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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

1. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo obtener nanotubos a partir de una proteina lactea,
para el encapsulamiento de 4&cidos grasos DHA (Docosahexaenoico) Y EPA
(Eicosapentaenoico) , los cuales por ser polinsaturado son altamente oxidables; Para este
fin se utilizaron variables especificas, como la hidrolisis parcial de la alfalactoalbumina
producida por una proteasa del Bacillus licheniformis en presencia de iones de Ca* y un
pH neutro que se obtuvo mediante la adiccion de un tris buffer (CNH, (CH,OH)) para su
regulacion, posteriormente se adiciono el aceite para formar la emulsion, la cual fue
homogenizada y posteriormente incubada a una temperatura de 37°C , al final del
procedimiento se formo un gel , que contenia una fase de nanotubos auto ensamblados y en
la otra una fase de suero claro distintiva, a la que se determind la taza de encapsulacion por
método Soxhlet, esto se realiz0 a tres muestras con diferentes concentraciones de aceite

para calcular la que resulte mas eficiente.

La informacidn recopilada permitié determinar, cual de las muestras fue mas eficiente en el
proceso de encapsulacion. Adicionalmente se realizaron pruebas variando el pH, para
determinar la estabilidad ante los cambios del mismo, los cuales fueron comparados con lo
descrito en investigaciones anteriores donde dice que los nanotubos se auto ensamblan y
desensamblan a pH especificos. Los nanotubos obtenidos por auto ensamble arrojaron los
resultados esperados: la formacion adecuada de una matriz de micro encapsulacion, donde
se obtuvo una barrera contra agentes externos ( oxigeno, luz, temperatura), estabilidad ante
la oxidacion de acidos grasos, una eficiente taza de encapsulacién de 60.79 %, que
comparada con investigaciones anteriores tienen gran proximidad en los valores de
rendimiento (70%), esto nos lleva a inferir que el proceso realizado fue exitoso,
enmascarando olores y sabores caracteristicos del aceite de pescado, lo cual es un excelente
avance teniendo en cuenta que estos nanotubos se pueden utilizar para enriquecer alimentos
y nace como una buena opcion para las personas que tienen aversion al pescado ya que el

aceite resulta imperceptible.
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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

2. INTRODUCCION

El mercado mundial de los alimentos esta actualmente interesado en los alimentos que no
s6lo proporcionan valor nutritivo sino que también sean benéficas para la salud humana.
Uno de tales segmentos es el llamado ‘‘alimentos funcionales" los que estan creciendo
ahora rapidamente y la investigacion cientifica en esta &rea prolifera grandemente. Los
aceites de pescado son considerados como alimentos funcionales debido al hecho de que
son excelentes fuentes de los acidos grasos importantes, sobre todo acidos grasos poli-
insaturados, EPA (acido eicosapentaenoico) y DHA (acido docosahexaenoico). Muchas
investigaciones mostraron que la suplementacion de aceite de pescado puede ser benéfica
para el funcionamiento saludable del corazdn, cerebro y sistema nervioso. Los cuales son
mecanismos potenciales para el efecto protector cardiaco del acido graso omega-3 que
incluyen efectos anti-arritmico, antiinflamatorio, hipotrigliceridemicos, bajada de la tension
arterial, y mejora en la funcion endotelial (Balk, et al, 2006). Sin embargo, el aceite de

pescado tiene un fuerte olor y a menos que esté protegido se oxida facilmente.

La estabilidad de los acidos grasos en diferentes alimentos ha sido de gran interés en la
industria alimentaria debido a su relacion con la calidad nutricional y aceptabilidad de los
alimentos en la poblacion. Los &cidos grasos son altamente oxidables debido a su
estructura, sobre todo los polinsaturado como los aceites provenientes del pescado,
aplicando novedosas técnicas como la nanoencapsulacion estos pueden ser conservados
mas eficientemente para su posterior adicion en la produccién de alimentos funcionales,

que contribuyan a mejorar la calidad nutricional de los alimentos.

Actualmente la nanoencapsulacion se aplica para preservar y/o proteger numerosos
ingredientes comerciales (Graveland-Bikker- 2006). EI material pared ideal debe tener
buenas propiedades emulsificantes, formar peliculas, tener baja viscosidad a altos niveles
de sélidos y proveer buena proteccion al aceite encapsulado. La estabilidad de emulsion es

considerada como un factor determinante en la seleccion de materiales encapsulantes.
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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

La alfa lacto albumina, representa el principal material pared que es utilizado ampliamente
para encapsulacion de &cidos grasos. El costo y el suministro limitado de la alfa lacto
albumina a originado la necesidad de desarrollar nuevas alternativas de materiales
encapsulantes. Las maltodextrinas y solidos de jarabe de maiz proporcionan proteccion a la
oxidacion, aunque no poseen un efecto estabilizante de emulsion sobre compuestos

insolubles en agua (Graveland-Bikker- 2006).

La alfa lactoalbimina a pesar de su alta capacidad emulsificantes, debe ser hidrolizada por
una proteasa producida por el Bacillus Licheniformis, la cual imparte propiedades de auto
ensamble y estabilidad de los acidos grasos contenidos en el nanotubo; no obstante, la alfa
lacto albumina a pesar de tener un alto costo y rendimiento deficiente, brinda alta
proteccion contra la oxidacion haciendo su demanda en esta tecnologia sea cada vez méas

alta.
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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

3. MARCO TEORICO

3.1. NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la investigacion y el desarrollo tecnoldgico a nivel macromolecular,
molecular y atomico que tiene como objetivo crear y utilizar estructuras dispositivos y
sistemas que tienen funciones y propiedades nuevas inherentes a su minimo tamafio. La
nanotecnologia es un campo estratégico de la investigacion cientifica que tiene un gran
potencial para la industria. En los ultimos afios, se ha convertido en una importante
herramienta para la industria alimentaria, al tener aplicaciones que van desde empaques
mas practicos hasta alimentos interactivos. Existen muchas aplicaciones para la
nanotecnologia en la industria alimentaria y, desde luego, en la produccion de aceites y
grasas. Por ejemplo, las emulsiones de nano particulas hacen que la textura de los alimentos
sea mas uniforme, cualidad de gran utilidad en la produccion de helados; la nano ceramica,
agregada al proceso de freido profundo reduce la oxidacion del aceite, evitando que sufra

polimerizacion térmica, con el beneficio de que se obtienen alimentos fritos méas sanos.

La nanotecnologia tiene el potencial para mejorar la calidad y la seguridad de los alimentos
de manera significativa. Existen muchas nuevas aplicaciones para una mejor seguridad
alimentaria, entre ellas, el empaque, factor clave para garantizar la inocuidad de productos
alimenticios. La nanotecnologia se enfocaria en el empacado de los alimentos, a fin de
mejorar el material con que se fabrica el empaque, asi como su funcionalidad y, en
consecuencia, la seguridad del alimento y la proteccion al consumidor. (Rodrigo B Capaz -
2003).
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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

3.1.1. Usos de la nanotecnologia

Los principales aditivos encapsulados en la industria de alimentos son: acidos, colorantes,
pigmentos, enzimas, microorganismos, sabores especies, grasas Yy aceites, vitaminas,
minerales, sales, edulcorantes, gases y agentes leudantes. Los &cidos ayudan en la
conservacion y el procesamiento de los alimentos; sin embargo, estas sustancias reaccionan
degradando colores y sabores. La encapsulacion limita la oxidacion, disminuye la
higroscopicidad, logra una liberacion controlada en el tiempo y permite la adicion de mayor
cantidad de acido al producto. (Dewettinck, k -1999)

La principal aplicacion es la transformacion de sabores liquidos a polvos, los cuales
presentan menor oxidacion y volatilidad. Los colores naturales encapsulados poseen mayor
solubilidad y son maés estables al oxigeno. Las vitaminas y minerales se adicionan para
fortificar una variedad de alimentos, estos aditivos se encapsulan para reducir sabores
desagradables, permitir la liberacion controlada de nutrientes en el tiempo, aumentar la
estabilidad a condiciones extremas de temperatura y humedad y disminuyen las reacciones
con otros ingredientes. La encapsulacion de grasas facilita su manipulacién y mezcla con
otros ingredientes no grasos, brindando estabilidad durante el almacenamiento y transporte.
Adicionalmente, las capsulas con alto contenido de grasa pueden actuar como
emulsificantes. Los lipidos, en estado liquido, son facilmente susceptibles a la oxidacion
durante el procesamiento y el almacenamiento, la encapsulacion previene estos

inconvenientes. (Dewettinck, k -1999)

Los sistemas de enzimas encapsuladas utilizadas en la fabricacion de quesos aceleran la
maduracion. La enzima es mas estable por estar protegida contra factores ambientales como
pH vy fuerza idnica, lo que permite el desarrollo acelerado de los sabores en los quesos
madurados. (Dewettinck, k -1999).
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OBTENCION DE NANOTUBOS ALFALACTOALBUMINA PARA EL ENCAPSULAMIENTO DE ACEITE DE
ARENQUE (Clupea harengus harengus)

3.1.2. Nanotubos

En quimica, se denominan nanotubos a estructuras tubulares cuyo didmetro es del orden del
nandmetro. Existen nanotubos de muchos materiales, tales como silicio o nitruro de boro,
de carbono y nuevos materiales que estdn tomando auge en la industria de los alimentos,

tales como son proteinas y carbohidratos. (Huber, J.G, et al- 2002.)

Obtener nanotubos depende de dar con la sustancia adecuada que, bajo determinadas
condiciones, sea capaz de auto ensamblarse en nanotubos, tubos de dimensiones
nanomeétricas (un nanémetro equivale a 0,000001 milimetros). Las proteinas de la leche han
demostrado ser Utiles para encapsular aceites esenciales aromaticos de origen vegetal. Lo
han hecho unos investigadores de la Universidad de Ghent (Bélgica) y de la Kaumas
University of Technology en Lituania, que publicaron el trabajo en la revista Food
Research International. Usando la técnica de aspersion, una de las mas comunes en la
industria, micro encapsularon aceite de tres plantas aromaticas (orégano, citronella y
mejorana) en leche en polvo por un lado y, por otro, en concentrado proteico de suero. Con
la leche se conseguia de forma mas efectiva las microcépsulas, con tamafios de entre 8 y
algo mas de 200 micrometros (un micrémetro equivale a 0,001) milimetros (M. Shafiur
Rahman. 2003).

3.1.3. Nano encapsulacion

La encapsulacion es una forma de incorporar y proteger moléculas de interés en los
alimentos. Es un proceso mediante el cual sustancias bio activas de los alimentos se
introducen en una matriz para impedir que se pierdan para protegerlas de la reaccion con
otros compuestos o para frenar reacciones como la oxidacion que son causadas por la luz o
el oxigeno, en pocas palabras la encapsulacién no es mas que un medio de envasar, separar
y almacenar materiales para su posterior liberacién bajo condiciones controladas. Este
proceso empezo a desarrollarse entre los afios de 1930 y 1940 (Nacional Cash Register; en

Ohio) y su primera aplicacién en alimentos fue con la gelatina (M. Shafiur Rahman - 2003).
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3.2. METODOS DE ENCAPSULACION

3.2.1. Deshidratacion por atomizacién

El secado por aspersion es ampliamente usado en la industria de los alimentos debido a que
es un método econdémico y efectivo en la proteccion de materiales, es particularmente
empleado en la deshidratacion de la leche. Los almidones modificados, las maltodextrinas y
las gomas son empleados como acarreadores o materiales pared. EI material a encapsular es
homogenizado con el acarreador; la mezcla es alimentada al secador por aspersion y se
atomiza por medio de una boquilla o disco; colectando posteriormente las capsulas.
Desarrollos recientes se han hecho con nuevos acarreadores, incluyendo coloides y gomas
naturales, para la obtencidbn de mezclas que permitan incrementar la retencion de
compuestos volatiles y la vida de anaquel de las microcapsulas. Se ha conseguido la
retencion de aceites esenciales de naranja y disminuido su oxidacion al usar goma ardbiga
(Hill, et al- 2000).

3.2.2. Aspersion por enfriamiento o congelamiento

Una variante del secado por aspersion consiste en enfriamiento o congelamiento, donde el
material a encapsular es mezclado con el acarreador y es atomizado por medio de aire frio.
Las micro capsulas son producidas por nebulizacién de la emulsion o suspensién que
contiene el material pared y la sustancia activa solida o liquida. Las coberturas empleadas
usualmente son aceites vegetales en el caso de aspersion por enfriamiento o aceite vegetal
hidrogenado para la aspersiébn por congelamiento; asi pueden encapsularse liquidos
sensibles al calor y materiales que no son solubles en disolventes convencionales (M.
Shafiur Rahman-2003). La reduccion de la temperatura produce una solidificacién del
liguido pared y el atrapamiento de la sustancia activa en el centro de la capsula. La
aspersion por enfriamiento es usualmente empleada para encapsular sulfato ferroso,

vitaminas, minerales o acidulantes. Las aplicaciones mas comunes de la aspersion por
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congelamiento incluyen el secado de sopas y los alimentos con altos contenidos de grasa.
Las micro capsulas producidas por enfriamiento o congelamiento son insolubles en agua
debido a su cobertura de lipidos por lo que se encapsulan materiales solubles como
enzimas, vitaminas solubles en agua y acidulantes. Ademas, es posible encapsular liquidos
tras su conversion al estado sélido, quizads mediante congelacion de particulas, es con la
singularidad de liberar su contenido en el punto de fusién o cerca del mismo del material
barrera. (M. Shafiur Rahman- 2003).

3.2.3. Cobertura por lecho fluidizado

Esta técnica consiste en suspender particulas sélidas en aire a alta velocidad dentro de una
camara con temperatura y humedad controlada, donde el material pared es atomizado. La
cantidad de particulas cubiertas depende de la longitud de la camara y del tiempo de
residencia dentro de ésta. La técnica es aplicable a coberturas que funden facilmente (como
aceites, vegetales hidrogenados, estearinas, acidos grasos, emulsificantes, ceras) o
coberturas solubles (como almidones, gomas y maltodextrinas). Para coberturas fundibles
se usa aire frio para endurecer el acarreador, mientras que para las coberturas solubles se
usa aire caliente para evaporar el disolvente. Los ingredientes con facilidad de fundir son
liberados al incrementar la temperatura o por ruptura fisica, mientras que las coberturas

solubles liberan su contenido al adicionar agua.

3.2.4. Extrusion

La microencapsulacidn por extrusion involucra el paso de una emulsion del material activo
y el material pared a través de un dado a alta presion. La extrusion constituye el segundo
proceso mas usado, después del secado por aspersion, para la encapsulacion de sabores. Un
proceso tipico involucra la mezcla de sabores con jarabe de maiz o almidon modificado
caliente, extrudiendo la mezcla en forma de esferitas (pellets) dentro de un bafio con un
disolvente frio como el isopropanol. El disolvente frio solidifica el jarabe en un sélido
amorfo, bafiando los sabores. Los sabores extruidos proporcionan una mayor vida de

almacenamiento comparados con los que no son encapsulados. La vitamina C y los
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colorantes pueden tener una vida de almacenamiento superior a dos afios. Ademas, la forma
solida de los sabores es mas conveniente para su uso. La aplicacion de este método en el
procesamiento de alimentos incluye bebidas, pasteles, gelatinas, postres, asi como
numerosos sabores. Es un método de atrapamiento a temperatura relativamente baja, que
consiste en forzar un compuesto nuclear disperso en una masa de carbohidratos a través de
una serie de matrices hacia un bafio de liquido deshidratante; las presiones suelen ser <100
Psi y las temperaturas empleadas raramente exceden de 115°C.(M. Shafiur Rahman-2003).

3.2.5. Extrusion centrifuga

Se han aprobado para fines alimentarios diferentes sistemas de coberturas, formuladas para
encapsular productos como flavorizantes, sazonantes y vitaminas; tales materiales incluyen
vitaminas, alginatos sodicos, carragenatos, almidones, derivados de celulosa, goma de
acacia, grasa, acidos grasos, ceras y poli etilenglicol.(M. Shafiur Rahman- 2003)

La extrusion centrifuga es un proceso de coextrusion liquida basado en el uso de toberas
consistentes en orificios concéntricos localizados en la circunferencia externa de un cilindro
rotatorio. El cilindro encapsulador o cabeza consta de un tubo de alimentacidn concéntrico
por el que se bombea independientemente los materiales de cobertura y nicleo a encapsular
hacia multiples toberas montadas sobre la superficie externa del aparato. Mientras que el
material del nucleo a encapsular pasa por el tubo central, el material de cobertura fluye a
través del tubo externo. Todo el dispositivo esta adherido a un eje de rotacion de tal forma
que la cabeza rota alrededor de su eje vertical. Al rotar la cabeza, los materiales del nicleo
y de cobertura son coextruidos a traves de los orificios concéntricos de las toberas como un
filamento liquido de material nuclear revestido por el material de cobertura. La fuerza
centrifuga impele el filamento hacia el exterior haciendo que se rompa en particulas

diminutas.
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3.2.6. Liofilizacién

La liofilizacion o desecacién en estado congelado es un proceso usado en la deshidratacion
de casi todos los materiales y aromas termosensibles. Se ha usado para encapsular esencias
hidrosolubles y aromas naturales, ademas de drogas. Excepto por su largo periodo de
desecacion requerido, la liofilizacion es una técnica simple particularmente adecuada para
la encapsulacién de productos aromaticos. Puesto que todo el proceso de deshidratacién se
realiza a baja temperatura y presion, se cree que el proceso tendria una alta capacidad de
retencion de compuestos volatiles. (M. Shafiur Rahman. 2003).

3.2.7. Atrapamiento en liposomas

Un tipo de capsula con mas propiedades versatiles y menos fragilidad que aquellas hechas
de grasa es el de los liposomas. Estos han sido empleados para la liberacion de vacunas,
enzimas y vitaminas en el cuerpo y consisten de una o mas capas de lipidos no toxicos y
aceptables en alimentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial y afinidad
pueden variar con el tamafio y la composicion del lipido. Los liposomas son vesiculas que
se forman cuando peliculas de fosfolipidos son dispersadas en un medio acuoso; al igual
que las membranas naturales, los liposomas son selectivamente permeables a iones; los
liposomas se forman cuando una solucion acuosa de sustancia activa es mezclada con la
pelicula del lipido. Estructuralmente existen tres tipos de liposomas: multilamelar, vesiculas
de un compartimiento y macro vesiculas. La sonicacion permite la formacion de un solo
compartimiento de vesiculas, mientras que las macro vesiculas son formadas por inyeccion
de soluciones de lipido en un buffer de fosfatos. Los liposomas pueden ser obtenidos con
cargas positivas por la adicién de aminas o con cargas negativas por la adicion de
fosfatidilserina o diacetil fosfato. Materiales hidrofilicos e hidrofobicos pueden ser
atrapados en liposomas; los compuestos hidrofilicos son disueltos en agua y mezclados con
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una pelicula lipidica para formar liposomas, mientras que los materiales hidrofobicos son
embebidos en una delgada pelicula de lipido. (M. Shafiur Rahman. 2003). La liberacion del
principio activo se realiza por difusion a través de la bicapa, por destruccion de la vesicula,
por medio de una concentracion critica de iones calcio o por un cambio de pH. El colesterol
y los tocoferoles pueden ser incorporados para reducir la permeabilidad de la membrana e
incrementar la estabilidad de los lipidos en la bicapa. Las sustancias activas solubles en
agua presentan una mejor eficiencia de encapsulamiento que las hidréfobas; los liposomas
son usados con éxito en la encapsulacion de sistemas enzimaticos; sin embargo, el uso de
disolventes organicos limita su uso en aplicaciones en alimentos. (M. Shafiur Rahman-
2003).

3.2.8. Coacervacion simple y compleja

La coacervacion simple hace referencia a un proceso donde se usa un Unico coloide
(proteinas, celulosas, ésteres). Este coloide se disuelve en un disolvente adecuado, en donde
también se encuentra dispersado el aceite, que es el agente activo. La separacion de fases se
induce por adicion de un segundo compuesto incompatible con la presencia en solucion del
coloide, o por modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la disolucion. De esta forma,
el coacervado se deposita sobre las particulas en suspensién, formando una cobertura uniforme, que
luego debe ser consolidada. Para el proceso de microencapsulacion algunos biopolimeros han
sido utilizados como coberturas (goma arabiga y grenetina). La microencapsulacion por
coacervacion requiere que el material a encapsular y el material pared sean mezclados; la
cobertura es depositada sobre el material activo. Generalmente un cambio de pH,
temperatura o fuerza iénica provoca una fase de separacion o coacervacion de la cobertura
y atrapamiento del material activo disperso; finalmente la cobertura es solidificada por
medios térmicos o entrecruzamiento. La fase de separacion acuosa involucra el uso de
materiales como grenetina 0 mezclas de grenetina y goma ardbiga. Una coacervacion
simple se presenta cuando s6lo la grenetina es inducida a formar microcapsulas. La
coacervacion compleja utiliza grenetina y un polimero de carga opuesta como goma
arabiga. (M. Shafiur Rahman. 2003).
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El proceso de coacervacion en general se representa esquematicamente de la siguiente

forma:

Inductor de Ia Material a :
COoa e acién microencapsul ar

% Disocluddn liquid “lid
\ del polimero o Seh ek L e
1 *

. * Tanque de
» et microencapsulacicon

Equipamiento para la Equipamiento parala

recoleccion de las desecacicon de las
microp articul as microp articul as
(opcionall (opcional)
* Lecho fluido * Filtro
* Bandejas * Excktractor
* Agromizador =+ Cemrffuga
* Liofilizador

Figura 1. Esquema del método de microencapsulacién por coacervacion simple
Fuente: (M. Shafiur Rahman. 2003).

3.2.9. Encapsulacién de acidos grasos DHA y EPA

Durante mucho tiempo el aceite de pescado ha sido conocido como una fuente de &cidos
grasos poli insaturados. Contiene una alta cantidad de EPA y DHA. Sin embargo, debido al
alto grado de instauracion, los &cidos grasos insaturados omega 3 (®3) son muy
susceptibles a la oxidacion. Esto significa que el aceite de pescado que es incorporado en

los componentes del alimento tiene que estar protegido contra la oxidacion. Un medio
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adecuado para la proteccion del aceite de pescado es la micro encapsulacion. Hay algunas
desventajas en la actualidad en las tecnologias existentes para la micro encapsulacion del
aceite de pescado. El nivel de 4cidos grasos insaturados omega 3 (®3) en tales productos
encapsulados secos es bajo (7.5% w: w como acido graso polinsaturado). Es mas, el nivel
de grasa global en estos ingredientes también es bajo (75% por peso de material no graso).
La presente micro encapsulacion esta basada en las técnicas de secado por aspersion,
deshidratacion por congelacion. Una desventaja de la tecnologia de secado por aspersion es
la temperatura elevada que se necesita para el secado. Las temperaturas altas llevan a una
oxidacion aumentada del acido graso poli insaturado; por esta razén un proceso de secado a
baja temperatura (deshidratacion por congelacion) se espera que sea una alternativa para la
micro encapsulacion del aceite de pescado. (Kromhout et al — 2007)

3.3. Lactosuero

El lactosuero es un subproducto que se obtiene durante la fabricacion del queso, contiene
proteinas que se emplean en la industria de alimentos por sus propiedades nutricionales,
funcionales y nutracéuticos. Este es un liquido obtenido en el proceso de fabricacion del
queso, después de la separacion de la cuajada o fase micelar. Sus caracteristicas
corresponden a un liquido fluido, de color verdoso amarillento, turbio, de sabor fresco,
débilmente dulce, de caracter &cido, con un contenido de nutrientes o extracto seco del

5.5% al 7% provenientes de la leche (Swaisgood -1982).
3.3.1. Proteinas del lactosuero

La leche contiene diversas proteinas, de las cuales las caseinas son las mas abundantes, ya
que representan el 80% de las proteinas totales. Las caseinas de la leche tienen pesos
moleculares que oscilan entre 25.000 y 40.000; las mas importantes son la o la B y la k, que
representan, respectivamente, el 50, 30 y 15% del total de las caseinas. En la leche, estas
proteinas se asocian entre si para formar pequefias particulas denominadas micelas, que se
encuentran estabilizadas gracias a la presencia de la caseina x. Cuando se va a fabricar
queso, se agregan a la leche enzimas coagulantes (como la renina), las que catalizan la

ruptura de un solo enlace peptidicos de la x-caseina: la union entre el aminoécido
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fenilalanina en la posicion 105 y la metionina en la 106. Este clivaje de la k - caseina
provoca la desestabilizacion de las micelas y por lo tanto la precipitacion de casi todas las

caseinas, las que posteriormente se van a transformar en queso. (M.A et al -2001).

" 80-90% del volumen de la leche
tiene 30% de los nutrientes

Sue

TIPOS DE SUEROS
Constituyente Suerd dulce (%) Suero dcido (%
Leche nn;;l H::“ EMJ:H ) m;; 0 (%) leche
Agua 936 915 l
Brasa 0.05 0.04
Cug Proteina 0.55 0.55 Agente acidificante
NNP

\7§ 0.18 0.18 /\
Lactosa 08 49
o Sesminerd. 05 g ok

Ca 0.043 012 P
Suero dulce b 0,040 0,065 Suero acido
pH 5.9-6.6 Ng ﬂ:ﬂ.'nﬂ d.ﬁﬂ ‘pl-l 4,3-4.6

4 0.16 0.16
¢ 0.1 0.1
Acido léctico  0.08 0.4

Figura 2. Lactosuero
Fuente: (M.A et al -2001).
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La precipitacion de las proteinas se produce por hidrolisis especifica de la caseina. Por lo
tanto el pH es proximo al de la leche inicial y no hay variacion de la composicién mineral.
El suero dulce es el mas empleado por la industria y tiene una composicién quimica mas

estable, lo que permite estimar los valores medios de composicion. (Swaisgood-1982).

3.3.2. ALFALACTOALBUMINA (a- LA)

La a-lacto albumina es por orden de importancia, la segunda proteina del suero y tiene
actividad bioldgica, ya que es parte constitutiva del sistema enzimatico requerido para la
sintesis de la lactosa. De hecho, la leche de algunos animales que no presentan estas
proteinas tampoco contiene lactosa. No tienen grupo sulfhidrico libre, pero si cuatro
disulfuro provenientes de enzimas, lo que la hace tener 2,5 veces mas azufre que la caseina.
Tienen una estructura global compacta con cuatro disulfuros y se desnaturaliza a 63° C,
pero se devuelve a su estado natural con el enfriamiento. Es insoluble a pH entre 4 y 5,5, a
un lado y a otro lado de esta zona, la molécula sufre modificaciones de conformacion,
rapida o lenta, reversibles o no, que conducen a diversas formas polimerizadas. (Eugene et
al- 2000).

Proteina Gr/100gr de proteina Peso molecular aprox.

(0 LA) 3.1-4.6 14.000

Tabla N°1. Contenido de (a LA) en la leche de vaca
Fuente: Swaisgood, 1982

La o -LA es una proteina de la leche unida a un ion calcio el cual es muy importante desde
varios puntos de vista; primero que todo la a-LA realiza una importante funcion en la
secrecion de las células mamarias, ella es una de los dos componentes de la sintesis de la
lactosa, la cual cataliza el Gltimo paso en la biosintesis de la lactosa en la glandula mamaria,

el otro componente de este sistema es la galactosiltransferasa (GT) la cual esta implicada en
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el procesamiento de proteinas en varias secreciones de la célula, por los grupos
galactosiltransferasa de la galactosa hacia glicoproteinas que contiene N-acetilglucosamina.
En la glandula mamaria lactante la especificidad de la GT es modulada por la interaccién
de la a -LA, la cual incrementa su afinidad y especificidad para glucosa. (Hill, et al - 2001).

3.3.3. Purificacion de alfalactoalbumina

El material de partida para el enriquecimiento y purificacion de la alfa lacto albumina suele
ser suero de leche. Muchos de los procesos y métodos industriales que se han informado, se
han examinado de forma exhaustiva (Imafidon, et al -1997). Sin embargo, muchos de estos
métodos de purificacion se han trabajado a escala de laboratorio, su ampliacion a escala
piloto y escala industrial no ha sido dificil, si no decepcionante (Gesan- et al -1999). Como
muchos de los procesos en la industria lactea se basan en tecnologia de membranas, esta
técnica también ha sido explotada para enriquecer alfa lactoalbimina. Esto se puede lograr
mediante la realizacion de micro filtracion para eliminar la beta lactoglobulina por
ultrafiltracion o alternativamente con una membrana de 50 k Da de corte, con lo que la alfa
lactoalbimina queda en el permeado (Uchida, et al- 1996). Este método es barato y
relativamente facil de realizar y consiste en la desmineralizacion de la proteina del suero y
el ajuste de pH de 3,8-5,5. La solucidn resultante es llevada a un tratamiento térmico entre
55y 70 °C durante no méas de 30 segundos lo cual permite la agregacion de una parte de la
proteina. A partir de entonces, la solucidn se enfria a 55 °C lo cual permite la floculacion de

los agregados. La alfa lactoalbimina se aisla mediante micro filtracion (Pearce, 1995).

3.3.4. Tubos de alfa lactoalbimina

La capacidad de la alfa-lacto albimina, de formar nanotubos por auto-ensamble se podria
ofrecer a la industria alimentaria como una novedad y un ingrediente importante para la
gelificacion y el encapsulado. Esta proteina es utilizada actualmente como un ingrediente

en preparados para lactantes; los principales productores de alfa-lacto albimina, afirman
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que es la Unica de la proteina con capacidad de formar nanotubos la cual se puede utilizar
como ingrediente para una gama mas amplia de aplicaciones. Los fabricantes de alimentos
estan cada vez mas incursionando en las tecnologias de encapsulacion como una forma de

lograr una diferenciacion y mejorar el valor del producto.

Bajo condiciones adecuadas, la alfa lacto albimina puede ser parcialmente hidrolizada por
enzimas proteasas del Bacillus licheniformis. Cuando ésta proteina parcialmente
hidrolizada se expone a los iones de calcio, la formacion de un nanotubo lineal se ha
disparado. Estos nanotubos, son los Unicos que tiene buena estabilidad y pueden soportar
condiciones de pasteurizacion (72° C durante 40 segundos), asi como el tratamiento de

liofilizacion.

partial
@ o hydolysis @ & ca
—_— o —
@9

beo

Milk protein Building

a-actalbumin blocks diameter 20 nm,
cavity 8 nm

Figura 3.Presentacion esqueméatica de la auto-ensamblaje de nanotubos a-lacto albimina
parcialmente hidrolizada en presencia de Ca **
(Fuente: Graveland-Bikker- 2006)
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3.4. PESCADO

El pescado es un alimento que se digiere facilmente. Es rico en proteinas, con un contenido
graso variable y relativamente bajo en calorias. Ademas, posee una serie de vitaminas y de
elementos minerales que facilitan las funciones metabdlicas que ocurren en el organismo.
Al igual que en el caso de la carne, los huevos y la leche, el pescado aporta proteinas de
gran calidad al contener todos los aminoéacidos esenciales. Entre los aminoacidos que
abundan en la proteina del pescado figura la lisina y el triptofano. Ambos aminoacidos
escasean en la proteina de los cereales y de otros alimentos vegetales. El pescado contiene
grandes cantidades de vitamina A y D, y también posee vitamina E. En el pescado blanco
abundan en el higado, mientras que en el azul o graso se encuentran en la carne. Las
sardinas son a este respecto uno de los pescados mas ricos. El pescado, en general, también

es una buena fuente de vitaminas del grupo B, concretamente de B1,. (Pérez — 2003).

3.4.1. Aceite de pescado

Los aceites de pescado en la actualidad estdn formados por acidos grasos esenciales u
omega 3 (w3): EPA y DHA (el organismo humano no los puede fabricar a partir de otras
sustancias), son acidos grasos poli insaturados, que se encuentran en alta proporcion en los
tejidos de ciertos pescados. Los avances tecnoldgicos para el aceite refinado han hecho
posible que el aceite de pescado pueda incorporarse en los aceites vegetales que se emplean
en la preparacion de una amplia variedad de alimentos, incluyendo el pescado enlatado. Sin
embargo, los alimentos enriquecidos con elevadas cantidades de EPA y DHA a veces
imparten aroma y sabor a pescado. Esto hace que estos productos sean susceptibles de
oxidacién, actualmente se realizan numerosos esfuerzos para estabilizar la oxidacion

durante el procesamiento, coccidn y almacenaje de los mismos.
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3.4.2. Acido Docosahexaenoico (DHA)

Acido graso Omega 3 (w3) que contiene 22 atomos de carbon con seis de ellos no saturados
(C22:6 n-3): es calificado como el méas insaturado de la naturaleza. Se encuentra
principalmente en pescados, microorganismos marinos y plantas. Considerado, junto con el
EPA, como una de las razones de los efectos benéficos de los aceites de pescado en nuestro
sistema cardiovascular. Es precursor de eicosanoides de la serie 3 que promueven la
dilatacion de los vasos sanguineos y disminuyen la coagulacion de la sangre, por lo que
ayudan a mantener sano el sistema cardiovascular. Es también un componente esencial del
cerebro, los ojos, y de otros tejidos del sistema nervioso. Es especialmente importante para

el pleno desarrollo del sistema nervioso del bebé y del recién nacido. (Bittiner et al-2000).

3.4.3. Acido eicosapentaenoico (EPA)

Es un acido graso omega-3 que contiene 20 dtomos de carbon y cinco insaturaciones
(C20:5n-3). Se encuentra predominantemente en pescados y en aceites de pescado. Se
considera, junto con el DHA, como la principal razon de los efectos benéficos de los aceites
de pescado en el sistema cardiovascular. EPA es un precursor directo de los eicosanoides
serie 3. (Anderson et al-2004)

Pez g. aceite omega en cada 100 g. de pescado
Caballa 2.5
Salmon 1.8
Arenque 1.6

Tabla 2. Porcentajes de Omega-3 en diferentes especies de pescado.
Fuente: Licata, M., 2002
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3.4.4. ARENQUE

El arenque (Clupea harengus harengus), también conocido por arenque del Atlantico, es
muy similar a la sardina; s6lo se diferencian por la aleta anal, ausente en el arenque. Es un
pez osteictio, es decir, de esqueleto dseo, de la familia de los clupeidos, a la que también
pertenecen especies muy apreciadas, como la sardina y el boquerdn. Este pez presenta un
color azulado, pardo o negruzco en el dorso, que se va aclarando por los laterales hasta
alcanzar un tono plateado en el vientre. Algunos ejemplares tienen unas manchas purpuras,
rosadas o doradas en el opérculo y en los flancos. La quilla ventral esta poco marcada; el
cuerpo, lateralmente comprimido; y su vientre, redondeado. La mandibula inferior es
prominente; el labio superior, entero; y la base de la aleta caudal carece de escamas. Puede
alcanzar 40 cm de largo y un peso de hasta 700 g, siendo su talla normal de unos 25 cm.
(Bittiner SB, et al.,-2000). La porcidén comestible es de 61 gramos por cada 100 gramos de
producto frescos, estos son una fuente de nutrientes como proteinas, acidos grasos omega 3

(®3), selenio, fosforo, yodo, vitamina D y algunas vitaminas del grupo B (B12, niacina, B6,

riboflavina).
Por 100 g de Por racion (200g) Recomendaciones dia- Recomendaciones dia-
porcién hombres mujeres
comestible
Energia (kcal) 153 187 3000 2300
Proteina (g) 18 22,0 54 41
Lipidos totales (g) 9 11,0 <100 <77
AG saturados (g) 181 2,208 <23 <18
AG monoinsaturados (g) 4,52 5514 >57 >43
AG polinsaturado (g) 2,4 2,928 10-20 8-15
w-3(9) 1,367 1,688 0,33-3,3 0,25-2,6
w-6(g) 0,45 0,549 1,3-16,5 1,2-10,4
colesterol (mg) 70 85,4 <300 <230
CHO (g) 0 0,0 375-450 288-345
fibra (g) 0 0,0 38 29
agua (g) 73 89, 1.000-2000 1000-2000
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Calcio (mg) 20 22,4 800 800
Hierro (mg) 1 1,2 10 18
Yodo (ug) 20 378 140 110
Magnesio (mg) 31 0,6 350 330
Sodio (mg) 05 81,7 <2400 <2400
Potasio (mg) 67 0,6 3500 3500
Fosforo (mg) 340 414.8 700 700
Selenio (mg) 34 41,5 70 55
Tiamina (mg) 0,02 0,02 12 0,9
Riboflavina(mg) 0,23 0,28 1,8 14
Equivalente niacina (mg) 71 8,7 20 15
Vitamina B, (ug) 0,45 0,55 1,8 400
Acido félico (ug) 5 6,1 400 2
Vitamina B, (ug) 6 73 2 60
Vitamina C (ug) tr Tr 60 800
Vitamina A:eg- retinol (ug) 83 101.3 1000 5
Vitamina D (ug) 22,5 27.45 5 6
Vitamina E (ug) 0,21 0,3 12 12

Tabla 3. Composicion nutricional del Arenque
Fuente: Moreiras y col, 2007

3.5. BACILLUS LICHENIFORMIS

3.5.1. Generalidades

Bacillus es un género de bacterias en forma de baston y Gram positiva. EI género Bacillus
pertenece a la Division Firmicutes. Son aerobios estrictos o anaerobios facultativos. En
condiciones estresantes forman una endospora de situacién central, que deforma la
estructura de la célula. Dicha forma esporulada es resistente a las altas temperaturas y a los
desinfectantes quimicos corrientes. La mayoria de las especies dan positivo a la prueba de
la catalasa y son saprofitas. Viven en el suelo, agua del mar y rios, aparte de alimentos que
contaminan con su presencia. Aunque generalmente son mdviles, con flagelos peritricos,
algunas especies de interés sanitario (B. anthracis, causante del carbunco) son inmdviles.

Hay especies productoras de antibioticos. (J.Mol -2004)
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3.5.2. CLASIFICACION

Comunmente se usan criterios eco fisiologico para agrupar a las diferentes especies, en

lugar de emplear taxones filogenéticos de dificil diferenciacion.

e Acidofilas
o B. acidocaldarius
o B. coagulans
e Alcalinofilas
o B. alkalophilus
o B. pasteuri
e Halofilas
o B. pantothenticus
o B. pasteurii
e Psicrotrofas
o B. globisporus
o B. insolitus
o B. marinus
o B. macquariensis
e Termofilas
o B. acidocaldarius
o B. schlegelii

o B. stearothermophilus

e Denitrificantes
o B. azotoformans
o B. cereus

o B. laterosporus

Sandra Hernandez - Judis Ortega

o B. licheniformis

o B. pasteurii
Fijadoras de nitrogeno

o B. macerans

o B. polymyxa
Productoras de antibioticos

o B. brevis

o B. cereus

o B. subtilis
Patogenos de insectos

o B. popilliae

o B. thuringiensis
Patogenos de vertebrados

o B. alvei

o B. anthracis

o B. cereus

o B. coagulans

o B. laterosporus

o B. megaterium
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Bacillus licheniformis es un gram-positivo, movil, que forma esporas, barra de anaerobios
facultativos pertenecientes al grupo B. subtilis de Bacilos. Se trata de un organismo del
suelo no patdégeno que se asocia principalmente con materiales vegetales y plantas en la
naturaleza, pero puede ser aislado de casi todo el mundo debido a su endospora altamente
resistentes que se difunden con el polvo. (J.Mol -2004). Bacillus licheniformis es utilizado
por la industria para producir proteasas y amilasas. Las proteasas son necesarias en grandes
cantidades, por ejemplo, como agregados a los agentes de lavado. Cantidades
comercialmente viables son producidos a través de la fermentacion del Bacillus subtilis o
Bacillus licheniformis. A pesar de que otros microorganismos producen proteasas Yy
amilasas, los tipos secretadas por las cepas de estos tienen la ventaja de que funcionan
mejor en las condiciones alcalinas calientes que prevalecen en liquidos de limpieza. (J.Mol
-2004)

3.5.3. Proteasas

Aceleran la degradacion de proteinas y producen pequefios péptidos o aminoacidos
individuales los cuales pueden ser facilmente solubilizados y removidos de los tejidos. Se
usan a altos pH y temperaturas superiores a 60 °C. Las proteasas son el tipo mas importante
de enzimas. Las enzimas usadas son producidas principalmente por el Bacillus

licheniformis, mediante fermentacion.
3.5.4. Clasificacion de las proteasas

La clasificacidn de las proteasas se hace basandose en su cadena peptidica y se denominan

en funcion del aminoécido que contienen:

e Proteasas de serina.

e Proteasas de treonina.
e Proteasas de cisteina.
e Metaloproteasas.

e Mixtas.

e Otras.
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Las serinproteasas, proteasas de serina 0 serin-endopeptidasas son una familia de enzimas
que utilizan un resto de serina activado para unirse al sustrato y catalizar la hidrolisis de
grupos peptidicos. Estas proteasas se encuentran tanto en organismos unicelulares como en

organismos complejos. (J.Mol -2004)

Las serinproteasas son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de péptidos y proteinas,
y que poseen en su centro activo un aminoécido de serina esencial para la catalisis
enzimatica. Cortan la cadena polipeptidica en el lado carboxilo de aminoacidos especificos,
ya que reconocen secuencias en su estructura primaria. Por ejemplo, la tripsina corta en el
lado carboxilato de los residuos basicos como la lisina o la arginina, mientras que la

quimotripsina lo hace junto a residuos hidrofobos, como la fenilalanina. (J.Mol -2004)
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4. ANTECEDENTES

4.1. Aplicaciones actuales y proyectadas de la nanotecnologia para el sector

alimentario.

La disponibilidad de los alimentos en todo el mundo es el resultado de una compleja
interaccion de practicas agricolas tradicionales y nuevas, por ejemplo, el desarrollo de
nuevos cultivos, la introduccién de nuevas tecnologias a la produccion agroalimentaria, la
demanda del mercado, factores economicos y ambientales, tales como el impacto del
cambio climatico en la productividad de alimentos y enfermedades dentro de la cadena de
produccién de alimentos. Asi como las preferencias de los consumidores dentro de
diferentes contextos culturales y con diferentes grados de ingresos potencialmente
disponibles para gastar en comida. A pesar de que la “revoluciéon verde”, afecto la
produccidn agricola en medio del siglo XX, la disponibilidad de alimentos todavia presenta
un problema en algunas partes del mundo. (Laura Castillo y Richard Watkins - 2010). Una
vision general de los principales avances en el area de los nanos alimentos indica que hasta
ahora han sido principalmente dirigidas a los suplementos en los envases y los alimentos.
(Laura Castillo y Richard Watkins- 2010).

Las solicitudes de productos alimenticios o ingredientes son pocos hasta la fecha, pero el
propdésito es mirar los componentes utilizados en el procesamiento de nano encapsulados de
alimentos para desarrollar nuevos ingredientes alimentarios y aditivos, nuevos sabores,
texturas y sensaciones. Y para controlar la liberacion de sabores y/o aumentar la
biodisponibilidad de los nutrientes y suplementos. (Laura Castillo - Richard Watkins,
2010). Una mirada més atenta a las solicitudes sugiere que muchos de estos han surgido de

tecnologias similares desarrolladas en los sectores relacionados, en particular, los productos
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farmacéuticos y cosméticos. Esto se debe a que hay una superposicion entre las areas de

salud y los alimentos nutracéuticos.

El caracter transversal de las nanotecnologias significa que los materiales y las aplicaciones
desarrolladas en uno de los sectores es también la busqueda de su uso en los sectores
relacionados. En este sentido, para algunos alimentos y cosméticos las empresas se
colaboran en el desarrollo estético-nutricional. (Laura Castillo y Richard Watkins - 2010).
Las aplicaciones actuales y a corto plazo, previstas en el area de la nanotecnologia en el
sector alimentario, son los ingredientes a nano escala o nano encapsulado, aditivos para la

alimentacion y bebidas saludables. (Laura Castillo y Richard Watkins - 2010)

La nanotecnologia tiene impacto potencial en muchos aspectos del sistema alimentario y
agricola; como es la seguridad alimentaria, las nuevas herramientas de biologica molecular
y celular, nuevos materiales para la deteccion de patégenos y la proteccion del medio
ambiente son ejemplos de los importantes vinculos de la nanotecnologia y la ingenieria de
alimentos. (Blundell y Thurlby 1987; Aguilera 2005).

Por esto la importancia en la nanotecnologia de ciertas proteinas globulares de la leche
(como la o-lacto albumina hidrolizada) ya que esta se puede hacer libre para ensamblar
nanotubos de estructura similar en las condiciones ambientales adecuadas. (Graveland
Bikker y de Kruif -2010).

La mayoria de las investigaciones de la nanotecnologia se centra en el desarrollo
de aplicaciones en las ciencias bioldgicas y en ingenieria de alimentos siendo cuatro areas
principales en la produccion de alimentos las que se benefician de la nanotecnologia: El
desarrollo de nuevos materiales funcionales, procesamiento en micro y nano escala,
desarrollo de nuevos productos, el disefio de métodos para la seguridad alimentaria y la
bioseguridad. (Blundell y Thurlby 1987; Aguilera 2005
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Figura 4. Posibles aplicaciones de la nanotecnologia en la industria alimentaria.

Fuente: Blundell y Thurlby 1987; Aguilera 2005.

4.1.1. Investigaciones afines realizadas a nivel internacional.

Wanwimol Klaypradit, Yao-Wen Huang (2007). Para esta investigacién se aplico una
técnica de encapsulacién utilizando un atomizador ultrasénico, la cual se realizo en tres
pasos consecutivos: primero una emulsificacién donde se produjo la mezcla de todos los
ingredientes que iban a ser encapsulados, junto con el medio donde se iba a encapsular,
segundo la atomizacidn utilizando el ultrasonido y por Gltimo la liofilizacién. Las variables
a controlar en la preparacion de la emulsion fueron: La concentracion de materiales en la
pared del quitosano dentro de la emulsion (CS), mientras que las maltodextrinas, (DM),
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proteina de suero (WPI) y el aceite de atn fueron optimizadas. Se tuvieron en cuenta el
tamafio y la estabilidad de las gotas en la emulsion. Después se procedio a la Liofilizacién y
por ultimo se caracterizaron las propiedades fisico quimicas de los polvos encapsulados,
arrojando una taza de encapsulacion de 20 g/100 g de aceite de atun.

Hubo diferencias significativas en los tamafios de las particulas en la emulsion, cuando las
condiciones de preparacion fueron variadas. La combinacion de CA y MD arrojaron el
menor tamafio de particula, pero la emulsion fue la mas estable. La EPA y el contenido de
DHA (240 mg / g) del polvo encapsulado fueron ligeramente superiores a las
especificaciones comerciales (100 mg / g) y tenian bajo contenido de humedad y actividad
del agua, la apariencia y la eficiencia de encapsulacion fueron estables. La tecnologia
ultrasonica utilizada en este estudio podria dar lugar a aplicaciones en la industria
alimentaria en la mejora de la estabilidad de aceites como el de atin y otros aceites con

estas caracteristicas.

Katrin Heinzelmann, Knut Franke (1999), Durante mucho tiempo el aceite de pescado ha
sido conocido como una fuente de acidos grasos insaturados. Contiene una cantidad alta de
EPA y DHA. La incorporacion exitosa del aceite de pescado dentro de los componentes de
los alimentos, ofrece la oportunidad de aumentar el contenido de estos acidos grasos en los
alimentos para de esta manera enriquecerlos, sin embargo, debido al alto grado de
instauracion, los acidos grasos insaturados omegas 3 son muy susceptibles a la oxidacion,
esto significa que el aceite de pescado que es incorporado en los componentes del alimento
tiene que estar protegido contra este fendmeno. Un medio adecuado para la proteccion del
aceite de pescado es la microencapsulacion. Hay estudios sobre la estabilidad a la oxidacion
del aceite de sardina embebido en polvo de huevo y secado por aspersion, el uso del aceite
micro encapsulado no afect6 la calidad sensorial de los productos. Se determino la
estabilidad del polvo y se noto que permanecia estable durante un tiempo prolongado de

vida de anaquel.

También en estudios posteriores se encontré que la micro encapsulacion del aceite de
calamar usando gelatina y caseinato como material pared mejoro eficazmente su oxidacion

y su estabilidad térmica, se probaron diferentes carbohidratos como material pared para la
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encapsulacion de aceite de ballena y Tween-80 como emulsor, se determino que la b-

ciclodextrina era un material conveniente para encapsulado de este tipo de alimentos.

Como toda nueva tecnologia también existen algunas desventajas para la micro
encapsulacion del aceite de pescado, como por ejemplo el nivel bajo de &cidos grasos
insaturados omega 3 en tales productos encapsulados (7.5% w: w como acidos grasos
insaturados); Es mas, el nivel de grasa global en estos ingredientes es bajo (75% por peso
de material no graso). Vale aclarar que al hacer referencia a la micro encapsulacion se habla
de técnicas de secado por aspersion: ya que su principal desventaja es la temperatura
elevada que se necesita para el secado. Las temperaturas altas llevan a una oxidacion
aumentada de PUFA (&cidos grasos poli insaturados), por esta razon un proceso de secado a
baja temperatura (deshidratacion por congelacion) se espera que sea una alternativa mas

conveniente para la micro encapsulacion de aceite de pescado.

4.2. Nano ingredientes y aditivos relacionados con la digestion de alimentos

La principal via probable de entrada de las particulas de micro o nano-tamafio es a través
del consumo de alimentos y bebidas. Por lo tanto los principales problemas de salud
dependen de la naturaleza fisicoquimica de los nanos materiales en los productos
alimenticios, y de la duracion de la exposicion de los consumidores a través del consumo de
los nanoalimentos. Es bien sabido que un sistema digestivo saludable s6lo permite la
absorcion de nutrientes desde el intestino después de la digestion de los alimentos. (Laura
Castillo y Richard Watkins -2010). La pared intestinal esta disefiada para asegurar el paso
de nutrientes de la dieta, y evitar el paso de materiales mayores o extrafios. Debido al
tamafio muy pequefio, y en funcion de la carga superficial y revestimientos, los
nanomateriales pueden "reemplazar" estos mecanismos y terminar en otros tejidos que no
son los destinados. Asi mismo pueden presentar un riesgo para la salud de los
consumidores. Cabe destacar que un nano material de origen natural o sintético que no es
bio-persistente, es decir, estad bien solubilizado, asimilado en el intestino, o en el nivel

celular, o excretados del cuerpo, no presenta riesgo para la salud, por lo tanto, es importante
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comprender como las particulas insolubles de materiales son manejados por el sistema
digestivo. (Laura Castillo-Richard Watkins, 2010).

4.2.1. Laingenieria de nano particulas: Una evaluacién de exposicion y riesgo.

La nanotecnologia es una de las industrias emergentes mas importantes en todo el mundo.
Al igual que todas las nuevas tecnologias, la nanotecnologia trae consigo nuevos
beneficios, asi como posibles nuevos riesgos. (Laura Castillo y Richard Watkins - 2010).

Por tanto son de suma importancia los riesgos potenciales para la salud de los trabajadores
y los consumidores que podrian derivarse de la exposicion a los nanomateriales, en
particulas de disefio libre, ya sea en el trabajo o a traves de productos de consumo. Estos
riesgos, si no se evalGan y gestionan adecuadamente, pueden poner en riesgo el crecimiento
y el desarrollo en esta area, pero mas importante, también podria tener graves
consecuencias para la salud humana. Para el desarrollo de productos nanotecnoldgicos
seguros, es esencial establecer y mantener la confianza de los consumidores finales. La
aceptacion de la nueva tecnologia garantiza el crecimiento sostenible de la amplia gama de
la nanotecnologia. Es por tanto esencial desarrollar un enfoque efectivo, mejorar la
evaluacion y la gestién del potencial de los consumidores. (Laura Castillo y Richard
Watkins -2010).

La nanotecnologia tiene el potencial de afectar muchos aspectos de la alimentacion y los
sistemas agricolas. Estos abarcan los nuevos avances con materiales innovadores, envases,
productos alimenticios, transporte de nutrientes, una mayor biodisponibilidad de los
nutrientes y suplementos, nuevas herramientas para biologia molecular y celular, y los
nuevos materiales de deteccién de patogenos. (Laura Castillo y Richard Watkins- 2010).
Los productos alimenticios que contienen las nanotecnologias ya han comenzado a aparecer
en los mercados de todo el mundo, aunque su mayor parte fuera de la union europea hasta
el este momento. Como con cualquier nueva tecnologia, gran parte del énfasis actual esta

en los beneficios potenciales de las nanotecnologias para la industria y el consumidor, y se
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conoce muy poco en cuanto a los aspectos de seguridad de muchos de los conocidos y
previstas aplicaciones en alimentos. (Laura Castillo y Richard Watkins - 2010).

4.2.2. Alimentos: una vision “nano” para el futuro de la alimentacién

El caracter amplio y emergente de las nanotecnologias es dificil de predecir, como las
aplicaciones en el area de los alimentos van a evolucionar a largo plazo. Las aplicaciones

actuales y previstas a corto plazo son sin duda multifacéticas.

Los principales impulsores de estas aplicaciones se centran en nuevas propiedades, la
composicion de ingredientes y aditivos alimentarios. Y las nuevas funcionalidades de los
materiales de embalaje. La probable convergencia de las nanotecnologias con otras
tecnologias, en particular, la tecnologia de la informacion, la biotecnologia y las ciencias
cognitivas, espera dar via libre para muchas mas novedades y posiblemente adn
imprevistas. Un simple ejemplo son los nanos sensores que, aungue todavia estan en
evolucién ya que la busqueda de aplicaciones en los conceptos de envases "inteligentes”
tienen el potencial de adopcidn a gran escala en la cadena de produccion de alimentos en
general. Sin embargo, sélo es posible trazar una vision confusa de la estructura futura y el
impacto de las nanotecnologias en los alimentos y los sectores relacionados, debido a la
gran cantidad de aplicaciones potenciales conocidas y las incertidumbres de la aceptacion

de los consumidores y su captacion

4.2.3. Investigaciones afines realizadas en Colombia

No se hallaron investigaciones relacionadas con los procesos de encapsulacion y obtencion
de nanotubos de aceite de pescado a partir de una proteina lactea; sino enfocadas hacia la

parte farmacéutica, existiendo muy pocas investigaciones en este tema.
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5. JUSTIFICACION

Los lipidos son la forma mas concentrada de almacenamiento de energia en el pescado y no
es coincidencia en que las especies mas activas como el salmdn, atun o el arenque tengan

mas lipidos que las menos activas como el bacalao. (Almgvist et al- 2007).

Los lipidos en el pescado se pueden observar a menudo como globulos de grasa
acumulados sobre la carne, higado y en algunas especies, tambien alrededor del intestino.
Estos son muy beneficiosos para la salud del consumidor, en caso de infarto de miocardio
(Lands, 1986).

Las sustancia beneficiosas de los aceites de pescados son los acidos grasos poli insaturados,
en especial el acido eicosapentanoico, el cual tiene 20 &tomos de carbonos en su cadena y
cinco dobles enlaces (representado como 20:5), y también el acido docosahexaenoico
(22:6). Estos dos &cidos pertenecen a la serie n-3, que son aquellos que tienen el primer
doble enlace en el tercer carbono a partir del grupo metilo. (Anderson et al - 1984). Los
lipidos por ellos mismos tienen un sabor suave, pero lo que es de gran importancia es su
tendencia a desarrollar sabores extrafios durante su conservacion. Esto es debido a la

oxidacidn, en especial de los fosfolipidos insaturados. (Anderson et al - 1984).

Es por esto que surge la dificultad de incorporar el aceite de pescado a otras formulas
debido a que es altamente susceptible a la oxidacion. El resultado es un olor y sabor muy
fuerte, que puede ser desagradable para los consumidores, especialmente a los que tienen
aversion al pescado. Los fabricantes de formulas han estado buscando una solucion a sus
problemas de estabilidad, con el fin de sacar al mercado productos con dichas propiedades,
pero en los que el aceite resulte imperceptible. De ahi surge la necesidad de controlar el

estado de oxidacion de estos lipidos para salvaguardar su seguridad (Sanders, 1998).
Por lo cual a través de una matriz de micro encapsulacion se puede obtener una barrera
contra agentes externos como oxigeno, luz y temperatura, facilitando su empleo como
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suplemento dietario de omegas (®w3) en una gran variedad de productos alimenticios (R.
Matsuno, S-1993).

Los nanotubos de alfa lacto albumina son interesantes debido a su amplia aplicacion en
alimentos y a su estabilidad bajo una variedad de condiciones. Los nanotubos de alfa lacto
albumina ciertamente tienen un nimero de caracteristicas, las cuales los hacen convenientes

para aplicaciones tecnoldgicas.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener nanotubos a partir de alfalactoalbumina para el encapsulamiento de aceite de
Arenque (Clupea harengus harengus) que contribuya a retrasar el proceso de oxidacion de
los &cidos grasos DOCOSAHEXAENOICO (DHA) Y EICOSAPENTA-ENOICO (EPA)

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener nanotubos a partir de alfalactoalbumina, presente en la leche para la
encapsulacion del aceite de Arenque (Clupea harengus harengus).
e Evaluar la estabilidad de las capsulas mediante la variacion de pH.

e Medir la taza de encapsulamiento por el método Soxhlet
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7. METODOLOGIA

7.1. Localizacion

La parte experimental se realizé en los laboratorios de la facultad de Quimica y Farmacia y
los microbiologicos y fisicoquimicos se realizaron en los laboratorios de Ingenieria de

Alimentos de la Universidad de Cartagena.

7.2. Materiales

7.2.1. Microorganismos

Las cepas de microorganismos utilizados fueron Bacillus licheniformis, ATCC 14580 las
cuales fueron adquiridas en el laboratorio Annar Diagnostica Import S.A.S. Esta se reactivo
de la siguiente manera; se inoculo un vial en agua peptona (extracto de carne (1gr/l),
peptona de carne 1gr/l), con el fin de activar la cepa, esta se incubo por 24 horas a 37 ° C,
en la incubadora digital (SYBRON, type 420000) Posteriormente, se replico en agar Mossel
(peptona de caseinalO g/l, extracto de carnel g/ I, NaCl 110 g¢/l, rojo de fenol 0.025 g/l
sulfato de polimixina 50.000 Ul/l, yema de huevo 10% v/v, manitol 10 g/l, a gar-agar 12

g/l) para obtener las cepas de trabajo.( ver Anexo A)
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7.2.2. Aceite de Arenque

El aceite de pescado (Arenque) se adquiri6 en el laboratorio Quimica MG Ltda.
Representantes a nivel nacional de Sigma-Aldrich. Esta compuesto de 14:0 de &cido
miristico (6-9%), 16:0 de &cido palmitico (15-20%), 16:1 de acido palmitoleico (9-14%),
18:0 de &cido estearico (3-4%), 18:1 de acido oleico (5-12%), 18:2 de acido linoleico
(<3%), 18:3 de acido linolenico (<3%), 18:4 de &cido de octadecatetraenoico (2-4%), 20:4
de &cido araquidonico (<3%), 20:5 de acido eicosapentaenoico (EPA) (10-15%), 22:6 de
acido docosahexaenoico (DHA) (8-15%) como lo reporté Sigma company. Esta suma era
aproximadamente 80% (el 20% restante representa otros acidos grasos no identificados).

7.2.3. a —Alfalactoalbumina (a-LA)

La alfalactoalbumina fue purificada de un lactosuero obtenido en la procesadora de leche
coolechera — Cartagena. Para esto se utilizo el método que desarrollo J-L Maubois, 1985 el
cual permite precipitar y separar las fosfolipoproteinas, lo cual deja un suero claro que no
tapona los filtros. Esto se logra simplemente concentrando a un contenido de materia seca
de 10 al 40 % en peso, el siguiente paso es acidificar a un pH inferior a 4, preferiblemente a
3,0-3,5 agregando calcio al suero hasta una concentracion de 1,2 g/ It, y variando la
temperatura a 50 °C, durante 30 minutos, para precipitar selectivamente la alfa lacto
albumina, luego se procedi6 a realizar una filtracion (Pearce, 1995), sin temor a que se
tapen las membranas; las proteinas quedan retenidas y pasan los componentes de bajo peso
molecular de manera que se obtiene un liquido filtrado llamado permeado rico en sales y en
lactosa y un liquido que no paso atreves de la membrana de filtracion llamado retenido que
es el concentrado de proteina del lactosuero. Se procedid a realizar un secado al vacio. (Ver

anexo C).
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7.3.Equipos

Se utilizaron los siguientes equipos:

Pipetas de 5 ml
Azas

Probetas

Beaker 500 ml
Beaker de 5000 ml
pH-metro
Erlenmeyer

Cajas de Petri
Mechero

Estufa

Mufla

Bomba de vacio
Termometro
Agitador magnetico
Microscopio optico
Goteros

Autoclave

Balanza electrénica
Probetas 250 mL

Esterilizador eléctrico
Lector de placa THERMO

Tubos de ensayo

Camara de flujo laminar

Agitador Vortex
Homogenizador

Sistema extractor Soxhlet
Papel filtro o dedal de celulosa
Bafio termorregulador

Estufa de aire 103 + 2°C
Tamiz de malla de 1 mm

Sandra Hernandez — Judis Ortega
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7.3.1. Reactivos

e Hidroxido de sodio (NaOH) al 50 %
e Indicador (rojo de bromocresol)

e Acido sulfurico (H,SO4) al 1l %

e Cloruro de bario (Cl,Ba) al1 %

e Agar Mossel

e Agar plate count

e Agua peptona

e Caldo nutritivo

e Hidroximetil amino metano CNH, (CH,OH)
e Agua destilada

e Cloruro de calcio (Cl,Ca)

e Fosfato de calcio Ca3z(PO4)2

e Caldo tripticasa

e Eter etilico P.E. 40-60°C

e Eter de petréleo P.E. 40-60

e Acido clorhidrico

7.4. PRUEBAS

7.4.1. Descripcion del proceso de encapsulacion

Para que se formen estructuras tubulares se requiere de la proteasa del bacillus
licheniformis (BPL) (serin endoproteasa) la cual acttia sobre la a- lacto albumina, el
resultado es un gran numero de péptidos, la degradacion proteolitica de la a- lacto albumina
resulta en un mezcla de productos de la degradacién denominados péptidos, los cuales

sirven para la construccion de los nanotubos.

Para que se produzca la hidrolisis parcial de la proteina, la concentracién minima para la

formacion de nanotubos de a- lacto albimina es de 30 g/l, el calcio utilizado fue 1,5 mol de
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Ca/ mol de a-lactalbumina y la proteasa del bacillus licheniformis, la cual fue cuantificada
mediante de escala de Macfarland (ver Anexo B).

Se comenzé el procedimiento de formacién de nanotubos diluyendo 30 de gr de a-lacto
albumina en 100 ml de agua destilada, esta solucion fue sometida a bafio Maria a una
temperatura 50 °C con agitacién constante durante un periodo de tiempo de 3 minutos,
seguidamente se adiciono una solucion de 206,7 g Cas (PO,), en 100 ml de agua destilada
las cuales se mezclan con agitacién constante, posteriormente se preparo la solucion de tris
buffer (NH,C (CH,OH)3) agregando 9,2 g del tris buffer en 452.1 ml de agua destilada para
regular el pH a 7,5; se ajusta la temperatura a 37 ° C y se adicionan 2 ml del inoculo de
Bacillus licheniformis que contenia 1,5x10° UFC/ml (previamente cuantificado por
espectrofotometria escala de Macfarland ) (Ver Anexo B). Se tomo la lectura del pH para

corroborar que se encontrara dentro del rango requerido. Se deja reposar esta solucion.

El aceite de pescado se agregd como Ultimo componente a tres muestras distintas variando
en cada de ellas la concentracion de aceite (50 ml, 30 ml, 20 ml) con el fin de medir la
eficiencia de encapsulacion del aceite. Se procede asi a la homogeneizacion a escala de
laboratorio en un homogeneizador IKA R 104 utilizando un agitador de alta velocidad, la

emulsion resultante se lleva a incubacion a 37 °C por un periodo de 24 horas.

7.4.2. Determinacion de materia grasa (A.O.A.C oficial method 945.102)

Una cantidad previamente homogeneizada, seca y medida del aceite se somete a una
extraccion con éter de petroleo, libre de peréxidos o mezcla de ambos. Posteriormente, se

realiza la extraccion total de la materia grasa libre por Soxhlet. (Ver Anexo D)
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7.4.3. Estabilidad de la emulsién

Cada emulsién fue colocada en una probeta y almacenada a 37°C en una incubadora. La
evaluacion visual de la emulsidn se realizo determinando el espesor (en centimetros) de una
fase de suero claro distintiva. Los resultados fueron comparados y expresados como indice

cremoso (%) de la altura de la emulsion total en la probeta.

Altura de la capa suero

% indice cremoso = 100 -
altura total de la emulsion

7.4.4. Estabilidad de las capsulas por cambios de pH

Como los nanotubos solo se forman dentro de un estrecho intervalo de pH, ellos se
desensamblan de manera controlada, reduciendo el pH a valores acidos. Los geles formados
de nanotubos de a-Lactoalbmina se caracterizan por ser mecanicamente sensibles aunque
de manera reversible, es decir la fuerza de gel se reconstruye luego de que el gel se licua

por agitacién mecanica ligera.

Para verificar la estabilidad de los nanotubos se utiliza Acido Clorhidrico 0.1 normal
adicionandolo controladamente para observar en que rangos los nanotubos empiezan a
liberar el aceite contenido en ellos. Se observd una desestabilizacion del gel dispersando el
aceite con separacion de fases en rangos de pH entre 1.5 - 2.5, haciendo un paralelo con el
pH de los jugos gastricos se puede inferir que al ser utilizados los nanotubos en un alimento
el desensamble del aceite se dard a pH muy acido como los del estbmago y no en otras

condiciones.
7.4.5. Evaluacion de la taza del aceite de arenque encapsulado

El aceite libre fue extraido usando el método Soxhlet descrito para la extraccion de grasa
libre (Ver Anexo D).
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7.4.6. Determinacion de materia grasa

Con base en el método A.O.A.C 945.102 Qil in Fats (Método Soxhlet). El ensayo se realiza
de acuerdo con la norma. Como la muestra tenia mucha humedad se secé a 103 + 2°C en

estufa de aire forzado

Obtencidn de la alfalactoalbumina, Cepas
del bacillus licheniformis y aceite de
arenque

Muestreo

Ensayo 20 ml
Ensayo 50 ml Ensayo 30 ml

v

Seguimiento de estabilidad de la
emulsién

Verificacidon de la
Estabilidad de la

L encapsulacién por
emulsion

microscopia

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia
Fuente: (Hernandez-Ortega. 2011).
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7.5. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Con el analisis de este estudio se presentan los resultados de la investigacion en la

obtencion de nanotubos apartir de alfalactoalbumina para el encapsulamiento de acidos

grasos poliinsaturados contenidos en aceite de arenque, dichos resultados se obtubieron

mediante la formulacion y porcentajes obtenidos del metodo Graveland-Bikker - 2006Los

resultados se plantean a partir de tres muestras a diferentes concentraciones, de esta manera

se determina la mas estable y eficiente.

7.5.1. Estabilidad de la emulsion

En este punto del experimento determinamos la estabilidad de la emulsion obteniendo el

porcentaje del indice cremoso donde se encuentran contenidos los nanotubos. La cual

estaba almacenada a 37 °C.

Sandra Hernandez

16,5 cm

% indice cremoso (50 ml) = 100 X 53 om

% indice cremoso (50 ml) = 71,73

14 cm
19 cm

indice cremoso (30 ml) = 100 X

indice cremoso (30 ml) = 73,68

16 cm
19 cm

% indice cremoso (20 ml) = 100 X

% indice cremoso (20 ml) = 84,21

Judis Ortega
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De los resultados anteriores deducimos que la muestra mas estable es la que contiene 30 ml

de aceite ya que fue la que mas encapsulo, por encima de la de 50 ml y bajo las mismas

condiciones.

7.5.2. EFICIENCIA DE LA ENCAPSULACION POR SOXHLET

Peso capsulas Peso de las muestras Peso total Peso de capsulas
vacias (A) ©) luego del secado (B)
C1(50 ml): 62,26 g 8,04 ¢ 70,3 ¢ 66,76 g
C2(30 ml): 63,49 g 6,06 g 69,55 g 66,019
C3(20 ml):59,55 g 5,039 64.58 g 61,11 g
% Humedad = E * 100

Resultados:
C1 (50 ml) :44,02
C2 (30 ml) :58,41

C3 (20 ml: 68,98

Sandra Hernandez — Judis Ortega
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Extraccion por reflujo en el extractor Soxhlet
e Disolvente utilizado: éter de petr6leo 450 ml

e Cantidad de muestra seca utilizada y contenido de aceite en muestra seca

C1 (50 ml): 5.04 g
C2 (30 ml): 3.06 g
C3 (20 ml): 2,03 g
Para muestra C1 (50 ml)
e Peso del bolsillo de papel filtro: 1.91gr.
e Peso del baldn recolector vacio: 105.19 gr (m1)

e Peso del balon recolector con aceite sin éter de petréleo:107,19 gr. (m2)

m2—ml
% grasa C1 = — 100

Donde: m peso de la muestra
m; peso del baldn recolector vacio
m; peso del balon recolector con aceite

107,19 g — 105,19
% grasa C1 = 04 * 100
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107,19 g — 105,19
% grasa C1 = 04 * 100

% grasa C1 = 39,48 %

Para muestra C2 (30 ml)
e Peso del bolsillo de papel filtro: 1.94 gr.
e Peso del balon recolector vacio: 107.23 gr (ml)

e Peso del baldn recolector con aceite sin éter de petréleo:108,43 gr. (m2)

m2 —ml
% grasa C2 = — 100

Donde: m peso de la muestra
m; peso del balon recolector vacio
m; peso del balon recolector con aceite

108,43 — 107,23
% grasa C2 = 306 * 100

% grasa C2 =39,21

Para muestra C3 (20 ml)
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e Peso del bolsillo de papel filtro: 1.90 gr.
e Peso del baldn recolector vacio: 106,08 gr (m1)

e Peso del baldn recolector con aceite sin éter de petr6leo:107,08 gr. (m2)

m2 —ml
% grasa C3 = T* 100

Donde: m peso de la muestra
m; peso del balon recolector vacio

m; peso del balon recolector con aceite

107,08 — 106,08
% grasa C3 = 503 * 100

% grasa C3 =49,26

El proposito fundamental de esta investigacion fue obtener nanotubos a partir de una matriz
formada por una proteina lactea para determinar la proteccion que esta brinda a la
oxidacion de los acidos grasos polinsaturado contenidos en el aceite de arenque y por

ultimo evaluar la estabilidad de estos y bajo que parametros se liberan dichos nanotubos.

Tomamos tres muestras de aceite de arenque a diferentes concentraciones para medir la
taza de encapsulacién mas eficiente, para esto se le determino la concentracion de grasa
cruda en la fase de suero claro distintivo con el fin de determinar cudl de las tres muestras
encapsulo mejor el aceite , al realizar las pruebas, se dedujo que el mejor rendimiento fue
la C2 (39,21) ya que a menor volumen de solucion y concentracion de aceite la eficiencia

de la encapsulacion fue relativamente similar a la C1 (39.48).
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7.5.3. Verificacion de la nanoencapsulacion por microscopia

Esta prueba se realiza con el fin de observar la morfologia y tamafio aproximado de las
microcéapsulas de aceite formadas. Esta prueba se llevo a cabo con un microscopio 6ptico
marca OLYMPUS BX 41, El aumento empleado para las observaciones fue de 100 X.

Fuente: (Hernandez- Ortega- 2011)
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Para 50 ml

Para 20 ml
Imagen al microscopio 6ptico de nanotubos de alfalactoalbumina

Fuente: (Hernandez- Ortega- 2011)
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8. CONCLUSIONES

El auto ensamble de la proteina hidrolizada de la leche alfa lactalbumina conduce a
nanotubos largos y rectos, que resisten algunos tratamientos importantes, como
calentamiento y deformacion mecéanica. Debido a su linearidad, cavidad nanométricas, y
desensamble controlado, los nanotubos de a-lactalbumina tienen potencial para su uso en
nanotecnologia con aplicaciones en alimentos y productos farmacéuticos. El nanotubo de o-
lactaloumina muestra que es posible crear interesantes nanoestructuras basadas en proteinas
alimenticias. Ellos ilustran las prometedoras aplicaciones nanotecnologicas que podrian

tener en la ciencia de los alimentos.

Los nanotubos obtenidos por auto ensamble arrojaron los resultados esperados: la
formacién adecuada de una matriz de micro encapsulacion, donde se obtuvo una barrera
contra agentes externos ( oxigeno, luz, temperatura), estabilidad ante la oxidacion de acidos
grasos, una eficiente taza de encapsulacién de 60.79 %, que comparada con investigaciones
anteriores tienen gran proximidad en los valores de rendimiento (70%), esto nos lleva a
deducir que el proceso realizado fue exitoso, enmascarando olores y sabores caracteristicos
del aceite de pescado, lo cual es un excelente avance teniendo en cuenta que estos
nanotubos se pueden utilizar para enriquecer alimentos y nace como una buena opcién para

las personas que tienen aversion al pescado ya que el aceite resulta imperceptible.

La modificacion del pH provoco un desensamble espontaneo en los nanotubos, por tal
razén podemos inferir que su estabilidad en el alimento no se va haber afectada por
condiciones de temperatura, solamente ocurre esta modificacion cuando el alimento se

encuentra en el estomago donde el pH es altamente acido.
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9. RECOMENDACIONES

e Mejorar los métodos de obtencion de la alfa lactoalbumina.
e Realizar experimentos de obtencion de nanotubos con otros materiales pared con el
fin de profundizar sobre este tema y analizar la influencia y su eficiencia.

e Optimizar la metodologia para futuros estudios.
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ANEXOS
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ANEXO A

Preparacion de medios de cultivos

Fuente: (Hern&ndez- Ortega- 2011)
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ANEXO B
Escala de Mac farland

La utilidad de la escala es poder realizar suspensiones bacterianas ajustadas a un patron,
generalmente se suele usar el 0,5 Mc Farland, para esto se toma una muestra de nuestra
bacteria y la inoculamos en un tubo con solucidn salina, en el momento en que se produzca
un poco de turbidez ya estamos en el 0,5 (de forma visual). La finalidad, es establecer una
relacion entre una precipitacion quimica y una suspension bacteriana. Creamos 10
estandares (en la tabla aparece la composicion de estos) y por espectrofotometria, creamos
una recta patron, de forma que vamos a poder detectar la concentracion de nuestras
diluciones bacterianas (de manera aproximada, ya que depende de factores como el tamafio
de la bacteria, la formacién de agregados). La escala se basa en la capacidad de

precipitacion del cloruro de bario en presencia de acido sulfurico.

TUBO Cl,Ba 1% SO4H2 1% U.F.C/ml
1 0,1 99 3,0x10°
2 0,2 98 6,0x10°
3 03 9,7 9,0x10°
4 0,4 96 1,2x10°
5 05 95 1,5x10°
6 0,6 9,4 1,8x10°
7 0,7 93 2,1x10°
8 08 9,2 2,4x10°
9 09 9,1 2.7x10°
10 1,0 9,0 3,0x10°

Para esto se homogenizo el inoculo a 3000 rpm por dos minutos en Vortex mixer, se
procedio a realizar la escala de Macfarland espectrofotometria en la cual utilizamos un
lector de placa UV/VIS, de longitud de onda de 620 nanémetros, con un rango de
absorbancia estandarizada para determinar Macfarland de 0,08- 1. Dando como resultado
una cantidad aparente 0,083 (1,5 X 10 ® UFC) por cada ml del inoculo.
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Fuente: (Hern&ndez- Ortega- 2011)
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ANEXO C
Purificacién de alfalactoalbumina

El lactosuero se obtuvo de la procesadora de leche coolechera- Cartagena, se le realizaron
pruebas de acidez, pH, temperatura. Luego se agrego 1,2 g de calcio (cloruro de calcio) por
cada litro de lactosuero tratado, se ajusto el pH a 7,3 y se vario rdpidamente la temperatura
a 50 °C, lo cual permite precipitar y separar las fosfolipoproteinas presentes, se mantiene de
50 -75 °C por 30 minutos, se realizo una concentracién a en vacio a 50 °C hasta
concentrarlo al 40 % este proceso tardo 72 horas, se ajusto el pH a 3,97 con una solucion de
HCL 0,1 N, luego se procede a realizar una ultrafiltracion sin temor sin temor que a que las
membranas se tapen; las proteinas quedan retenidas y pasan los componentes de bajo peso
molecular de manera que se obtuvo un liquido filtrado denominado permeado rico en sales
y lactosa y un liquido retenido que no pasa atreves de la membrana de ultrafiltracion
llamado retenido que es el concentrado de proteina de lactosuero. Los resultados en
rendimientos son decepcionantes por tal razon se realizo gran cantidad de veces este
método para obtener la cantidad de alfa lacto albumina requerida, el siguiente paso fue

secar al vacio el retenido

W SUERO CLARIFICADO

pH 38
termocaicica \, : - 30 min a 55°C
mw -+ fosfolipoproteinas .
polimeros cargados MICROFILTRACION
SUERO CLARIFICADO & Ny
\ PERMEATO RETENTATO
desalado | desalado
: ~—v lactosa + sales y secado pHT0
ultraftracin minerales(permeato) Y microfiltracion
W'PC B-LACTOGLOBULINA ‘ secado
oaotad) P} aLACTALBIMINA
(70% de pureza)
Fraccionamiento del suero de queso Separacion de la p-lacto globulina y a- lacto albumina

Fuente: J. L. Maubois
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ANEXO D

Determinacion de materia grasa

41.1.5E
A0 Ovfficial Methood 945 10052
il (Miimeral) in Fats

Al Qualiitative Test—FProswcedurs

FPlace 1 mi. il or moelted far in Erlemmeyer; addd 1 mal FEOOE
solutiomn (3 + 27 amd 25 ml. alcobol Boil under reflux =it condsansar,
shaking cccasiomally, mntl saponifHicaton is complbete (ca 5 moam])e
Add 25 ml H A0 amd mix. In presenc s of =0 5% mimnveral odl, distamct
mrbidity appears.
8. Quanifitative Method—Fmal Aciiomn

(Cmurzon s Sew dppendix B zsafety notes o distillasteem, flammable
salvents, and petmolenm ether.])

Treat nunsaponitiable residoe [033 08liree 41 .1 39, with H,SO, as
elow. When wvery smeall amounts of mineral odl are present, snoaesh
nn=aponifSshle residose for test may e obtmined sz follows:

Saponify 110 g fat by refluxines mnder air condenzer 2 h anth 55
mT. FUOH zolation {3 + 27 and 240 bl slcobhol, with occssiomsl
shaking ool add 300 mT. peoclenn ether (bp 35607, and transfer
o separator Finse fl=csk with 294940 b aloohod and add rinsinges o
separstor. Sdd 420 mi. HO and shake vigornowsly et layers sepa—
rate, draim lowers layer, and twansfer mpper layer o another separator
Fepeat extraction «f saponiffied fat writh 300 ml. pegclewm sther,
anmd comixine eximacts. Wash extract twice with &0 ml. portiomns ELOY,
nsing gentle agitafion. Fepeat washings with &0 maT. .58 FOE
followed by wvigorons agitaton with swocessive G0 mT. portioms FoO0
nnil washings are alkali-free. Evaporate extract to soeall wobomme aned
dry warith anhydrous Pa, S0,

Filrter peoolewmwm sther solutoen threunsh smmeall comon plogs inso
Basboock milk-test bottle, [@59_ 04alra) (see 33.2.27). add few smaall
Fiecss bhroken porocslzin. and remows selvant by heanins om SheEam
baath while passing corrent of sir thoouwgsh bottle. Cool, add 5 ool
H,50, mix, and Eeep bomle in boilins FHLO bath 30 muin, shaking
oeccasionally. Flemows bomle Tom bath, cool, smd SI0 whith H,S500,
nntl smrfEce mses well Imne graduated meck . Cenifuse 5 muim at 12300
rpm an<d read volnms of nnreacted residmss I enouzh mineral odl is
amailable, obtain demsity as in [PPSO 48] (sees 40104, using souall
Sprensel tabs. Weizht mineral odl can be closely approsimated by
multiphringe voelnme by 0028 Fefractive imdex of colorlass resicdans
shomld be <1 _SHF at 207,

Feforence: Ja&IOD4HC P8 Z2ES(1%45)
CAS-HFl1I2Z-95-1 {(mimneral oil])
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Fuente: (Hernandez- Ortega- 2011)
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