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RESUMEN

La gelatina de pescado ha ganado una creciente atencién como alternativa a la gelatina de mamiferos. Sin embargo, la bisqueda
de nuevas fuentes con caracteristicas similares a las comerciales auin es necesario. Debido a esto, el objetivo de este estudio fue
obtenery caracterizar gelatina de piel de Doncella (Pseudoplatystoma fasciatum) y evaluar su uso como material encapsulante al
producir microparticulas por coacervacién compleja. La gelatina y la goma ardbica se utilizaron como materiales de paredy aceite
de Mauritia flexuosa, como material de relleno. La gelatina de piel Doncella fue obtenida por extraccidn acida y evaluada en
cuanto a los aspectos: rendimiento, punto de fusidn; distribucién de masa molar; composicién proximal; tamafio, morfologia,
didmetro medio de particulas y eficiencia de encapsulacidn. El rendimiento de la gelatina en polvo fue de ~20.03% por 100 g de
piel himeda, ademas, presentd un punto de fusién de 29.1°C. Los didmetros medios reportados fueron 117.40 pm +38.05 y 105.39
um *37.93, cuando fueron utilizados gelatina de piel de Doncella (MCGD) y gelatina porcina (MCGP), respectivamente, con
diferencias estadisticas significativas (p<0.05). Las eficiencias de encapsulacién obtenidas por los sistemas MCGD y MCGP fueron
88.45 £ 1.77'y 83.78  4.44 respectivamente. En conclusién, demostramos la viabilidad de la gelatina de Doncella como material
encapsulante. Mds aun faltan investigaciones para garantizar la calidad de la gelatina. De esta forma, ponemos de manifiesto el
potencial de la gelatina de piel de Doncella para usos en diversas dreas.
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ABSTRACT

Fish gelatin has gained increasing attention as an alternative to mammalian gelatin. However, the search for new sources with
characteristics similar to commercial ones is still necessary. Due to this, the objective of this study was to obtain and characterize
Doncella skin gelatin (Pseudoplatystoma fasciatum) and evaluate its use as an encapsulating material when producing
microparticles by complex coacervation. Gelatin and gum arabic were used as wall materials and Mauritia flexuosa oil, as filler
material. The Doncella skin gelatin was obtained by acid extraction and evaluated in terms of the aspects: yield, melting point;
molar mass distribution; proximal composition; size, morphology, average particle diameter and encapsulation efficiency. The
yield of the gelatin powder was ~ 20.03% per 100 g of wet skin, in addition, had a melting point of 29.1 ° C. The mean diameters
reported were 117.40 um * 38.05 and 105.39 um =* 37.93, when Doncella skin gelatin (MCGD) and porcine gelatin (MCGP) were
used, respectively, with significant statistical differences (p <0.05). The encapsulation efficiencies obtained by the MCGD and
MCGP systems were 88.45 + 1.77 and 83.78 + 4.44 respectively. In conclusion, we demonstrate the viability of the Doncella gelatin
as an encapsulating material. But there is still a lack of research to guarantee the quality of gelatine. In this way, we highlight the
potential of Doncella skin gelatin for uses in various areas.
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1.  INTRODUCCION

El aprovechamiento de subproductos de la industria
pesquera, asi como de la comercializacidn directa de
peces en los mercados, permite minimizar el impacto
que estos generan en el medioambiente. Asi mismo, el
aprovechamiento de proteinas como el colageno
procedente de distintas partes del pescado son una
buena alternativa para la obtencidn de gelatina [1]. La
gelatina es una proteina desnaturalizada derivada del
coldgeno por termo-hidrdlisis que tiene la propiedad
reoldgica de termo-reversibilidad [2]. Las fuentes de
gelatina alternativas, especialmente las pieles de
pescado estdn siendo utilizadas como una buena opcidn
frente a las obtenidas de mamiferos, debido a la
preocupacion por la transmision de patdgenos,
enfermedades como la encefalopatia espongiforme
bovina [3], asi como también, debido a las restricciones
culturales o relacionadas con la bioseguridad [4]. Ya
fueron reportados algunos estudios del
aprovechamiento de gelatina a partir de pieles de
pescados como Bacalao [5], Tilapia [6], Trucha [7], Tollo
[8], entre otros. Mas la bisqueda nuevas fuentes que
proporcionen gelatina que se comporten como la
comercial ain continda.

La gelatina es un producto utilizado en diversas
industrias, especialmente en la alimentaria donde
destaca por su amplia gama de aplicaciones como
estabilizante, espesante y texturizante, aumentando la
consistencia, elasticidad y estabilidad en yogures,
helados, quesos y otros, también se aplica como
clarificante de bebidas [9]. Las nuevas tecnologias
como la microencapsulacion emplea la gelatina como
agente encapsulante de compuestos bioactivos
(vitaminas, lipidos, aminoacidos, minerales, aromas,
colorantes y otros como microorganismos probidticos y
aditivos naturales [10], teniendo como par polimérico la
goma arabica. La finalidad de la proteina es proteger
estos compuestos de factores como el calor, humedad,
oxidacién y volatilidad, permitiendo mantener su
estabilidad y viabilidad. De esta manera las
microparticulas ayudan a que los materiales
alimenticios empleados resistan las condiciones de
procesamiento y empacado, mejorando el sabor,
aroma, estabilidad, valor nutricional y apariencia de los
productos finales [11].

Por su parte, la Doncella es un pez muy apreciado en
la amazonia debido a la calidad de su carne por lo que
es aprovechada en la culinaria. Como una forma de
redireccionar el comercio de este pez e impulsar el
desarrollo de tecnologias como la microencapsulacién,
que permitan el aprovechamiento de residuos
generados durante el procesamiento y comercializacién
de peces; el objetivo de este estudio fue obtener y
caracterizar gelatina de piel de Doncella
(Pseudoplatystoma fasciatum) y evaluar la eficiencia de
encapsulacién al aplicarla como encapsulante de un
compuesto bioactivo (aceite de Mauritia flexuosa) en la
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produccién de microparticulas
compleja.

por coacervacion

2. MATERIALY METODOS
2.1. Material

Este estudio fue conducido usando pieles de
Doncella (Pseudoplatystoma fasciatum) provenientes
de comerciantes locales del mercado de Belén,
provincia de Maynas, Loreto-Perd. Las pieles fueron
obtenidas por fileteado manual, cortadas en trozos de
aprox. 3 x 3 cmy almacenadas a -18 °C hasta el momento
de los analisis.

2.2. Reactivos

Fueron utilizados goma arabica de acacia de lote:
SLBL 3988V, asi como Pancreatina de cerdo (P7545-25G,
8 x USP), lote SLBP9482V adquiridos de Sigma Aldrich
Co. (St. Louis, MO, USA); gelatina porcina (Gelita South
merica 240P/6 de tipo A); aceite de aguaje
proporcionado por Negocios Agroindustriales Loreto
S.A.C. (Loreto, Perd). Fueron adquiridos de Merck
Peruana S.A. (Lima, Perd): &cido sulfurico (lote:
K4746131545), cloroformo (lote: K47769245), hidréxido
de sodio (lote: K47498778). Asimismo, agua destilada y
demds reactivos de grado analitico.

2.3. Obtencién y caracterizacién de gelatina

La Figura 1 muestra el proceso de obtencidn de
gelatina de piel de Doncella siguiendo la metodologia
descrita por Montero y Gémez-Guillen [12] con algunas
modificaciones. Previamente a la obtencidén de gelatina,
las pieles almacenadas en congelacién fueron
descongeladas a 8 °C por 20 h, lavadas ocho veces con
agua potable. El exceso de agua fue removido y las
pieles escurridas fueron pesadas. El analisis proximal
fue conducido siguiendo los métodos de AOAC [13].
Para los porcentajes de humedad (método n° 952.08),
ceniza (método n° 938.08), lipidos (método n° 991.26)
fue empleado analisis gravimétrico en la determinacién
de los resultados. El contenido de proteina (método n°
955.04), utilizd el valor 5.55 como factor de conversién
de nitrégeno para proteina. Los resultados se
expresaron en porcentaje de materia seca.

El punto de fusidn se determind segin Ia
metodologia descrita por Choi y Regenstein [14]. De
acuerdo con la metodologia descrita por Laemmli [15],
se evalud la distribucién de masa molar, a través del
analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). El rendimiento de gelatina extraida se
determind por los gramos de gelatina granulada
obtenida por cada 100 g de piel himeda [16].
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Figura 1. Flujograma para la extraccion de gelatina de pieles de

Doncella (Pseudoplatystoma fasciatum)

2.4. Produccién y caracterizacién de microparticulas
por coacervacion compleja

La Figura 2 muestra el flujo para la produccién de
microparticulas coacervadas de acuerdo con el método
descrito por Thies [17] y modificado por Lamprecht,
Schéfer, y Lehr [18]. El porcentaje de eficiencia de
encapsulacién (%EE) fue calculado como la cantidad de
aceite encapsulado por gramo de microparticula, con
relacidn al aceite utilizado inicialmente en el sistema. El
contenido de aceite dentro de las microparticulas
himedas fue cuantificado siguiendo la metodologia
descrita por Bligh & Dyer [19], para eso, fue liberado el
aceite por accién de pancreatina (0.5 mg/mL) con
posterior adicién de citrato de sodio (3%). La
determinacién del tamafio y morfologia de las
microparticulas himedas fue realizada por microscopia
Optica, donde fue utilizado microscopio Jptico
(Microscopio Zeiss 140 Primo Star) con captacion de
imagenes utilizando el programa ZEN 2.3, fueron
medidas 300 microparticulas por muestra analizada.
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Figura 2. Flujograma para la produccién de microparticulas por
coacervaciéon compleja. Los nimeros sobrescritos indican
los puntos estudiados en el disefio experimental: 2 Aceite
de aguaje en las concentraciones de 50, 75 y 100% en
relacién con la masa total de los polimeros de pared del
sistema en base seca. ° Velocidades de agitacién de 10000,
14000y 18000 rpm.

Las condiciones de produccién de las microparticulas
fueron definidas a través del planeamiento
experimental factorial 2> con 5 puntos centrales. La
eficiencia de encapsulacién se considerd como variable
dependiente del planeamiento experimental, mediante
la evaluacién de las variables independientes y los
niveles mostrados en la Tabla 1.

TABLA 1 Variables y niveles estudiados en el disefio experimental

Variables -1 0 +1
Velocidad de
A 10000 14000 18000
homogenizacién? (rpm)
Material activo® (%) 50 75 100

2Velocidad de homogenizacidn de las soluciones de gelatina-material
activo (en Ultra Turrax/5 minutos).  Porcentaje de material activo
(aceite de aguaje) en relacién con la masa total de los polimeros en
base seca. Para todos los niveles se utilizé concentraciones de
polimeros al 2.5% en la proporcién 1:1 (Gelatina Doncella: Goma
arabiga) para la formacion de pared de las microparticulas.

Se utilizd el software STATISTICA 10 para el analisis
estadistico. Por otro lado, el analisis de la varianza
(ANOVA) evalud las respuestas de la caracterizacion de
las microparticulas. Los promedios fueron comparados
utilizando el test de Tukey, las diferencias entre los
promedios fueron considerados significativos a 5%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1. Gelatina de piel de Doncella

La Tabla 2 muestra la composicién centesimal de la
piel y gelatina de Doncella. Los resultados encontrados
estan de acuerdo a valores descritos anteriormente en
la literatura [20]. Asimismo, los valores de humedad,
ceniza, lipidos y proteina hacen de la gelatina un
material prominente para aplicaciones alimentarias.

TABLA 2 Composicién centesimal de la piel y gelatina de Doncella

Composicién Piel de Gelatina de piel
(%) Doncella de Doncella
Humedad 59.73 * 0.61 8.78 £ 0.05
Proteina 80.14 £2.31 99.36 £1.57
Ceniza 1.22+0.08 0.20 £ 0.02
Lipidos 18.66 * 4.32 0.45 * 0.25

Promedio + desvio padrén (n=3)

De la misma manera, el rendimiento de la gelatina
extraida de piel de Doncella fue de ~20.03% por cada
100 g de piel himeda. Por el contrario, estudios en
gelatina a partir de piel de tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) reportaron 18.3% de rendimiento para gelatina
a partir de piel de tilapia del Nilo [6]. En contraste con lo
encontrado en gelatina a partir de piel de “kerapu”
superd el 68% [21]. Cabe mencionar que, el rendimiento
de la gelatina puede variar con el método de extraccion
utilizado, la edad, la especie del pescado utilizado y el
medio del cual es obtenido [22]. La gelatina obtenida
presenta color amarillo, siendo ésta menos intensa que
la de la gelatina porcina utilizada como referencia.

La gelatina de Doncella presentd un punto de fusion
de 29.1 °C, un valor préximo al de la gelatina porcina
comercial (29 °C) y mayor a lo presentado por otras
gelatinas extraidas de peces tropicales [6,23].

Figura 3 Apariencia visual de muestras de gelatina. GD: gelatina
de piel de Doncella GP: gelatina porcina.

Estudios anteriores sefialan que gelatinas obtenidas
de peces de aguas tropicales y subtropicales presentan
puntos de fusién de ~ 24-29 °C, temperaturas cercanas a
lo presentado por gelatinas comerciales de origen
mamifero (>30 °C). Esto se traduce en propiedades
termogénicas y termoestables similares entre ambas
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gelatinas en contraste con gelatinas obtenidas de peces
de aguas frias (con puntos de fusién <17°C) [24].
Asimismo, elevados puntos de fusién se traducen en
una mayor estabilidad de los geles de la gelatina, siendo
directamente proporcional al contenido de Prolina
(Pro) e Hidroxiprolina (Hyp) presente en la gelatina,
debido que son estos aminodcidos los que permiten la
formacion de hélices intermoleculares [25].

El perfil electroforético de la gelatina de Doncella
(GD) y porcina (GP) presentd bandas correspondientes
a las cadenas de colageno a, B y y (Figura 4). La GD
mostré bandas mucho mas definidas que la GP, siendo
mayor la presencia de componentes 3 con MM > 200
KDa, mientras que los componentes a presentaron MM
>110 KDa. Distribuciones de bandas de alta masa molar
también fue observado en perfiles electroforéticos de
gelatinas extraidas de tilapia del Nilo [6], cachama,
carpa plateada, carpa comin, bacalao [26], pargo rojoy
mero [23].

Marcador
Molecular

kDa

150—

120— B =t

— a2
100—

R i

85—

Figura 4. Perfil electroforético (SDS-PAGE) de gelatina porcina
(GP) y gelatina de Doncella (GD) con relacién al marcador molecular

Las MM de las gelatinas varian entre ~10 y 300 KDa,
el cual depende de la especie y proceso de extraccion
[6]. Los autores observaron que gelatinas de fracciones
bajas MM se debe a una extraccion a elevada
temperatura que generan dafios o pérdidas parciales de
cadenas a, cuya constitucion (constituida por un padrén
repetitivo de Glicina-Pro-Hyp) determina el poder
gelificante y termoestabilidad de la gelatina [27]. En
consecuencia, una gelatina degradada a fracciones de
menores MM, presentard propiedades funcionales
reducidas (bajo punto de fusidén, viscosidad vy
gelificacién) [28].
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3.2. Microparticulas obtenidas a partir de gelatina de
piel de Doncella, goma arabiga y aceite de aguaje
por coacervacién compleja

A partir del planeamiento experimental fue
obtenido los valores de eficiencia de encapsulacion
(%EE) (Tabla 2). A través del tratamiento 2 (1800 rpm y
50% de masa de relleno) se logré obtener el
tratamiento. La evaluacidn de los resultados indicd
efecto significativo (P < 0.05) del % material activo sobre
la eficiencia de encapsulacidon de las microparticulas
coacervadas, como muestra el diagrama de Pareto
(Figura 5).

TABLA 3 Eficiencia de encapsulacion para evaluacién de produccién
de microparticulas por coacervacién compleja utilizando gelatina de
piel de Doncella.

Valor
Tratamiento codificado d Val‘o‘r
ecodificado %EE
> VH
MA VH MA

1 -1 10000 79.95
-1 50

2 1 18000 83.78
-1 50

3 -1 10000 50.70
1 100

4 1 18000 56.40
1 100

5 0 14000 58.25
o 75

6 0 14000 58.33
o 75

7 o] 14000 63.88
o 75

8 o] 14000 59.47
o 75

9 o] 14000 57.86
o 75

VH = Velocidad de homogenizacién (rpm/5 minutos), MA=Porcentaje
de material activo en relacién con la masa de polimeros formadores
de pared, EE= Eficiencia de Encapsulacién calculada con base a la
cantidad de aceite cuantificado por gramo de microparticula, en
relacién con el aceite inicialmente utilizado.

En cuanto a los resultados del %EE (Tabla 2), fue
posible establecer una relacidn inversa entre el
incremento del MA y el %EE. En todos los tratamientos
estudiados, un aumento en el contenido de MA
disminuy¢ el %EE. Este resultado es consistente con los
reportados por [29], quienes informaron que un
aumento del aceite esencial de tomillo disminuye en 25%
la eficiencia de encapsulacién cuando utilizaron
microparticulas de alginato.

Por su parte, microparticulas utilizando gelatina
extraida de tilapia como material de pared, mostraron
que la concentracién del material activo tiene influencia
sobre la eficiencia de encapsulacién [6]. De modo
contrario, la concentracién de polimeros y velocidad de
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homogenizacion no presentan efecto significativo
sobre la EE. Demostrando, de esta manera, coherencia
con los resultados obtenidos en el presente estudio.

Figura 5. Grafico de Pareto con valores estimados de los efectos
principales e interacciones de segunda orden para las variables
estudiadas.

DV: Eficiencia de Encapsulacion (%)

(2)Material Activo (%) -4.822

(1)Velecidad de hemogenizacion (rpm) 811537

1by2 1592418

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Consecutivamente, fue construido un gréafico de
superficie de respuesta para  mostrar el
comportamiento de las variables en relacién con la EE
(Figura 6).

DV: Eficiencia de Encapsulacion (%)

z 2 B

- \-W'-'ﬂm@“a B BRI
@

£
kY
i
e
5 < Il > 50
Y Bl < 50
B <70
<60
B <50
B < 40

Figura 6. Grafico de la superficie de respuesta para la eficiencia de
encapsulacién en funcién de la velocidad de homogenizacién (rpm) y
material activo (%).

Las eficiencias de encapsulaciéon obtenidas por los
sistemas MCGD y MCGP fueron 88.45% +1.77y 83.78%
4.44 respectivamente, no mostrando diferencias
significativas (P > 0.05). Tales resultados, indican que el
origen de la gelatina utilizada en la formacién de
material de pared no interfiere en la encapsulacién del
material activo [6].

Las  caracteristicas  morfoldgicas de las
microparticulas producidas fueron obtenidas por
microscopia Optica, el cual nos permitiéd observar
microparticulas de forma esférica con gotas de aceite
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distribuidas en toda la matriz, aparentemente integras,
independiente del tipo de gelatina utilizada.

Los didametros medios de las microparticulas
coacervadas himedas conteniendo aceite de aguaje,
fueron determinados por microscopia dptica y se
muestran en la Figura 5. Los didmetros medios
reportados fueron 117.40 um * 38.05 y 105.39 um *
37.93, cuando fueron utilizados gelatina de piel de
Doncella y gelatina porcina, respectivamente, con
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05).

El tamafio de las microparticulas producidas por
coacervacion compleja es afectado por varios
parametros, que incluyen velocidad de agitacidn,
viscosidad de la  solucién, estequiometria
(relleno/biopolimeros), volumen de agua de equilibrio,
etc. El tamafio de las microparticulas es del orden de
varias decenas a varias centenas de micrones [29]. Esta
variacién refleja las condiciones de proceso, incluyendo
condiciones de preparacién de la emulsién y velocidad
de enfriamiento, caracteristicas fisicoquimicas de los
materiales de pared, asi como la tensidn superficial y el
grado de hidrofobicidad del material de relleno utilizado
[6]- Los didmetros medios oscilan entre 39 y 680 um se
describieron en la literatura para las microparticulas
obtenidas por coacervacién compleja [30].

10

En estudio reciente [31], fueron producidas
microparticulas por coacervaciéon compleja utilizando
gelatina y goma ardbiga, el diametro medio encontrada
para microparticulas hiimedas fue 100.12 um, resultados
préximos a los encontrados en el presente estudio.

Alvim y Grosso [32], reportaron didmetros medio de
96.4 um, cuando produjeron microparticulas
conteniendo oleorresina de paprika por coacervacion
compleja utilizando gelatina y goma arabiga. En otro
estudio [33] produjeron  microparticulas  por
coacervacion compleja utilizando gelatina de pescadoy
goma  ardbiga, variando la  estequiometria
gelatina:goma ardbiga (30:70, 50:50 y 80:20) a pH 3.50,
donde los mejores rendimientos de los coacervados
fueron cuando utilizaron ratio de 50:50 y didmetro
medio de 89 * 30 um, este resultado probablemente es
debido a la concentracién de biopolimero utilizado (2%
m/m).

*Sistemas Morfologia Diametro medio (um) + SD; Distribucion de
tamano
60
50
117.4+38.05
= 40
2
230
(&)
e
MCGD w 20 I
10
. I | AN -
50 100 150 200 250
Diametro medio (um)

60

%0 105.39+37.93
© 40
2
% 30

MCGP 1

w 20

10 I I

0 I .--
50 100 150 200
Diametro medio (um)

Figura 5. Morfologia por microscopia 6ptica, diametros medios y distribuciones de tamafios de microparticulas coacervadas himedas
conteniendo aceite de aguaje como material activo. MCGD = microparticulas coacervadas formadas por gelatina de Doncella y goma arabiga.
MCGP = microparticulas coacervadas formadas por gelatina porcina y goma ardbiga.
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4. CONCLUSIONES

Pudimos obtener gelatina de piel de Doncella con
un rendimiento de ~20.03% de gelatina en polvo por 100
g de piel hidmeda, viabilizando el potencial
aprovechamiento de un subproducto usualmente
descartado. La concentracion del bioactivo influencié
en la eficiencia de encapsulacién, los resultados
mostraron que el tratamiento 2 (18000 rpm y 50% de
material de relleno) tuvo el mejor resultado. Las
eficiencias de encapsulacidn obtenidas por los sistemas
MCGD y MCGP fueron 88.45 = 1.77 y 83.78 * 4.44
respectivamente, demostraron la viabilidad de Ia
gelatina de Doncella como material encapsulante. No
obstante, las microparticulas coacervadas con gelatina
de Doncella presentaron diferencias significativas en
cuanto al diametro medio, siendo significativamente
mayor a los obtenidos con gelatina porcina. Adn faltan
mas investigaciones acerca de dureza del gel (APT) y
grados Bloom de esta nueva fuente de gelatina para
garantizar la calidad del mismo.
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