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RESUMEN GENERAL
MICROENCAPSULACION DE ARGININA PARA LA SUPLEMENTACION EN
BOVINOS Y SU EFECTO EN LA CALIDAD DE LA CARNE
POR:
M. C. GERMAN CONTRERAS LOPEZ
Doctor In Philosophia en Produccion Animal y Recursos Naturales
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Luis Manuel Carrillo Lopez

Se realizaron tres investigaciones, una documental y dos experimentales.
El objetivo de la primera fue conocer los fundamentos para la encapsulacién de
aditivos alimentarios aplicados en la produccion ganadera. A partir de la revision
documental, se seleccionaron dos técnicas potenciales para la encapsulacion
eficiente de arginina considerando las caracteristicas quimicas del ingrediente y
el uso de materiales de pared apropiados para la suplementacion de bovinos.
Entonces, en el primer estudio experimental se realiz6 la microencapsulacion de
arginina en una matriz lipidica de cera de carnauba y polimero Eudragit®
mediante los meétodos de emulsificacion fundida y nanoprecipitacion,
respectivamente. Ambos sistemas encapsulados presentaron morfologias tanto
esféricas como polihédricas regulares e irregulares (cristales). En las
formulaciones cera:arginina el contenido de nitrogeno (N) disminuy6 conforme
aumento la proporcion de cera. Las formulaciones Eudragit®:arginina con 1000

mg de arginina tuvieron mayor contenido de nitrdgeno, comparadas con las
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formulaciones con 500 mg de arginina. Las formulaciones cera:arginina 2:1y 3:1
presentaron menor degradabilidad después de 5 h de digestibilidad in vitro (40.7
% y 21.26 %, respectivamente), en comparacion con la degradabilidad de
arginina no encapsulada, que tuvo 100 % de degradabilidad. Debido a la
eficiencia encapsulante de la cera de carnauba para proteger la arginina de la
degradacion in vitro, en el segundo estudio experimental se incorporé arginina
microencapsulada en la suplementacion de bovinos durante 21 d. Esto con el
objetivo de evaluar la calidad de la carne (L. lumborum) madurada (28 d) y
colocada en simulacion de anaquel durante 7 d. La inclusidbn de arginina
microencapsulada protegida contra la degradacién en rumen redujo el esfuerzo
de corte de la carne hasta en 19.54 % en el dia O (carne sin almacenar) y 12.38
% después de la simulaciéon de anaquel. Ademas, aumento el contenido de grasa
intramuscular en 77.5 % respecto al control, mejoré la capacidad de retencion de
agua hasta en 10.9 % en el dia 0, sin cambios en los parametros de color (L*, a*
y b*). La suplementacion con arginina microencapsulada mejor¢ la calidad de la
carne bovina en términos de ternura, jugosidad y sabor, al reducir el esfuerzo al
corte y aumentar el contenido de grasa intramuscular y la retencién de agua en

la carne.
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ABSTRACT
MICROENCAPSULATION OF ARGININE IN BOVINE DIETS AND ITS EFFECT
ON MEAT QUALITY
BY:
GERMAN CONTRERAS LOPEZ

Three investigations were carried out, one documentary and two
experimental. The objective of the first was to know the fundamentals for the
encapsulation of food additives applied in livestock production. From the
documentary review, two potential techniques were selected for the efficient
encapsulation of arginine considering the chemical characteristics of the
ingredient and the use of wall materials appropriate for bovine supplementation.
Then, in the first experimental study, the microencapsulation of arginine in a lipid
matrix of carnauba wax and Eudragit® polymer was carried out using melt
emulsification and nanoprecipitation methods, respectively. Both encapsulated
systems presented both spherical and regular and irregular polyhedral
morphologies (crystals). In the wax:arginine formulations, the nitrogen (N) content
decreased as the wax proportion increased. The Eudragit®:arginine formulations
with 1000 mg of arginine had higher nitrogen content, compared to the
formulations with 500 mg of arginine. The 2:1 and 3:1 wax:arginine formulations
presented lower degradability after 5 h of in vitro digestibility (40.7 % and 21.26
%, respectively), compared to the degradability of non-encapsulated arginine,
which had 100 % degradability. Since carnauba wax was an efficient encapsulant
to protect arginine from rumen degradation, in the second experimental study,

microencapsulated arginine was incorporated into the supplementation of bovines
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for 21 d. This aimed evaluating the quality of the meat (L. lumborum) aged (28 d)
and placed on simulated retail display for 7 d. The inclusion of microencapsulated
arginine protected against rumen degradation reduced meat shear force by up to
19.54 % on day O (unstored meat) and 12.38 % after display. In addition, the
intramuscular fat content increased by 77.5 % compared to the control, and the
water holding capacity improved by up to 10.9 % on day 0, without changes in the
color parameters (L*, a* “and” b*). Supplementation with microencapsulated
arginine increased the quality of beef in terms of tenderness, juiciness and flavor,
by reducing cutting effort and increasing intramuscular fat content and water

holding capacity in the meat.
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INTRODUCCION GENERAL

La demanda de carne de res como fuente de proteina esta aumentando
en todo el mundo, aunque en la mayoria de los paises el consumo de carne de
res representa menos de la mitad considerando la de otras especies (Smith,
2018). La carne de res también ofrece una experiencia gastronOmica muy
deseable en los paises desarrollados y, cada vez mas, en los paises en desarrollo
(Smith, 2018).

Aungue la industria ganadera proporciona suficientes alimentos de origen
animal para la poblacibn mundial en la actualidad, es necesario mejorar la
sostenibilidad ambiental de la produccién ganadera y al mismo tiempo aumentar
la productividad para satisfacer la demanda futura (Yoshimaru et al., 2000). El
incremento en el consumo de carne ha llevado a los productores ganaderos a
mejorar y aumentar la produccion de carne por animal mediante dietas con mas
grano y proteina. Sin embargo, la eficiencia de conversion alimenticia no se logra
frecuentemente debido a factores que limitan la utilizacibn de nutrientes
(Yoshimaru et al., 2000). Los principales factores que afectan la nutricién de los
rumiantes son la calidad de las proteinas, la proporcion de forraje, el tipo de
alimento, la poblacion de microbiota del rumen, la digestion del alimento, y la
absorcion y fuente de nutrientes (NRC, 2001).

La alta tasa de degradacion de proteina en el rumen por los
microorganismos origina pérdidas de nitrogeno en forma de urea en la orina. Es
por esto que existe interés en proteger las proteinas de la dieta para evitar la
degradacion de proteinas de alta calidad y reducir la produccion de amoniaco en

el rumen (Kamalak et al., 2005).



| proteccion de ingredientes como aminoacidos y acidos grasos ayudaria
a mejorar lo productividad en rumiantes. Una alternativa de proteccion es el uso
de la microencapsulacién, que consiste en un grupo de procesos fisicoquimicos
0 mecanicos mediante los cuales una sustancia es embebida en otro material
(Yang et al., 2020). La encapsulacion es un proceso para atrapar agentes activos
dentro de un material de proteccion y es una herramienta Gtil para mejorar la
entrega de moléculas bioactivas y células vivas en los alimentos. Los materiales
utilizados para el disefio de la capa protectora de encapsulados deben cumplir
determinadas propiedades para su uso en la industria alimentaria, deben ser
biodegradables y capaces de formar una barrera entre la fase interna y su entorno
(Nedovic et al., 2011). Los procesos de encapsulacion se han utilizado en la
industria quimica, farmacéutica y alimentaria para proteger un compuesto activo
de las condiciones ambientales (oxigeno, agua, acido, interacciones con otros
ingredientes), facilitando la liberacién controlada, cambiando sus propiedades
fisicas o bien reduciendo la adherencia durante el almacenamiento o el transporte
(Boonyai et al., 2004; Fuchs et al., 2005; Palzer, 2005; Werner et al., 2007).
Pocas investigaciones incluyen estudios adicionales como la estabilidad
durante el almacenamiento y la liberacibn controlada de materiales
encapsulados, asi como la cinética de degradacion simulando condiciones del
tracto gastrointestinal (Ahmad et al., 2019). Estos estudios tienen relevancia
cuando se busca que ciertos ingredientes encapsulados como probiéticos o
proteinas de sobrepaso cumplan su funcion al ser liberados en el intestino u otros
organos o compartimentos, soportando las condiciones del tracto gastrointestinal

superior. A continuacion se detallan algunos de estos estudios, los cuales son
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esos en rumiantes. De Carvalho-Neto et al. (2019) observaron que la
formulacién cera de carnauba:metionina en proporcion 4:1 presento la menor
degradacion ruminal in situ (16.3 % en comparacion con la metionina pura, con
valores de 97.2 %). En otro estudio, De Medeiros et al. (2019) microencapsularon
urea en cera carnauba en proporciones 1:2, 1:3 y 1:4, respectivamente (Ume2,
Umve3d y Uved) y dos tamafios de particula (pequeiia Ps y grande PL), con el
objetivo de obtener un sistema de liberacién lenta de urea en el rumen, evitando
posibles intoxicaciones y un mejor aprovechamiento del nitrégeno. Los resultados
mostraron una liberacion de urea de 5.57, 1.97 y 1.6 % para Ps, y 6.67, 3.33 y
2.31 % para P, respectivamente.

Bajo este panorama, el objetivo de la presente investigacion fue la
obtencion de un sistema de encapsulacion eficiente para la proteccion de arginina
de la degradacion ruminal, cuya inclusiéon para la suplementacion de bovinos
mejore la calidad de la carne (L. lumborum) después del proceso de maduracién

y almacenamiento en anaquel.



REVISION DE LITERATURA
Produccion de Carne Bovina en México y el Mundo

La demanda de carne de res como fuente de proteinas aumenta en todo
el mundo. Aungue en la mayoria de los paises la carne de res representa menos
de la mitad del consumo total de carne, es altamente deseable en paises
desarrollados y, cada vez mas, en paises en desarrollo. La sostenibilidad de la
produccion de carne tiene diferentes significados en las diversas regiones
geograficas y socioecondmicas del mundo (Smith et al., 2018). Los recursos
naturales y la solidez en la economia son los principales determinantes de la
percepcion de la sostenibilidad de la carne (Smith et al.,, 2018). En paises
desarrollados y en via de desarrollo esta evolucionando en respuesta a un
aumento en la demanda de productos ganaderos, en gran medida por el
crecimiento de la poblacion humana, el crecimiento de los ingresos y la
urbanizacién, asi como las desigualdades en salud como desnutricion (Thornton,
2010; Henchion et al., 2021).

La produccion de bovinos de carne es de gran importancia en el contexto
socioeconémico de México, ya que proporciona 2,078,000 toneladas de
alimentos, asi como materias primas, divisas y empleos, ya que se realiza sin
excepcion en todas las regiones ecologicas del pais (Tinoco et al. 2011). La
produccion de carne de bovino en México destaca como la principal actividad
ganadera; su aportacion al valor de la produccién pecuaria internacional durante
2022 fue de 2,263 de millones de dolares (SIAP, 2022). Entre 2017-2022, crecio
a una tasa promedio anual de 2.5 %. En 2018, la produccion de carne de bovino

se ubicé en un maximo histérico, con 1.98 millones de toneladas, lo que significo
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un remento anual de 2.8 % (FIRA, 2019). En 2019, la produccién nacional se
ubicé en un nuevo méaximo historico de 2.03 millones de toneladas (crecimiento
anual de 2.4 % (SIAP, 2019), y para 2022 hubo una produccion maxima de 2.17
millones de toneladas (SIAP, 2022).

Consideraciones Fisioldgicas en la Eficiencia de los Bovinos

Tras la ingestion, los alimentos ingresan al rumen y son degradados por
las poblaciones microbianas en diversos compuestos (Wang y McAllister, 2002).
El ecosistema ruminal comprende una poblacion diversa y simbiotica de
bacterias, hongos y protozoos obligatoriamente anaerobios, que se han adaptado
para la supervivencia (McDonald et al., 2010).

La degradacién de la proteina en el rumen es un proceso muy complejo, y
su cuantificacion es un desafio continuo para los nutricionistas de rumiantes
(Edmunds, 2011). Las proteinas alimentarias se hidrolizan a péptidos vy
aminoacidos por microorganismos ruminales, pero algunos aminoacidos se
degradan aun mas hasta acidos organicos, amoniaco y dioxido de carbono
(McDonald et al., 2010).

Los rumiantes requieren un racionamiento dietético de proteinas y
carbohidratos para el mantenimiento y la sintesis de la biomasa microbiana, que
es la principal fuente de proteinas necesaria para su crecimiento y desarrollo
(Mohamed y Chaudhry, 2008). El valor nutricional de un alimento depende de su
contenido de nutrientes, el nivel de degradacion en rumen y la digestibilidad de
los componentes alimenticios no degradados; especialmente las proteinas, que

pasan al intestino delgado (Mohamed y Chaudhry, 2008).



Los rumiantes necesitan dos tipos de proteinas. La primera es una
proteina degradable en rumen (RDP, por sus siglas en inglés), que es utilizada
por los microorganismos para producir proteina microbiana (Kamalak et al., 2005;
Mohamed y Chaudhry, 2008). La sintesis de proteina microbiana representa
hasta el 50% de la fuente total de aminoacidos para el rumiante (Koeniig et al.,
2000). Para producir la proteina microbiana los microorganismos utilizan el
amonio, péptidos pequefios y aminoacidos libres (McDonald et al., 2010). El
amonio en el liquido ruminal juega un papel importante en la degradacion de
carbohidratos y sintesis de proteina. Por lo tanto, una deficiencia en proteina
provoca concentraciones bajas de amonio y un bajo crecimiento de los
microorganismos Yy lenta degradacion de carbohidratos (McDonald et al., 2010).

La segunda fuente de proteina es la de sobrepaso, que se digiere en el
intestino delgado y es utilizada por los propios animales. Esta proteina de
sobrepaso resulta de importancia significativa para los rumiantes para una mayor
eficiencia en el crecimiento (Abbasi et al., 2018). La proteina degradable en el
rumen se usa para sintetizar la proteina microbiana, que es una valiosa fuente
de proteina metabolizable para el animal. La proteina metabolizable consiste en
proteina de sobrepaso y proteina microbiana (Kamalak et al., 2005).

La cantidad de proteinas y aminoacidos que escapan a la degradacion del
rumen varia demasiado dentro de los diferentes alimentos, dependiendo de su
solubilidad y la velocidad de paso al intestino delgado (Kamalak et al., 2005).
Dentro de los diferentes tipos de proteinas, las proteinas mas solubles en agua y
soluciones salinas (albumina, globulinas) son degradadas mas facilmente por las

bacterias ruminales que los componentes de proteinas menos solubles
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(glinas) (Owens y Basalan, 2016). Otro factor que puede afectar la
solubilidad de las proteinas es el pH del ambiente ruminal. Por ejemplo, la
proteina de soya generalmente es mas soluble a un pH neutro, mientras que la
proteina del grano de maiz tiende a ser mas soluble a un pH mas bajo (Owens y
Basalan, 2016).

Taghizadeh et al. 2005 midieron la degradabilidad de proteinas y
aminoacidos de diferentes alimentos en rumen e intestino delgado. Ellos
observaron que la proteina cruda (CP, por sus siglas en inglés) de la pasta de
soya y grano de maiz se degradaba en rumen en un 33 % y 28 %,
respectivamente, mientras que en intestino delgado la CP de la pasta de soya y
grano de maiz se degradaron en 86 %y 89 %, respectivamente. Los aminoacidos
esenciales (AAE) en la pasta de soya y grano de maiz se degradaron en rumen
en 18 % y 57 %, respectivamente, mientras que en intestino delgado los AAE de
la pasta de soya y grano de maiz se degradaron en 84 % y 70 %,
respectivamente.

Algunos aminoacidos como la arginina, metionina y lisina, son nutrientes
de importancia, por lo que debe evitarse su degradacion en rumen. La
suplementacién con aminoacidos protegidos es recomendable para mantener el
desempeiio fisiologico, productivo y reproductivo en rumiantes (Abbasi et al.,
2018; Kamalak et al., 2005). Un exceso de proteina cruda en las dietas de
rumiantes conlleva a una excrecion excesiva de nitrégeno (N), amonio y metano.
La suplementacion con aminoacidos limitantes (metionina y lisina) mejora la
utilizacion de la proteina y reduce las emisiones de nitrégeno y amonio (Abbasi

et al., 2018).



Ensulado como Método de Proteccion

La microencapsulacion esta relacionada con procesos fisicoquimicos o
mecanicos mediante los cuales una sustancia queda embebida en otro material
(Yang et al., 2020). Los factores ambientales (oxigeno, agua, pH e interacciones
con otros ingredientes) pueden afectar la estabilidad de los compuestos activos
(Kumari et al., 2020). Por lo tanto, se han utilizado procesos de encapsulacion
para proteger compuestos activos y lograr una liberacion controlada, reducir la
adherencia durante el almacenamiento y el transporte, o evitar cambios en sus
propiedades fisicoquimicas (Fuchs et al., 2005; Palzer, 2005; Werner et al.,
2007). Los productos obtenidos de las diferentes tecnologias de encapsulaciéon
se pueden clasificar segun el tamafio del producto final. Se denominan capsulas
0 macrocapsulas cuando tienen un tamafio superior a 5,000 um, microcapsulas
cuando el tamafio oscila entre 0.1 y 5,000 um, y hanocépsulas cuando tienen un
tamafo inferior a 0.1 um (Murugesan y Orsat, 2012). En las ultimas décadas, esta
tecnologia ha cobrado interés por su potencial para proteger principios activos y
permitir su liberacion controlada. Por ejemplo, la microencapsulacion de
nutrientes particulares (aminoacidos, acidos grasos, aceites esenciales) ha
permitido una mejor sincronizacion de la tasa de degradacion ruminal,
favoreciendo el transporte de aditivos alimentarios al intestino delgado (Nedovic
et al., 2011). Es importante indicar que existe controversia entre los limites de
tamafio para definir el nivel micro y nano en la encapsulacion, incluyendo en el
nivel micro diametros entre 1 a 1,000 um y en el nivel nano a particulas entre
0.01 y 1 um. No obstante, existe un traslape en los limites para definir el nivel

micro y nano, pues a menudo el nivel nano incluye solamente particulas inferiores
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a l nm (0.1 um). Al igual que en la industria alimentaria, el proceso de
encapsulacion en la nutricion animal se ha introducido en los dltimos afos para
lograr diferentes objetivos. Por ejemplo, para mejorar la entrega intestinal de
moléculas bioactivas (por ejemplo, acidos grasos, aminoacidos, antioxidantes,
enzimas) o microorganismos vivos como los probidticos (De Vos et al., 2010).

Composicién de microcapsulas y microesferas.

Las microesferas y microcapsulas son microparticulas esféricas con
didmetros pequefios (micras o nandmetros). Generalmente estan hechas de un
polimero plastico biodegradable o reabsorbible y llenas de una sustancia (es
decir, moléculas de farmaco o alimento) para su liberacion controlada (Wang et
al., 2013). Las microesferas son de tipo matriz y se caracterizan por que la
sustancia encapsulada y el polimero son una mezcla uniforme. En cambio, las
microcapsulas son de tipo reservorio, y la sustancia encapsulada se dispersa en
la cavidad del polimero, formando aglomerados con un nudcleo bien definido
(Wang et al.,, 2013; Dias et al., 2015). Las microcéapsulas constan de dos
componentes: el material del nucleo y el material de recubrimiento o envoltura.
El material del nucleo contiene un ingrediente activo, mientras que el material de
revestimiento o cobertura cubre o protege el material del nacleo (Jyothi et al.,
2010).

Existe una amplia variedad de materiales de recubrimiento para
microencapsulacion (Singh et al., 2010). Numerosos materiales de revestimiento
tradicionales parecen adecuados para su uso en la proteccion contra el tracto
gastrointestinal. Estos materiales incluyen polimeros inertes y sensibles al pH,

como carboxilatos y derivados amino, que pueden disolverse dependiendo del
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grade reticulacion (Kyo et al., 1995). Generalmente para el proceso de
microencapsulacion se utilizan polimeros hidréfilos e hidréfobos, o su
combinacion. En la industria se han utilizado con éxito varios materiales de
recubrimiento, tales como gelatina, alcohol polivinilico, etilcelulosa, acetato de
celulosa ftalato de celulosa y anhidrido maleico de estireno (Singh et al., 2010).
Los materiales de revestimiento deben aplicarse al material del nacleo para lograr
un proposito especifico. Ademas, el material del nucleo puede estar en forma
sélida o en forma de gotas liquidas y dispersiones, segun las necesidades de la
aplicacion.
Técnicas de microencapsulacion.

Las técnicas de encapsulacion se pueden clasificar en quimicas, fisicoquimicas
y fisico-mecanicas, segun la base de la técnica de sintesis (Cuadro 1) (Jyothi et
al.,, 2010). Una de las técnicas mas utilizadas para la encapsulacion de
compuestos organicos es el secado por aspersion, que se clasifica dentro de las
técnicas fisico-mecanicas. Entre las tecnologias de microencapsulacion mas
utilizadas entre 2009 y 2019, en primer lugar, estd el secado por aspersion,
seguido de la emulsificacion, liofilizacién y coacervacion (Yang et al., 2020). Otra
clasificacion de tecnologias de encapsulacién es segun el tamafio de las
capsulas, formando dos grupos: microencapsulaciéon y nanoencapsulacion. La
microencapsulacion consiste en recubrir particulas solidas o liquidas del tamafio
de una micra con un material de pared (Ghosh, 2006). El tamafio de particula

oscila entre 1 y 1000 pm (Ozkan et al., 2019).
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Cuadro 1. Clasificacion de técnicas utilizadas para microencapsulacion
modificada de Ghosh (2006)

Quimicas . . . .
Fisicoguimicas Fisicomecanicas
Polimerizacion Coacervacion y fase de  Secado y congelacién
interfacial separacion por aspersion
Recubrimiento de lecho
Polimerizacion in situ Sol-gel
fluidizado
Poli condensacién Supercritico CO2 Evaporacion de solvente
Capa por capa Supercritico Extrusion
Emulsificasion Electro-aspersion

Nano precipitacion
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| técnicas que se consideran en la definicion de microencapsulacion son
el secado por aspersion, la emulsificacion, la congelacion por aspersion y la
coacervacion. Ademas, las técnicas de nanoencapsulacion de sustancias de
pequefia escala se consideran envases bioactivos a nivel de nanoescala
(nanoparticulas entre 10 a 1000 nm). Las técnicas mas utilizadas para la
nanoencapsulacion son la emulsificacion por evaporacion de disolventes y la

nanoprecipitacion (Lopez-Rubio et al., 2006; Pathak et al., 2019).

Secado por aspersion. El secado por aspersion es la técnica mas utilizada
para la microencapsulacion. Es un proceso continuo que produce particulas
secas de calidad confiable y el equipo necesario para el proceso se adquiere
facilmente (Mahdavi et al.,, 2016). El secado por aspersion es un proceso
comercial de bajo costo, simple y flexible que se utiliza principalmente para la
encapsulacién de fragancias, aceites y sabores (Jyothi et al., 2010; Morales,
2012). En general, las particulas del nucleo se dispersan en una solucién
polimérica y se pulverizan en una cadmara caliente (Jyothi et al., 2010). Los
materiales de pared mas comunes en el secado por aspersidon son los
polisacaridos (gomas o almidon) y proteinas (gelatina y proteina de leche)
(Timilsena et al., 2020). El tamafio de particula obtenido habitualmente por este
método oscila entre 10 y 100 um (Islas, 2002).

El proceso de secado por aspersion consta de cuatro etapas (Yafiez et al.,
2002). La primera etapa consiste en preparar el fluido de alimentacion;
basicamente se mezcla el material a encapsular y el encapsulante. La segunda

etapa es la homogeneizacion del fluido, mientras que la tercera etapa consiste
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en tomizacic')n mediante una boquilla o disco. Finalmente, la cuarta etapa es
la deshidratacion de las particulas atomizadas. Es decir, las gotas encuentran el
aire a alta temperatura, posteriormente el agua o disolvente se evapora y se
obtienen las macroparticulas (Shahidi y Han, 1993). Un ejemplo es la caseina
hidrolizada, la cual tiene importancia nutricional debido a su alto valor proteico
como alimento. Sarabandi et al., (2018) encapsularon caseina hidrolizada en
maltodextrina (proporcion 40:60, m/m) utilizando la técnica de secado por
aspersion; estos investigadores realizaron medidas fisicas como contenido de
humedad, actividad de agua, solubilidad, higroscopicidad, asi como actividad
antioxidante, microestructura y sabor. Ellos encontraron que la higroscopicidad
de la caseina se redujo después de la encapsulacion, mientras que las
propiedades de los antioxidantes permanecieron dentro de los rangos normales
después del proceso de secado. Las micrografias de barrido electronico de las
particulas mostraron la estructura similar a una matriz. El proceso de secado por
aspersion se considero efectivo debido a la reducciéon del mal sabor de la caseina
hidrolizada (Sarabandi et al., 2018).

La metionina es otro ingrediente que se ha encapsulado con la técnica de
secado por aspersion, esta es un aminoacido esencial en los animales de granja
gue no se encuentra frecuentemente en las plantas ni en proteinas animales. Niu
et al. (2015) encapsularon metionina mediante secado por pulverizacion
utilizando una mezcla de 60 g de gelatina y alginato de sodio (40 y 20 g,
respectivamente). Las proporciones de metionina:gelatina/alginato fueron 1:5,
1:1y 1:1,5. El mayor rendimiento y eficiencia de microencapsulacion se obtuvo

con la proporcion 1:1, cuyas microcapsulas tenian forma esférica regular. En el
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est de liberacion in vitro las microcapsulas regularon la liberacion de
metionina y estimularon la absorcién de otros aminoacidos (Niu et al., 2015)
Otro tipo de ingredientes con potencial de microencapsulaciéon mediante
secado por aspersion debido a sus potenciales beneficios sobre la salud animal
son los probidticos, ya que mejoran la digestion y absorcion de nutrientes en el
tracto digestivo y previenen enfermedades bacterianas. Rajam vy
Anandharamakrishnan (2014) microencapsularon Lactobacillus plantarum
utilizando una mezcla de fructooligosacéaridos (FOS), aislado de proteina de
suero (WPI) y aislado de proteina de suero desnaturalizado (DWPI). Los
tratamientos y combinaciones evaluados fueron FOS, FOS + WPIy FOS + DWPI.
Las raciones estudiadas de probidtico:polimero fueron 1:1 y 1:1.5. Las
combinaciones FOS + WPl y FOS + DWPI tuvieron mayor eficiencia de
encapsulacién, menor humedad residual y un rango mas corto de tamafo de
particula (mayor homogeneidad). Sin embargo, las proporciones de 1:1.5
aumentaron la estabilidad en almacenamiento y la tolerancia del probiético a la
simulacién gastrica e intestinal. En otro estudio, Maciel et al., (2014)
microencapsularon Lactobacillus acidophilus utilizando suero dulce y leche
desnatada como materiales de recubrimiento para el secado por aspersion. Estos
investigadores evaluaron el rendimiento de encapsulacion, la resistencia al paso
gastrointestinal y la viabilidad de L. acidophilus durante el almacenamiento al
vacio a4 °Cy 25 °C. La exposicion gastrointestinal se realiz6 apH 2,0y 7,0y las
pruebas de viabilidad se realizaron a los 0, 7, 15, 30, 45, 60 y 90 d. El material
de pared no afect6 el rendimiento de encapsulacion, el diametro ni la humedad

de las particulas. Ambos materiales de pared brindaron proteccién durante la
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simlcién gastrointestinal, e independientemente del material, la viabilidad se
redujo después de 90 d de almacenamiento.

Sarteshnizi et al., (2018)produjeron un aditivo alimentario a partir de los
desechos de liquido ruminal obtenido tras el sacrificio de animales, a fin de
evaluar el potencial enzimatico para degradar carbohidratos. El contenido ruminal
fue encapsulado tras la pulverizacion en combinacién con alginato de sodio (RA),
goma guar (RG), quitosano (RC) y maltodextrina (RM), en proporciones de 0.5y
1 % (m/v). Los controles fueron el liquido ruminal fresco (RF) y el secado por
aspersion sin hidrocoloides (RN). Las actividades residuales cambiaron de 68.6
% (RCO0.5) a 92.5 % (RM1) con celulasa, de 53.4 % (RC1) a 73.2 % (RM1) con
avicelasa, de 59.8 % (RAO0.5) a 84.6 % (FM1) con amilasa, y de 63.7 % (RGO0.5)
a 95.8 % (RM1) con papelasa de filtro, en comparacién con el liquido ruminal
fresco. La actividad de las enzimas se expresa como porcentaje de actividad
residual relevante para la hidrdlisis de celulosa. El secado por aspersion en
ausencia de un hidrocoloide produjo una actividad residual de 81.3% para la
celulasa, 63.3 % para avicelasa, 68.6 % para amilasa y 73.0 % para paperasa
filtrada. La adicion de maltodextrina al 1% mostré la mayor retencién de actividad
enzimatica.

Emulsificacion. Una emulsion es una dispersion fina de dos o mas liquidos
inmiscibles, donde uno de los liquidos contiene una dispersion de pequeias
gotas del otro liquido (McClements, 2015). En la microencapsulacion, un material
central liquido se dispersa en una fase liquida inmiscible que puede contener un

material de capa disuelto. Posteriormente, se realiza un cambio en el sistema
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bifio para inducir la formacién de capas alrededor de las gotas de la fase
dispersa (Arenas-Jal et al., 2020).

La microencapsulacion por emulsificacion se ha desarrollado
eficientemente para encapsular compuestos proteicos. De Carvalho et al. (2019)
microencapsularon metionina utilizando cera de carnauba como material de
pared, con el objetivo de depositar al aminoacido en el intestino luego del baipas
ruminal. Compararon la degradacion de aminoacidos de dos proporciones de
cera de carnauba:metionina, 2:1 y 4:1, con metionina intacta sin encapsular. Los
microorganismos ruminales no metabolizaron la metionina microencapsulada
después de la evaluacion in situ en ovejas. Ademas, la materia secay la proteina
cruda tuvieron mayor degradabilidad cuando se agregé metionina intacta en
comparacion con los tratamientos microencapsulados en cera. La proporcion 4:1
tuvo la mayor proteccién ruminal de metionina y la menor pérdida de proteina
cruda.

En otro estudio, De Medeiros et al. (2019) microencapsularon urea para
obtener un sistema de liberacién lenta en el rumen, a fin de evitar posibles
toxicidades y lograr el uso eficiente del nitrdgeno ruminal por los
microorganismos. La urea se encapsulé con cera de carnauba en proporciones
1:2,1:3y 1:4, considerando dos tamafios de particula para la urea (pequefia <500
pm y grande < 850 um). Todas las formulaciones tuvieron propiedades positivas,
incluida la inhibicion de la higroscopicidad de la urea. La proporcion 1:2 tuvo el
mejor rendimiento de encapsulacion, eficiencia y liberacion mas lenta de urea en
comparacion con las otras formulaciones. La proporcion 1:4 tuvo la mejor

estabilidad térmica.
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También se ha realizado microencapsulacion por emulsificacion para
proteger componentes lipofilos, como los polifenoles. Lupo et al., (2014)
encapsularon polifenoles del cacao mediante emulsificacion/gelificacion interna
en alginato. Se utilizaron sales de citrato y carbonato como fuente de calcio. Las
emulsiones se formularon con diferentes concentraciones de tensoactivos (Span
80, Span 85, Span80-Tween 80 y polirricinoleato de poliglicerol (PGPR). La
naturaleza viscoelastica de los geles mostr6 que existe una concentracion
minima de calcio para la gelificacion, en el rango de pH de 3.5 a 10.0. Se
obtuvieron microesferas pequefias y homogéneas con citrato de calcio como
fuente de calcio en comparacion con carbonato de calcio, debido a que no liberan
COz2 durante la gelificacion. Las emulsiones preparadas con PGPR fueron mas
estables que con Span o Tween-Span. Con el uso de PGPR las gotas y las
microesferas fueron mas pequefias y menos polidispersas. Se podria encapsular
hasta un 60% del extracto de cacao para liberarlo en un medio adecuado con
emulsificacién/gelificacion interna. En otro estudio, Davidov-Pardo y McClements
(2015) encapsularon resveratrol en aceite de semilla de uva, a fin de liberarlo
después de la ingestion. La proporcidn 1:1 de resveratrol:aceite de semilla de uva
se prepard como una formulacién Unica, con una cantidad maxima de resveratrol
disuelto en la fase oleosa de 120 pg/mL. Se desarrollaron sistemas de diferentes
diametros de gotas (220 + 2 nm, 99 £ 3 nm y 45 + 0.4 nm) para evaluar el efecto
del tamanio de las gotas sobre la estabilidad quimica del resveratrol encapsulado.
Las emulsiones con un tamafio de gota mas cercano a la longitud de onda de la

luz ultravioleta dieron como resultado una mayor proteccion contra el resveratrol.
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Aspersion por congelacion. La aspersion por congelacion, o liofilizacién,
es el proceso de solidificar un liquido atomizado en particulas utilizando una
camara fria (Timilsena et al., 2020). Esto significa que el material del nucleo se
disuelve o dispersa en un soporte fundido y la mezcla resultante se inyecta en
una boquilla para ser rociada en una camara de enfriamiento (Alvim et al., 2016).
Las gotas fundidas que encuentran aire frio se solidifican. Esto conduce a la
formacion de microparticulas con el material del nacleo distribuido uniformemente
(Gavory et al., 2014; Okuro et al., 2013). Esta técnica se utiliza frecuentemente
para encapsular materiales centrales solubles en agua, como vitaminas solubles
en agua, proteinas como enzimas, fertilizantes quimicos, ingredientes
farmacéuticos, acidulantes y algunos sabores (Desai y Park, 2005). Las ceras,
acidos grasos y polimeros que son solidos a temperatura ambiente y que se
funden a temperaturas razonables también pueden aplicarse a la liofilizacién
(Jyothi et al., 2010).

(Ma et al., 2014) microencapsularon concentrados de proteina de suero
hidrolizados (WPCH) con el objetivo de reducir el sabor amargo y aumentar su
resistencia a la higroscopicidad, sin afectar su actividad inmunorreguladora.
Mediante pulverizacion mezclaron concentrado de proteina de suero (WPC) con
alginato de sodio (WPC/SA) como material de pared; entonces encapsularon
WPCH con WPC o con la mezcla WPC/SA. Tanto el secado por aspersion como
la liofilizacion, con o sin el material portador, no afectaron la actividad
inmunomoduladora del WPCH. El sabor amargo del WPCH encapsulado en WPC

o WPC/SA fue menor que el del WPCH no encapsulado. La liofilizacion no
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enula eficientemente el WPCH en comparacion con el secado por aspersion
en términos de morfologia.

Maity et al., (2017) sintetizaron nanocapsulas de narigenina, una flavanona
antiinflamatoria, antimicrobiana y antidiabética, en pomelos y otras frutas y
hierbas. La narigenina se encapsul6 con el quitosano o alginato del biopolimero.
Se utilizaron Na2SOs4 y CaClz para producir nanoparticulas dobles. Las
nanoformulaciones tuvieron un contenido significativo de naringenina (>90%),
cuya liberacion lenta y sostenida dependia del pH. Se observdé un efecto
hipoglucemiante significativo tras la administracion oral de nanoparticulas en
ratas diabéticas (inducida por estreptozotocina). La toxicidad libre de las
nanoparticulas se confirmé mediante histopatologia y pardmetros sanguineos.

En otro estudio, Xu et al., (2016) encapsularon Lactobacillus casei ATCC
393 con una matriz de hidrogel de proteina de guisante y alginato. El objetivo era
encontrar un efecto protector en las bacterias durante la liofilizacion, el
almacenamiento y las condiciones gastrointestinales. Los resultados mostraron
compatibilidad entre la técnica, la matriz y el probi6tico L. casei, con un
rendimiento de 85.69 + 4.82 %. L. casei encapsulado tuvo la tasa de
supervivencia mas alta (59.9 + 17.4 %) después de 84 dias de almacenamiento
(22 °C, 4 °C y -15 °C); este tratamiento también mostro un efecto amortiguador
mas débil bajo condiciones gastricas acidas.

Quispe-Condori et al., (2011)m icroencapsularon aceite de lino utilizando
zeina como material de recubrimiento. La encapsulacion se realizé mediante
liofilizacion 'y secado por aspersion. Las eficiencias méaximas de

microencapsulacion fueron 93.26 y 59.63 % para secado por aspersion y
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Iiofilicic')n, respectivamente. Sin embargo, las microcapsulas tenian malas
propiedades de fluidez. La concentracion de zeina tuvo una relacién negativa con
la densidad aparente a la misma concentracion de aceite. La morfologia,
heterogeneidad y tamafio de las capsulas dependen de la técnica de
encapsulacion y de la proporcion de la matriz. Las microcapsulas de aceite de
lino producidas mediante secado por aspersion y proporciones altas de
zeina:aceite de lino tenian formas esféricas y tamafios heterogéneos.

Coacervacion. En la técnica de encapsulacion por coacervacion el material
de pared se mantiene separado de una solucion polimérica; existe una capa
homogénea alrededor de las particulas del nucleo, suspendidas en una fase
liquida (Fang y Bhandari, 2010). El material del nicleo se emulsiona o suspende
en la solucion del material de la pared, luego se agrega otra sustancia o solvente
para reducir la solubilidad del material de la pared. La sustancia o solvente se
incorpora uniformemente para rodear el material del nucleo y formar
microcapsulas (Yang et al., 2020).

La coacervacion se puede dividir en dos procesos: simple y complejo. El
mecanismo de formacion de microcdpsulas para ambos procesos es idéntico,
excepto en la separacion de fases. En la coacervacién simple se incorpora un
agente de solvatacion a la separacion de fases, mientras que en la coacervacion
compleja se produce una interaccion entre dos polimeros con cargas opuestas.
Los pasos basicos para la coacervacion compleja son los siguientes: 1)
preparacion de una solucion de dos polimeros, 2) mezclar el nucleo lipéfilo con
una solucién de polimero para formar una emulsion, 3) mezclar la otra soluciéon

de polimero, 4) cambio de pH y/o temperatura para inducir la formacion de dos
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fas inmiscibles, 5) deposicion de los coacervados alrededor del nucleo, 6)
rigidez del recubrimiento por reticulacion o aplicacion de calor (Jyothi et al., 2010;
Timilsena et al., 2020). La coacervacion compleja es una técnica que se utiliza
principalmente para absorber ingredientes alimentarios liposolubles, aunque no
se limita a esto (Yang et al., 2020). La técnica de encapsulacion por coacervacion
compleja se ha utilizado para diversos ingredientes 0 agentes activos y otros fines
(proteccién de ingredientes sensibles al calor, alta eficiencia de encapsulacion y
enmascaramiento de sabores).

Mendanha et al.,, (2009) utilizaron coacervacibn compleja para
microencapsular hidrolizado de caseina utilizando aislado de proteina de
soya/pectina como material de pared. Estos investigadores lograron atenuar el
sabor amargo con la liberacion controlada del hidrolizado de caseina,
previamente encapsulado. Se estudiaron tres proporciones de material de
pared:ndcleo, 1:1, 1:2 y 1:3. La hidrofobicidad disminuy6 inversamente con el
contenido de hidrolizado en la microcdpsula. Las muestras encapsuladas
tuvieron menor higroscopicidad en comparacién con el hidrolizado libre. La
eficiencia de encapsulaciéon oscilé entre 91.62% y 78.8%. Las muestras
encapsuladas se percibieron menos amargas (P < 0.05) en comparacién con el
hidrolizado libre.

En otro estudio, Eratte et al., (2015) encapsularon con éxito Lactobacillus
casei, solo o en combinacion con aceite de atiun (acidos grasos omega-3),
formando un complejo coacervado de aislado de proteina de suero (WPI)-goma
arabiga (GA). La viabilidad de L. casei fue significativamente mayor (P < 0.05)

cuando se encapsulo con aceite de atun y el complejo WPI-GA, en comparacion
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con encapsulacic')n individual. La estabilidad oxidativa del aceite de atiin mejoro
notablemente en los coacervados del complejo WPI-GA, independientemente de
la presencia de L. casei. Las microcapsulas secadas por aspersion tenian un alto
contenido de proteinas en la superficie, pero las microcapsulas congeladas por
aspersion tenian un alto contenido de carbohidratos cuando el aceite no estaba
incorporado a la formulacion.

Butstraen y Salaiin (2014) sintetizaron microcapsulas de quitosano y goma
arabiga utilizando coacervacidon compleja. Las microcapsulas contenian una
mezcla comercial de triglicéridos (Miglyol 812 N®) en el nucleo. Los parametros
optimos para la formacion de los complejos durante la coacervacion fueron pH
de 3.6 y proporcion quitosano/goma arabiga de 0.25.

Calderon-Oliver et al., (2017) evaluaron el efecto de dos sistemas de
matriz-pared (colageno-alginato y colageno-pectina), dos métodos de secado
(congelacién y secado por aspersion) y dos sistemas de dispersién (agua en
emulsién de aceite 0 en suspension) para la encapsulacion de nisina (péptido) y
extracto de piel de aguacate (antioxidante) mediante coacervacion compleja. El
método de dispersion de nucleo y el método de secado fueron las dos variables
mas importantes en las caracteristicas finales de los microencapsulados. La
interaccion de los tres factores tuvo efecto sobre la humedad de las
microcapsulas. La dispersion de nucleo tuvo efecto sobre la carga de
encapsulacion (cantidad de compuesto encapsulado por unidad de peso de la
particula final) de ambos compuestos bioactivos, mientras que el método de
secado tuvo efecto significativo en la actividad del agua y el rendimiento de

encapsulacion. Se logré una mayor carga con el ndcleo en suspension, mientras
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combinando el secado por aspersion con el nacleo emulsionado. Ademas, se

obtuvo mayor actividad de agua y humedad con el método de congelacion y el
ndcleo emulsionado. Los métodos de secado modificaron la morfologia y
estructura final de las microcapsulas.

Emulsificacion por evaporacion de disolvente. Esta técnica consiste en la
emulsificacion de una solucion polimérica en una fase acuosa, y la evaporacion
del solvente mediante la induccion de precipitacion del polimero en forma de
nanoesferas (Ghaderi et al., 2014; Reis et al.,, 2006). Las nanocapsulas son
esféricas y el tamafio esta determinado por varios factores, como la viscosidad
de la fase organica/acuosa, la velocidad de agitacion, la temperatura y el tipo y
cantidad de agente dispersante (Tice y Gilley, 1985; Walia et al., 2019). Las fases
de esta técnica son: 1) formacién de la fase organica mezclando el polimero con
el solvente organico (etanol o acetona), 2) formaciéon de la fase acuosa
mezclando el ingrediente activo y el tensioactivo, y 3) mezclar las dos fases y
calentar para evaporar el disolvente. Ejemplos de polimeros comunmente
utilizados en este método son el acido polilactico (PLA), el acido poli(lactico-co-
glicdlico) (PLGA), el ftalato acetato de celulosa, la etilcelulosa, el -hidroxibutirato
y la policaprolactona (Cavallaro et al., 2015; Ezhilarasi et al., 2013; Fornaguera
et al., 2015).

Cao et al., (2016) desarrollaron nanoparticulas a base de proteinas
alimentarias como sistema de administracion, a fin de mejorar la dispersion del
agua y la bioaccesibilidad de fitoesteroles (PS), utilizando el método de

emulsificacion-evaporacion. Las proteinas analizadas fueron el aislado de
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proa de soya (SPI), el concentrado de proteina de suero (WPC) y el caseinato
de sodio (SC). El caseinato de sodio fue la proteina mas adecuada para la
nanoformulacion de fitoesteroles. El tamafio de particula, la eficiencia de
encapsulacion (%) y la cantidad de carga de fitoesteroles en las nanoparticulas
cambiaron con la concentracion de proteina aplicada en la fase acuosa y la
fraccion de volumen organico. Las nanoparticulas liofilizadas de fitoesteroles a
base de caseinato de sodio mostraron una alta redispersion en agua y una baja
cristalinidad de los fitoesteroles. La carga de fitoesterol en las nanoparticulas
disminuyo durante el almacenamiento, sobretodo a temperaturas superiores a 25
°C. Elfitoesterol en nanoparticulas mostré mejor bioaccesibilidad en comparacion
con el fitoesterol libre.

En otro estudio, Wei et al., (2018) produjeron nanoparticulas con alginato
de propilenglicol (PGA) y zeina para estudiar su potencial como vehiculo de
administraciéon de B-caroteno. La relacion PGA:zeina modifico las caracteristicas
estructurales, la estabilidad fisicoquimica y la digestion gastrointestinal in vitro de
B-caroteno. Ademas, la interaccion electrostética, los enlaces de hidrégeno y la
atraccion hidrofébica desempefiaron papeles importantes en la formacion de
nanoparticulas compuestas. El p-caroteno atrapado en las nanoparticulas era
amorfo, pero la estabilidad fisicoquimica mejorada y la liberacién sostenida de 3-
caroteno en las nanoparticulas lo convierten en un vehiculo con potencial para
administrar la vitamina al sistema alimentario. Las nanoparticulas compuestas
con una proporcion 1:3 PGA:zeina liberaron de manera Optima y controlada al 3-

caroteno durante la digestion gastrointestinal simulada.
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Lira-Casas et al.,, (2019) encapsularon urea con Eudragit RS100® y
materiales absorbentes (silicato de calcio, CS, y carbén activado, AC) como
material de pared, mediante la técnica de emulsificacion por evaporacion de
solvente. Se evaluaron las siguientes condiciones de microencapsulacion:
temperatura (35 y 45 °C), velocidad de agitacion (500 y 600 rpm), volumen de
solvente (15 y 20 ml) y concentracion del agente encapsulante (1.5y 2 g), a fin
de determinar su efecto en las caracteristicas fisicas y cinética de liberacion de
las cépsulas. Con la combinacion CSU (silicato de calcio + urea + Eudragit
RS100® + diclorometano) se encapsul6 el 69 % de la urea, mientras que con
ACU (carbon activado + urea + Eudragit RS100® + diclorometano) se encapsulo
el 71% de la urea. La flotabilidad (nmero de particulas que flotan en un liquido)
en ambos grupos fue superior al 50% después de 12 h de agitacion. La
morfologia de las microcapsulas no fue diferente entre tratamientos, pero la
morfologia mejord a 35 °C. La urea desprotegida alcanz6 un pico maximo durante
la cinética de liberacion después de 6 h, mientras que CSU y ACU tardaron mas
de 24 h ena alcanzar la liberacion maxima de amoniaco-N.

Romero-Pérez et al. (2010) encapsularon selenito de sodio en
nanoparticulas poliméricas mediante el método de evaporaciéon en emulsion, con
el objetivo de liberarlo a pH < 4.0 simulando el ambiente intestinal. El selenito de
sodio puede prevenir la distrofia muscular o la enfermedad del musculo blanco
en mamiferos, incluyendo seres humanos. Se consideraron dos proporciones de
Eudragit RLy RS ® (30:70 y 40:60) y diferentes solventes (etanol y acetona) para
evaluar su efecto sobre los parametros fisicoquimicos (atrapamiento del farmaco,

indice de polidispersidad y potencial z) y morfolégicos (morfologia y tamafio de
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parl'cula). El mayor tamafio de particula (44.8 nm) y atrapamiento de selenio (26

%) se obtuvo con acetona y una proporcion 30:70 de Eudragit RL:RS ®. Las
nanoparticulas producidas fueron esféricas y amorfas, con una distribucion de
tamafio homogénea. La liberacion de selenio de las nanoparticulas fue mayor a
pH inferior a 4.0, por lo que es posible obtener una mejor disponibilidad del
mineral en el intestino delgado.

Ospina-Villa et al., (2019) encapsularon dos proteinas, LpanUA.27.1860 y
LpanUA.22.1260, en polimero PLGA utilizando el método de evaporacion de
disolvente en emulsion para el tratamiento de leishmaniasis. Evaluaron la
distribucion de tamafo, la morfologia, la eficiencia de encapsulacion y la
capacidad de liberacion. Ellos utilizaron diferentes concentraciones de ambas
proteinas (50, 100, 150, 200, 250, 500 y 750 ug/ml). Los resultados mostraron
mejor eficiencia de encapsulacion a una concentracion de 750 ug/ml en ambas
proteinas (94.66% 89.03% para LpanUA.22.1260 y LpanUA.27.1860,
respectivamente). Los ratones inoculados con tres dosis de PLGp-
rLpanUA.27.1860 e infectados con promastigotes de L. panamensis no
mostraron lesiones después de ocho semanas.

Nanoprecipitacion. EI método de nanoprecipitacion también se conoce
como desplazamiento de solvente. Se basa en la emulsificacion espontanea de
la fase organica interna, que contiene al polimero, el ingrediente activo y el
disolvente organico, todos ellos disueltos en una fase acuosa externa. La técnica
de nanoprecipitacion implica la precipitacion del polimero de la solucion organica
y la difusion del solvente organico en el medio acuoso (Galindo-Rodriguez et al.,

2004). Este método de encapsulacion es capaz de producir tanto nanocapsulas
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coanoesferas (Ezhilarasi et al., 2013). En este método se utilizan polimeros
biodegradables como policaprolactona (PCL), acido polilactico (PLA) y poliacido
lactico-co-glicolico (PLGA), Eudragit y policianoacrilato de alquilo (PACA)
(Bacinello et al., 2015; Cauteruccio et al., 2015; Mahalingam et al.,, 2015;
Vuddanda et al., 2014). El método de nanoprecipitacion incluye los siguientes
pasos: 1) formacién de la fase organica, para la cual se mezclan el polimero y el
solvente organico (etanol o acetona) mediante ultrasonicacién; 2) formacién de
la fase acuosa mezclando el ingrediente activo y el tensoactivo, y 3) mezcla de
las dos fases.

Romero-Pérez et al. (2010) encapsularon selenito de sodio dentro de
nanoparticulas poliméricas mediante nanoprecipitacién. Se evalué la proporciéon
40:60 de polimeros Eudragit RL:RS utilizando etanol como disolvente. El tamafio
de particula obtenido fue de 213.86 nm, mientras que los valores de potencial Z
(estabilidad coloidal) e indice de polidispersidad (distribucion homogénea del
tamafo de particulas) fueron de 31.8 y 0.494, respectivamente. El atrapamiento
de selenio fue del 78 % y las nanoparticulas producidas eran esféricas, con
variacion en tamario. La liberacion de selenio de las nanoparticulas fue mayor a
pH inferior a 4.0, lo que hace factible su disponibilidad en el intestino.

En otro estudio, Noronha et al., (2013) produjeron nanocapsulas de
policaprolactona (PCL) conteniendo a-tocoferol. Se utilizd el disefio de Box-
Behnken para optimizar la eficiencia de encapsulacion (% EE), el tamafio de
particula (PS) e indice de polidispersidad (PDI), utilizando tres variables
independientes (a-tocoferol en 200, 300 o 400 mg; lecitina en 1.5, 2.5 0 3.5

mg/mL, y Pluronic F68® en 0.5, 1 0 1.5 % p/v). De acuerdo a la prediccion del
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dis, las condiciones 6ptimas para la encapsulacion de a-tocoferol fueron 200
mg de a-tocoferol, 2.5 mg/mL de lecitina y 1 % de Pluronic F68. Bajo estas
condiciones, se predijo un 95.08 % de eficiencia de encapsulacion, 187.91 nm
para tamafio de particula y 0.114 de indice de polidispersidad. Todas las
formulaciones mostraron buena estabilidad (potencial z < -30 mV) y altos valores
de recuperacion de a-tocoferol (78.31-90.34 %). Las micrografias revelaron una
estructura capsular esférica e irregular. Las nanocapsulas de tocoferol tienen
aplicacién en alimentos, como por ejemplo antioxidantes naturales.

Finalmente, Hedayati et al., (2020) prepararon nanoparticulas de almidon
de tapioca (SNP) mediante nanoprecipitacion, utilizando acetona y sonicacion.
La caracterizacion de nanoparticulas se realiza comiunmente mediante dispersion
dindmica de luz (DLS), microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia
electronica de transmision (TEM), difraccion de rayos X (XRD) y espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). SEM mostr6 que las
nanoparticulas de almidén de tapioca tenian forma esférica, con heterogeneidad
en el tamafio de particula. Las nanoparticulas sintetizadas usando 3 g de almidén
y sonicacion tenian tamafos de particula similares a las preparadas con 1 g de
almiddn sin ultrasonicacion. El aumento en la concentracion de almidén aumento
el tamafo de particula. La estructura cristalina del almidon nativo fue destruida
por la nanoprecipitacion y sonicacion. Ademas, las propiedades térmicas de las
nanoparticulas eran inferiores a las del almidon nativo.

Materiales para encapsulacion.
Es necesario conocer las propiedades quimicas y fisicoquimicas de los

materiales de encapsulacion, a fin de seleccionar los mas adecuados para
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deollar un producto exitoso. Por lo tanto, las propiedades fisicoquimicas del
material a encapsular permiten lograr una funcionalidad adecuada de los
sistemas microencapsulados (Sarkar et al., 2013). Las caracteristicas del
producto como la estabilizacién, la baja volatilidad y las caracteristicas de
liberacion, también deben considerarse al elegir el material (comunmente
polimeros). Ademas, el polimero debe tener la capacidad de formar una pelicula
cohesiva con el material del nucleo (Goda y Arora, 2012). Los materiales
utilizados para el disefio de la capa protectora (recubrimiento, membrana,
capsula, material portador, fase externa o matriz) deben ser aptos para alimentos,
biodegradables y capaces de formar una barrera entre la fase interna y el medio
ambiente (Wandrey et al., 2010). Se han utilizado diferentes tipos de materiales
como paredes para la microencapsulacion, incluidos polisacaridos (almidones,
maltodextrinas, almidén de maiz y goma arabiga), lipidos (acido esteéarico, mono
y diglicéridos) y proteinas (gelatina, caseina, suero, soja y trigo) (Desai y Park,
2005). A continuacion, se describen los tipos de materiales comunmente
utilizados para la encapsulacion de ingredientes alimentarios, con aplicaciones
potenciales en la industria animal.

Carbohidratos. Los carbohidratos mas utilizados como materiales de pared
son los almidones y sus derivados (maltodextrina, goma arabiga), asi como
derivados de celulosa (carboximetilcelulosa) (Timilsena et al., 2020). Los
carbohidratos tienen una amplia disponibilidad en el mercado, pero ademas
aportan un sabor suave y una excelente capacidad de proteccion. Debido a esto,
los carbohidratos se han utilizado ampliamente para encapsular ingredientes

alimentarios, como aceites, vitaminas, proteinas y enzimas (Drusch et al., 2006;
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Jafr et al., 2008). Dos carbohidratos son los mas utilizados para la
encapsulacion en la industria alimentaria, con posibles aplicaciones en
alimentacion animal: las maltodextrinas (MD) y la goma arabiga.

Las MD son almidones hidrolizados (acidos o enzimas) que se utilizan
ampliamente para la encapsulacion de ingredientes alimentarios (Carneiro et al.,
2013; Gharsallaoui et al., 2007). La MD tiene como ventajas su costo
relativamente bajo, beneficios sensoriales debido a su aroma y sabor neutros,
baja viscosidad a alta concentracion de sélidos y buena proteccién contra la
oxidacion. Sin embargo, su principal desventaja es la baja capacidad
emulsionante (Carneiro et al., 2013). De acuerdo con Fang y Bhandari (2011),
una sola matriz de encapsulacién de carbohidratos no proporciona todas las
caracteristicas requeridas y es necesario realizar otras estrategias para mejorar
las propiedades de encapsulacién, como el uso de mezclas de carbohidratos con
proteinas y polisacéaridos en diferentes proporciones.

La goma arabiga (GA) es una goma que se origina por el exudado de
Acacia senegal. Debido a su baja viscosidad, buenas propiedades de emulsion,
alta estabilizacion y formaciéon de pelicula, la GA es uno de los materiales de
pared mas comerciales que son utilizados para la microencapsulacion por secado
por aspersion ((Ali et al., 2009; Carneiro et al., 2013; Sarkar et al., 2013). Ademas,
la GA es un polisacarido vegetal natural e incoloro, ampliamente aceptado por
los consumidores (Hosseini et al., 2015).

Proteinas. Las proteinas se utilizan ampliamente como matrices
encapsulantes (Pordevi¢ et al., 2016). La soya, las proteinas del suero de leche,

las proteinas del huevo y los hidrolizados son cominmente utilizados para la
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enulacién. Las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de las proteinas
las convierten en un excelente material encapsulante en la industria alimentaria
(Bylaité et al., 2001). Los materiales de pared proteica también se consideran
sistemas ricos en nutrientes que pueden suministrar aminoacidos esenciales, son
versatiles en solubilidad, gelificacion, formacion de peliculas y emulsificacion (Ye
et al., 2018).

La gelatina es la matriz de pared mas utilizada para elaborar geles
altamente estables (acidos grasos omega-3, vitamina D y aceite de pescado).
Las proteinas de la leche, como el aislado de proteina de suero y el caseinato de
sodio, junto con otras proteinas vegetales (proteina de soya y proteina de
guisante) se han utilizado como materiales de pared durante varios afios. La
gelatina es una mezcla de péptidos y proteinas obtenida por hidrélisis parcial del
colageno que se encuentra en la piel, los huesos y el tejido conectivo de los
animales. Por su biodegradabilidad, biocompatibilidad, cero toxicidad, bajo costo,
solubilidad en agua, formacion de pelicula y emulsificacién, es idéneo para
encapsular aceites esenciales (Sutaphanit y Chitprasert, 2014).

Se han utilizado otras proteinas de origen natural para la encapsulacion,
por ejemplo, la proteina de suero, un excelente material para encapsular aceites
ricos en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y compuestos de sabor sensibles
(Timilsena et al., 2020). Ademas, las proteinas de la leche tienen excelentes
propiedades funcionales (preparacion y estabilizacion de emulsiones, union de
agua con grasas, espesamiento y gelificacion) y nutricionales; pueden utilizarse
como sistemas de administracion de células probioticas (Livney, 2010). Las

proteinas de la leche que encapsulan células probidticas se han aplicado en
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gaIIs, verduras y jugo de arandano congelado (Heidebach et al., 2009a;
Heidebach et al., 2009b). Las proteinas de la leche también poseen la capacidad
de suministrar ingredientes funcionales, unir moléculas pequefias e interactuar
con otros polimeros para formar complejos (Livney, 2010). Debido a esto, las
proteinas de la leche se han utilizado con éxito en combinacion con polisacaridos
como las gomas arabiga y xantana, asi como carboximetilcelulosa, en sistemas
de emulsion alimentaria (Bonnet et al., 2009).

Lipidos. Los lipidos son materiales hidrofobos que se utilizan para
encapsular sustancias, principalmente hidrdfilas. Se han investigado varios tipos
de lipidos, incluidos glicéridos, acidos grasos, ceras y fosfolipidos, debido a su
capacidad para encapsular ingredientes alimentarios activos (Wandrey et al.,
2010). Los lipidos se han utilizado para encapsular compuestos nitrogenados
como la urea, con grasa (Highstreet et al., 2010) o cera de abejas (Carvalho et
al., 2019), la arginina con &cidos grasos (Meyer et al., 2018), y la lisina mezclada
con lipidos (Prandini et al., 2013).

La tecnologia de encapsulacion basada en lipidos es relativamente
reciente en comparacion con otros ingredientes para la encapsulacién. Por lo
tanto, puede considerarse un campo emergente y promisorio para proporcionar
ingredientes alimentarios, farmacéuticos y nutracéuticos bioactivos (Timilsena et
al., 2020). Por ejemplo, la cera carnauba ya se utiliza en medicina para
recubrimientos de capsulas, como cera dental y productos para la piel. Ademas,
es un compuesto inerte en el rumen y el estbmago y es un material inofensivo

para la salud animal (Lim et al., 2017).

32



| pesar de la amplia gama de materiales para encapsulacion, solo algunos
de ellos se han utilizado en la industria animal. Debido a la naturaleza de las
aplicaciones, estos materiales suelen ser los de menor costo, amplia
disponibilidad y buena capacidad para proteger y liberar los componentes
internos. Sin embargo, no son necesariamente ideales para aplicaciones en
alimentacion animal debido a sus propiedades de emulsificacion, sensoriales,
solubilidad o encapsulacién rapida, o bien porque sus capacidades no han sido
completamente evaluadas para aplicaciones animales. Por lo tanto, en la
presente investigacion documental ha sido necesaria una extensa consulta de
materiales con aplicaciones en la industria animal, a fin de contrastar los
resultados obtenidos, ya sea en el ambito farmacéutico y alimentario.

Encapsulaciéon de ingredientes de alimentos/piensos.

En la industria alimentaria se utilizan una gran cantidad de ingredientes
funcionales para mejorar propiedades como el sabor, el color y la textura, asi
como para prolongar la vida util de los alimentos y productos alimenticios. Los
ingredientes naturales con beneficios funcionales para la salud, como
antioxidantes y probioticos, son hoy en dia de gran interés para la industria y para
los consumidores (Borgogna et al., 2010). Las ventajas tecnologicas de la
encapsulacion incluyen la proteccion de los ingredientes de alimentos y piensos
contra la degradacion quimica (causada por oxidacion o hidrolisis) o la reaccion
con otros ingredientes. Ademas, también protege a los alimentos y componentes
de cambios no deseados causados por variaciones ambientales, condiciones
enzimaticas, pH, temperatura y fuerza ionica (McClements et al., 2007; Fang y

Bhandari, 2010; Wandrey et al., 2010).
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La caracterizacion de las microcapsulas producidas por las diferentes
tecnologias consideradas en esta revision documental incluye principalmente el
estudio de Is propiedades fisicas, como contenido de humedad y actividad de
agua, densidad aparente, rendimiento de particulas, eficiencia de
microencapsulacion, cuantificacion del material del ndcleo (ingrediente
encapsulado), propiedades de flujo y solubilidad e higroscopicidad del polvo (Xue
et al., 2013). Se pueden incluir determinaciones especificas del ingrediente
encapsulado segun sus propiedades quimicas (actividad antioxidante y contenido
total del ingrediente o compuesto). Son relevantes la estructura quimica mediante
FTIR (Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier) y estudios
microestructurales. Pocas investigaciones incluyen caracteristicas adicionales
como la estabilidad durante el almacenamiento y la liberacion controlada del
material encapsulado, asi como una cinética de degradacion que simule las
condiciones del tracto gastrointestinal (Ahmad et al., 2019). Esos andlisis son
relevantes cuando el objetivo es estudiar el papel del material encapsulante para
liberar actividad en el intestino, apoyando las condiciones del tracto
gastrointestinal superior, tal es el caso de los probiéticos. Sin embargo, el
desarrollo de la encapsulacion en estas condiciones requiere formas de
particulas especiales. Por ejemplo, los hidrogeles a base de almidon han
mostrado bioaccesibilidad del B-caroteno al mantener la estructura semisaélida del
hidrogel en condiciones gastricas simuladas, y cuya estructura se desintegra en
el intestino delgado (Mun et al., 2015).

Ultimamente se han publicado investigacions sobre encapsulacion de

compuestos hidrofobos para aplicaciones en alimentos y piensos. Li et al., (2020)
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deollaron un sistema de administracion de microgel (lisozima en
nanoparticulas de almidén) para mejorar la liberacién controlada de quercetina,
un compuesto hidrofébico, en condiciones intestinales. En otro estudio, Yang et
al. (2020) desarrollaron un complejo portador de acido linolénico conjugado (CLA)
(fase oleosa) que consistia en almidén modificado con anhidrido octenil succinico
y goma xantana. El CLA es poco soluble en agua y muy sensible a la oxidacion,
lo que hace que tenga baja bioactividad. Estos investigadores lograron una
eficiencia de encapsulacion superior al 97 %, atrapando el CLA dentro de la
estructura interna de la nanoparticula. Ademas, el estudio in vivo mostré que las
nanoparticulas se liberaban en intestino delgado y rara vez en el estbmago de
ratas. Shao et al. (2018) también utilizaron con éxito la emulsion estabilizada con
granulos de almidon gelatinizado de malanga para encapsular y proteger
polifenoles. Los polifenoles normalmente tienen baja biodisponibilidad debido a
la degradacion gastrica. En otro estudio, Mehran et al., (2020) encapsularon
eficientemente antocianinas (de extracto de borraja irani) combinando
maltodextrina y almidon de maiz modificado. Los polvos microencapsulados
obtenidos por pulverizacidn mostraron una eficiencia de encapsulacién superior
al 90%, alta estabilidad antioxidante durante el almacenamiento y liberacién
controlada en el intestino.

El Cuadro 2 resume los estudios consultados sobre encapsulacion de
alimentos y piensos con aplicaciones en la nutricion animal. En mas del 90% de
las investigaciones se utilizan productos comerciales protegidos con patentes

internacionales, de manera que las técnicas de encapsulacion, los materiales
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Cuadro 2. Seleccion de estudios sobre encapsulacion de ingredientes alimentarios utilizando diferentes tecnologias

Material de Material de Tecnologia Resultados Referencia
nucleo pared usada/tamafo/otr
0S

Proteinas, péptidos, amino acidos y nitrégeno no proteico

Rumiantes
Arginina y lisina Aceite de soya No reportado La suplementacion con lisina disminuy6 el Teixeira et al.,
hidrogenado, (AjiPro®) espesor de la grasa y aument6 el area del 2019
lecitina (AjiPro®- musculo Longissimus, la suplementacion
L, Japon) con arginina aumentdé las canales
selectas.
Arginina Acidos grasos y No reportado La arginina protegida en el rumen tuvo el Meyer et al.,
glicéridos (solicitud de mayor flujo duodenal y degradacién en 2018

patente EUA No. intestino delgado, en comparaciéon con la

61/321.604) arginina inyectada.



Nitratos de calcio

y amonio

Metionina

Cardanol y
acido anacardico

de nuez

MetiPEARL™,

Kemin®, USA

Proteccion
ruminal: 50%
No reportados
(patente  GRASP
Ind&Com. LTDA®,
Brasil)
Liberacion
controlada (50-
100% en 4-30 h)
Secado por
aspersion

Size < 2 mm, DL-

methionina 48%

El consumo de materia seca y proteina

cruda y la digestibiidad de los
tratamientos con nitrato encapsulado y
nitrato encapsulado con liquido de

cascara de anacardo fueron similares.

El &rea del musculo Longissimus aumento
a medida que aumentaron los niveles de

metionina.

(El-Zaiat et al.,
2020
Baggerman et
al., 2021



Nitrato de calcio y

amonio

Metionina

Urea

Cardanol y acido
anacardico de

nuez

Cera carnauba

Grasas
(Nitroshure,

Balchem

No reportado

(patente GRASP
Ind&Com. LTDA®,
Brasil)
Liberacion
controlada (50-
100%, 4-30 h)
Emulsificasion por
fundicion

No hubo evidencia
de microcapsulas
Liberacion

87-

controlada,

91% urea

La inclusién de nitrato encapsulado redujo
el peso corporal final. La ingesta de
materia seca y las emisiones de metano
(CHa) se redujeron con el uso de nitrato
encapsulado, mientras que los aceites
esenciales encapsulados aumentaron las
emisiones de CHa.

Menor degradabilidad in situ en

metionina encapsulada en comparacion

con la metionina pura.

La adicién de urea encapsulada en vacas

en lactancia temprana aumentdé el
contenido de grasa y proteina en la leche.

No se observaron diferencias en la

Alemu et

2019

al.,

De Carvalho et

al., 2019

Highstreet

al., 2010

et




Encapsulates, produccion de leche ni en los

EUA) componentes de N urinario.




consecuencia, no podemos asegurar que en términos de tamafio se estén

utilizando micro o nanocapsulas, pues la finalidad es la proteccion de los
ingredientes para aumentar su disgestibilidad. Por lo tanto, los nuevos estudios
estan supeditados a la poca y/o casi nula informacion para la generacion de
conocimiento nuevo en el area de la microencapsulacion con aplicaciones
potenciales en la produccion animal.
Suplementacion de Aminoacidos Dietéticos en Rumiantes

Los aminoéacidos de cadena ramificada (BCAA) participan en el aumento
de la sintesis de proteinas en animales y seres humanos. Ademas, son
componentes elementales para desarrollar tejido muscular. Los BCAA
(isoleucina, leucina y valina) regulan diversas vias de sefalizacion; la mas
importante es la activacion de la via de sefializacion mTOR (diana de rapamicina
en células de mamiferos) (Zhang et al., 2017).

Baggerman et al., (2021) realizaron dos estudios. En el primero utilizaron
128 vaquillas suplementadas con 0, 4, 8 y 12 g de metionina protegida
(animal/dia); ellos observaron un incremento del 9 % en el area del musculo
Longissimus con el uso de 12 g de metionina protegida, en comparaciéon al
control. En el segundo estudio utilizaron 20 vaquillas suplementadas con0y 8 g
de metionina; los investigadores encontraron una mejor proporcion de fibras de
cadena pesada de miosina tipo 1 (MHC-1) con la suplementacion de 8 g de
metionina.

La falta de lisina o BCAA puede disminuir el rendimiento en la produccion

de leche hasta en 10.2 %, 21.1 % y 12.2 %, respectivamente, segun el estudio

40



reaido por Doelman et al. (2014) durante la lactancia temprana de vacas
lecheras. Tanto la leucina como la isoleucina mejoran la tasa de sintesis de
proteina en células mamarias bovinas, por efecto de la fosforilacion de mTOR
(diana de rapamicina en células de mamifero), rpS6 (proteina ribosémica S6) y
S6K1 (proteina ribosomica S6 quinasa beta-1) (Appuhamy et al., 2012).

Arginina en dietas de rumiantes.

La L-arginina (Arg) es un aminoacido que se encuentra en tejidos de
animales y plantas (Wu, 2013). El contenido de este nutriente es relativamente
alto en los alimentos procedentes de animales (carne y mariscos), plantas
(semillas de algodon, canola, aislado de proteina de soya) y otros organismos
fotosintéticos (microalgas y macroalgas), pero es relativamente baja en la leche
de la mayoria de los mamiferos, incluidos los seres humanos, las vacas y las
cerdas, en comparacion con la mayoria de los otros aminoacidos (AA) (Davis et
al., 1994; Collins et al., 2007; Li et al., 2011; Wu et al., 2016).

Actualmente, se reconoce que la Arg es un ingrediente benéfico en
suplementos dietéticos, alimentos funcionales y bebidas para seres humanos
(Brown et al., 2015; Lan et al., 2014; Popolo et al., 2014; Wu, 2013). Sin embargo,
el uso de Arg para estos fines se ha limitado en gran medida por la preocupacién
gue existe en las agencias reguladoras gubernamentales, los encargados de
formular politicas y los consumidores, en cuanto a la seguridad en el uso de Arg
como suplemento a largo plazo (Wu et al., 2016). No existen datos clinicos
relevantes en la literatura (Shao y Hathcock, 2008; Calabro et al., 2014), aunque
se ha documentado que la administracion oral de Arg (3 g/d) puede provocar

eventos cardiovasculares adversos en pacientes con infarto agudo de miocardio
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(Schulman et al., 2006). La Arg regula vias de sefializacion celular y la expresion
génica para mejorar la funcion cardiovascular, aumentar la sensibilidad a la
insulina, incrementar la masa de tejido magro y reducir la obesidad en humanos
(Wu et al., 2016).

El uso de L-arginina ha sido probado en varias especies animales con fines
de aumentar la deposicion tejido muscular y reducir grasa. Tan et al. (2009)
observaron gue la suplementacion con 1 % de arginina en la dieta de cerdos
castrados por 60 d (previo al sacrificio), redujo los triglicéridos séricos en 20 %,
asi como la grasa de todo el cuerpo en 11 %, aumentando el contenido de
musculo esquelético corporal en 5.5 %. En otra investigacion con cerdos, Ma et
al. (2015) suplementaron con 1 % de arginina en la dieta y mostraron una
abundancia de proteinas (tipo y estructura de la fibra) relacionadas con el
metabolismo energético.

En pollos de engorda, Al-daraji y Salih (2012) observaron un incremento
significativo en el peso de canales, pechuga y muslo cuando se suministraron
0.02, 0.04 y 0.06 % de arginina. Estos investigadores concluyeron que la arginina
puede utilizarse para mejorar el rendimiento productivo en pollos de engorda.

La infusicon abomasal de arginina en Angus promueve la expresion de
genes adipogénicos y la acumulacién de lipidos en el tejido adiposo (Choi et al.,
2014). La infusién sanguinea de arginina (500 mg/kg) en corderos puede inhibir
la protedlisis y redujo la terneza en el musculo semimembranoso (Cottrell et al.,
2015).

La arginina en el metabolismo del ganado.
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| Arg realiza un papel importante en el metabolismo del nitrogeno
(sintesis de proteinas, 6xido nitrico, poliaminas y creatina), en el flujo sanguineo,
la utilizacion de nutrientes y en la salud de los rumiantes. Este aminoacido se
produce por accion de bacterias ruminales, o bien a partir de L-glutamina, L-
glutamato y L-prolina mediante la formacién de L-citrulina (CIT) en los enterocitos
de rumiantes jovenes y adultos. En rumiantes antes del destete, la mayoria de la
CIT formada de novo por los enterocitos se utiliza para la produccion de Arg. En
los rumiantes post-destete, la CIT derivada del intestino delgado se convierte en
Arg principalmente en los rifiones, y en menor medida en las células endoteliales,
macrofagos y otros tipos celulares (Wu et al., 2022). En condiciones normales de
alimentacion en rumiantes, la sintesis de Arg representa el 65-68 % del total de
los requerimientos, y a partir de la suplementacién de Arg protegida (0.25 - 0.05
% en la dieta) se pueden cubrir los requerimientos para incrementar la produccion
(Wu et al., 2022).
Después de la ingesta de Arg, los niveles maximos plasmaticos regresan
a niveles base a las 4-5 horas después de llegar a circulacién sanguinea (Collins
et al., 2007). Posteriormente, se produce 6xido nitrico (NO) en la mayoria de las
células de mamiferos (adipocitos, musculo esquelético, hepatocitos, etc.) (Wu et
al., 1998). Teixeira et al. (2019) suplementaron vaquillas Angus x Simmental con
arginina protegida y observaron que los niveles plasmaticos de Arg no se vieron
modificados. Las concentraciones plasmaticas de un aminoacido limitante
disminuyen cuando es utilizado con fines anabdlicos (Wessels et al., 1997).
El 6xido nitrico (NO) es una molécula sintetizada a partir de la Arg por

mediacion de la enzima NO sintasa (NOS). Los niveles fisiolégicos del NO
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estimulan la utilizacion de glucosa y la oxidacion de acidos grasos en tejidos
sensibles a insulina (musculo, corazon y tejido adiposo); también inhibe la
sintesis de glucosa, glucégeno y lipidos (higado y tejido adiposo) (Jobgen et al.,
2006; McKnight et al., 2010).

Estudios sobre las regulaciones metabdlicas de la Arg via NO han
evidenciado una mejora en la calidad de la carne al reducir el esfuerzo al corte
(Cottrell et al., 2015), aumento de grasa intramuscular (Choi et al., 2014; Teixeira
et al., 2019), transformacién de fibras musculares glucoliticas a oxidativas (Chen,
Guo, Jia, Liu, et al., 2018), aumento de proteinas musculares (X. Ma et al., 2015;
Tan et al., 2009) e incremento en la capacidad antioxidante del NO a nivel
fisiolégico y en musculo (Kamga et al., 2012; J. R. Tuell et al., 2021).

La argininay la transformacion del tipo de fibra.

El muasculo esquelético se compone de fibras musculares, cuyas
caracteristicas afectan tanto a la produccién de carne magra como a la calidad
de la carne (Brocks et al., 2000; Ryu y Kim, 2006). Se conocen tres tipos
principales de fibra: tipo oxidativo lento (I), tipo oxiditavo-glucdlitico rapido (lla) y
tipo glucdlitico rapido (1lb), de acuerdo con la estabilidad de la ATPasa de la
miosina después del pretratamiento con acido o alcali (Brooke y Kaiser, 1970).
La ATPasa de miosina se localiza en la cabeza globular de la cadena pesada de
miosina (MHC) (Levitsky, 2004). Por lo tanto, la MHC parece representar el
marcador mas apropiado para el tipo de fibra muscular. Cuatro isoformas de la
MHC de los musculos esqueléticos de mamiferos estan codificadas por cuatro

genes: la contraccion lenta tipo oxidativo | (MHCI) y tres tipos rapidos, tipo
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(MHCIIb) (Kim et al., 2013; Lefaucheur et al., 2002).

La arginina se clasifica como un aminoacido semiesencial o
condicionalmente esencial en los mamiferos. Estudios anteriores se han centrado
en estudiar el papel de la arginina en la regulacion de la deposicion de grasa
(Fouad et al., 2013; Fu et al., 2005). Recientemente, se observo que la arginina
promueve la expresion de la MHC a través de Akirin2 y la via de sefalizacion de
la proteina quinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK) en las células del
musculo esquelético porcino (Chen, Guo, Jia, Zhao, et al., 2018). Dado que la
AMPK media el cambio de tipo de fibra muscular esquelética (R6 et al., 2007),
los diferentes tipos de fibra muscular pueden transformarse entre si (Pette y
Staron, 2000; Zhang et al., 2017), por lo que es razonable suponer que la arginina
puede desempefiar un papel en el cambio de tipo de fibra muscular esquelética.

La argininay la expresion de genes lipogénicos.

La arginina esté relacionada con la oxidacion de acidos grasos a través de
los cambios mediados por el 6xido nitrico (NO) en la expresion de genes (enzima
estearoil-CoA desaturasa, proteina quinasa activada por adenosin monofosfato)
(McKnight et al., 2010). EI gen AMPK, expresado por el 6xido nitrico y modulado
por la arginina (Lira et al., 2007), aumenta la carnitina palmitoiltransferasa 1A
(CPT-1A) y la expresion de PGC-1a en higado, incrementandose la oxidacion del
sustrato hepatico en ratas suplementadas con arginina (Jobgen et al., 2006).

La argininay su relacion con la calidad de la carne.

La calidad de la carne siempre ha sido importante para el consumidor y

constituye un tema critico para la industria (Joo et al., 2013). Debido a que la
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carne fresca es un tejido animal, las caracteristicas de calidad estan influenciadas
por diversos factores, como la estructura muscular, la composicién quimica, el
entorno quimico, la interaccion de los componentes quimicos, los cambios post-
mortem en los tejidos musculares, el estrés y los efectos de la pre-matanza (Joo
et al., 2013; Prieto et al., 2009).

Los rasgos superiores de calidad de la carne, incluidos el color, la terneza
y el sabor, estan estrechamente relacionados con el aumento del contenido de
fibras oxidativas en los musculos esqueléticos (Raj et al., 2010). Por lo tanto, es
necesario aumentar el contenido de fibras oxidativas en los musculos
esqueléticos y comprender los factores para controlarlos (Lefaucheur et al., 2002;
Pannier et al., 2010).

Un estudio reciente en cerdos encontré que la suplementacién con
arginina en la dieta aument6 el contenido de grasa intramuscular (IMF) e influy6
en las proteinas relacionadas con el tipo de fibra muscular. EI aumento en el
contenido de IMF se correlacion6 positivamente con una mayor abundancia de
troponina | de contraccion lenta, y se correlaciond negativamente con la cadena
pesada de miosina (MyHC) y con el contenido de fibra muscular blanca Ilb (X.
Ma et al., 2015).

Tan et al. (2011) suplementaron 16 cerdos con 1 % de arginina por 60 d.
La suplementacion con arginina incrementdé los niveles de ARNm de la enzima
acido graso sintasa en muasculo, y los niveles de ARNm de la lipasa sensible a
hormonas (LSH) en tejido adiposo, favoreciendo la lipogénesis en muasculo y

lipdlisis en tejido adiposo.
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et al., (2017) suplementaron 60 cerdos Duroc x Landrace con 1 % de
arginina por 60 d. Las caracteristicas productivas no se afectaron con la inclusion
de arginina en comparacion con el control. Sin embargo, la suplementacién con
arginina incremento el contenido de IMF y redujo el grosor de la grasa dorsal.

Shi et al. (2019) suplementaron 120 cerdos Landrace x Yorkshire x Duroc
con 0.5y 1 % de arginina por 10 semanas. Los parametros de crecimiento no se
vieron modificados por la inclusion de arginina en la dieta de finalizacion de
cerdos. En las caracteristicas de calidad de la carne no se observaron diferencias
en el color, pH y capacidad de retencion de agua (CRA) entre los cerdos
suplementados con arginina y el control. Sin embargo, conforme incrementaron
los niveles de arginina el puntaje de marmoleo en muasculo se incrementd, y se
redujeron las perdidas por coccién y por goteo.

En rumiantes, Teixeira et al. (2019) suplementaron 120 vaquillas Angus x
Simmental con 63 g/d de arginina protegida. Las caracteristicas productivas no
se vieron afectadas por la arginina. La suplementaciéon con arginina protegida
tendio a incrementar la proporcion de gradode calidad Choice en las canales.

Tuell et al. (2019) suplementaron 40 vaquillas con 100 g/d de arginina
metabolizable de sobrepaso. La suplementacion con arginina no modifico los
valores de pH, CRAy esfuerzo al corte. Sin embargo, se mejoro la estabilidad del
color, con valores mas altos en la tendencia al rojo (a*).

Dou et al. (2023) suplementaron 18 ovinos Dorper x Han cola pequefia con
1 % de arginina. La adicion de arginina incremento el peso final, el area de rib
eye y el diametro de las fibras musculares. Ademas, se redujo el esfuerzo al corte

y las pérdidas por coccion.
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RESUMEN
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y QUIMICA DE SISTEMAS
ENCAPSULADOS PARA ARGININA
POR:
M.C. GERMAN CONTRERAS LOPEZ
Doctor in Philosophia en Produccién Animal y Recursos Naturales
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Luis Manuel Carrillo Lopez
Se realiz6 la microencapsulacion de arginina en una matriz lipidica de cera
de carnauba y polimero Eudragit® mediante los métodos de emulsificacion
fundida y nanoprecipitacion, respectivamente. Se realizd la caracterizacion
morfolégica mediante microscopia electrénica de barrido (MEB), analisis
microelemental por espectroscopia de dispersion de rayos X (EDS) vy
caracterizacion estructural mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR). Ademas, se evalu6 la degradacion ruminal in
vitro. Ambos sistemas encapsulados presentaron morfologias tanto esféricas
como polihédricas regulares e irregulares (cristales). En las formulaciones
cera:arginina el contenido de nitrogeno (N) disminuyé conforme aumenté la
proporcion de cera. Las formulaciones Eudragit®:arginina con 1000 mg de
arginina tuvieron mayor contenido de nitrdgeno, comparadas con las
formulaciones con 500 mg de arginina. Las formulaciones cera:arginina 2:1y 3:1

presentaron menor degradabilidad después de 5 h de digestibilidad in vitro (40.7
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no encapsulada, que tuvo 100 % de degradabilidad). La cera carnauba puede ser

un eficiente encapsulante y método de proteccion para la arginina contra la
degradacion ruminal, ya que en los resultados de FTIR las bandas de absorcién
de las capsulas muestran una atenuacion fuerte respecto a las bandas de los
materiales solos sugiriendo una mezcla homogénea de ambos materiales, una
baja degradabilidad in vitro y a la morfologia obtenida de cristales y esferas con

superficie lisa lo cual hace mas lento el proceso de degradabilidad.
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ABSTRACT
MORPHOLOGICAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF
ENCAPSULATED SYSTEMS FOR ARGININE
BY:
GERMAN CONTRERAS LOPEZ

Arginine microencapsulated in a lipid matrix of carnauba wax and
Eudragit® polymer was investigated using melt emulsification and
nanoprecipitation methods, respectively. In addition, ruminal degradation was
evaluated in vitro. Morphological characterization was carried out by scanning
electron microscopy (SEM), microelement analysis by X-ray dispersion
spectroscopy (EDS) and structural characterization by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). Both encapsulated systems presented both spherical and
regular and irregular polyhedral morphologies (crystals). In the wax:arginine
formulations, the nitrogen (N) content decreased as the wax proportion increased.
The Eudragit®:arginine formulations with 1000 mg of arginine had higher nitrogen
content, compared to the formulations with 500 mg of arginine. The 2:1 and 3:1
wax:arginine formulations presented lower degradability after 5 h of in vitro
digestibility (40.7 % and 21.26 %, respectively, compared to the degradability of
non-encapsulated arginine, which had 100 % degradability). Carnauba wax can
be an efficient encapsulant and protection method for arginine against ruminal

degradation.
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INTRODUCCION

Aunque se considera un método relativamente nuevo, la
microencapsulacion se ha utlizado desde 1970 como una tecnologia de
envasado que involucra finas cubiertas poliméricas aplicadas a gotas solidas o
liguidas o material gaseoso para formar pequefias particulas llamadas
microcapsulas, que pueden liberar su contenido con el tiempo o bajo ciertas
condiciones (Arenas-Jal et al., 2020; Todd, 1970). La encapsulacién se introdujo
originalmente en el area de la biotecnologia para hacer que los procesos de
produccion fueran mas eficientes, ya que la matriz alrededor de las células
permite una separacion rapida y eficiente de las células productoras y los
metabolitos (Nedovic et al., 2011). La encapsulacion es una técnica ampliamente
utilizada para elaborar productos en distintas ramas de la industria alimentaria,
especialmente en la fabricacion de alimentos funcionales y especializados, el
procesamiento de alimentos y la innovacién de productos (Timilsena et al., 2020).

La microencapsulacion fue de mayor importancia en la industria
alimentaria debido a su capacidad para brindar proteccion a componentes
bioactivos inestables, agregar nuevas propiedades funcionales en productos
alimenticios y entregar de manera eficiente el material activo en el sitio objetivo a
un tiempo controlado. Como consecuencia de ello, durante mucho tiempo se han
explorado varios métodos de encapsulacion (Niu et al., 2015; Timilsena et al.,
2020).

De las diferentes técnicas de encapsulacion se pueden obtener diferentes
morfologias, de las cuales se distinguen las microcapsulas con un nacleo bien

definido y el material encapsulante, y las microesferas que resulta en una
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ensulacién incompleta ya que se mezclan homogéneamente el ingrediente
activo y el material encapsulante y es expuesto de cierta manera el ingrediente
activo (Dias et al., 2015).

Los rumiantes obtienen aminoacidos conjuntamente de las proteinas de la
dieta que escapan a la degradacion ruminal y las proteinas microbianas
sintetizadas en el rumen. La cantidad de proteinas y aminoacidos que escapan a
la degradacion ruminal varia mucho entre los diferentes alimentos, dependiendo
de su solubilidad, la velocidad de paso al intestino delgado (Kamalak et al., 2005)
y la energia suficiente para el crecimiento microbiano lo cual resulta en una mayor
sintesis de proteina microbiana (Castillo-Lopez y Dominguez-Ordéfiez, 2019).
Por ello el uso de microencapsulacion de principios activos en una matriz podria
permitir una liberacion intestinal lenta (Piva et al., 2007) y evitar la produccién de
amonio, desequilibrio de aminoacidos y un mejor aprovechamiento. El objetivo
de este trabajo fue disefiar y caracterizar dos sistemas de encapsulado para

arginina como método de proteccion de la degradacion ruminal.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencién de Microencapsulas

Las formulaciones de los sistemas microencapsulados y la prueba de
digestibilidad in vitro se realizaron en la Universidad Autonoma de Chihuahua,
México, y los andlisis de caracterizacion se realizaron en el Colegio de
Postgraduados campus Montecillo, en Texcoco, México. Se utilizaron dos
técnicas de encapsulacion: emulsion por fundicion y nanoprecipitacion. Los
materiales utilizados para encapsular fueron cera de carnauba y Eudragit® (RS
y RL), respectivamente.

La técnica de emulsiéon fundida se realizé segun Carvalho et al. (2019),
con algunas modificaciones (se utilizé 7 % de lecitina de soya como surfactante,
en lugar de 5 %). Las proporciones de cera y arginina fueron 1:1, 2:1, 3:1y 4:1.
La cera se fundié a 90 °C y se afiadio lecitina de soya al 7 % respecto al peso de
la cera; luego se agreg6 arginina bajo agitacion constante a 500 rpm durante 3
min hasta su total homogeneidad.

La técnica de nanoprecipitacién se realiz6 segun Romero-Pérez et al.
(2010), con ligeras modificaciones (se utilizé etanol como disolvente en lugar de
acetona). La fase organica se preparo disolviendo 1000 mg de Eudagrit® RL y
RS en diferentes proporciones: 30:70 y 40:60, respectivamente, en 10 mL de
etanol bajo sonicacion (Elmasonic S60H), durante 15 min. Entonces se
disolvieron 1000 o 500 mg de arginina (proporciones Eudragit®: arginina 1:1 y
1:0.5) en 20 ml de una solucion acuosa de Pluronic F68 (0.5 % p/p).

Caracterizacion Morfologica
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| Para evaluar y caracterizar los sistemas microencapsulados, se obtuvieron

micrografias mediante microscopia electronica de barrido con magnificaciones
de 100x, 500x, 1500x y 5000x. Las micrografias de las muestras se obtuvieron
utilizando un microscopio electronico de barrido SEM-JSM-6390 (Jeol, Tokio,
Japon). ElI tamafio de las microcapsulas de los diferentes sistemas
microencapsulados se determind con el programa Image J (Wayne Rasband,
National Institute of Health, Bethesda, MD, EE.UU).
Analisis Microelemental

Se realizd un analisis de espectroscopia de energia dispersiva por rayos
X (Oxford®, Reino Unido). Este sistema esta acoplado a un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-6510LV. Se determin6é el porcentaje de
nitrdgeno (contenido cualitativo) y la ubicacidén mediante mapeo en los sistemas
microencapsulados.
Espectroscopia Infrarroja FTIR

Los espectros infrarrojos se obtuvieron con un Espectrometro Infrarrojo
con Transformada de Fourier (Tensor 27, Bruker®, Germany) con fuente MIR
(infrarrojo medio) y accesorio ATR (reflexién total atenuada) con cristal de
diamante. Se obtuvieron los espectros en la region infrarroja, entre 4000 cm™ y
400 cm*, comparando los datos espectrales de las muestras encapsuladas con
los de la arginina y los materiales de pared, a fin de identificar los grupos
funcionales existentes.
Digestibilidad In Vitro

Para evaluar la digestibilidad in vitro de los sistemas encapsulados de

cera:arginina se realizO0 mediante el método DAISY. Se establecieron tres
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ties (2 h, 3 hy5h)con 3 repeticiones por tratamiento; en cada tiempo se
tuvieron tres jarras de digestion. Se utilizaron bolsas de filtro F57 ANKOM
previamente enjuagadas en acetona por 5 min y secadas completamente. Se
registro el peso de cada bolsa y 0.5 g de muestra de cada sistema encapsulado.
Se recolectaron 2000 mL de liquido ruminal de ovinos con una bomba de vacio
a traves de una fistula ruminal; dichos animales consumian una dieta a base de
maiz y triticale. El liquido ruminal se guard6 en un termo pre-calentado con agua
a 30 °C. Después se prepararon soluciones buffer segun se indica a continuacion.
La solucion A contenia KH2PO4 10 g/L, MgS0O4-7H20 0.5 g/L, NaCl 0.5 g/L,
CaCl2:2H20 0.1 g/L y urea 0.5 g/L, mientras que la solucion B contuvo Na2CO3s
15 g/L y Na2S-2H20 1 g/L. Se precalentaron ambas soluciones buffer (Ay B) a
39 °C, agregando ~266 mL de solucion B a 1330 mL de solucion A (proporcion
1:5). La cantidad exacta de A a B se ajustd hasta obtener un pH final de 6.8 a 39
°C. A cada jarra de digestion se incorporaron 1600 mL de la mezcla combinada
(A/B) y 400 mL de liquido ruminal. Entonces se purg6 cada jarra con CO2, se
introdujeron las bolsas filtro con las muestras y se dejaron por 1, 3y 5 hen la
incubadora de DAISY® (ANKOM Technology, 2005).

Para calcular la digestibilidad in vitro total se utilizé la siguiente

formula:s

100 - (W3 - (W1 X Cl)
X

100
W,

% Digestibilidad In vitro =

Donde: W= peso de la bolsa tara

W2= peso de la muestra
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W3= peso final de la bolsa después de la digestion in vitro
Ca= bolsa en blanco corregida
Analisis Estadisticos
Los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadistico SAS
System v.9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Se realizd6 el analisis de
varianza y la comparacion de medias de Tukey (P<0.05). Los valores se

reportaron como medias + desviacion estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion Morfolégica

Las Figuras 1-4 y 5-8 muestran la morfologia de los sistemas
encapsulados con cera:arginina y Eudragit®:arginina, respectivamente. Ambos
sistemas encapsulados presentaron tanto morfologias polihédricas regulares e
irregulares (cristales) como esferas (microcapsulas). Los diametros de las
microcapsulas en las formulaciones cera:arginina 1:1, 2:1, 3:1y 4:1 fueron 8.46,
22.61, 48.73 y 52.27 um, respectivamente (Gréafica 1). Como se aprecia, el
diametro de las microcapsulas se incrementd significativamente conforme
aument6 la cantidad de cera. En la Grafica 2 se muestran las areas de los
microcristales para el sistema de encapsulado Eudragit®:arginina, cuyos rangos
estuvieron entre 3000 y 5000 um?. Como se observa en las Figuras 5-8, existio
una distribucion muy heterogénea en el tamafio de los cristales. Debido a esta
variabilidad probablemente no existieron diferencias estadisticas entre
tratamientos a pesar de la diferencia en el area promedio. En el sistema
encapsulado cera:arginina hubo mayor cantidad de microcapsulas en
comparaciéon con el sistema encapsulado Eudragit®:arginina. En las
formulaciones 3:1 y 4:1 de cera:arginina se observé una mayor formacién de
microcapsulas en comparacion con las demas formulaciones de cera:arginina.

Los cristales muestran una superficie lisa y plana, cuyas caras fueron tanto
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10kV, X5,000 Spm CP-UME

Figura 1. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 1:1 cera:arginina.
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X1,500 1opm 4.

10kV" X500 7 sOpnt

Figura 2. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 2:1 cera:arginina.
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19k‘.’ X1,500 10pm CP-UME

10kv  X1,500 10pm CP-UME’ 10V X1500  10pm CP-UME

Figura 3. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 3:1 cera:arginina.
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10kV. "%1,500 10m CP-UME

Figura 4. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 4:1 cera:arginina .
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X100 100hm . CPAME "

X4,000  Sum oW el Al

Figura 5. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 30:70 Eudragit RL:RS: 500 mg arginina.
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40KV~ X100 100p@ . CP.UME

10kV  X4,000 Spm

Figura 6. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 30:70 Eudragit RL:RS: 1000 mg arginina.
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X100 .400jm . X560, sou’ © - CP-UME

10kV  X10,000 1pm CP-UME 10kV  X4,000 5pm

Figura 7. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 40:60 Eudragit RL:RS: 500 mg arginina
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X100 ~100pm CP-UME

10kV  X4,000 Sum

Figura 8. Micrografias de las microcapsulas sintetizadas a partir de la
formulacion 40:60 Eudragit RL:RS: 1000 mg arginina.
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< Cera:arginina 3:1

# Cera:arginina 4:1

Gréfica 1. Diametro de microesferas producidas a partir de cera de

carnauba:arginina (n=15) por el método de emulsion por fundicién.

Letras diferentes indican diferencia estadistica (medias de Tukey, P

< 0.05).
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9000 - a
8000 H
7000 4 @
6000 a _
b= B30:70 Eudragit RL:RS:
= 5000 - 500 mg arginina
S 4000 A & 30:70 Eudragit RL:RS:
< 1000 mg arginina
3000 1 e £40:60 Eudragit RL:RS:
2000 - 500 mg arginina
| e B40:60 Eudragit RL:RS:
1000 e 1000 mg arginina
O T T I.. T T T 1

Tratamientos

Gréafica 2. Area superficial de caras polihédricas en los cristales de
Eudragit®:arginina producidos a partir del método de
nanoprecipitacion (n=15). Letras diferentes indican diferencia

estadistica (medias de Tukey, P < 0.05).
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reglres como irregulares. Las microcapsulas presentaron formas regulares
esféricas, aunque algunas presentaron irregularidades en la superficie dando una
apariencia de surco (o succion). Sin embargo, prevalecieron las superficies lisas
y en algunos casos, agrietadas debido al proceso de trituracion.

En el caso del sistema encapsulado Eudragit®:arginina se observaron en
su mayoria cristales con superficie lisa, estructuras granuladas y algunas
estructuras con estructura de microcapsulas esféricas.

Resultados semejantes a los nuestros han sido observados en diversas
investigaciones. Milanovic et al. (2010) encapsularon etil vainilla en cera
carnauba y obtuvieron microcapsulas con formas esféricas y superficies lisas,
con diametros promedio de hasta 300 pum, que son extremadamente mayores a
los obtenidos en la presenta investigacion. La diferencia del tamafio de las
microcapsulas puede deberse al proceso de obtencion. En este caso, Milanovic
et al. (2010) recolectaron las microcapsulas por filtraciéon bajo una presién
reducida, mientras que nosotros trituramos en un mortero hasta la obtencién de
un polvo bastante fino. En otro estudio, de Carvalho et al. (2019) encapsularon
metionina en cera carnauba con proporciones cera carnauba:metionina de 2:1y
4:1, respectivamente. Sus resultados mostraron sistemas encapsulados bastante
similares a los nuestros. En este caso, presentaron cristales polihédricos
regulares con superficies lisas y sin poros, muy similares al aminoéacido cristalino
pero embebidos en el polimero, el cual presenta formas polihédricas irregulares
en su forma nativa.

Finalmente, Romero-Pérez et al., (2010) encapsularon selenito de sodio

con Eudragit®. Sus resultados mostraron la formacion de particulas esféricas de
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tao nanometrico, con naa gran variacion en el tamafo. En este caso, las
morfologias diferentes a las de nuestra investigacion pareciera deberse a la
solubilidad del polimero en el disolvente y a la volatilidad del disolvente. Romero-
Perez et al. (2010) destacaron una mejor solubilidad del polimero Eudragit® en
acetona que en etanol. Los solutos se disuelven mejor en solventes con la mayor
cantidad de similitudes moleculares, sin embargo, las moléculas del soluto deben
ser suficientemente pequefias como para ser rodeadas por el solvente, ademas
de que una temperatura mas alta aumenta la solubilidad. Aunque la sonicacién
pudo haber incrementado la velocidad de disolucién, ésta no influye en la
solubilidad de la sustancia. Por otro lado, la arginina posee una naturaleza
bipolar, por lo que solamente la cadena lateral basica es muy polar.
Caracterizacion Microelemental

Los resultados del analisis de microelementos para los sistemas
encapsulados se presentan en el Cuadro 3. El contenido de nitrégeno (N)
disminuy6 conforme aumenté la proporcion de cera carnauba. Las formulaciones
de Eudragit®:arginina con 1000 mg de arginina tuvieron un contenido mayor de
nitrdgeno en comparacioén con las formulaciones con 500 mg de arginina. El
contenido de nitrdgeno determinado por este método hace referencia al que se
encuentra en superficie de la muestras y al que se encuentra hasta 1 mm de
profundidad debido a la profundidad de penetracion del haz de electrones lo cual
no permite hacer evaluaciones en el centro de la muestra (Wolfgong, 2016).
Ademas, es una determinacion semicualitativa porque no se conoce el peso de

la muestra. Consecuentemente, como se observa en la Figura 9 de los mapeos
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Cuadro 3. Cuantificacién de nitrégeno en microcapsulas y microcristales de
arginina producidos a partir de emulsion por fundicién (cera de
carnauba) y nanoprecipitacion (Eudragit®), respectivamente

Muestra % Nitrégeno

Eudragit RL:RS 30:70 500mg arginina 11-16
Eeudragit RL:RS 30:70 1000mg arginina 14-18
Eudragit RL:RS 40:60 500mg arginina 26-32
Eudragit RL:RS 40:60 1000mg arginina 25-35
Cera:arginina 1:1 21-24
Cera:arginina 2:1 18-23
Cera:arginina 3:1 12-16
Cera:arginina 4:1 18-21
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Element | Weight%  Atomic%

NK 32.49 45.69
0K 24.86 30.61
ClK 42.66 23.70
Totals 100.00

Element | Weight%  Atomic%

CK 45.96 58.01
NK 2231 24.14
oK 10.30 8.76
ClK 18.40 1.87

Element Weight% Atomic%

CK 42.10 52.55
NK 26.59 28.45
0K 11.21 10.50
ClK 20.10 8.50

Element Weight% Atomic%

CK 38.15 47.05
NK 30.68 32.44
0K 14.74 13.64
CIK 16.43 6.87

Figura 9. Mapeo microelemental en las formulaciones cera:arginina
con proporciones 1:1 (A), 2:1 (B), 3:1 (C) y 4:1 (D).
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de microelementos presentes en los sistemas encapsulados cera:arginina, el
nitrogeno (haciendo referencia a la arginina) se encuentra presente tanto dentro
como fuera de las microcapsulas. En ambos sistemas encapsulados (Figuras 9 y
10) se encuentran presentes los elementos C, N, O y Cl, los cuales forman parte
de la composicion de la cera carnauba, Eudragit® y arginina (de Freitas et al.,
2019; Singh et al., 2015).

Con el uso de otras técnicas como Kjeldahl, Carvalho et al., (2019)
reportaron un contenido de nitrégeno de 14.6 y 14.8 % en capsulas de urea:cera
de abeja, proporciones 1:2 con azufre y 1:2 sin azufre, respectivamente. Estos
contenidos de N son bastante menores a los reportados en la presente
investigacion. La técnica de EDS podria estar sobreestimando el contenido de N,
por lo que debe ser tomada con cautela al revelar una distribucién heterogénea
del nitrdgeno presente en la muestra. de Carvalho-Neto et al., (2019)
encapsularon metionina en cera carnauba en proporciones 1:2 y 1:4; ellos
reportaron un contenido de nitrégeno de 3.09 y 1.82 %, respectivamente. De
Medeiros et al. (2019) encapsularon urea en cera carnauba en proporciones 1:2,
1:3 y 1:4, resultando un contenido de nitrégeno de 14.8 %, 11.1 % y 8.63 %
respectivamente.

Nuestros resultados difieren de los reportados en la literatura consultada
debido a que la técnica de EDS reporta la presencia de nitrogeno de forma
semicualitativa en un area determinada de la superficie de las capsulas y/o

cristales, esto significa que el resultado obtenido en porcentaje en peso solo
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Element Weight% Atomic%

CK 37.79 47.81
NK 29.02 31.49
OK 12.44 11.81
ClK 20.75 8.90

Element | Weight% Atomic%

CK 40.04 52.06
NK 23.94 26.69
0K 10.07 9.83

ClK 25.95 11.43

Element | Weight% Atomic%

CK 46.78 57.42
NK 24.52 25.81
0K 9.55 8.80
ClK 19.16 7.97

Element Weight% Atomic%

CK 58.77 67.01
NK 21.36 20.88
0K 9.44 8.08
ClK 10.43 4.03

Figura 10. Mapeo microelemental en las formulaciones 1000 mg
Eudragit® RL:RS con proporciones 30:70 y 500 mg (A) o
1000 mg de arginina (B), y 1000 mg Eudragit® RL:RS con
proporciones 40:60 y 500 mg (C) o 1000 mg de arginina

(D).
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indi una concentracion relativa de dicho elemento ya que no se cuenta con el
peso de la muestra (Wolfgong, 2016). Ademas, el limite de deteccion de
elementos minoritarios esta entre 0.1-1 % en peso de fraccion de masa minima
detectable, por lo que la técnica de EDS puede constituir una limitante cuando el
elemento de interés se encuentra en cantidades suficientemente bajas como para
ser detectado.
Andlisis Composicional

En las Figuras 11 y 12 se muestran las principales bandas de absorcion
para los sistemas encapsulados cera:arginina y Eudragit®:arginina. Las
principales bandas de absorcién en arginina aparecen entre 2600-3500 y 1634-
174 cm™. En este caso, las bandas producidas en 3238 cm™, 3097 cm™ y 2879
cm?® estdn asociadas con la absorcion de uniones N-H, O-H y C-H,
respectivamente, caracteristicas de los grupos funcionales amino y acido
carboxilico en aminoacidos. La arginina es un aminoacido polar basico (positivo),
por lo que la cadena lateral guanidino contiene enlaces N-H. La forma ancha de
la banda (entre 2600-3500 cm™) en el espectro de arginina corrobora los enlaces
O-H caracteristicos de los grupos acido carboxilico de la arginina. Las bandas de
absorciéon en 1634 cm?, 1639 cm™* y 1674 cm! estan asociadas con las uniones
C=0 del grupo funcional carbonilo, presente en el grupo acido carboxilico de la
arginina. En este caso, las uniones fuertemente polares producen bandas mas
fuertes, tal que la banda para el grupo carbonilo es intensa y estrecha. El rango
entre 600 cm™ y 1400 cm corresponde con la regién de huella dactilar, un area
compleja con muchas bandas que se superponen entre si y asociadas con las

uniones C-C, C-O y C-N. Para la cera de carnauba observamos dos regiones de
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Figura 12. Espectros infrarrojos de arginina
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abién. La region entre 2700 y 3500 contiene fuertes bandas de absorcion en
2913 cm™ y 2846 cm, caracteristicas de vibraciones de estiramiento C-H en
alcanos. La cera de carnauba contiene entre 1-3 % de hidrocarburos, por lo que
el grupo funcional alcano esta asociado con su composicion. La absorcion en
1734 cm™! parece estar asociada con la unién C=0, grupo funcional en ésteres
de &cidos grasos, componente mayoritario de la cera de carnauba. Las bandas
en 1470 cmy 1473 cm también estan asociadas con las flexiones C-H. En los
espectros infrarrojo de las microcapsulas sintetizadas con proporciones 1:1y 2:1
de cera:arginina se aprecia una atenuacion fuerte en las bandas de absorcién de
la arginina. Lo cual sugiere que la arginina se encuentra encapsulada y recubierta
por la cera de carnauba. Contrariamente, las proporciones 3:1 y 4:1 de cera de
carnauba:arginina produjeron espectros de infrarrojo con bandas de absorcién
menos atenuadas. En este caso, con la alta proporcién de cera se esperarian
bandas de absorcibn mucho menos intensas para la arginina. Este
comportamiento sugiere menos eficiencia en la encapsulacion de arginina. Los
resultados obtenidos en el andlisis microelemental corroboran este
comportamiento (Cuadro 3).

Guimaraes-Inacio et al., (2018) encapsularon aceite de chia en cera
carnauba para evaluar su estabilidad térmica. Sus analisis de infrarrojo
encontraron que las bandas caracteristicas del aceite de chia se encontraban

atenuadas en las microparticulas cargadas con el aceite, indicando que el aceite
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estaba dentro de las microparticulas. Resultados similares también fueron
descritos por de Carvalho et al. (2019), quienes microencapsularon urea en cera
carnauba desarrollando dos formulaciones de sistemas microencapsulados con
proporciones (p/p) entre el ndcleo (urea) y el encapsulante (cera de abeja) de 1:2.
sin fuente de azufre, y 1:2 con sulfato de magnesio heptahidratado como fuente
de azufre. Las bandas de absorcion para la urea aparecieron entre 3428 cm™ty
3330 cm, para N-H, mientras que para la cera de carnauba las bandas
aparecieron entre 2915 cm™ y 2847 cm™ para C-H. En el sistema encapsulado,
las bandas entre 3429 cm™ y 3332 cm™ mostraron cambios con respecto a la
urea, mostrando un desplazamiento a una regién baja que indicaba la interaccion
del grupo N-H con H, pues la urea tiende a forma interacciones (puentes de
hidrogeno). Debido a esta baja reactividad la cera es adecuada para encapsular
urea. Huo et al. (2020) encapsularon cera de parafina con bajo punto de fusion
en una resina de urea-formaldehido para preparar un nuevo material de cambio
de fase microencapsulado (Micro-P6). Las bandas de absorcién en 3360 cm™ y
1660 cm™* son producidas por los enlaces N-H y C=0 en el pre-polimero, y las
bandas de absorciéon en 2924 cm™ y 2854 cm™ por el enlace C-H en la cera
parafina. Por lo tanto, ambos materiales estan presentes en el microencapsulado
Micro-P6.

El espectro de absorcion del Eudragit® revela bandas de absorcion 2948
cm?y 2984 cm, asociadas con las uniones C-H, asi como en 1721 cm y 1443
cm?, asociadas al grupo carbonilo C=0 vy perteneciente al grupo de los acidos

carboxilicos. Al ser un polimero acrilico, el Eudragit® contiene estos grupos
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funinales en su composicion. En cuanto a los espectros de absorcion de los
encapsulados de Eudragit®, podemos observar un comportamiento similar que
con el sistema cera carnauba:arginina. En este caso, las bandas de absorcion
mas atenuadas fueron las de sistema Eudragit® RL:RS 40:60 1000 mg de
arginina, sugiriendo que la arginina estaba protegida por el polimero. Los demas
sistemas presentan bandas similares, excepto el Eudragit® RL:RS 40:60 1000
mg de arginina, en el que las bandas entre 1634 cmy 1674 cm™ asociadas con
el grupo C=0 de la arginina evidencian menor eficiencia en la encapsulacién. Es
decir, que en los sistemas Eudragit® RL:RS 40:60 500 mg de arginina y
Eudragit® RL:RS 30:70 500 mg de arginina tenemos una eficiencia intermedia
en la encapsulacion. Kashif et al. (2017) encapsularon ropirinol en Eudragit® RS
100. Estos investigadores reportaron bandas de absorcidon entre 1725y 1145 cm-
! para el polimero. Estas bandas son basatante semejantes a las observadas en
la presente investigacion.
Digestibilidad In Vitro

La digestibilidad in vitro de las formulaciones cera:arginina y arginina pura
se muestran en el Cuadro 4. Las formulaciones cera:arginina 2:1 y 3:1 son las
gue presentaron menor degradabilidad a las 5 h (40.7 y 21.26 %,
respectivamente), en comparacion con la degradabilidad del 100 % de arginina
sin proteccion. Esto sugiere la proteccion y liberacion controlada de los sistemas
encapsulados estudiados. Sin embargo, después de 1 h la formulacién
cera:arginina 4:1 (tratamiento con mayor cantidad de cera) presentd mayor
degradabilidad; esto parece deberse al mayor tamafio de particula. De acuerdo

con lo reportado por de Medeiros et al. (2019), las capsulas de urea en cera
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Cuadro 4. Digestibilidad in vitro de microcapsulas de las formulaciones
cera:arginina y arginina

Tratamiento 1 h* 3 h** 5h*
Cera:arginina 1:1 42 74°+1 42 34 5°+ 11 471242
Cera:arginina 2:1 22 27°+ 05 25.86"+.41 40.7 +.12
Cera:arginina 3:1 15.94°+.79 11.81°+.07 21.26'+1.75
Cera:arginina 4:1 46.14£.09 41.8'+12.94  41.77°%4.25

Arginina 97.77 .17 97.9+.52 100"

* (P < 0.0001)
** (P = 0.0002)
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carba con tamafios de particula grandes presentan mayor degradabilidad que
las de tamafio pequefio. Relacionado con esto, las particulas mas grandes
presentan una menor area superficial en comparacion con las pequefias, por lo
gue son mas facilmente degradadas durante la digestibilidad in vitro. Resultados
similares fueron descritos por Carvalho et al. (2019), quienes microencapsularon
urea en cera de abeja en proporciones 1:2 y 1:2 + azufre. Sus resultados
mostraron que el sistema encapsulado 1:2 sin azufre tuvo mejor contenido de
urea 'y mejor liberacion controlada comparado con el sistema con azufre. En otro
estudio, Carvalho et al. (2019) disefiaron dos sistemas encapsulados para
metionina con proporciones 2:1 y 4:1 cera de carnauba:metionina. Estos
investigadores reportaron la degradacion ruminal de 17 % y 16.3 % para los
sistemas 2:1 y 4:1, respectivamente, en comparacion con la metionina pura sin
encapsular, la cual se degrado en un 100 %, evidenciando la capacidad de
proteccion del aminoacido.

En otros estudios como el de da Silva et al. (2023), la encapsulacion de
urea en cera carnaubay cera de abeja en proporciones 2:1 (cera:urea), con o sin
presencia de azufre, produjeron valores de urea en sangre menores en todos los
sistemas encapsulados en comparacion con la urea libre sin encapsular. La
liberacion controlada de la urea en el rumen de los ovinos indicO una menor
degradacion de la urea encapsulada en rumen.

En el estudio realizado por de Lima et al. (2023) produjeron grasa
protegida encapsulando aceite de butiri en cera de carnauba. Las
concentraciones evaluadas fueron 10, 20 y 30 % (p/p), a fin de indagar su

degradabilidad en rumen de ovinos. La concentracion de 10 % presento los
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valrs mas bajos de degradabilidad en todos los tiempos de incubacion, seguida
20 %y 30 %.

Finalmente, en el estudio de Carvalho et al. (2019) encapsularon urea en
cera de abeja con una proporcidn de 2:1 (cera:urea), con o sin azufre. Ellos
evaluaron la liberacion controlada en rumen de ovinos de tres concentraciones
de urea encapsulada: 1.5%, 3% y 4.5 %. Los valores mas bajos de digestibilidad

se observaron con la concentracion de 1.5 %.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La encapsulacion de arginina bajo los sistemas de emulsion por fundicién
y nanoprecipatacion pueden ser eficientemente implementados como métodos
de proteccion. Los estudios de degradabilidad in vitro son altamente variables.
Aunque la arginina parece estar completamente protegida, otros factores como
el tamafio de particula influyen notablemente en la degradabilidad debido al &rea
superficial expuesta. Ademas, se debe mejorar la eficiencia en la produccién de
microcapsulas y microcristales. Estudios futuros deben enfocarse a mejorar las
técnicas de encapsulacion considerando la solubilidad de los materiales de pared
y la compatibilidad quimica con el ingrediente a encapsular, en este caso la
naturaleza polar basica debida al grupo guanidino, asi como las condiciones de

la técnica de digestibilidad in vitro.
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RESUMEN
SUPLEMENTACION CON ARGININA MICROENCAPSULADA EN DIETAS DE
BOVINOS Y SU EFECTO EN LA CALIDAD DE LA CARNE
POR:
M.C. GERMAN CONTRERAS LOPEZ
Doctor in Philosophia en Produccién Animal y Recursos Naturales
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Luis Manuel Carrillo Lopez

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la arginina protegida
contra la degradacion en rumen sobre la calidad fisicoquimica de carne vacuna
(L. lumborum) madurada (empacada al vacio, 28 d, 4 °C, 80 % humedad) y
almacenada en anaquel (7 d, 4 °C, empaque aerobico). El estudio incluyé tres
grupos raciales: Angus, Hereford y Angus x Hereford. Se utilizaron dos
formulaciones de sistemas de encapsulacion cera de carnauba:arginina, 3:1 y
2:1. También se incluy6é un tratamiento de control sin adicion de arginina. La
arginina encapsulada con una proporcion de 3:1 aumento el enrojecimiento de L.
lumborum (valor a* de 19.66) a los 28 dias de almacenamiento en comparacion
con el control (valor a* de 16.77) mientras que la proporcion 2:1 presenté valores
de 18.55. La arginina encapsulada en una proporcion de 3:1 mostro los valores
mas bajos de fuerza de corte de la carne (24.32 N) a los 28 dias de maduracion.
El efecto de raza fue significativo en la dureza de la carne; en este caso, la raza

Angus presentd los valores mas bajos de esfuerzo de corte (24.02 N).
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Finlente, los valores mas altos de porcentaje de grasa intramuscular en la
carne (2.12 %) se observaron con la inclusién de arginina en proporciéon 3:1; la
raza Angus presento los valores mas altos de grasa intramuscular (1.59 %), por
lo que la disminucién en dureza parece estar relacionada con esta variable. La
adicion de arginina encapsulada en cera de carnauba puede incrementar el color
rojo, mejorar la terneza y el marmoleo de la carne bovina, mejorando la calidad

de la carne.
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ABSTRACT
MICROENCAPSULATION OF ARGININE AND ITS EFFECT ON BEEF
BY:
GERMAN CONTRERAS LOPEZ

The objective of this study was to evaluate the effect of arginine protected
against degradation in the rumen on the physicochemical quality of matured beef
(L. lumborum) (vacuum packed, 28 d, 4 °C, 80 % humidity) and stored on a shelf.
(7 d, 4 °C, aerobic packing). The study included three racial groups: Angus,
Hereford and Angus x Hereford. Two formulations of carnauba wax:arginine
encapsulation systems were used, 3:1 and 2:1. A control treatment without the
addition of arginine was also included. Arginine encapsulated with a ratio of 3:1
increased the redness of L. lumborum (a* value of 19.66) at 28 days of storage
compared to the control (a* value of 16.77) while the 2:1 ratio presented values
of 18.55. Encapsulated arginine in a ratio of 3:1 showed the lowest values of meat
shear force (24.32 N) at 28 days of maturation. The effect of breed was significant
on meat toughness; In this case, the Angus beef presented the lowest values of
shear stress (24.02 N). Finally, the highest values of intramuscular fat percentage
in meat (2.12 %) were observed with the inclusion of arginine in a 3:1 ratio; The
Angus breed presented the highest values of intramuscular fat (1.59 %), so the
decrease in hardness seems to be related to this variable. The addition of arginine
encapsulated in carnauba wax can increase the red color, improve the tenderness

and marbling of beef, improving the quality of the meat.
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INTRODUCCION

El aumento en la poblacibn mundial durante los proximos afos
incrementara el consumo de alimentos, que en el caso de la carne se estima en
149% para 2030. Ante la necesidad de maximizar la deposicion de tejido muscular
en animales productores de carne, se aumentan las cantidades de proteina
metabolizable en la dieta (MP). Sin embargo, esto supera el suministro de
proteina requerida por el animal y a menudo sobrealimentando de proteina (Xue
et al., 2011; Broderick, 2018).

La inclusién de aminoacidos de sobrepaso en la dieta del ganado mejora
el rendimiento en canal. Sin embargo, el complemento alimenticio con
aminoacidos limita su degradacion en rumen (Teixeira et al., 2019).
Predominantemente, los aditivos alimentarios para el ganado elevan los costos
medioambientales y econdmicos, por ejemplo, la produccion de gas metano.
Ciertos ingredientes como los aminoacidos pueden ser protegidos mediante la
encapsulacibn para mejorar la productividad animal. Por ejemplo, la
suplementacién con arginina en dietas para cerdos mejora la deposicion de grasa
intramuscular (FMI) y acidos grasos (AG) (Ma et al., 2015; Guo et al., 2019) y
mejora la expresion de genes relacionados con el crecimiento de fibras
musculares y la acumulacion de grasa en su interior (Choi et al., 2014; Chen et
al., 2017). Esta mejora en la expresion génica conduce a una mayor calidad de
la carne. Sin embargo, los efectos de la arginina sobre la calidad de la carne aun
no estan claros.

La microencapsulacion implica embeber una sustancia en otro material

mediante procesos fisicos o mecanicos (Yang et al., 2020). Los factores
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amitales como el oxigeno, el agua, el pH y las interacciones con otros
ingredientes pueden afectar la estabilidad de los compuestos activos (Kumari et
al., 2020). Los procesos de encapsulacion se utilizan en las industrias quimica,
farmacéutica y alimentaria. Protegen los compuestos activos y consiguen una
liberacion controlada. También reducen la adherencia durante el almacenamiento
y transporte y previenen cambios en las propiedades (Werner et al., 2007). El
proceso de encapsulacion en la nutriciébn animal se ha introducido recientemente.
Aunqgue es similar al proceso utilizado en la industria alimentaria, en la nutricién
animal tiene el objetivo de mejorar la llegada de sustancias utiles a los intestinos,
tal es el caso de &cidos grasos, aminoacidos, antioxidantes y enzimas, aunque
también se pueden incluir microorganismos vivos como los probioticos (De-Vos
et al., 2010).

La cera de carnauba (Copernicia prunifera) ha demostrado encapsular
eficazmente los aminoacidos y otros componentes nitrogenados, como la urea,
contra la degradacién microbiana ruminal, como nutrientes de bypass. Esto,
debido a sus caracteristicas hidrofobicas. La cera de carnauba tiene como
ventajas su alta disponibilidad en el mercado, bajo costo y no toxica para los
animales. Es un encapsulante muy utilizado en la industria médica, odontolégica,
automotriz y alimentaria (de Carvalho Neto et al., 2019; de Medeiros et al., 2018).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del uso de arginina
microencapsulada con cera de carnauba en dos proporciones diferentes
(cera:arginina, 3:1y 2:1) en dietas bovinas (Angus, Hereford y Angus x Hereford),
sobre parametros fisicoquimicos de importancia en la calidad de la carne (pH,

color, esfuerzo de corte, capacidad de retencion de agua y grasa intramuscular).
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MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas de los Animales y Obtencion de Muestras

Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Bioquimica de la Carne y
en las Unidades de Produccion Animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia
de la Universidad Autbnoma de Chihuahua (UACH).

Las 15 novillas utilizadas en este experimento fueron Angus, Hereford y
Angus x Hereford, todas procedentes del rancho experimental Teseachi de la
UACH. Los animales fueron sacrificados en un matadero Tipo Inspeccion Federal
(TIF) en la ciudad de Chihuahua siguiendo los procedimientos de la NOM-033-
SAG/Z00-2014. Para la presente investigacion se utilizd el musculo Longissimus
lumborum, la porcién caudal a la 13.2 costilla. Las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio de Bioquimica de la carne 24 h post-mortem y a una temperatura de
4 °C; entonces se cortaron en secciones transversales de 2.54 cm de grosor.
Tratamientos Evaluados

Las unidades experimentales fueron asignadas aleatoriamente bajo un
disefio en bloques completamente al azar; los bloques corresponden los grupos
raciales (Angus, Hereford o Angus x Hereford), asignando cada unidad
experimental (novillas) a uno de los tres tratamientos: T1, suplementacion sin
arginina o control; T2, suplementaciébn con microcapsulas proporcion cera-
arginina 3:1; y T3, suplementacién con microcapsulas relacion cera-arginina 2:1.
El procedimiento de sintesis y caracterizacion morfolégica y quimica de las
microcapsulas se detalla en el Capitulo Il del presente documento. Considerando

cinco animales por bloque. Los animales fueron suplementados cada dia durante
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21 di

s antes del sacrificio con 50 g de arginina microencapsulada. La dieta fue
formulada de acuerdo con los requerimientos nutricionales del Comité sobre
Necesidades de Nutrientes del Ganado de Carne (NRC, 2000). La composicion
de la dieta se presenta en la Cuadro 5.

Al finalizar la prueba de suplementacion, las muestras de Longissimus
lumborum se envasaron al vacio en bolsas de 70 um de grosor. Se maduraron
durante 28 d (4 °C, 80 % de humedad) y después del periodo de almacenamiento
se midieron las variables respuesta (pH, color, capacidad de retencion de agua,
esfuerzo de corte y grasa intramuscular). Posteriormente se realiz6 una prueba
de vida de anaquel en la que las muestras fueron refrigeradas a 4 °C por 7 d,
empacadas en charola con pelicula plastica en condiciones aerdbicas.
Terminando el periodo en anaquel se volvieron a medir las variables respuesta.
Caracteristicas Productivas

Se registré el peso final de los animales individualmente mediante una
bascula mecanica marca “Revuelta” con capacidad de 3.5 Ton después de la
suplementacién con arginina y antes del sacrificio. También se determiné la
ganancia de peso (diaria y total).

Evaluaciones Fisicoquimicas

El pH fue evaluado con un medidor de pH digital para carne (Sentron,
Modelo 1001, Netherlands). Las mediciones fueron tomadas directamente en la
carne de acuerdo al método de Honikel (1998). El electrodo se insertd en el
musculo perpendicularmente a una profundidad de 2 cm, evitando el contacto
con la grasa y tejido conectivo remanente. Se tomaron tres lecturas en diferentes

areas de la muestra y se obtuvo el promedio.
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Cuadro 5. Composicion de las dietas experimentales (%)

Ingredientes Control Arginina
Pan seco molido 55.0 55.0
Granos de destileria 9.6 9.6
Heno de Triticale 33.0 325
Carbonato de calcio 1.2 1.2
Urea 1.0 1.0
Mezcla mineral 0.2 0.2
Microcépsulas Arginina 0.0 0.5
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.' Capacidad de retencién de agua (CRA).

La liberacion de exudado fue determinada por el método de compresién
propuesto por Tsaiy Ockerman (1981), utilizando 0.3 g de muestra. Se utiliz6 una
balanza analitica con una resolucion de * 0.05 g, papel filtro nimero 1
(Whatman®) y placas de metacrilato de 2.25 kg. Los resultados se expresaron
como porcentaje de exudado liberado, de acuerdo con la siguiente expresion:

% de exudado = (peso final — peso inicial) / peso de la muestra x 100

La CRA se calcul6 restando de 100 el resultado del % de exudado. Las
determinaciones se realizaron por triplicado en cada muestra y se obtuvieron los
promedios.

Esfuerzo de corte.

Las muestras se prepararon para el esfuerzo de corte de acuerdo a la
metodologia de la AMSA (2015). Las muestras se cocinaron en planchas
eléctricas (George Foreman®, USA) hasta alcanzar una temperatura interna de
71 + 0.1 °C. Entonces se almacenaron durante 12 h a 4 °C y se obtuvieron ocho
cilindros de 12.7 mm de diametro utilizando un sacabocados manual, cuidando
que los bloques fueran obtenidos paralelamente a la orientaciéon longitudinal de
las fibras musculares. Los cilindros se cortaron utilizando una cuchilla Warner-
Bratzler (apertura triangular de 60°) a una velocidad de 100 mm/min en 30 mm
de longitud. El pico de fuerza (expresado en kg-fuerza) para el corte transversal
en cada cilindro fue determinado en un analizador de textura TA-XT plus (Stable
Micro Systems Ltd., UK).

Color CIEL*a*b*.

112



El espacio de color fue determinado por los parametros CIEL*a*b*, en
donde L* es luminosidad, a*(+) es la tendencia al rojo y b*(+) expresa la tendencia
al amarillo. Las mediciones se obtuvieron con un colorimetro (Konica Minolta
CR400, USA) segun el sistema de referencia CIE (Commission Internationale
Pour I'Eclarige) (Alberti et al., 2005) y la metodologia de la AMSA (2012). Para
esto, el tejido conectivo y la grasa visible fueron removidos de la superficie del
musculo y las muestras se expusieron al oxigeno del aire durante 30 min para
permitir la oxigenacion de la mioglobina (blooming). Tres lecturas se tomaron
para cada muestra en diferentes areas y se obtuvieron los promedios para los
valores de L*, a*, b*.

Extraccion de lipidos totales.

La extraccion se realizd6 con el método Soxhlet descrito por la
Association of Analytical Chemists (AOAC, 1990).

Analisis Estadisticos

Las variables evaluadas se analizaron mediante PROC GLM del
paquete estadistico SAS System v.9.0. El modelo incluy6 a tratamiento y bloque
como efectos fijos. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante la
prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0,05). Los valores las variables

respuesta se informaron como medias * desviacion estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas Productivas

La ganancia de peso y el peso final in vivo (al finalizar la suplementacion
con arginina, antes del sacrificio) de los animales durante el desarrollo de la
prueba se presenta en la Cuadro 6. No se observaron diferencias significativas,
posiblemente debido al corto periodo de suplementacién con arginina (28 d). La
obtencion del peso de los animales se realizé con el objetivo de conocer la
cantidad de alimento adecuada para determinar la ganancia en peso. La L-
arginina como suplemento en la alimentacion de aves, cerdos, ovinos y bovinos
puede mejorar los parametros de desempefio productivo a través del aumento en
la cantidad de proteina en el musculo, cambios en el metabolismo de lipidos y
aumento de la digestibilidad de los forrajes en rumiantes (Dou et al., 2023; Fouad
et al., 2013; Ghamari-Monavvar et al., 2020; Guo et al., 2019; Teixeira et al.,
2019). Sin embargo, tales beneficios se obtienen con la complementacion del
aminoécido en la dieta durante periodos largos (21 dias en aves y 60-170 dias
en otras especies). En la presente investigacion, 28 dias de suplementacion no
fueron suficientes para observar ganancias significativas en peso. Asi, el efecto
de la suplementacién con arginina sobre los parametros de rendimiento
productivo es visible cuando los animales estan expuestos durante periodos mas
prolongados. No obstante, tiempos cortos de suplementacion con arginina (28
dias) pueden causar variaciones significativas en la composicion del masculo
(Dou et al., 2023; Fouad et al., 2013; Ghamari-Monavvar et al., 2020; Guo et al.,
2019; Teixeira et al., 2019).

Evaluaciones fisicoquimicas en L. lumborum
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Cuadro 6. Comportamiento productivo (ganancia en peso Kg += DE) de novillas suplementadas con arginina
microencapsulada

Tratamientos Razas

Control 2:1 3:1 P An He AxH P

PF 377.8+28.3 396.0+46.1 395.6+109 0.601 406.2+36.0 370.0%+33.1 393.2+9.2 0.353
GTP 39.6+16.8 32.8+18.8 26.2+8.1 0.410 384 +11.9 21.8+10.4 37,24 +18.3 0.265

GDP 1.88+080 156+090 1.25%+0.39 0.412 1.83 +£0.57 1.04 +£0.49 1.82+0.87 0.266

PF, Peso final; GTP, Ganancia total de peso; GDP, Ganancia diaria de peso.
3:1, cera:arginina proporcion; 2:1, cera:arginina proporcion
An, angus; He, Hereford; AxH, Angus x Hereford



El pH aumenté significativamente (pH 5.43, P = 0.005) en la relacion
cera:arginina 3:1 respecto al control (pH 5.32), mientras que la suplementacién
con relacion cera:arginina 2:1 produjo un valor de pH de 5.38 para las muestras
maduradas durante 28 d. Todos los resultados se muestran en el Cuadro 7 y 8.
En el caso de las muestras en anaquel, no se encontraron diferencias
significativas en el pH (P > 0.05), pero los valores de pH aumentaron (6.37, 6.25
y 6.31 para el control, cera:arginina 3:1 y cera:arginina 2:1, respectivamente) en
comparacion con las muestras maduradas durante 28 dias. Por efecto del grupo
racial se observaron diferencias entre Angus y Angus x Hereford (6.54 y 6.57) en
comparacion con Hereford (5.81) en la prueba de anaquel (P < 0,001) (Cuadro
6).

El aumento del pH en las muestras maduradas durante 28 dias coincide
con los resultados obtenidos por Tuell et al. (2021), quienes al incluir la arginina
en el rumen y madurar la carne durante 28 dias observaron un aumento en el
valor del pH. Cottrell et al. (2015) también visualizaron una reduccién en el pH
del musculo Semimembranosus (SM) de corderos Border Leicester x Merino a
las 3 h pero no a las 24 h, cuando se les administré 500 mg/kg en bolo de arginina
a través de un catéter yugular 190 min antes del sacrificio. Esto podria estar
relacionado con una disminucion en el contenido de acido lactico a medida que
la actividad glucolitica post-mortem se ralentiza, junto con la formacién de aminas
(Mitacek et al., 2019), lo que parece deberse a una mayor presencia de la arginina

en los tratamientos. En la presente investigacion, el valor mas bajo de pH en la
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Cuadro 7. Efecto de la arginina microencapsulada sobre el esfuerzo de corte, el pH y CRA del masculo de L. lumborum
madurado 28 dias

Tratamientos Bloques

Control 3:1 2:1 P An He AxH P

SF 303°+9.12 24.32°+6.66 253+529 <0.0001 2402°:+578 2559°+6.57 30.4°+892 <.0001

pH 539+ 11 543°+01 5387+005 0.005 54+0.06 5.38+0.08 535+013  0.28
CRA  6264°+465 6205+275 5829°+434 004 6091+612 61.84+43 6023+1.76 0.65

IMF 072°+44  212°+099 116°+071 0.002 159+1.09 1.34+0.64 1.07+1.04 0.36

SF. Esfuerzo de corte (N); CRA, capacidad de retencion de agua (%); IMF, grasa intramuscular (%). + DE.
3:1, cera:arginina proporcion; 2:1, cera:arginina proporcion
An, Angus; He, Hereford; A x H, Angus x Hereford.



Cuadro 8. Efecto de la arginina microencapsulada sobre el esfuerzo de textura, el pH y el CRA del musculo L. lumborum

en prueba de anaquel

Tratamientos

Control 3:1 2:1 P An

Bloques

He AxH P

SF 2147°+46 2049°+451 19.71°+333 0.016 19.12°+3.82

pH 6.37+053 625+051 631022 038  §54°+03

WHC 69.58+4.83 70.62+4.18 70.19+357 081 973"+ 3.56

19.71°+ 343 22.94°+ 441 0.0002
5.81°+024 657°+016 <0.0001

67.53°+3.99 73.14°+276  0.01

SF. Esfuerzo de corte (N); CRA, capacidad de retencion de agua (%). £ DE.
3:1, cera:arginina proporcion; 2:1, cera:arginina proporcion
An, Angus; He, Hereford; A x H, Angus x Hereford.



cardel grupo racial Hereford parece deberse a la alta actividad glicolitica en las
fibras musculares (Listrat et al., 2016; Picard y Gagaoua, 2020).

Capacidad de retencién de agua (CRA).

En las muestras maduradas se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos. El control y la relacidn cera:arginina 3:1 presentaron los valores mas altos
de CRA (62.64 y 62.05 %, respectivamente, Cuadro 7). Por el contrario, en las
muestras de vida de anaquel no hubo diferencia entre tratamientos, pero si entre
grupos raciales (Cuadro 8). La cruza Angus x Hereford tuvo el valor méas alto de CRA
(73.14). Nuestros resultados son semejanes a los obtenidos por Ma et al. (2015),
quienes observaron una mejora en la CRA en lomos de cerdo cuando se
suplementaron con 1% de arginina en la dieta. Tuell et al. (2019) suplementaron 10
g/d de arginina de baipas ruminal durante 180 dias y observaron una mejora en la CRA
de lomos de cerdo madurados durante 28 dias, en comparacién con el control. Madeira
et al. (2015) también observaron una reduccion en las pérdidas por coccion de
Longissimus lumborum de cerdas hembras Large White x Landrace suplementadas
con arginina en la dieta, en comparacion con la dieta control, indicando mejor CRA.
Esto se debe al aumento de la proporciéon de fibra muscular tipo I, que esta relacionada
con la lenta disminucién de pH y mejor CRA (Lebret et al., 2005). Las diferencias entre
razas parece deberse a la mayor actividad glucolitica en el musculo, provocando la
disminucion del pH (Lebret et al., 2005; Picard y Gagaoua, 2020).

Grasa intramuscular (IMF).

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos y entre grupos
raciales para L. lumborum (Cuadro 7). Los tratamientos con arginina encapsulada

(proporcion cera:arginina 3:1) tuvieron valores de grasa
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intruscular mas altos (2.12%) en comparacion con el tratamiento control. En cuanto
a grupos raciales, Angus presento los valores mas altos de grasa intramuscular (1.59
%). Este comportamiento esta asociado con la alta proporcion de fibras musculares
oxidativas (Hocquette et al., 2016).

Nuestros resultados son similares a los observados por Ma et al. (2015),
quienes mostraron un aumento en la IMF de lomos de cerdo al suplementar con 1 %
de arginina en la dieta hasta alcanzar un peso vivo de 100 kg. En otro estudio, Teixeira
et al. (2019) suplementaron 10 g/d de argininaruminal durante 180 d a Angus X
Simmental y observaron un aumento en el marmoleo de lomos en la proporcion de
grado de calidad elegido “choice”. En otro estudio realizado por Choi et al. (2014)
observaron un aumento de la enzima acido graso sintasa (FAS) después de 14 d de
infusion abomasal de arginina en novillos Angus, indicando mayor capacidad
lipogénica.

En no rumiantes, Guo et al. (2019) encontraron un aumento del contenido
de IMF en cerdos Duroc x Large White x Landrace cuando fueron suplementados con
arginina 1 % y acido glutamico,en comparacion con la dieta control (harina de maiz y
soja). Este comportamiento parace deberse a que la arginina regula positivamente la
expresion de genes lipogénicos como la enzima acido graso sintasa (FAS) y el receptor
y activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR y) (Hu et al., 2017). En otro
estudio, Tous et al. (2016) no encontraron diferencias en la IMF de cerdos Landrace x
Duroc x Pietrain suplementados con arginina en una dieta baja en proteinas. Sin
embargo, Wu et al. (2011) mostraron un aumento en el contenido de grasa

intramuscular de pechuga de pato cuando fueron suplementados con arginina en la
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deposicion de lipidos (Choi et al., 2014).

Esfuerzo de corte.

El esfuerzo de corte disminuyd significativamente en las muestras maduradas
con la inclusion de los tratamientos con arginina encapsulada en comparacion con el
control (Cuadro 5). La proporcion 3:1 obtuvo el valor de esfuerzo de corte mas bajo
(24.32 N), pero no hubo diferencia entre los tratamientos con arginina encapsulada.
En cuanto a los grupos raciales, las muestras de Angus tuvieron los valores mas bajos
de esfuerzo de corte (24.02 N) en comparacion con las otras razas. Para las muestras
de vida de anaquel no hubo diferencias significativas, aunque los tratamientos con
arginina encapsulada tuvieron valores de esfuerzo de corte mas bajos que el control
(Cuadro 6). En este caso, las muestras de la raza Angus tuvieron los valores mas bajos
de esfuerzo de corte (P < 0.001, 19.12 N), igual que las muestras de Angus
maduradas. Ma et al. (2015) y Tuell et al. (2019) observaron resultados comparables,
en donde la inclusién de arginina en la dieta de ganado vacuno y porcino redujo el
esfuerzo de corte de las muestras de carne en comparacién con el control. Se sabe
que la carne producida con Angus es de calidad, ya que su genética mejora la
adipogénesis y el marmoleo (Martins et al., 2015), asi como un bajo contenido de tejido
conectivo (colageno) (Christensen et al. 2011). Bures y Bartor (2018) compararon las
caracteristicas fisicoquimicas de cuatro razas de ganado (Aberdeen Angus, Gascon,
Holstein y Fleckvieh) y encontraron que Angus tiene menor esfuerzo de corte, mejor
contenido de grasa intramuscular (IMF) y mayor contenido de colageno soluble.
Cottrell et al. (2015) también encontraron una reduccion del esfuerzo de corte en el

musculo Semimembranosus (SM) de corderos Border Leicester x Merino cuando se
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les inistraron 500 mg/kg en bolo de arginina a través de un catéter yugular, 190
minutos antes del sacrificio. Ademas, Jiao et al. (2010) también reportaron una
disminucion en la fuerza de corte de la carne conforme aumentaron los niveles de
arginina (cuatro niveles dietéticos de arginina en pollos de engorda: 80, 100, 120y 140
% de la recomendacion del NRC). La reduccion de la fuerza de corte parece deberse
al aumento de la grasa intramuscular (Chriki et al., 2013).

Color CIEL*a*b*.

Los pardmetros de color L*, a* y b* de las muestras maduradas (Cuadro 9)
presentaron cambios significativos por efecto del tratamiento y de la raza. El
tratamiento cera:arginina 3:1 y la raza Hereford tuvieron los valores mas altos de
enrojecimiento (a* de 19.66 y 19.45, respectivamente). En las muestras de la vida de
anaquel (Cuadro 10) se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el
valor de luminosidad (L*); en este caso, la proporcidn de cera:arginina 2:1 tuvo el valor
mas alto de a* (44.82) respecto al control (42.69). EI aumento en el valor a* parece
deberse al efecto que tiene la arginina al inducir la transicién de fibras musculares
glucoliticas (blancas) a fibras musculares oxidativas (rojas) (Chen et al., (2019).
Nuestros resultados fueron semejantes a los obtenidos por Tuell et al. (2021), quienes
reportaron valores de a* mas altos con la inclusién de arginina protegida. Tuell et al.
(2019) tambiéen observaron que al incluir arginina de sobrepaso se mejoraba la
estabilidad del color, observando un aumento en el valor a* en comparacion al resto

de tratamientos.
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Cuadro 9. Efecto de la arginina microencapsulada sobre el color del musculo L. lumborum madurado 28 dias

Tratamientos Bloques
Control 31 2:1 P An He AxH P
L* 44.24+2.1 43.02+1.45 44.9814.69 .37 42.49+1.03 45.47+4.69 44.27+1.63 0.12
a* 18.55%+2.91  19.66%+1.77  16.77°+1.95 .01 16.86°+2.76  19.45%+2.23  18.67%+1.91 0.03
b* 11.81+2.47 11.07+2.39 9.88+1.08 .09 9.87+1.7 11.16+2.89 11.73+1.35 0.1

L*, luminosidad; a*, rojo; b*, amarillo. + DE.
3:1, cera:arginina proporcion; 2:1, cera:arginina proporcion
An, Angus; He, Hereford; A x H, Angus x Hereford.



Cuadro 10. Efecto de la arginina microencapsulada en el color del musculo de L. lumborum en la prueba de anaquel

Tratamientos Bloques
Control 3:1 2:1 P An He AxH P
L* 42.45P+1.85 43.69%+1 44.823+1.85 005 43.73+2.34 43.72+.84 43.51+2.18 0.92
a* 16.33+2.29 16.85+1.56 15.81+1.77 46 16.24+2.2 16.56+1.89 16.19+1.06 0.88
b* 6.27+.94 7.2+1.64 7.47+1.58 21 7.06+1.31 7.56+1.8 6.32+1.06 0.21

L*, luminosidad; a*, rojo; b*, amarillo. + DE.
3:1, cera:arginina proporcion; 2:1, cera:arginina proporcion
An, angus; He, Hereford; AxH, Angus x Hereford.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de este trabajo mostraron que la inclusion de tratamientos con
arginina microencapsulada en dietas bovinas mejora la calidad de la carne en general.
Los mejores resultados se obtuvieron con la proporcion 3:1 de cera:arginina
microencapsulada, al reducir el esfuerzo de corte, aumentar el contenido de grasa
intramuscular, mayor capacidad de retencion de agua (CRA) y mejor estabilidad del
color. La suplementacién con arginina microencapsulada podria ser una estrategia
viable para la mejora de la calidad de la carne en términos de terneza, jugosidad y

sabor.
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