas sea la adecuada para llegar a una concentracién de hasta 500
mg/kg de tejido, reportandose en algunos estadios larvales concentraciones hasta de 800

mg/kg de tejido. Por ello, estos aditivos deben adicionarse al alimento en concentraciones
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traza para impartir una coloracién deseada en la carne de camarén pues dicha caracteristica
es un factor importante que influye en la compra por parte del consumidor. En el ambiente
natural esta pigmentacion esta dada por carotenoides que se encuentran en su alimento

natural como invertebrados y algas (Arango, 1998).

2.5.3 Usos de la astaxantina

La astaxantina se emplea comiUnmente para tefir especies avicolas y acuicolas como son
los flamencos, los salmones y las truchas salmonada y arcoiris, ya que estos organismos no
son capaces de sintetizar “de novo” dichos pigmentos y es necesario adicionarios en su dieta
para que adquieran la coloracion rosa-anaranjada propia de dichas especies (Johnson,
1991). Sin embargo, la alimentacién con las dietas destinadas a pigmentar no aseguran el
éxito en su empleo ya que el grado de fijacidén, la asimilacion del pigmento en piel y tejidos
depende de factores como son la edad, el sexo, la €poca del afo, la madurez sexual, la
estructura quimica del caroteno que se ingiera, la proporciébn cis que contenga, la
esterificaciéon y la asociacion con lipidos, proteinas u otros compuestos que promuevan la
absorcion. Todo ello determina la preferencia de los productores de diversas especies
acuicolas por el pigmento natural sobre el sintético ya que la absorcién en éstos organismos

es mayor cuando el pigmento proviene de una fuente natural (Choubert y Luquet, 1983; Fang

y Cheng, 1993; Fang y Chiou, 1996).

En el caso particular de los camarones aunque son capaces de oxidar y convertir el -
caroteno, la zeaxantina y otros pigmentos intermedios en astaxantina, el proceso metabélico
para lograrlo no es muy eficiente por lo cual, la astaxantina debe ser suministrada en sus

dietas. La funcion de este pigmento es aumentar la tolerancia al estrés, mejorar la respuesta
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inmune, estabilizar la pared celular y, en general, puede ser una reserva intracelular de
oxigeno cumpliendo con la funcidn de quelar los radicales libres con una potencia 2500
veces mayor que la vitamina E, lo que coloca a la astaxantina como el antioxidante celular
mas importante para los crustaceos (Arango, 1998). En estadios postlarvales, el uso de
astaxantina parece aumentar el desarrollo del ovario y reproduccién (Pangantihon y Chern,
1998). Después de la captura del camaron, la astaxantina, se emplea como indicador de
calidad durante su procesamiento y almacenaje gracias al color rojo-naranja que imparte

después de la coccidon (Kelley y Harmon, 1972; Fang y Cheng, 1993).

2.6. EXTRACCION DE PIGMENTOS

Diversos trabajos han demostrado que la cantidad de astaxantina extraida depende del
sistema de extraccion empleado y que su calidad se relaciona con las condiciones de
procesamiento y almacenaje. Entre los métodos de extraccion mas utilizados se encuentran:
Extraccién mediante enzimas proteoliticas para hidrolizar la unién de proteinas y pigmentos,
la utilizacion de proteasas bacterianas para separar el complejo carotenoproteina de la
quitina, la extraccidn quimica del pigmento con un sistema de acetona, éter de petréleo,
mezclas de éter de petrdleo:acetona:agua, acetona-ciclohexano y, finalmente, una
extraccion con aceite de soya (Kelley y Harmon, 1972; Meyers y Bligh 1981; Chen y Meyers,

1982a).

Para extraer el pigmento, el principal obstaculo lo constituye la unidon con las proteinas, pues
como ya se menciond, en estado natural hay una mutua interaccion entre proteinas y
carotenos que aumenta la estabilidad de los ultimos. Si esta unidén se debilita o se rompe,

por ejemplo en el secado, entonces la estabilidad de los carotenos decrece. Chen y Meyers
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(1982a) probaron la extraccién de pigmentos carotenoides con aceite de soya, donde la
cantidad de astaxantina extraida resultd ser mayor a la obtenida por otros métodos (600 ug
de astaxantina/g de aceite pigmentado). Durante el experimento, se realizé un tratamiento
enzimatico previo y se probd exitosamente el efecto de un agente antioxidante comercial, el
“Etoxiquin”, como protector contra el deterioro del pigmento, ya que durante la extraccion se

somete al material a altas temperaturas.

El Etoxiquin (6-etoxi-1,2-dihidro-2,2,4-trimetilquinoleina) es un liquido amariillo que se utiliza
como antioxidante quimico para frutas y verduras; su capacidad antioxidante para los
pigmentos carotenoides respecto a otros antioxidantes comerciales, como el “Endox” y
combinacién de BHA — BHT, es mas satisfactoria a lo largo del tiempo segun los estudios
reportados por Chen y Meyers (1982a) y Jiménez y col. (2002). El contenido de metales
pesados que presenta este antioxidante a nivel comercial es menor de 3 ppm y la dosis letal
en un 50% o DLs, oral para ratas es de 1.82 g/kg, por lo que esto asegura ia escasa

posibilidad de que cause problemas de toxicidad cuando se utiliza en alimentos.

El empleo de aceite de soya (61% de acidus grasos poli-insaturados) en este proceso de
extraccion también ayudoé a retardar la oxidacion de los pigmentos carotenoides pues éste
es rico en tocoferoles que actiuan como agentes antioxidantes en comparacion con otros
aceites, como el de maiz, girasol y olivo, cuya cantidad de tocoferoles es menor. Ademas, el
aceite de soya contiene acidos grasos esenciales como linoléico (49%) y linolénico (11%)
que hacen de este sistema de extraccién favorable para utilizar el pigmento obtenido en

dietas para peces o crustaceos como el camarén (Tramontano y col., 1992).
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Por otra parte, Jiménez y col. (2002) probaron recientemente las condiciones de extraccién
con aceite de soya sugeridas por Chen y Meyers (1982a) empleando unicamente harina de
cefalotérax de camardon desmineralizada de un tamafio de particula de 0.1585 mm y una
proporcién harina:aceite de soya de 1:10 encontrando una cantidad de pigmento de
aproximadamente 280 ug de astaxantina/g de aceite pigmentado sin realizar un tratamiento

enzimatico previo.

2.7. REACCIONES DE OXIDACION DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenocides y xantofilas sufren de oxidacion cuya intensidad depende de que el
pigmento se encuentre in vivo o in vitro y de las condiciones ambientales como son la alta
temperatura, las radiaciones electromagnéticas, la exposicién a la luz, la presencia de
oxigeno, los metales y los peréxidos debido a la estructura insaturada de los enlaces
carbono-carbono que presentan. Los carotencides cuando se encuentran unidos a lipidos
sufren una oxidacién acoplada a velocidades que dependen del sistema: Son mas estables
en sistemas con alto grado de insaturacién, pues el sistema lipidico por si mismo acepta los
radicales libres mas facilmente que el caroteno. Al contrario, los carotenos son menos
estables en sistemas lipidicos con bajo grado de insaturacién. La oxidacién de los
carotenoides trae como consecuencia la pérdida de color y de actividad vitaminica,

especialmente en el caso del B-caroteno (Badui, 1996).

Uno de los métodos para evaluar la resistencia a la oxidacion es la calorimetria diferencial
de barrido que es una técnica que se ha empleado para determinar la descomposicion
térmica-oxidativa de diferentes materiales, utilizando diversos parametros cinéticos que

indican la estabilidad del material al calor y al oxigeno (Litwinienko y col., 1995).
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2.7.1 Estabilizacion

Para evitar el deterioro en los carotenoides por los factores antes sefalados, puede
buscarse su estabilizacion por medio de meétodos quimicos como el uso de agentes
antioxidantes o bien por medios fisicos, encerrandolos en una estructura protectora que

impida su interaccion con los factores ambientales.

La microencapsulacién seria entonces una opcién potencial, ya que se trata de una forma
especial de empacar, separar y almacenar materiales en escala microscopica para

protegerios de condiciones adversas y, posteriormente, liberar el material (Chih y col., 1995).

2.7.2 Microencapsulacion

Histéricamente, la microencapsulacion de alimentos surge a partir de una tecnologia que se
desarrolla por primera vez en el Reino Unido de la Gran Bretaia. Las dietas que involucran
el empleo de la microencapsulacién son altamente promisorias pues atienden las
necesidades de desarrollo que implican tecnologias que eliminen o disminuyan las
dificultades que representa la alimentacion de la fase larvaria, considerando que las
funciones de la microencapsulacién son: Proteccién de deterioros por efecto del oxigeno y
otros gases, control de la transferencia de humedad, manejo de materiales liquidos, control

sobre la liberacidn de!l material microencapsulado y protecciéon contra la contaminacidon en

general (Luzzi, 1970).

Cuando se utiliza esta técnica en la elaboracion de dietas destinadas a camarones, la pared

que forma la microcapsula debe ser lo suficientemente delgada para asegurar que se
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aproveche el pigmento durante el trayecto por el tubo digestivo de las larvas, en el caso del

estado de protozoea el tiempo que dura este trayecto es de 7 a 12 minutos.

Tanto para larvas como para los adultos, las capsulas deben ser rotas mecanicamente para
permitir que el contenido sea ingerido o bien ser susceptibles de hidrélisis enzimatica
(Pedroza-Islas y col.,, 1998). Los métodos de microencapsulacion mas comunes a nivel
industrial son: Polimerizaciéon interfacial, coacervacion, gelacion (idnica o térmica), secado

por aspersion y liofilizacién (Benita, 1996).

No importa cual sea el proceso de fabricacidon, se deben cumplir los criterios de
aceptabilidad, es decir, las particulas deben tener el tamarfo adecuado; deben estar
disponibles en el agua con una densidad similar a la de los alimentos vivos y deben ser
ingeridas a una tasa similar; deben presentar una cierta estabilidad de particula con una
minima pérdida por lavado y deben romperse hasta que se ingieran; deben permitir su
digestibilidad para que las particulas sean asimilables y deben mantener caracteristicas
adecuadas de almacenamiento, que conserven sus cualidades por lo menos durante 12
meses en zonas de 80-90% de contenido de humedad relativa y con temperaturas de 40

hasta 45°C (zonas costeras).

El secado por aspersion, es uno de los procesos mas utilizados en México para
microencapsular debido a su sencillez y eficiencia pues se basa en la produccién de un
polivo seco por medio de la atomizacion de una emulsién en una corriente de aire caliente
dentro de una camara de secado. Como el agua se evapora inmediatamente, el polvo queda

envuelto en una capa de material encapsulante (Dziezak, 1988). El proceso anterior consta
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de cuatro pasos: 1) Atomizacion del fluido; 2) Contacto del producto rociado con el aire;

3) Deshidratacion del producto y 4) Separacion del producto seco (Masters, 1985).

La microencapsulacién es una técnica que se ha aplicado para preservar y/o proteger
numerosos ingredientes. Tecnicamente, el material que es cubierto se refiere como la fase
interna y el material que recubre es llamado pared. La adecuada seleccion del material que
forma la pared de la microcapsula y la concentracién utilizada son puntos criticos dentro del

proceso (Chen y col., 1988).

2.7.3 Materiales encapsulantes

Se han probado con anterioridad diferentes materiales formadores de pared como son la
goma arabiga, la goma de mezquite, los almidones, las dextrinas, los aceites vegetales
hidrogenados, las gelatinas o bien las proteinas concentradas y aisladas de suero de leche

(Graves, 1972; Rullan y col., 1997;Moreau y Rosenberg, 1998).

La goma arabiga (masa molecular entre 47,000 y 3,000,000 g/mol) y de mezquite (masa
molecular entre 87,000 y 880,000 g/mol hasta de 2,121,000 g/mol), constituidas
principalmente por azucares, son buenas formadoras de pelicula y presentan alta eficiencia

para encapsular (Beristain, 1996; Islam y col., 1997; Vernon-Carter y col., 1998).

Estos heteropolimeros presentan propiedades tensoactivas que inducen la encapsulacién y
la adhesion del material de la pared alrededor del producto a encapsular, ademas de que
logran estabilizar eficientemente emulsiones de aceites en soluciones acuosas pues

contienen una pequeriia fraccion proteinica unida covalentemente a los polisacarides (2-4%).
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A pesar de que ambas gomas presentan caracteristicas similares para la formacién de
microcapsulas, se prefiere a la goma de mezquite por presentar mejores propiedades
emulsificantes y encapsulantes, ademas de ser mas accesible econémicamente (Beristain,

1996; Vernon-Carter y col., 1996; Pedroza-Islas, 2000).

Otro encapsulante de gran uso es la maltodextrina que se ha probado con éxito como
formador de capsulas en el B-caroteno, actuando favorablemente como protector contra la

accién del oxigeno y el vapor de agua (Desobry y col., 1997).

En cuanto a otros materiales para encapsular, se encuentran las proteinas de suero de
leche, que son aquéllas que permanecen solubles a valores de pH de 4.6 y a 20°C y se
obtienen principalmente como subproducto de la elaboracidon del queso. Las principales
proteinas en todos los tipos de suero de leche son la beta-lactoglobulina y la alfa-

lactoalbumina (Bottomey y col., 1990).

Ya fue mencionado que el propdsito de encapsular el aceite que contiene los pigmentos
carotenoides extraidos es protegerlos del deterioro por oxidacion y, por tanto, es deseable
que la pared de las microcapsulas sea capaz de evitar o retardar las reacciones de

degradacion por efecto del oxigeno.

En el siguiente capitulo, se presenta la metodologia seguida para alcanzar los objetivos

establecidos.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 DIAGRAMA GENERAL
El diagrama de la Figura 3-1 ilustra la metodologia general propuesta para el desarrollo de

esta investigacion:

I Cefalotérax de camarén J

Lavado
Secado
Molienda

[ Tamizado y desmineralizacién de la harina J

| Extraccién de pigmentos carotenoides empleando aceite de soya ]

I Aplicacién del extracto en dietas microencapsuladas para larvas de camarén ]

v

[ Evaluaciéon de las dietas microencapsuladas l

v v v v

Analisis Evaluacion de Determinacién Cuantificacién de Bioensayo
bromatolégico morfologia y de la pigmentos con larvas
microestructura estabilidad carotenoides de

interna oxidativa de Litopenaeus
los pigmentos vannamei

Figura 3-1. Metodologia experimental
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En las Tablas 3-1 y 3-2 se presentan las especificaciones del equipo y reactivos empleados

a lo largo de la fase experimental de esta investigacion.

Tabla 3-1. Equipos empleados

EQUIPO

ESPECIFICACIONES

Agitador orbital (Vértex)

Marca: Scientific Industries. Modelo: G-560 Fabricacion: EEUUA

Calorimetro diferencial de barrido

Marca: Mettier Toledo DSC. Modelo: 821* Fabricacion: Suiza

Centrifuga

Marca: Rotixa . Modelo: 50 RS Fabricacion: Alemania

Equipo de agitacidn/calentamiento

Marca: Neslab Instruments Inc. Newington N.H. Modelo: Exacal
Fabricacion: EEUUA

Equipo de rociado a vacio

Marca: lon Sputtering Denton Vaccum. Modelo: Desk I
Fabricacion: Japon

Espectrofotémetro UV/visible

Marca: Spectronic Milton Roy. Modelo: 21 D Fabricacién: EEUUA

Marca: Silverson. Modelo: L4R Fabricacion: EEUUA

Homogenizador
Microscopio electrénico de barrido

Marca: JEOL. Modelo: 5900 LD Fabricacién: Japotn

Marca: CeCoClo. Tipo: S Fabricacion: EEUUA

| Molino para cereales
Roto-evaporador (“rotavapor”)

Marca: Buchi. Modelo: 461 Fabricacién: EEUUA

Secador eléctrico

Marca: Partiow. Modelo: 860 p. Fabricacion: EEUUA

Secador por aspersion

Marca: Niro Atomiser Mobile. Modelo: Minor
Fabricacion: EEUUA

Tamizador eléctrico

Marca: Steve-Shaker, de W.S. Tyler. Modelo: RX~24.
Fabricacion: EEUUA

Tabla-3-2. Reactivos empleados

ESPECIFICACIONES

REACTIVOS
Aceite de soya puro Tolteca Hidalgo Cargill
Acetona Reactivo de J.T. Baker
| Eter de petréleo Reactivo de J.T. Baker
Etoxiquin Sigma-Aldrich

Goma arabiga

Acacia Senegal, GA cuyo nombre comercial es

“Spray-gum” (Colloids Naturels Marsella, Francia)

Goma de mezquite

Obtenida en el Edo. de San Luis Potos!

Maitodextrina 10 DE*

“Amidex 10" (Arancia, S.A de C.V. México)

Papel filtro

Whatman No. 1, Merck

Placas para cromatografia en capa fina de gel de
silice de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor

Kiesel DC "Merck”

80% protelna)

Protelna concentrada de suero de leche (WPC,

AMPC, lowa, EEUUA

Sulfato de sodio arnhidro

Reactivo de J.T. Baker

*DE =equivalente de dextrosa, por sus siglas en inglés
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3.2 DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

3.2.1 Obtencion de la muestra

El cefalotdrax de camarédn se obtuvo en el mercado de mariscos “La Nueva Viga”, localizado
dentro de la Central de Abastos en la Ciudad de México. Las cabezas fueron proporcionadas
gratuitamente por los comerciantes y no se realizd una seleccion de especies, pero
predominaron las cabezas de camardn café (Penaeus aztecus) y blanco (P. setiferus),
ambas del Golfo de México. Se transportaron en bolsas negras y cubiertas con hielo, a fin de
retardar la descomposicién por microorganismos y enzimas, el manejo de la muestra en las

siguientes etapas fue como un lote Unico.

3.2.2 Lavado
Las cabezas de camardn se colocaron en cubetas de plastico y se lavaron bajo el chorro de
agua corriente hasta que ésta se observé limpia y se dejaron escurrir por aproximadamente

15 minutos.

3.2.3 Secado
Las cabezas ya lavadas se distribuyeron en capas delgadas sobre charolas de aluminio y se

secaron a 65 + 2°C durante 24 horas en un secador eléctrico.

3.2.4 Molienda y conservacion
Una vez secas, las cabezas se molieron en un molino para cereales hasta obtener harina, la
cual se conservé a temperatura de refrigeracion (4°C), en frascos de vidrio color ambar y

sellados con papel parafilm, para prevenir la degradacién de los pigmentos.

27




3.2.5 Tamizado
El tamizado se realizé empieando un tamizador eléctrico. Se obtuvieron 2 grupos de harinas

con los siguientes intervalos de tamarios de particula (mm): Menores a 0.150 (Malla No. 100)

y de 0.150 a 0.177 (Malla No. 80).

3.2.6 Desmineralizacion

La desmineralizacion se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Simpson y Haard
(1985), con algunas variantes en el meétodo determinadas por Garcia-Goémez (1997),
empleando una solucién de EDTA diséddico 0.5 M en una relaciéon harina de cefalotérax de
camaron:EDTA de 1:6, con agitacion constante durante 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, 1a harina se sometié a varios lavados con agua destilada hasta que el agua
quedara lo mas clara posible. Se filtré6 con un pafio de tela, se secé a 65°C durante 12 horas

y se almacendé para ensayos posteriores en las mismas condiciones de conservacion

descritas anteriormente.

3.2.7 Extraccion de pigmentos carotenoides a partir de la harina de cefalotérax

de camaron
La extraccién de pigmentos se realizé con base al trabajo publicado por Chen y Meyers
(1982a) sobre extraccidon de astaxantina empleando aceite de soya.
Se manejaron dos variables con dos niveles: El tamafio de particula, empleando harina
obtenida de las mallas No. 100 (menores a 0.150 mm) y No. 80 (entre 0.150 y 0.177 mm) y
las proporciones de harina de cefalotérax de camarén:aceite de soya, de las que se
estudiaron las de 1:5 y 1:10. Para la relacién 1:10, se pesaron y virtieron en un matraz

Erlenmeyer 2 g de harina, se adicionaron 20 mL de aceite de soya y 500 ppm de “Etoxiquin”
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como agente antioxidante. Los matraces Erlenmeyer se colocaron en un bafio de agua
caliente con agitacion continua en la oscuridad, hasta que se alcanzé una temperatura en la
mezcla de 80°C y se mantuvo durante 15 minutos. Posteriormente, se realizé la
centrifugacion de la muestra a 4,500 rpm a 0°C por 20 minutos para separar la fase oleosa
que contiene el pigmento y se cuantificd el volumen de aceite obtenido. Para determinar la
cantidad de astaxantina presente en el aceite, se realizé una lectura en el espectrofotometro
a 480 nm. La harina residual obtenida después de la centrifugaciéon se pasé nuevamente a
los matraces para realizar una segunda y una tercera extracciones siguiendo las condiciones
descritas anteriormente. Finalmente, se cuantificé el total de pigmento obtenido en las tres
extracciones. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Conforme a lo sugerido
por Chen y Meyers (1982a), la formula empleada para cuantificar el pigmento fue:

p1g de astaxantina/g de harina de cefalotérax de camarén = A D (10°)/100 G d E' 1%cem  (3-1)

pg de astaxantina/g de aceite pigmentado = A D (10%)/100d S E' 1%cm (3-2)

donde:

A = Absorbancia a 480 nm

D = Volumen total de aceite recuperado (mL)

G = Masa de harina de cefalotérax de camarén (g)
d = Ancho de la celda (1cm)

S = 0.86 gmL"", densidad del aceite de soya

E' 1%em = coeficiente de extincion para el aceite de soya (2155)

29



Para el estudio de la extraccién de pigmentos se utilizé un experimento factorial 2% con tres
repeticiones. Las variables fueron: El tamarfo de particula y la proporciéon harina de
cefalotérax:aceite de soya. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza con

un nivel de significancia del 5% (p<0.05) (Chen y Meyers, 1982a; Montgomery, 1991).

3.2.8 Elaboracién de microdietas (microencapsulacién del extracto oleoso)

Los agentes encapsulantes seleccionados fueron: Goma de mezquite purificada segun lo
descrito por Vernon-Carter y col. (1996), maltodextrina 10 DE (equivalente de dextrosa) y
goma-arébiga. Se prepararon dos microdietas experimentales para probar el efecto del
pigmento carotenoide; en la Tabla 3-3 se presenta la formulacién de la dieta 1 segun lo
sugerido por Hernandez-Rojas (2002) y Espinosa-Herrera (2002) cumpliendo con la

biodisponibilidad y aporte nutrimental requeridos para la alimentacién de larvas de camaron

blanco.

Tabla 3-3. Ingredientes de la dieta (1) para larvas de camarén

INGREDIENTES PORCENTAJE (en masa)
Aceite de soya pigmentado* 17.5
Aceite de higado de bacalao 5.84
Almidén de trigo 25
Colesterol 0.26
Proteina concentrada de suero de leche 37.5
(WPC 80% protelna)

Goma de mezquite 12.5
Mezcla de vitaminas 0.05
Mezcla de minerales 0.1
Vitamina C 0.21
Lecitina 1.04

'(') AOtorga 39 ppm de astaxantina a la dieta
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Para elaborar la emulsién aceite:agua se prepard una dispersion acuosa de 12 g de goma de
mezquite en 266 g de H,O destilada y se adicioné almidén de trigo (pregelatinizado) después

de ser enfriado a temperatura ambiente.

La pregelatinizacion se realizd mezclando la cantidad establecida en la Tabla 3-3 de almidén
con agua destilada fria suficiente para suspender dicho material, calentando lentamente
hasta formar un gel translicido. La mezcla de almidén pregelatinizado y los demas
ingredientes se mantuvieron en agitacién en un homogenizador a una velocidad de 30,000
rpm. La fase acuosa se colocd en un vaso de 2000 mL donde se agregaron gota a gota
22.65 g de fase oleosa junto con la lecitina agitando a una velocidad de 15,000 rpm hasta
obtener una mezcla homogénea para asegurar buenas caracteristicas de flujo y de
mezclado. Después se incorporo el suero de leche, la mezcla de vitaminas y minerales y, por
altimo, la vitamina C. La mezcla se dispersdé empleando de nuevo e! homogeneizador
durante 5 minutos a temperatura ambiente, a una velocidad maxima de 5,000 rpm. La

relacion final de material encapsulante con respecto a la dieta 1 fue de 1:1.

La dieta 2 se diseid de acuerdo a lo propuesto por Gaxiola (1991) respecto al valor
nutrimental y biodisponibilidad para larvas de Litopenaeus schmitti. Los ingredientes de ésta
(Tabla 3-4) se dispersaron en una mezcla de 66% de goma arabiga, 17% de maltodextrina
10 DE y 17% de goma de mezquite, adicionando una cantidad de agua tal para obtener 25%

de sdlidos disueltos totales.
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Tabla 3-4. Ingredientes de la dieta (2) para larvas de camarén

INGREDIENTES PORCENTAJE (en masa)
Pescado fresco 28.1
Aceite de soya pigmentado® 13.5
Camarén fresco 17.7
Levadura de cerveza 15.6
Harina de soya 14.6
Almidén de trigo 1.6
Aceite de higado de bacalao 2.1
Aceite vegetal 2.1
Colesterol 0.5
lezcla de vitaminas 1.05
ezcla de minerales 1.6
| Vitamina C 0.5
Lecitina 1.05

(*) Otorga 18 ppm de astaxantina a la dieta

La relacién de material encapsulante con respecto a esta dieta fue de 3:1. Las suspensiones
obtenidas con ambas formulaciones se deshidrataron por aspersion utilizando un secador
equipado con un atomizador rotatorio centrifugo. La tasa de alimentacion del secador fue de
20 mLmin® a 2.5 bar de presién de aire y una temperatura de entrada de 150 * 5°C

(Pedroza-Islas y col., 1999).

3.2.9 Evaluacion de Ila morfologia y la estructura interna de las dietas
microencapsuladas

La evaluacion de la morfologia y la estructura interna de las microcapsulas se determiné por
medio del microscopio electrénico de barrido (MEB), usando dos técnicas de microscopia
electrénica: Electrones secundarios y electrones retrodispersos (Sheu y Rosenberg, 1998).
Se colocd una pequefia cantidad de las microcapsulas en un soporte para muestra provisto
de una cinta de grafito con doble adhesivo. Posteriormente, la muestra se recubrié con una
delgada capa de oro grado analitico en un aparato de rociado a vacio bajo las siguientes

condiciones: Recubrimiento por rociado usando aire a presion a 50 militorr y con una
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corriente de 25 miliamperes durante 120 s y se observd en el microscopio a 15 kV y 20kV

con aumentos de 300X, 1000X, 1500X, 5000X, 7200X con electrones retrodispersos.

Para observar la estructura interna de las microcapsulas las muestras se colocaron en el
portamuestras del MEB, se fracturé con la ayuda de una navaja delgada golpeando

perpendicularmente, luego se recubridé con una capa de oro como se explicd anteriormente y

se observo al microscopio (Young y col., 1993).

3.2.10 Determinacion de la estabilidad oxidativa de las dietas

microencapsuladas

Para determinar la estabilidad termo-oxidativa de los ingredientes contenidos en las
microcapsulas se utilizé una técnica termoanalitica, la calorimetria diferencial de barrido en
régimen dinamico (DSC). Se pesaron de 1 a 1.5 mg de muestra y se colocaron en una
capsula de aluminio hermético con tapa invertida a la cual se le realizé6 una perforacién
superior central, estandarizada para permitir la entrada de aire. El intervalo de calentamiento

fue de 150 a 500°C con una velocidad de calentamiento de 10°C min™ y un flujo de aire de

20 mL min™ (Litwinienko y col.,1995; Pedroza-Islas, 2000).

Se determind, a partir de las curvas de calentamiento obtenidas, la temperatura maxima de
la exoterma de oxidacion de cada muestra, a la velocidad de calentamiento sugerida y se
calcularon los parametros cinéticos de la ecuacion de Arrhenius de acuerdo con el “modelo
de orden n” integrado en el software del equipo (Mettler Toledo STAR® System “Thermal

Analysis System), en funcidon de la temperatura y la velocidad de la reaccion:
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da/dt = K, exp (-Ea/RT) (1-a)" (3-3)

donde:

da/dt = velocidad de la reacciéon (min')

K, = factor preexponencial

Ea = energia de activacién (kJmol)

R = constante general de los gases (8.31 Jmol'K™")
T = temperatura (Kelvin)

a = factor de conversion de la reaccion

n = orden de la reaccion

Siguiendo el procedimiento propuesto por la ASTM E698-79 (2001) se calculbd la constante

de la velocidad de reaccion (K) segun la siguiente ecuacién:

K = K, ®*P (-Ea/RT) (3-9)

donde:

Ko = factor preexponencial

Ea = energia de activacién (Jmol™)

R = constante general de los gases (8.31 Jmol'K™)

T = temperatura (Kelvin)

Finalmente, se calcul6 el tiempo de vida media para cada una de las dietas empleando la

siguiente ecuacién:
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Ty =In 2/K (3-5)

donde:
Ty = tiempo de vida media

K = constante de velocidad de reaccién (min™)

3.2.11 Analisis bromatologico de las dietas microencapsuladas
Se realizé un analisis bromatoldgico de las dietas 1 y 2 (determinacion de humedad, cenizas,

proteina, grasa, fibra cruda e hidratos de carbono por diferencia), segun Jo establecido por la

AOAC (1996).

3.2.12 Extraccion de pigmentos carotenoides a partir de las dietas
microencapsuladas empleando un sistema éter de petréleo, acetona y

agua
Se realizé una extraccion de pigmentos siguiendo la técnica propuesta por Cafipa (1994)

realizando modificaciones de acuerdo con las condiciones de la muestra: Se colocé 1 gramo
de dieta en un tubo de ensayo cubierto con papel aluminio y se afadieron 22.5 mL de
acetona, 4.5 mL de agua y 3.0 mL de éter de petroleo, se adicionaron perias de ebullicion, se
tapé el tubo y se mantuvo la mezcla en agitacion sobre un “Vértex” durante 30 minutos. Al
terminar la extraccion, se filtré con papel filtro al vacio. La muestra se lavd sobre el papel con

una pequernia porcién de éter de petréleo, hasta que éste se observé completamente claro.
El filtrado se lavé con 30 mL de éter de petréleo en un embudo de separacién agitando con

fuerza para lograr separar los pigmentos en la fase etérea y colectar el agua y la acetona en

la fase acuosa. Esto se realizd tres veces hasta que ambas fases quedaron lo mas claras

35



posible; mientras, se fue colectando la fase etérea en otro embudo de separacioén al que se
afiadid 5 mL de agua destilada a fin de remover el resto de acetona, posteriormente se
adicion6 a dicha fase sulfato de sodio anhidro para remover los restos de agua. Se dejo asi
durante toda la noche y al dia siguiente la fase etérea se filtré en un embudo de porcelana
con papel filtro cubierto de sulfato de sodio anhidro al vacio. El fitrado se evaporé sequedad

con un roto-evaporador a 40°C y 20 rpm, el residuo se diluyd con 5 mL de éter de petréleo.

3.2.13 Identificacion y cuantificacion de pigmentos en las microdietas
La identificacion se realizéd por medio de cromatografia en capa fina para separar los

pigmentos carotenoides sobre placas de gel de silice, donde se aplicaron aproximadamente
20 pl de extracto diluido en éter de petroleo. La elucidon de las muestras se realizé en una
fase movil que contenia éter de petroleo:acetona (85:15), en una camara sobresaturada. La
identificacion se llevd a cabo empleando un estandar de astaxantina de Sigma para
comparar el Rf de este pigmento con el Rf de los pigmentos obtenidos por medio de la
extraccidn con éter de petrdleo:acetona:agua. La cuantificacion final se realizé en el
espectrofotémetro a 470 nm, que es la longitud de onda para dicho pigmento en el disolvente
empleado. El contenido de pigmento total se reporté como astaxantina segun la siguiente

férmula:

ng de astaxantina/g de dieta = A D (10%)/100 d G E"1%cm (3-6)

donde:
A = absorbancia a 470 nm
D = mlL de disolvente empleado

G = gramos de dieta
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d = ancho de celda (1 cm)

E' 1%cm = coeficiente de extincién para astaxantina en éter de petroleo (2400)
3.2.14 Bioensayo con larvas de Litopenaeus vannamei

a) UNIDADES EXPERIMENTALES

Esta fase del experimento se realizé en la Universidad del Mar, UMAR, en el Laboratorio de
Acuicultura, ubicado en Puerto Angel, Oaxaca., México. El sistema representé una
simplificacion del “Larvatron” descrito por Jackson y col. (1992). Se utilizaron 30 recipientes
de vidrio de fondo esférico equipados con tubos de vidrio, los que proveyeron una suave
aireacion (2-3 burbujas de aire por segundo), con el objeto de mantener una circulaciéon
constante del agua y saturacion de oxigeno disuelto. Las unidades experimentales (UE) se
colocaron en un bafio de agua termostaticamente controlado a 29 + 1°C. El agua de cultivo
es agua de mar que fue obtenida a una distancia de 8 km de la playa (Puerto Angel, Oaxaca,
Meéxico), doblemente filtrada con un filtro de cartucho de § um. Durante los experimentos no
se realizaron recambios de agua (Jones y col., 1997; Medina-Reyna, 1998). Se manejé un
fotoperiodo de 12:12 horas (qu-oscuridad). La intensidad luminosa durante el expérimento

se mantuvo a 4.7 uEs'm™ como condicién de luz.

b) DISENO EXPERIMENTAL PARA LA CRIA LARVARIA DE CAMARON

Se tomaron nauplios en estadio larval N; (camaroén blanco, disponible gracias a la produccion
en el laboratorio de larvas de Industrias PECIS S.A. de C.V. de Sisal, Yucatan),
fototacticamente activos del tanque de aclimatacion (29°C) y se sembraron en las UE a una

densidad de 150 nauplios por litro. Las UE se llenaron a 1.5 litros. La asignacién de los
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tratamientos y sus repeticiones se realizaron por quintuplicado aleatoriamente dentro del

bafio de agua.

Segun el experimento, para la dieta 1, se inoculd un tratamiento con una dosis Unica inicial
de microalgas vivas (DUIM) a una concentraciéon de 50 cél. ub.”' y otro donde se proporciond
una dosis diaria de microalgas (DDM) a una concentraciéon de 10 cél. uL'. El mismo
procedimiento se siguid con la dieta 2. Los tratamientos denominados Testigo (dieta sin
pigmento) para la dieta 1 y 2, se realizaron alimentando a las larvas con la formulaciéon
original de cada dieta sin incluir el pigmento carotenoide como ingrediente y empleando una

dosis unica inicial de microalgas (DUIM).

Los controles se mantuvieron con una alimentacion diaria de microalgas completando 100
cél. pl'(Jones y col., 1997). Las DUIM, DDM y control se constituyeron con base a
microalgas de Chaetoceros muelleri (microalga obtenida del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educaciéon Superior de Ensenada, CICESE), cuyo seguimiento se realizé
empleando la técnica de conteo directo. La identificacion de los estadios larvales se
determiné mediante la inspeccion ocular de los matraces (Kitani, 1986). Se adicionaron 10
mL de solucién de EDTA a 30 ppm a todas las UE como agente quelante; dichas

determinaciones se realizaron diariamente (Castille y Lawrence, 1981; Treece y Fox, 1993).

Se pesaron 8 mg L ' dia ~' de microdietas experimentales hidratandose en agua de mar por
3 minutos y se proporcionaron a los organismos a las 8:00, 12:00, 16:00 y 20:00 horas.
Cuando las larvas pasaron de N; al subestadio de Mysis, (M) o Postlarva, (PL,) a los 6 dias

de cultivo, se suspendid el experimento determinando el numero de sobrevivientes (S) de
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cada réplica. Se tomaron aleatoriamente 10 ejemplares de cada UE y se les midié la longitud
del caparazén (LC), excluyendo el rostro; previa fijacion en formol al 4%. Se calculd el peso
seco individual (PSI) por triplicado en muestras de 10-20 organismos de cada réplica
secados a 60°C, por 36 horas; ademas, se determiné el indice de desarrollo larval mediante
la férmula ID = A / numero total de larvas identificadas, donde A es el valor del estadio por el
numero de larvas en ese estadio. El valor del estadio aumenta conforme la larva muda de
Zoea,; (Z24) a M; 6 de Z, a PL, (Villegas y Kanazawa, 1979; Villegas y col.,, 1980).
Adicionalmente, se estimo la tasa metamadrfica (MR) como el porcentaje de M, o PL,
presentes al fin del experimento en cada tratamiento. Para fines de comparacién y con base

en la hipdtesis de Knowlton (1974), se calculé el indice de desemperio larvario (PLI,) de cada

tratamiento:
PLI, = (PSI +LC) * (S + ID) (3-7)

donde PLlI, es el indice de desempefio larvario; PSI es el peso seco individual (ug); LC es la
longitud media del caparazon (mm); S es la sobrevivencia (%) y el ID es el indice de
desarrollo larvario (Medina-Reyna y col., 2002). El tratamiento estadistico para el analisis de
los resultados obtenidos del bioensayo con cada dieta experimental se realizé6 empleando un
andlisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de significancia de 5% para determinar las
diferencias significativas entre tratamientos y se utilizd la prueba de Duncan para la

ponderacion de las diferencias (Zar, 1984).

Con base en esta metodologia experimental, en el siguiente capitulo se presentan los

resultados obtenidos.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXTRACCION DE PIGMENTOS CAROTENOIDES
En las Tablas 4-1 y 4-2 se muestra la cantidad de pigmentos carotenoides extraidos del

cefalotdrax de camaron (harina desmineralizada) con aceite de soya como disolvente.

Tabla 4-1. Pigmentos carotenoides extraidos a partir de harina de cefalotérax de camarén con
un tamafo de particula menor a 0.150mm (ug de astaxantina/ g de aceite pigmentado)

PROPORCION HARINA:ACEITE | *REPLICA1 | *"REPLICAII | *REPLICA III PIGMENTO
DE SOYA TOTAL OBTENIDO
(1:5) 210.4 206.4 205.2 207.3
(1:10) 285.9 285.3 286.7 286.0

(*) Pigmento total obtenido de 3 etapas de extraccién

Tabla 4-2. Pigmentos carotenocides extraidos a partir de harina de cefalotérax de camarén con
un tamafo de particula entre 0.150 y 0.177mm (ug de astaxantina/ g de aceite
pigmentado)

PROPORCION HARINA:ACEITE | *REPLICA | *REPLICA II | *REPLICA HII PIGMENTO
DE SOYA TOTAL OBTENIDO
(1:5) 168.9 161.1 168.4 166.1
(1:10) 198.4 192.3 201.3 197.3

(*) Pigmento total obtenido de 3 etapas de extraccion

En la Tabla 4-1 se observé que la cantidad de pigmentos carotenoides extraidos aumentoé al
disminuir el tamario de particula a un valor menor de 0.150 mm y utilizar una relaciéon de
harina de cefalotérax:aceite de soya de 1:10, ya que estas condiciones permitieron la
extraccién de un promedio de 286 png de astaxantina/g de aceite pigmentado mientras que
cuando se utilizd la relacion 1:5, se obtuvo una menor cantidad de carotenos. Este
comportamiento fue similar cuando se empleé un tamafio de particula entre 0.150 y

0.177mm (Tabla 4-2) que, finalmente, no logré superar la cantidad obtenida con tamanos de
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particula menores. Como ya se ha mencionado en trabajos anteriores (Chen y Meyers, 1983,
Candiipa, 1994; Caripa y Duran-de-Bazua, 1997; Garcia-Gomez, 1997), hay un efecto positivo
que sugiere la disminucién del tamafio de particula para realizar una extraccién de
pigmentos mas efectiva y con un alto rendimiento empleando disolventes organicos, de
acuerdo con lo que se enuncia en la Ley de Fick (a mayor area superficial, mayor
transferencia de masa) lo cual segun los resuitados, se cumple también para la extraccion
con aceite de soya como se pudo comprobar con este experimento pues en trabajos

anteriores (Jiménez y col., 2002) solo se manejé un tamario de particula menor a 0.150mm.

Para corroborar el efecto de las variables involucradas en este experimento, en la Tabla 4-3

se muestra el andlisis de varianza de los resultados de la extraccion de pigmentos

carotenoides.

Tabla 4-3. Andlisis de varianza (Andeva) de la extracciéon de pigmentos carotenoides con aceite

de soya
FACTOR | G.L. s.C. M.C. F. CAL. F. CRIT. EFECTO
SIGNIFICATIVO

TP 1 12642.5 | 126425 1053.5 F1.800s= 5.32 Si

HA 1 9047.5 9 047.5 754 Fis00s= 5.32 Si
TP-HA 1 1687.4 16874 140.6 F18005= 5.32 Si

€ 8 96.5 12 N.p. N.p. N.p.

TP = Tamaiio de particula; HA = Proporcion harina / aceite de soya; TP — HA = Interaccion de los

factores TP y HA; € = Error experimental; g.l. = grados de libertad; S.C. = Suma de cuadrados;
M.C. = minimos cuadrados; F. Cal. = F calculada; F. Crit. = F critica, N.p. = no procede
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De acuerdo a los resultados, no solamente el tamariio de particula fue determinante, sino que
la proporciéon harina de cefalotérax:aceite de soya resulté significativa para obtener una alta
concentracion de pigmentos lo cual se puede explicar ya que al aumentar la cantidad de
aceite, se favorecio la interaccién de la capa oleosa con la harina seca que en presencia de
calor, permitid que los pigmentos se liberaran de las proteinas pues se generd un
rompimiento de enlaces caroteno-proteina. Con ello, se logr6 que los carotenoides se
solubilizaran con mas facilidad en el aceite pues estos xantdfilos son tetraterpenos
liposolubles. De acuerdo con lo anterior, las mejores condiciones de extracciéon con lipidos
para obtener una cantidad de pigmentos carotenoides cercana a 300 ppm fueron las de un

tamario de particula menor a 0.150 mm y de una proporcion harina de cefalotérax:aceite de

soya de 1:10.

Cabe destacar el hecho de que la harina empleada en esta investigacién habia pasado por
un proceso de desmineralizacion, lo que también tuvo efecto en la cantidad de pigmento
extraido durante los tratamientos experimentales ya que la humedad de la harina
desmineralizada de acuerdo con lo reportado en los estudios de Jiménez y col. (2002) es
mayor que en la harina entera (10.47% y 7.44% respectivamente). La presencia de agua
parece ser un factor que puede impedir o disminuir la penetracion del aceite en la harina, ya
que los valores de extracciéon de pigmentos obtenidos en esta investigacion y en los estudios
de Jiménez y col. (2002), fueron menores que los alcanzados por Chen y Meyers (1982a),
que fueron de 600 ug de astaxantina/g de aceite pigmentado y segun el analisis de estos
autores, la humedad es un factor importante que debe ser considerado para realizar la
extraccion de pigmentos aunque no determinan un valor definido o un intervalo de valores

que indiquen cual es el porcentaje de humedad recomendado.
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La humedad de la harina no se pudo controlar durante esta experimentacion ya que el
cefalotérax de camardn habia pasado por un proceso de secado previo a la molienda y si se
sometia a la harina nuevamente a un secado que asegurara una menor cantidad de

humedad, después de desmineralizar, se corria el riesgo de degradar el pigmento.

Sin embargo, cabe mencionar que el rendimiento obtenido por Chen y Meyers (1982a),
implicd el uso de una hidrdlisis enzimatica previa, pero hay que considerar el costo de esta
primera operacion de separacion en el precio del pigmento recuperado con respecto al

rendimiento; por lo que un estudio econdmico preliminar antes de su produccién a nivel

industrial deberia tomar en cuenta esta operacion.

Es importante reconocer el efecto protector del “Etoxiquin” como agente antioxidante de
pigmentos y grasas en el periodo de extraccion ya que sin é€l, los carotencides
(especialmente la astaxantina) serian rapidamente degradados durante el proceso térmico
(Jiménez y col.,, 2002), lo que podria traer como consecuencia la incierta disponibilidad de
los mismos al pretender aplicarlos en un sistema bioldgico. E! disolvente con el que se llevo
a cabo la extraccidn (aceite de soya) también ayudd a mantener la estabilidad del medio
caroteno-lipidico por su alto contenido de tocoferoles lo que fomenté el retardo de la

oxidacién (Tramontano y col., 1992).

Considerando lo discutido anteriormente respecto a la extraccion de pigmentos carotenocides
con aceite de soya y tomando en cuenta las formulaciones de las dietas para larvicultura
segun el disefioc de experimentos preliminares planteado en el capitulo anterior, como

ingrediente lipidico en las dietas, se empled el extracto oleoso pigmentado obtenido de un
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tamario de particula entre 0.150 y 0.177mm y menores a 0.150mm con una proporcion
harina de cefalotérax:aceite de soya de (1:5) ya que fue importante mantener un balance
lipidico adecuado en las dietas experimentales para evitar que el contenido de lipidos fuera

mayor al que se recomienda para la cria larvaria de camarén blanco.

4.2 EVALUACION DE MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LAS

DIETAS MICROENCAPSULADAS
En la Figura 4-1 (a) se puede ver que la apariencia de las microcapsulas en la dieta 1 es muy

heterogénea ya que se apreciaron caracteristicas variables principalmente en la distribucién
del tamario de particula y la topografia. La morfologia resultd practicamente esférica aunque
es de notarse que algunas particulas adquirieron forma esférica con superficie lisa, mientras
que en la mayoria pudo apreciarse una superficie irregular con presencia de indentaciones,
lo que se atribuyd a las propiedades del material encapsulante y a los fenémenos inherentes

a la deshidratacion por el proceso empleado (Ré, 1998).

Ocasionalmente, se encontraron defectos representados fundamentaimente por agujeros, lo
que indicd que la proporciéon del material encapsulante no fue suficiente para recubrir las
particulas como en la Figura 4-1 (b) (Pedroza-Islas y col., 1999). En las microfotografias de
las Figuras 4-1 (c) y (d) se observaron algunas de las capsulas esféricas y con supefficie
lisa. Esto concuerda con Iio reportado por Espinosa-Herrera (2002) para dietas
microencapsuladas con pared de proteina-polisacarido, donde encontré que a medida que
se incorpora una mayor cantidad de proteina concentrada de suero de leche en una mezcla

con goma de mezquite, la superficie de las microcapsulas se vuelve mas tersa y se observan

menos agujeros.



Figura 4-1 (a). Microestructura externa de la dieta 1
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Figura 4-1 (c). Microestructura externa de la dieta 1

Figura 4-1 (d). Microestructura externa de la dieta 1

TESIS CON

FALLA DE QRIGEN

46



=RERER,
";\ﬁ:g‘
A9

Pl

La microestructura interna de las microcapsulas que se muestran en las Figuras 4-2 (a), (b)
y (c) exhibe que la distribucién de la grasa en las paredes de la microcapsula fue
heterogénea, sugiriendo una inestabilidad de la emulsion durante el proceso de secado.
Cabe recordar que en esta formulacion el contenido de lipidos fue considerable (23.6%) v,
aunque se incluyd lecitina, la proporcién de la misma tampoco fue suficiente para lograr una

buena estabilidad de la emulsion.

La presencia de gotas de grasa grandes junto con gotas menores, indica algun grado de
coalescencia entre las mismas. Espinosa-Herrera (2002) encontré el mismo tipo de
comportamiento para productos microencapsulados con suero de leche donde la proporcion
encapsulante:encapsulado fue de 1:1. También demostré el mismo efecto cuando utilizé un

concentrado de proteinas de suero de leche con un 34% de proteinas.

gota e grasa




gota de grasa

Figura 4-2 {(c). Microestructura interna de la dieta 1
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En las Figuras 4-3 (a) y (b) se muestran las microcapsulas correspondientes a la dieta 2.
Aqul se pudo observar que éstas tienden a ser mas esféricas, con tamarios de particula mas
regulares y con superficie lisa, aunque también se presentaron particulas de superficie
dentada y arrugada como en la Figura 4-3 (c). En este caso, los agentes encapsulantes
fueron una mezcla de polisacaridos en una proporcion de 3:1 con respecto a la dieta (66%
de goma arabiga, 17% de goma de mezquite y 17% de maltodextrina 10 DE). Tanto la goma
arabiga como la de mezquite presentan propiedades emulsificantes y estabilizantes de
sistemas de aceite en agua (Islam y col., 1997; Vernon-Carter y col., 1998) y ello, aunado a
una alta proporcién en la mezcla con la dieta, produjo un sistema mas estable lo que se’
reflej6 en la microestructura de las microcapsulas obtenidas. Se ha reportado en diversos
estudios que la goma arabiga tiene una excelente capacidad emulsificante y encapsulante, lo
que se relaciona con su alto peso molecular y la presencia de una fraccidn proteinica (2-4%)
que interactia en la interfase para favorecer la formacién de multicapas, con lo que se
incrementa su capacidad de estabilizar las emulsiones. Este efecto se ve aumentado con la
presencia de la goma de mezquite que presenta caracteristicas similares tomando en cuenta
que se ha sugerido que esta goma tiene un mayor porcentaje de proteina respecto a la goma
arabiga (Vernon-Carter y col., 1998). La maltodextrina, cuyo peso molecular es mucho menor
que el de las gomas (1800 g/mol) colabora en la estructura, sin embargo, no posee
capacidad emulsificante (Kenyon y Anderson, 1988), asi que la estabilidad del sistema aceite
en agua puede atribuirse principaimente a las gomas. En las Figuras 4-4 (a) a la (c) se
presenta la microestructura interna de estas microcapsulas que presentaron una superficie
lisa, compacta, con los glébulos de grasa de tamario diminuto y distribuidos uniformemente.
Este tipo de pared presenté mayor eficiencia de encapsulaciéon de grasas (Pedroza-islas,

2000).
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Figura 4-3 (b). Microestructura externa de ia dieta 2
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Figura 4-4 (a). Microestructura interna de la dieta 2
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4.3 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE LAS DIETAS

MICROENCAPSULADAS
En las Figuras 4-5 y 4-6 se presentan las curvas de flujo de calor en miliwatios (mW) en

funcién de la temperatura (°C) obtenidas por calorimetria diferencial de barrido (DSC) para
calcular los parametros cinéticos de la ecuacion de Arrhenius de descomposicion termo-

oxidativa de las dietas microencapsuladas experimentales en presencia de calor y con un

flujo constante de aire.

Puede observarse que ambas curvas comienzan su registro a partir de 150°C. En estudios
anteriores, se determind que tanto la goma arabiga como la goma de mezquite funden a
temperaturas entre 130 y 150°C (Pedroza-lslas, 2000), entonces el registro de los
termogramas presentados en las Figuras 4-5 y 4-6 comienza a partir de que el material que
esta cubriendo a los ingredientes de la dieta se ha fundido y presumiblemente ha dejado libre

a los lipidos contenidos en las dietas asi como a otros ingredientes.

A partir de los 200°C comienzan las reacciones de oxidacidon que en las graficas se observan
como una respuesta de transicion tipica exotérmica de los termogramas de calorimetria
diferencial de barrido (Torres, 1997). Se puede observar que la dieta 1, elaborada con una
mezcla de goma de mezquite y suero de leche, tuvo una temperatura de “onset” (inicial) de
255°C y una de pico de 336°C, mientras que para la dieta 2, elaborada con goma arabiga-

goma de mezquite y maltodextrina, la temperatura de “onset” fue de 260°C y la de pico, de

326°C.

Es de notar que en ambas dietas, las temperaturas maximas de las exotermas fueron

superiores a 300°C sobre todo porque se ha informado que para otro tipo de encapsulantes
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Figura 4-5. Curva de fljo de calor para microcpsulas elaboradas con goma de mezquite:suero de leche (dieta 1)
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hidrofilicos (albamina de huevo, caseinatos, gelatina, etc), las temperaturas maximas, se
encuentran cercanas a los 200°C, determinadas también por DSC (Espinosa-Herrera, 2002).
Dado lo anterior, podria considerarse que se logrd una mejor estabilidad utilizando como
encapsulantes las combinaciones propuestas entre |la goma arabigaigoma de

mezquite:maltodextrina y la goma de mezquite:suero de leche.

A partir de los datos obtenidos en los termogramas, se calcularon las constantes cinéticas de

las reacciones de oxidacidon que se presentan en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4. Parametros cinéticos obtenidos de las curvas de DSC para las microcapsulas de las
dietas 1y 2

TRATAMIENTO Ea (kJmol™) | Ko (min) K (min™")
Dieta 1 (goma de mezquite:suero de leche) 61.34 5.84 x 10° 1.04x 10°
Dieta 2 (goma arabiga: goma de 84.81 11.02 x 10° 1.52x 10°°
mezquite:maltodextrina)

E. = energia de activacion, K, = factor preexponencial de Arrhenius, K = velocidad de reaccion

De acuerdo a los valores de energia de activacion se puede observar que la dieta 2 tuvo una
mayor resistencia a la degradacion termo-oxidativa, ademas de que el tiempo de vida media
calculado a temperatura ambiente fue de mas de 8.5 afios, mientras que el de la dieta 1 es

de 1.2 anos.

4.4. ANALISIS BROMATOLOGICO DE LAS DIETAS MICROENCAPSULADAS
En la Tabla 4-5 se muestra la composicion proximal y aporte caldrico de las dietas

empleadas en este estudio. El contenido lipidico de las dietas fue un factor importante
durante las pruebas de estabilidad, influyendo de manera directa sobre la estabilidad

térmica-oxidativa; el resto de las fracciones no variaron mucho en cuanto a porcentaje, los
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hidratos de carbono aumentaron en la dieta 2 como resultado de la cantidad de gomas
usadas como encapsulantes siendo mayor esta fraccién que la de lipidos y proteinas. La
inclusion de proteina concentrada de suero de leche en la dieta 1 incrementd el contenido

proteinico de las microcapsulas.

Tabla 4-5. Composicién proximal y contenido energético de las dietas 1, 2 y de las dietas
testigo (sin pigmento)

DIETA | LIPIDOS(%) | PROTEINA(%)| HIDRATOS FIBRA CENIZAS(%)| APORTE
(EXTRACTO | (N X 66.25) DE CRUDA(%) CALORICO
ETEREO) CARBONO(%) (kcal/100g)
(POR
DIFERENCIA)
1 16.79 24.57 52.12 0.68 2.84 457.87
1 tesfigo 14.07 24.61 57.82 0.50 3.00 456.35
2 3.10 18.53 70.81 0.99 3.57 385.26
2 testigo 3.25 18.85 73.57 1.00 3.33 398.93

4.5 EXTRACCION DE PIGMENTOS CAROTENOIDES A PARTIR DE LA DIETAS
MICROENCAPSULADAS EMPLEANDO EL SISTEMA ETER DE PETROLEO,

ACETONA Y AGUA
Las dietas 1 y 2 se sometieron a una determinaciéon de pigmentos carotenoides por medio de

un sistema de extraccidon con éter de petrdleo:acetona:agua, ademas se identificaron los
pigmentos carotenoides sobre una cromatoplaca de gel de silice y éstos se cuantificaron con
base a la astaxantina como el principal carotenoide activo en la dieta. Los resultados se

muestran en las Tablas 4-6 y 4-7.

Tabla 4-6. ldentificacion de pigmentos carotenocides por medio de cromatografia en capa fina

MUESTRA RfDE LA COMPUESTO IDENTIFICADO
MUESTRA

Astaxantina de Sigma 0.2

Dieta 1 0.18 Astaxantina

Dieta 2 0.18 Astaxantina
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En la Tabla 4-6 se muestra que el pigmento obtenido de ambas dietas disuelto en éter de
petréleo eluyd a un Rf muy similar al del estandar de astaxantina de Sigma; ademas, no se
encontraron otras senales sobre la cromatoplaca lo cual indicé que la extraccion de
pigmentos y la etapa de microencapsulaciéon fueron satisfactorias pues no se determinaron

otro tipo de carotenoides que se derivaran de la forma oxidada de la astaxantina.

Tabla 4-7. Cuantificaciéon de astaxantina en las dietas 1 y 2 por medio de espectrofotometria (g
de astaxantina / g de dieta)

MUESTRA REPLICAI | REPLICA 11 | REPLICA 111 TOTAL*
Dieta 1 36.4 36.9 36.6 36.6 02
Dieta 2 14.5 14.7 14.4 14.5 01

(*) Valores promedio + desviacion estandar

Una vez que se determind la presencia de astaxantina en el extracto etéreo se realizdé una
cuantificacién de pigmento donde, segun los datos de la Tabla 4-7, se obtuvo un promedio
de 36.6 ppm de astaxantina en la dieta 1 y 14.5 ppm para la dieta 2. La diferencia entre el
contenido de pigmento identificado respecto a lo que se adiciond a cada dieta, se puede
explicar por el error experimental que se presenta durante el proceso de extraccion pues el
analisis de cromatografia en capa fina descarté la posibilidad de que parte del pigmento
hubiera pasado a una forma oxidada del mismo. La presencia de carotenoides (astaxantina)

en la dieta asegura su efecto en la actividad bioldégica de las larvas de camarén blanco.

4.6 EVALUACION BIOLOGICA CON LARVAS DE Litopenaeus vannamei
Bioensayo con la dieta 1

En la Tabla 4-8 se presentan los resultados del bioensayo preliminar que se realizé con

larvas de Litopenaeus vannamei empleando la dieta 1.
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Tabla 4-8. Resulitados de la evaluacién biolégica alimentando con la dieta 1

TRATAMIENTO PSI (ég) S (%) LC (mm) 1D MR (%) PLic
Control 38.00%°, 72.80°, 0.71170%0, | 4347 97.87*0V 1.00 ,
Dieta 1 testigc; (sin 19.16%7, [ 79.00"%_ 1 0.690" ., | 3.56™ ", | 56.93"™ 7", 0.89,
pigmento
Dieta 1 + DUIM 27.78°, T 71117, 0.6407° >, | 3.31%°%,. 1 38.30%° 0.96 ,
Dieta 1 + DDM 23.67°°. | 41.607, 0.6107°°-, | 3.63*", |63.24%97%, 0.92

PSI = peso seco individuaT. S = sobrevivencia , LC = longitud del caparazén, ID = Indice de desarrolio,
MR = tasa metamérfica, PLI: = indice de desempefio larvario DUIM = dosis Onica inicial de microalgas,
DDM = dosis diaria de microalgas. Los valores en la parte superior con el simbolo * indican la
desviacion estandar de los datos obtenidos. Las letras a,b,c,d se utilizan para mostrar las diferencias
significativas entre los tratamientos a p<0.05

En los indicadores de desarrollo larvario respecto a la dieta 1 se muestra que el tratamiento
“dieta 1 + DUIM” obtuvo un valor en el indice de desemperfio larvario (PLIc) de 0.96 y no
presentd diferencia estadistica significativa respecto al valor obtenido por el control mientras
que “dieta 1 + DDM” mostré un valor de 0.92 y si presento diferencia con relacién al control,
no asi, con el valor del tratamiento “dieta 1 testigo” que fue ligeramente bajo comparado con

el resto de los tratamientos.

Se debe hacer énfasis que el tratamiento “dieta 1 + DUIM" auments el porcentaje de
sobrevivencia de las larvas (S), obteniéndose un valor de 71.11% que no presentd diferencia
estadistica con relacién al valor obtenido por el control; Unicamente en este caso, el
tratamiento “dieta 1 testigo” mostré un valor mayor que el control y fue estadisticamente

diferente a éste y al resto de los tratamientos.
En el peso seco individual (PSl) se observé que todos los tratamientos mostraron valores

significativamente diferentes entre si y superados numéricamente por el control con quien

presentaron diferencia estadistica.
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El crecimiento de las larvas de camarén, evaluado como la longitud del caparazén (LC),
indicé que a pesar de que fue mayor el crecimiento obtenido por el control, en este caso, no
hubo diferencia estadistica significativa entre éste y el tratamiento “dieta 1 testigo”. Los
tratamientos “dieta 1 + DUIM" y “dieta 1 + DDM” no mostraron diferencia significativa entre
ellos pero si la hubo en relacion al resto de los tratamientos. En el indice de desarrollo (ID) el
valor del control fue mayor y presenté diferencia estadistica respecto al resto de los
tratamientos. Por ultimo, los valores mostrados en la tasa metamoérfica (MR) indicaron que el

control tuvo el resuitado mas alto y entre todos los tratamientos hubo diferencia estadistica.

Referente a la dieta 1 (75% suero de leche y 25% goma de mezquite como material formador
de pared), el tratamiento “dieta 1 testigo” sugeria buenos resultados en cuanto a
biodisponibilidad y aporte nutrimental acorde con lo estudiado por Espinosa-Herrera (2002) y
Hernandez-Rojas (2002), pues la inclusién de suero de leche con 80% de proteina aumenta
la porciéon proteinica de la dieta al mismo tiempo que otorga mejores caracteristicas durante

el proceso de microencapsulacion.

El aporte energético de 19.23kJ/g (457.87kcal/100g) que presentd la dieta 1 experimental fue
similar al de la “dieta 1 testigo” que tuvo un valor de 19.16kJ/g y ambos tratamientos
obtuvieron un valor cercano a 20kJ/g, que es el valor que se recomienda en los estudios
realizados por Cruz-Teran(2000) para poder contar con la energia necesaria para la cria
larvaria de camaron. No obstante lo anterior, los resultados obtenidos reflejan que cuando se
adiciondé a la formula el extracto oleoso pigmentado, se mejoré notablemente el indice de
desempernio larvario. Ello demuestra el efecto benéfico de los pigmentos carotenoides en la

alimentacién para larvicultura lo cual es aun mas evidente si se considera que el contenido
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proteinico de la dieta 1 fue de 24.57% y 24.61% para la “dieta 1 testigo”, valores ligeramente
bajos en comparaciéon con lo que recomienda Jones (1998) para una dieta artificial que es un
55% de proteina. Esto sugiere que en posteriores experimentos, se puede incluir una mayor

cantidad de suero de leche incrementando el valor nutrimental de la dieta.

Sin embargo, el indice de desempeiio larvario (PLI;), indicador que engloba a todos los
parametros de desarrollo y crecimiento, mostré que el tratamiento “dieta 1+ DUIM” fue
estadisticamente igual al tratamiento control, lo que indica que esta dieta conteniendo al
extracto oleoso pigmentado, es potencialmente exitosa para la alimentacioén de las larvas del

camarén blanco, requiriendo exclusivamente una dosis Unica inicial de microalgas.

Bioensayo con la dieta 2

En la Tabla 4-9 se observan los resultados referentes a la dieta 2 (66% de goma arabiga,
17% de goma de mezquite y 17% de maltodextrina 10 DE como agentes encapsulantes),
donde destaca el tratamiento “dieta 2 + DIUM” en el porcentaje de sobreviviencia (S) pues el

resultado fue mayor que en el control y estadisticamente diferente de todos los tratamientos.

Tabla 4-9. Resulitados de la evaluacién biolégica alimentado con la dieta 2

TRATAMIENTO PSI (ug) S (%) L.C (mm) ID MR (%) PLIc
Control 38.00%~ 72.80*°, 0.711%° | 4.34%2, [ 97.87°7Y, 1.00 o
Dieta 2 testigo (sin | 12.50" "4 | 4520y | 0.2207%%, | 4.457 7, ND 0.83.
pigmento)
Dieta 2 + DUIM 29.06&5;, 81.20%, 0.6237 %, | 3.71%2%, 71.3157, 0.97 4
. Dieta2 + DDM 23.33%7. I 6533" . | 0.68700y | 3.160 . | 19.57°°, 0.92
PSI = peso seco individual, S = sobrevivencia , LC = longitud del caparazén, ID = indice de desarrollo,

MR = tasa metamorfica, PLI; = indice de desempefio larvario DUIM = dosis unica inicial de microalgas,
DDM = dosis diaria de microalgas, ND = no determinado. Los valores en la parte superior con el
simbolo t indican la desviacion estandar de los datos obtenidos. Las letras a,b,c,d se utilizan para
mostrar las diferencias significativas entre los tratamientos a p<0.05
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El! mayor valor en el peso seco individual (PSI) lo obtuvo el tratamiento control siendo éste y
el resto de los tratamientos significativamente diferentes. La longitud del caparazén (LC)
varié en todos los tratamientos siendo mayor en el control y entre “dieta 2 + DIUM” y “dieta 2

+ DDM"” no hubo diferencia estadistica.

El indice de desarrollio (ID) de las larvas de camardn fluctud entre 3.15 y 4.34. El valor mayor
se obtuvo con el control el cual fue estadisticamente igual que el valor de “dieta 2 testigo”. La
tasa metamorfica (MR) de las larvas presentd su valor mas alto con el tratamiento control
(97.87%), siendo significativamente diferente a los demas tratamientos. El indice de
desemperio larvario (PLIl¢), que finalmente es el factor que indica cual es el rendimiento real
de las dietas para larvas de camardn, varid de 0.83 hasta 1.00 valor obtenido por el control,
el cual sdlo fue igual estadisticamente que el tratamiento “dieta 2 + DUIM” y diferente

significativamente al resto de los tratamientos.

El tratamiento “dieta 2 testigo” no era promisorio en cuanto a su perfil nutrimental para un
ensayo biolégico con larvas de camardn segun los resultados de Pedroza-Islas (2000); y

tampoco lo fue de acuerdo a los resuitados de Indice de desempeiio larvario (PLIc) obtenidos

en esta investigacion.

En la dieta 2 experimental, el aporte energético de 16.18 kJ/g (385.26 kcal/100g) fue muy
cercano a 16.75kJ/g obtenido por “dieta 2 testigo”, sin embargo, los dos valores resultaron
ligeramente menores a 20kJ/g que es lo que recomienda Cruz-Teran(2000). Por otro lado, el

70.81% de hidratos de carbono de la dieta 2 y el 73.57% de la “dieta 2 testigo”, como

62



resultado de la cantidad de gomas empleadas para formar la pared de las capsulas, fue muy
alto; lo que dificulta la digestion y asimilacion de los nutrimentos. Al mismo tiempo, en el
analisis proximal de la dieta 2 se observd que la fraccion proteinica (18.53%) fue mayor a la
fraccion lipidica (3.1%) y que, ambas, estan muy por debajo del nivel 6ptimo recomendado
por Jones (1998), respecto al porcentaje de proteina y Jacinto-Nolasco (2002) que
recomienda un 11.5% de lipidos para la formulacién de dietas para larvas de camarén. Lo

anterior también se cumplié para la “dieta 2 testigo” cuyos valores fueron muy similares a los

de la dieta 2 experimental.

A pesar del gran desequilibrio en el perfil nutrimental que presenté la dieta 2 al igual que la
“dieta 2 testigo”; el buen desempeiio larvario que mostraron los tratamientos “dieta 2 +
DUIM"” y “dieta 2 + DDM" se podria atribuir a la presencia de pigmentos carotenoides
(astaxantina), ya que se ha probado que principalmente la falta de lipidos ocasiona un
crecimiento deficiente de las larvas de camarén (Jones y col.,, 1997). Finalmente, con este
resultado, podria considerarse que el efecto de los pigmentos carotenoides extraidos sobre

la actividad biolégica de las larvas de camarén parece ser promisorio.

Los resultados satisfactorios que se obtuvieron con ambas dietas, tuvieron en comun,
ademas de la presencia del aceite de soya pigmentado, la inclusién de una dosis Gnica inicial
de microalgas (DUIM), en el primer dia de cultivo, lo cual induce la produccién enzimatica

necesaria para la asimilacion de las dietas artificiales (Sangha y col., 2000; Hernandez-

Rojas, 2002).
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El hecho de que ambas dietas hayan superado los vaiores obtenidos por los tratamientos
testigo (sin pigmento), en cuanto a parametros de desarrollo larvario y se igualaran al
tratamiento control (PLI.), utilizando una dosis Gnica inicial de microalgas, revela que se ha
alcanzado un posible logro tecnoldgico y econédmico para larvicultura. Aungque es claro que
estas pruebas in vivo son preliminares y que requieren de mas experimentos de
escalamiento, sus resultados indican que se camina por la via correcta para emplear la

astaxantina extraida de las harinas de cefalotérax de camaraén.

Con base en estos resultados, en el siguiente capitulo se presentan las conclusiones y

recomendaciones derivadas de ellos.



CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Considerando los objetivos de esta investigacion, se comprobé que empleando aceite de
soya como disolvente durante la extraccion de pigmentos carotenoides, variando las

condiciones de extraccion, se logra obtener una mayor cantidad de pigmento.

2. Con respecto al uso de la microencapsulacion realizada por medio de la técnica de secado
por aspersion, se logré estabilizar el extracto oleoso de pigmentos carotenoides el tiempo

suficiente para llevar a cabo las pruebas preliminares in vivo.

3. La morfologia y estructura interna de las microcdapsulas se vieron afectadas por el tipo de
material encapsulante y la proporcién encapsulante:dieta. Esto refuerza la necesidad de que

en estudios posteriores se logren optimar estas variables para obtener capsulas adecuadas.

4. El uso de una mezcla de goma de mezquite y arabiga y maltodextrina en las dietas
favorecio la formacion de microcapsulas de una distribucion de tamario mas uniforme, con
una superficie mas lisa y con menos defectos, ademas de que aumentd la estabilidad de la

emulsién del aceite pigmentado en agua, durante el secado.

5. La estabilidad térmica-oxidativa de los ingredientes de la dieta donde se utilizé una
combinacién de 66% de goma ardbiga, 17% de goma de mezquite y 17% de maltodextrina
10 DE como encapsulantes fue mas eficiente que en la dieta donde se empleé como pared

75% de goma de mezquite y 25% de suero de leche.
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6. Con respecto a los estudios preliminares in vivo sobre el efecto de los pigmentos
carotenoides (astaxantina) extraidos con aceite de soya en la alimentacién de larvas de
Litopenaeus vannamei, su adicion como ingrediente de dietas para el cultivo de camarén
mejoré el indice de desempefio larvario (PLI;). Estos resultados son alentadores y permiten
continuar con estas pruebas en trabajos posteriores que definan las mejores condiciones de

operacién en la obtencion de los ingredientes de las dietas y la evaluacion de ellas.

Esto indica que todas las expectativas planteadas se cumplieron. Como recomendaciones a

partir de los resultados obtenidos en esta investigacion se pueden plantear las siguientes:

A) Mejorar la eficiencia de extraccién de pigmentos carotenocides realizando una hidrélisis
enzimatica previa a la extraccién con el aceite, empleando para tan fin una proteasa
comercial. Esta operacion previa debe plantearse realizando un estudio técnico-econdmico

de factibilidad a nivel industrial para verificar la bondad de esta operacidn unitaria adicional

considerando el costo del pigmento recuperado.

B) Se debe considerar que el porcentaje de lipidos en las dietas para larvas de camarén es
limitado debido al balance nutrimental, por lo que se sugiere la realizacién estudios

posteriores encaminados a que durante la extraccién se logren concentrar los pigmentos

carotenoides en una menor cantidad de aceite.

C) Utilizar otros componentes para la microencapsulacién, como los propuestos por
Espinosa-Herrera (2002), con una mayor proporcién de suero de leche en la mezcla goma

de mezquite:suero de leche para mejorar la estabilidad de las microcapsulas e incrementar el

aporte nutrimental en su aplicacion para dietas.
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