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compuestos fendlicos, aporte calorico y aceptabilidad de bebidas
funcionales

| RESUMEN

Actualmente las microalgas son consideradas como una opcién promisoria y
fuente alternativa para la produccién de biocombustibles de tercera generacion,
debido a que presentan mayor eficiencia fotosintética, acumulan entre 20 y 80%
de triacilgliceridos (utilizados en la elaboracion de diversos biocombustibles),
ademas son mas eficaces en la asimilacion de CO, y otros nutrientes con
respecto a las plantas, contribuyendo de manera importante a la disminucién de
la contaminacion originada por los gases de efecto invernadero. Por ello, se estan
utlizando para producir una amplia gama de biocombustibles a partir tanto de
biomasa microalgal (BM) como de biomasa residual (BR), esta ultima generada
como subproducto de la extraccion de aceite, la cual esta siendo objeto de
estudio con la finalidad de explotar de manera integral las capacidades
desarrolladas por las mismas.

En tanto, la biotecnologia en microalgas ha ganado relevancia en las ultimas
décadas desarrollando un sin nimero de usos comerciales en sectores tan
diversos como el alimentario, farmacéutico, energético, sanitario vy
medioambiental. Destacando los estudios acerca de sus propiedades quimicas y
nutricionales, asi como la presencia de compuestos relacionados con actividades
biolégicas en estas. Por lo que, las microalgas se han vuelto un componente
atractivo en la dieta, mediante su incorporacién en productos alimenticios. Sin
embargo, una de las limitaciones actuales en su produccién masiva es su alto
costo. Por lo que algunos de los mayores retos en el desarrollo de procesos con
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microalgas, consisten en seleccionar mejores cepas y establecer estrategias de
cultivo para que se logre el maximo posible de productividad y al mismo tiempo
rentabilidad. En este sentido, la investigacion fue evaluar el potencial empleo de
la BR de la microalga

Phaeodactylum tricornutum en la formulacién de una bebida funcional.

La BR de P. tricornutum fue obtenida a partir de un proceso de extraccién de
aceite en conjunto con un proceso de secado convectivo, obteniendo la biomasa
en polvo, misma que se empled en la formulacion de una bebida funcional de
calidad nutricional/nutracéutica alta. Para obtener la formulacion 6ptima (FO) de
la bebida funcional se utilizé la metodologia de superficie de respuesta, tomando
como factores la concentracion de biomasa residual y saborizante (CBR y CS,
respectivamente), mientras que las variables de respuesta fueron capacidad
antioxidante (CAox) y aceptabilidad (A) de las bebidas. Para obtener la
formulacion optimizada se buscé maximizar la CAox y A, utilizando CBR y CS
dentro del rango del disefio experimental. La FO fue CBR 9.0gy CS 2.31g. Una
porcion de 300 mL de bebida nutracéutica preparada a partir FO aporta el
26.84% y 18.37% del requerimiento diario de proteina para nifios y nifias de 1-3y
4-8 afios, respectivamente. Ademas, aporta entre el 34.35-57.25% de la ingesta
diaria de antioxidantes recomendada. La bebida elaborada a partir de la FO tuvo
una aceptabilidad sensorial de 48 y 55, el cual se encuentra entre “Me disgusta
ligeramente” y “Me gusta ligeramente” en una escala heddnica de 11 puntos.
Esta bebida funcional puede ser usada como una alternativa de bebidas con valor

nutricional/nutracéutico, las cuales son ofrecidas ampliamente en el mercado.
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ABSTRACT
Recently microalgae are considered a promising option and alternative source
third generation biofuels, because they exhibit higher photosynthetic efficiency,
build between 20 and 80% of triacylglycerols, are more effective in the
assimilation of CO2 and other nutrients with regard to plants, contributing
significantly to the reduction of pollution caused by greenhouse gases and can be
used to produce a wide range of biofuels manner. Therefore, they are using to
produce a wide range of biofuels from both microalgal biomass (BM) and residual
biomass (BR), the latter generated as a byproduct of oil extraction, which is being
scrutinized by the in order to comprehensively exploit the capabilities developed
by them. Adding that the microalgae biotechnology has gained prominence in
recent decades due to the wide range derived from its ability to accumulate
compounds of high value applications, developing a number of commercial uses
in such diverse sectors such as food, pharmaceutical, energy, health and
environmental. Highlighting chemical and nutritional properties present in
microalgae have been similarly studied, and the presence of related compounds
with biological activities. So that microalgae have become an attractive
component in the diet, through its incorporation in food products, as well as
offering interesting technological properties, provides health benefits. However

one of the current limitations is the mass production of microalgae to meet

11



demand, which is still very high production cost. One of the biggest challenges in
the development of processes with microalgae consist in selecting better species
and establishing strategies for the maximum productivity and so be profitable in
the process. The overall objective of this research was to realize the potential use
of residual biomass from microalgae Phaeodactylum tricornutum on the
formulation of a functional beverage. The residual biomass of P. tricornutum was
obtained from an oil extraction process in assembly of a convective drying
process, obtaining a biomass powder, potentially same as used in formulating a
functional drink nutritional/nutraceutical quality high. For optimal formulation (FO)
based on residual biomass and flavoring to produce a functional beverage with
high antioxidant capacity and sensory acceptability the response surface
methodology was used, taking as factors the concentration of residual biomass
and flavoring (CBR and CS, respectively), the response variables were
antioxidant capacity and acceptability of nutraceutical drinks. For the FO was
sought maximize CAox and A, using CBR and CS within the range of
experimental design. The optimized formulation was CBR 9.0 gy CS 2.31 g. A
serving of 300 mL of functional beverage prepared from FO contributes 26.84%
and 18.37% of the daily requirement of protein for children 1-3 and 4-8 years
respectively. It also provides between 34.35-57.25% of the recommended daily
intake of antioxidants. The drink made from the FO had a sensory acceptability of
48 and 55, which is between “Dislike slightly" and "Neither like, Nor dislike"; and
"Neither like, Nor dislike" and "like slightly" respectively, in an 11 point hedonic

scale. This functional beverage may be used as an alternative beverage
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nutritional/nutraceutical as prepared with water, simple sugars, artificial flavors

and colors, which are widely available on the market value.

Il INTRODUCCION

Las microalgas son organismos autoétrofos que crecen de manera similar a las
plantas superiores, ya que son capaces de convertir la energia solar en energia
quimica a través de la fotosintesis. Una amplia gama de especies poseen
grandes cantidades de aceite, por lo que han atraido la atencién a nivel mundial
como una opcién promisoria y fuente alternativa en la produccion de
biocombustibles de tercera generacion, debido a que presentan mayor eficiencia
fotosintética, son mas eficaces en la asimilacién de CO, y otros nutrientes con
respecto a las plantas, acumulan entre 20 y 80% de triacilgliceridos (Chisti 2011)
contribuyendo de manera importante a reducir la contaminacion originada por los
gases de efecto invernadero (GEI) (Rosenberg y col 2008). Por otro lado, al no
pertenecer a un cultivo alimentario, no interfieren con la produccién de alimentos,
forraje y otros productos, incluyendo que demandan menor consumo de agua
renovable y pueden cultivarse en agua salada o salobre (Chisti 2007; Amaro y col
2011).

Asimismo, la biotecnologia en microalgas ha ganado relevancia en las ultimas
décadas debido al amplio rango de aplicaciones derivado de su potencial para

acumular compuestos de alto valor, desde produccion de biomasa para la
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alimentacion, su empleo en acuicultura o su uso como biofertilizantes, hasta la
obtencion de productos de valor terapéutico o industrial (Raposo y col 2013). Las
propiedades quimicas y nutricionales presentes en las microalgas han sido
estudiadas, destacando su alto contenido de fibra dietaria, proteinas,
carbohidratos, minerales, vitaminas, junto con la presencia de compuestos
relacionados con actividades bioldgicas, entre ellos una variedad de pigmentos
como clorofila y carotenoides, incluyendo algunos polifenoles. Por tanto, la
incorporacion de estas en productos alimenticios se ha vuelto un atractivo
componente en la dieta, que ademas de ofrecer propiedades tecnoldgicas
interesantes, proporciona beneficios a la salud (Becker y col 2013; Cofrades
2013; Barba y col 2015).

Sin embargo, una de las limitaciones actuales es la produccién masiva de
microalgas para satisfacer la demanda, misma que es todavia de alto costo. Por
lo que, algunos de los mayores retos en el desarrollo de procesos con
microalgas, consisten en seleccionar mejores cepas y establecer estrategias de
cultivo para que se logre el maximo posible de productividad y al mismo tiempo
rentabilidad (Loera-Quezada y Olguin 2010; Guedes y col 2011a).

Bajo este contexto en el presente trabajo nos hemos planteado, evaluar el
potencial empleo de la biomasa residual de la microalga, Phaeodactylum
tricornutum en la formulacién de una bebida funcional, misma que es generada
como subproducto del proceso de extraccion de aceite en microalgas utilizado
para la produccion de biocombustibles, favoreciendo la rentabilidad de dicho

proceso.
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Il REVISION DE LITERATURA

A MICROALGAS
1 Generalidades

Las microalgas son organismos unicelulares microscopicos (2-200 uym),
polifiléticos, su metabolismo puede ser autotrofo o heterétrofo ya que utiliza
principalmente la energia proveniente del sol para crecer y multiplicarse, suelen
ser eucariontes, aunque las cianobacterias procariontes son frecuentemente
incluidas como microalgas (Koller y col 2012; Larkum y col 2012). Son denominas
taléfitas, al carecer de tallos, raices y su principal pigmento fotosintético es la
clorofila (Brennan y Owende 2010). Son base de la cadena alimentaria en los
sistemas acuaticos formando el fitoplancton (Satyanarayana y col 2011), aportan
mas del 50% de la productividad fotosintética primaria en la tierra y representan
fabricas solares para un amplio rango de productos potencialmente benéficos
(Milledge 2011). La fotosintesis es un proceso que usa la energia de la luz solar
junto con agua y dioxido de carbono para producir oxigeno y carbohidratos, y

convierte la energia solar en energia quimica (Hosikian y col 2010).
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Aunque el mecanismo fotosintético de estos microorganismos es similar al de
las plantas superiores, son generalmente mas eficientes convertidores de energia
solar debido a su estructura celular simple, por lo que la acumulacién de energia
guimica después del proceso fotosintético no se desperdicia en la construcciéon
de estructuras complejas, sino que se orienta a un uso mas eficiente de
formacion de nuevas células (Dragone y col 2010; Satyanarayana y col 2011).
Ademas, las células crecen en suspension acuosa, esto les permite tener un
acceso mas eficiente al agua, CO; y otros nutrientes; presentando altas tasas de
produccion,
adaptandose facilmente a distintas condiciones ambientales (Chisti 2007).

Las microalgas también son capaces de fijar el CO, de manera eficiente a
partir de diferentes fuentes, incluyendo la atmdsfera, los gases de
escape industriales, y las sales solubles de carbonato. La fijacion de CO, de la
atmésfera es probablemente el método mas béasico para disminuir la presencia de
éste en el ambiente, y se basa en la transferencia de aire durante la fotosintesis
de las plantas en su ambiente de crecimiento, por tal motivo los gases de
escape industriales tales como el gas de combustion (que contiene hasta un
15% de CO;) proporciona una fuente rica de CO, para el cultivode
microalgas, y una ruta potencialmente mas eficiente para la bio-fijacion del CO;
(Wang y col 2008).

Potencialmente con base a su composicion biogquimica, las microalgas
pueden proporcionar una larga lista de sustancias Utiles como biohidroégeno y
combustibles de hidrocarburos, pigmentos y colorantes, alimentos y piensos,

biopolimeros, biofertilizantes, plaguicidas, productos nutracéuticos y compuestos
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farmacologicos (Harun y col 2010; Raposo y col 2013). Ademas, las microalgas
se pueden utilizar en el tratamiento de aguas residuales, biorremediaciény
detener la acumulacion de diéxido de carbono en el medio ambiente (Park y Li
2012).

2 Composicion bioquimica

La composicién bioquimica y productividad de las microalgas depende en
gran medida de las condiciones de cultivo, composicién del medio y el perfil de
nutrientes (cantidad y calidad) que permiten incrementar o inhibir el crecimiento
mediante la optimizacion de factores como: el control de la concentracién de
nitrégeno, intensidad luminosa (donde debe tomarse en cuenta criterios como el
fotoperiodo), temperatura, salinidad, pH, concentracion de CO, y el método de
cosecha (Sierra y col 2008; Brennan y Owende 2010; Koller y col 2012). Como
las microalgas poseen estructuras sencillas su composicion consiste basicamente
en carbohidratos, proteinas y lipidos; asi como una gran variedad de vitaminas
(A, B1, B2, B6, C, y E) y elementos (yodo, potasio, hierro, magnesio, calcio, etc.)
en diferentes proporciones dependiendo de la cepa que se esté analizando
(Cuadro 1) (Satyanarayana y col 2011; Salazar-Pérez 2012).

Las microalgas tienen un alto contenido de proteinas, el cual puede variar de
un 30 a un 65% de su peso seco (Becker 1988). Estas presentan funciones
estructurales y metabdlicas, como catalizadores para el crecimiento y
metabolismo celular, proporcionan el andamiaje sobre el que las moléculas de
clorofila se ensamblan en los complejos de recoleccion de luz de los cloroplastos;
también las encontramos incrustadas en las membranas lipidicas, donde cumplen

ambas funciones (Williams y Laurens 2010).
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En cuanto a los carbohidratos, éstos se encuentran principalmente como
almidon, glucosa y otros polisacéaridos de alta digestibilidad (Satyanarayana y col
2011). Los carbohidratos tienen funciones tanto estructurales como metabdlicas,
y como los productos iniciales de la fotosintesis, sirven como punto de partida
para la sintesis de otros compuestos bioquimicos. Las diferentes clases de
microalgas producen determinados tipos de polisacaridos. Por ejemplo, las algas
verdes producen una cantidad mayor de almidon como acumulador de energia,
similar a las plantas superiores (Van Den Hoek y col 1995).

El contenido de lipidos variaentre el 1y el 70 %, pero bajo ciertas
condiciones, algunas especies pueden alcanzar hasta un 90 % de su peso

Cuadro 1. Composicién quimica de especies de microalgas

Especie Proteinas  Lipidos Carbohidratos Cenizas Referencia
(%) (%) (%) (%)

Chilorella sp. 38-57 2-32 19-26 24 Becker 2004; Chisti
2007; Batista y col
2013

Spirulina p. 46-63 4-14.2 8-22.2 7.8 Becker 2004,
Tibbetts y col
2015,

N. granulate 17.9-33.5 23.6-47.8 27.4-36.2 6.7-6.9  Tibbetts y col
2015,

B. Braunii 39-50.9 17.4-34.4 18.5-30.6 5.4-10.6  Tibbetts y col
2015y; Toro y col
2013

Chlorella 40.9-58 14-22 12-25.2 5.8-13.3 Tibbetts y col

vulgaris 2015y; Sydney y col
2010

P. tricornutum 26.5-51 7.6-23 9.5-47 15.9-20.9 Guil-Guerrero
2004; Zhao y col
2014

Dunaliella 27.2-29.4 11.4-22 36-40.5 10.3-33.5 Kimy col 2015;

tertiolecta Sydney y col 2010
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Scenedesmus  42.5-56.0 12-16.9 8-14 28.3 Becker 2004;
Ramos-Suéarez y

col 2014
Dunaliella 38-57 6-12 7-32 9 Becker 2004,
salina Vasquez-Suarez y

col 2007
Chaetoceros 31.5-50.8 12.2-39.8 11.3-13.1 NR Renaud y col 2002;
calcitrans Rodolfi y col 2009
Tetraselmis s. 11-45 9-32 6-52 7-16 Chini-Zittelli y col

2006, Chisti 2007

Neochloris o 30.1 15.4 37.8 16.7 Tibbetts y col 2015,

NR-No reportado

seco (Harun y col 2010; Guedes y col 2011). Los lipidos en las microalgas
presentan funciones de reserva de energia (triacilgliceridos), asi como de
componentes estructurales (fosfolipidos y glicolipidos) de la célula. Las
microalgas presentan una rapida adaptacion a cambios ambientales, debido a la
rapidez con que sintetizan y reciclan sus acidos grasos para mantener siempre
las caracteristicas de su membrana (Williams y Laurens 2010).
3 Cultivo

Los requerimientos principales de un cultivo de microalgas son luz, CO,,
sales, minerales y agua (Liu y col 2011; Mata y col 2012). Los valores tipicos
encontrados en literatura de estos requerimientos son: rangos de temperatura de
16-27°C, valores de pH de 4-11, salinidades de 12-40 g L™ e intensidades de luz
de 1000-10000 lux. Los parametros 6éptimos, asi como los rangos de tolerancia

son especificos para cada especie, por ende, distintos factores pueden ser
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interdependientes y un parametro que es 6ptimo para un conjunto de especies no
necesariamente lo es para otro (Sierra y col 2008).

Sin embargo, existen factores decisivos en el crecimiento y formacién de
productos, en funcién de la especie, son la cantidad y calidad de los nutrientes
(incluyendo la importancia de CO, en el sistema de cultivo), el suministro de
energia (el rango espectral y fotoperiodo son factores cruciales y deben ser
optimizados para cada especie de microalga) e intensidad de luz, la cual es
importante, pues su limitacion desencadena las llamadas “reacciones negras” en
las células. De igual forma la utilizacion de oxigeno molecular provocado por
fotoinhibicion o el uso de una excesiva irradiacion con fotones; causando severos
dafnos a las células. Adicionalmente, la salinidad (fuerza iénica y composicion de
iones en el medio de cultivo), valores de pH, turbulencia y temperatura, son
parametros decisivos en el crecimiento celular y formacion de productos (Sierra y
col 2008).

En general, las microalgas dependen para su crecimiento de un suministro de
carbono y de una fuente luz para realizar fotosintesis. Sin embargo, como
respuesta a cambios en las condiciones ambientales, pueden poner en
funcionamiento diversos tipos de metabolismo (autotrofico, heterotréfico y
mixotrofico); las microalgas autotrofas  requieren Unicamente compuestos
inorganicos como el CO,, sales y una fuente de energia luminica para su
crecimiento (Brennan y Owende 2010); mientras que las heterotrofas, requieren
solo compuestos organicos como fuente de carbono y energia, en ausencia de

luz (Huang y col 2010); y las mixotréficas utilizan carbono organico e inorganico
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como fuente de carbono y captan la energia de la luz y del carbono organico
(Cheny col 2011).

Ademas de carbono en forma de CO,, las microalgas requieren de nitrégeno,
gue se asocia con su metabolismo primario como principal regulador en el
crecimiento y acumulacién de lipidos (Rodolfi y col 2009). Especies de rapido
crecimiento prefieren utilizar amoniaco en lugar de nitrato, el agotamiento parcial
de nitrégeno est4d asociado a menores tasas de crecimiento y una mayor
produccion de lipidos en las microalgas, sintetizados como una reserva ante
situaciones de estrés nutricional. El fosforo es el tercer nutriente mas importante y
debe ser afadido al medio en forma de fosfatos. Asimismo, de estos
componentes, se afiaden metales traza tales como Mg, Ca, Mn, Zn, Cu, y Mb, y
vitaminas para una mayor productividad (Lardén y col 2009; Liu y col 2011; Mata
y col 2012). Las variaciones de temperatura provocan cambios en la velocidad de
crecimiento, en el contenido de lipidos y en la composicién de los acidos grasos
en la célula, ademas de que los efectos son especificos para cada especie
(Arias-Pefiaranda y col 2013). La agitacion de los cultivos es necesaria para
evitar la sedimentacién celular, asegurara su exposicion uniforme a la luz y
nutrientes, ademas favorece el intercambio de gases entre el cultivo y el medio
externo. Un mezclado inadecuado, reduce la productividad de biomasa y puede
ocurrir muerte celular y fermentacion del cultivo (Koller y col 2009).

El cultivo de microalgas se puede llevar a cabo mediante diversas estrategias
de operacion: discontinuo o batch (por lotes), semicontinuo o fed-batch y
contindo, caracterizados por la forma en que el sustrato es alimentado al tanque

(Lodi y col 2005). Se ha demostrado que en un cultivo continuo se puede

21



alcanzar altas tasas de productividad, lograr un equilibrio en la cinética de
crecimiento donde la biomasa y los productos son producidos continuamente en
cantidad y calidad constante. No obstante, su instalacion y manejo es dificil, al
igual que los costos de produccion inicial (Atlic y col 2011; Tang y col 2012). En
un cultivo discontinuo o batch las microalgas se cultivan en un recipiente con una
concentracién inicial, sin que esta sea alterada por nutrientes adicionales, por lo
gue el volumen permanece constante y solo las condiciones ambientales del
medio (pH, temperatura, velocidad de agitacién, etc.) son controladas por el
operador. El proceso finaliza cuanto el sustrato es consumido. Esta forma de
cultivo es simple y se utiliza extensamente tanto en laboratorio como a escala
industrial (Koller y col 2012). Por otro lado, esta el cultivo semicontinuo o fed-
bach, aquel donde los nutrientes son alimentados al biorreactor de forma
continua o semicontinua, mientras que no hay efluente en el sistema. Segun sea
el objetivo de la operacion, la adicion intermitente del sustrato mejora la
fermentacion manteniendo baja la concentracion del substrato. Sin embargo, se
ha estudiado que este tipo de proceso esta restringido por la capacidad
volumétrica del reactor, por lo que su duracion es impredecible, y algas no
deseadas, depredadores o contaminantes y metabolitos se acumulan con el
tiempo, volviendo un cultivo inadecuado para su posterior uso (Salazar-Pérez
2012).

Uno de los principales obstaculos para la productividad continda en el cultivo
de microalgas es la presencia de contaminantes bioldgicos capaces de eliminar
un gran namero de células en cuestion de dias o incluso horas. Sin embargo, una

serie de estrategias se estan utilizando para combatir y prevenir la contaminacion
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en el cultivo de microalgas. Estas estrategias incluyen el uso de condiciones
extremas en los medios de cultivo, tales como alta salinidad, pH elevados y una
alta concentracion de sustrato, para crear un ambiente desfavorable para los
organismos competitivos o depredadores de las microalgas (Bacellar-Vermelho
2013; Koller y col 2012).

Los sistemas de produccién de microalgas se dividen en dos tipos (Figura 1):
sistemas abiertos (lagunas de estabilizacion, contenedores) y sistemas cerrados
(tanque tipo fermentador, fotobiorreactores tubulares y laminares). En los
sistemas abiertos es importante determinar el material de construccion, controlar
la turbulencia, la direccién de flujo y tener la mayor superficie de contacto posible
con la luz solar, ya que el cultivo esta en contacto directo con el ambiente;
mientras que en los sistemas cerrados debe considerarse el disefio del sistema,
control de temperatura, tipo y duracion de iluminacion, asi como la carga inicial

del
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Figura 1. Sistemas de cultivo de microalgas. a) Fotobiorreactor tubular; b)
Fotobiorreactor tubular; c) Vertical; d) Fotobiorreactor tipo placa y e) Lagunas

abiertas (LA) también conocidas como “raceway”. Tomado de Loera-Quezada y

Olguin (2010)
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del sistema (Pulz y Gross 2004; Koller y col 2009). Los principales sistemas de
cultivo de microalgas son los fotobiorreactores abiertos o cerrados Raceway,
estos sistemas pueden ser iluminados por luz artificial, solar o ambas (Loera-
Quezada y Olguin 2010). Diversos fotobiorreactores cerrados han sido
estudiados debido a que permiten tener mayor control sobre las condiciones de
cultivo que los sistemas abiertos, y se han obtenido mayores productividades de
biomasa al mismo tiempo que se previenen agentes contaminantes (Bacellar-
Vermelho 2013; Koller y col 2012).

Sin embargo, el costo de produccion de biomasa en fotobiorreactores
cerrados es de un orden de magnitud mas alto que en sistemas abiertos; donde a
pesar de obtener mayor concentracion celular y productividad que en los
sistemas cerrados no se compensa el costo del producto final por los altos costos
de construccion y operacién (Mata y col 2010). El cultivo de microalgas es un
aspecto de interés comercial en la biotecnologia moderna, donde uno de los
mayores obstaculos en el procesamiento es la cosecha.

4 Cosecha

La creciente demanda por biomasa de microalgas ha desencadenado que el
cultivo intensivo de éstas requiera aun del perfeccionamiento de algunas etapas
claves como la cosecha. En este sentido, se han estudiado diversos métodos de
cosecha (Figura 2) como la centrifugacion, formacion de biopeliculas, filtracion,
sedimentacion por gravedad, y la floculacion (Salim y col 2011; Liu y col 2014;
Barros y col 2015), siendo este ultimo el de menor costo, lo que puede hacer el
proceso mas efectivo y conveniente por tanto ha sido ampliamente utilizado en la

industria (Vandamme y col 2010).
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Figura 2. Métodos de cosecha de biomasa microalgal. Tomada de Barros y col

(2015)

La floculacién es el resultado de la colisién de particulas y la interaccion entre
el agente floculante y la superficie de la célula en un medio liquido. EI mecanismo
de floculacién depende del tipo y tamafio de célula, asi como el tipo de floculante
empleado. Numerosos coagulantes quimicos o floculantes han sido citados
(Papazi y col 2010; Gerde y col 2014), dentro de los principales floculantes
destacan los de naturaleza inorganica como el cloruro y sulfato de aluminio, asi
como cloruro férrico, mismos que han sido preferidos por ofrecer altos indices de
eficiencia en la cosecha de microalgas, sin embargo, se ha demostrado que éstos
liberan particulas residuales en la biomasa, limitando su potencial empleo en la
industria alimentaria. Una alternativa importante ha sido el empleo de floculantes
organicos, que se encuentran naturalmente disponibles, son biodegradables y de
menor costo, siendo uno de los mas utilizados el quitosano (Knuckey y col 2006;
Vandamme y col 2010; Anthony y col 2013).

El quitosano es un bio-floculante que puede ser encontrado en hongos y
obtenido por la desacetilacion de la quitina la cual es un componente del
exoesqueleto de los crustaceos. La quitina es un abundante polimero natural que
puede ser utilizado en el proceso de floculacion (Yu y Chen 2009). El quitosano
es una solucion interesante ante el manejo y costos operacionales de la biomasa
microalgal, ya que en comparacion de los floculantes inorganicos resulta no ser
téxico, de un costo menor, al no requerir tratamientos de depuracion posteriores,

ademas de ser de facil manejo (Renault y col 2009; Ahmad y col 2011). Por otro
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lado, se ha reportado que el ajuste de pH a niveles alcalinos promueve la
precipitacion y aumenta la eficiencia de floculaciéon substancialmente, al inducir
gue las cargas de la superficie celular desaparezcan gradualmente (punto de
neutralizacion) acelerando su sedimentacion (Knuckey y col 2006; Sirin y col
2012; Liu y col 2014), para lo cual se ha hecho uso de algunas sales como:
hidroxido de sodio, hidréxido de calcio, hidréxido de magnesio, entre otras (Chen
y col 2011).

El resultado de la cosecha de microalgas por este método, es una biomasa
himeda, la cual puede ser directamente empleada en la industria alimenticia y/o
energeética, entre otros (Raposo y col 2013; Barba y col 2015). Misma que puede
ser secada y obtener asi una sustancia pulverizada muy fina, donde la coloracién
depende exclusivamente de la microalga y de las condiciones de cultivo a las que
haya sido sometida.

5 Usos

Actualmente la biotecnologia en microalgas ha desarrollado un sin nimero de
aplicaciones comerciales con estas, en sectores como el alimentario, energético,
farmacéutico, sanitario y medioambiental (Harun y col 2010; Guedes y col
2014a). Recientemente las microalgas estan siendo utilizadas como aditivos en
alimentos para la nutricibn humana, como suplementos nutracéuticos, ya que son
una buena fuente de compuestos con altas propiedades nutricionales, contienen
cantidades significativas de macronutrientes (proteinas, carbohidratos y lipidos),
aminoacidos esenciales y no esenciales, clorofila, carotenoides, polifenoles,
polisacéaridos, minerales y pigmentos (Bishop y Zubeck 2012; Barba y col 2015).

Estos ultimos tienen la peculiaridad de ser especificos en cada especie, y se han
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encontrado diferentes aplicaciones destacando las relacionadas con el cuidado
de la piel, asi como la elaboracién de cosméticos y exfoliantes (Priyadarshani y
Rath 2012; Shukla y Dhar 2013).

Las microalgas pueden ser usadas para aumentar el valor nutricional de
alimentos tanto en la nutricibn humana como animal debido a su valiosa
composicién quimica. Por ello uno de los usos mas antiguos y significativos sin
duda ha sido en la acuicultura al ser empleadas como alimento vivo para
especies marinas (Guedes y Malcata 2011; Santos-Ballardos y col 2015Db).
Incluyendo que el contenido de lipidos de microalgas es utlizado en la
elaboracion de aceites vegetales, mientras que el porcentaje mayor se utiliza en
biocombustibles, se ha reportado que ciertas microalgas poseen un alto potencial
en la produccion de biodiesel, por su capacidad para acumular lipidos (en forma
de trialcilgliceridos) de manera intracelular bajo condiciones de estrés y por la
facilidad de su cultivo en sistema continuo (Koller y col 2012; Larkum y col 2012).
En cualquier caso, los factores ambientales, el tipo de cosecha y el método de
secado de las células determinan la cantidad de sustancias potencialmente Utiles
en las microalgas (Satyanarayana y col 2011).

Adicionalmente, las microalgas tienen aplicacion como biofertilizantes y su
uso se ha extendido al tratamiento de aguas residuales para eliminar
contaminantes quimicos como nitritos, nitratos, fésforo, metales pesados (Cr*?,
Cd*, Cu* y otros) y contaminantes organicos como hidrocarburos aromaticos,
fenoles y disolventes organicos, ademas de eliminar los patdgenos del agua
residual (Metha y Gaur 2005; Brennan y Owende 2010; Rawat y col 2011). Y

adicionalmente se comprobd la capacidad de la microalga N. oculata ST-3 de
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biodegradar el formaldehido, un compuesto severamente toxico para la piel, ojos
y sistema respiratorio (Yoshida y col 2009).

Algunas investigaciones han desarrollado alimentos funcionales, a partir de
las microalgas, elaborando alimentos tradicionales como mayonesas, aderezos
(Gouveia y col 2006), pudines, postres (Batista y col 2012), asi como galletas
(Gouveia y col 2008) y pasta (Frandique y col 2010), enriguecidos con biomasa
de diferentes especies de microalgas, afadiendo colorantes y atributos
funcionales, haciendo los productos més atractivos sensorialmente y ofreciendo
posibles beneficios a la salud (Batista y col 2013).

Por otra parte, se ha demostrado que ciertas especies de microalgas
producen diferentes compuestos con actividad antibacteriana, antiviral,
anticarcinogénica, antioxidante y antifingica, mismos que podrian tener
aplicacion en el area de la salud, como lo son: los acidos poliinsaturados,
pigmentos, proteinas y otra gran cantidad de sustancias (Cuadro 2) (Rodriguez-
Meizoso 2010; Raposo y col 2013). Tal es el caso de P. tricornutum microalga en
la que se encontré un potencial comercial de extracto de fucoxantina, con gran
poder antioxidante (Kim y col 2012; Xia y col 2013). Hosikian y col en el 2010
reportaron que en la microalga T. suecica uno de los compuestos bioactivos mas
destacables que pueden ser extraidos de la biomasa de esta microalga es la
clorofila, que presenta interesantes aplicaciones como colorante natural con
propiedades antioxidantes y antimutagénicas.

Hasta ahora, la aplicacion mas significativa de los compuestos bioactivos

presentes en las microalgas se centra en el sector alimentario, debido a su
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capacidad de disminuir la formacion de radicales libres de las células y tejidos en

el organismo humano (Ulloa y col 2011).

6 Especies de microalgas

En la actualidad se reportan mas de 300, 000 especies de microalgas, su

diversidad es superior a las plantas superiores (Scott y col 2010), y se distinguen

por su amplio rango de coloraciones (Figura 3) (doradas, verde-azules, rojas,

Cuadro 2. Aplicaciones de compuestos bioactivos presentes en microalgas

Compuestos Actividad Aplicaciones
bioactivos
Acidos grasos Acido Nutracéutica; Suplementos
poiinsaturados ecopentanoico antimicrobiana; anti-  alimenticios
(PUFA) (EPA) inflamatoria
Acido araquidonico  Vasoconstructiva Terapéuticas;
(ARA) ingrediente
saludable
Acido Nutracéutica Nutracéuticas;
Docosahexanoico alimentos para bebe
(DHA)
Esteroles Estigmasterol Hipocolesterolemica  Alimento para
especies marinas
Pigmentos Ficocianina Pigmento natural; Suplemento
anti-inflamatoria y alimenticio
antioxidante
Astaxantina Pigmento natural, Tratamiento para el
anti-inflamatorio; dolor muscular
fuerte antioxidante;
suplemento
B- caroteno Pigmento natural; pro- Suplemento
vitamina Ay alimenticio;
antioxidante farmacéuticas
Luteina, zeaxantina Antioxidante Farmacéuticas
Proteinas/ enzimas Proteinas Suplemento
alimenticio
Superoxido Antioxidante; anti- Suplemento
dismutasa (SOD) inflamatoria alimenticio;
terapéuticas
Vitaminas Vitamina C, K; Antioxidante; Sistema inmune
vitaminas Bi,, Ay E; mecanismo de
a-tocoferol coagulacién de
sangre
Otros Acido (GABA) Neurotransmisor; Regulacién del
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antifiingica; anti- sistema nervioso

) inflamatoria central
Acido Okadaico Antifangica Terapéuticas
Ciguatoxina Antifingica Farmacéuticos

Adaptado de Raposo y col 2013
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Figura 3. Especies de microalgas. Adaptado (Ben-Amotz 2009)
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pardas, verdes, amarillas) (Alam y col 2012). Generalmente, las microalgas se
han clasificado de acuerdo esta caracteristica, la cual sigue siendo de cierta
importancia. Sin embargo, los actuales sistemas de clasificacion se basan en
criterios como: tipo de pigmentos, naturaleza quimica de los productos de
almacenamiento y componentes de su pared celular (Dragone y col 2010; Nigam
y Singh 2011). Otros criterios que se suelen tomar en cuenta en su clasificacion
son los caracteres citoldgicos y morfolégicos que poseen. Cabe mencionar que
hay dos tipos bésicos de microalgas, de tipo procariota o eucariota (Lee 2008).
Las microalgas procariontes se clasifican en dos divisiones: Cyanofhyta y
Prochlorophyta 'y eucariontes en nueve: Glaucophyta, Rodophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta y Chlorophyta (Mutanda y col 2011).

Actualmente los estudios se han centrado en microalgas eucariotas al ser las
principales productoras de alimentos del ecosistema marino, ya que es donde se
encuentra la principal reserva de alimentos y fuente renovadora del oxigeno de la
atmosfera terrestre (Rizzi J. 2010), algunas de las especies mas utilizadas en
acuicultura, y que en los ultimos afios han llamado la atencién en la produccion
de biocombustibles son: Chlorella, Dunalliella spp, Tetraselmis suecica,
Thalassiosira, Nannochloropsis, Chaetoceros, Phaeodactylum tricornutum
(Guedes y col 2014a; Suny col 2014).

a Phaeodactylum tricornutum

Phaeodactylum tricornutum es una microalga unicelular que mide cerca de 3

Mm de ancho y de 8 a 20 ym de largo, contiene un solo plastido. Distinta de otras

diatomeas, puede existir en diferentes morfotipos (fusiforme, triradiado y oval)
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(Borowitzka y Volcani 1978). Las formas fusiformes y triradiales son comunes
cuando crecen en medio liquido y las formas ovales cuando crecen en el medio
con agar. Dicha plasticidad esta relacionada a la forma natural atipica de su
pared celular, siendo pobre solo en silice comparado con otras diatomeas. P.
tricornutum es la Unica especie que no es esta obligada a tener acido de silice
como requerimiento para su crecimiento, por tanto, las formas ovoide, fusiforme y
triradiadas son morfotipos que se presentan cuando se sintetizan ya sea en
presencia o ausencia de acido de silice (Francius y col 2008).
Taxonomia Phaeodactylum tricornutum
Dominio: Eukaryota
Reino: Protoctista / Chromista
Filo: Bacillariophyta
Clase: Bacillariophyceae
Orden: Naviculales
Familia: Phaeodactylaceae
Género: Phaeodactylum
Especie: P. tricornutum

Phaeodactylum tricornutum es una microalga que esta siendo considera en
los ultimos afios, es una de las pocas especies que ha sido secuenciado su
genoma (Bowler y col 2008) lo que aumenta su facilidad a ser modificada
genéticamente y asi obtener compuestos especificos de interés, 1o que abre un
nicho de oportunidades en diversas vertientes pues ha despertado un peculiar
interés, ya que ademas de jugar un papel importante en el rol de los ecosistemas

y biodiversidad acuaticos, presenta tasas de productividad altas, puede acumular
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de un 30-45% de acidos grados poliinsaturados, siendo capaz de acumular hasta
un 40% de &cido eicopentanoico (EPA), se han relacionado con potenciales
terapéuticos, asi como actividad antibacterial (Desbois y col 2009; Pérez-Lépez y
col 2014). Adicionalmente P. tricornutum se esta utilizando en la generacion de
bioenergia (Rawat y col 2013); y es considerada su aplicacion en la industria
alimenticia, como alimento y/o ingrediente funcional (Guedes y col 2014a).

B BIOCOMBUSTIBLES

Actualmente, la creciente demanda energética mundial, el agotamiento y el
elevado costo de los combustibles fosiles, sumados a la preocupacion por el
impacto ambiental en especial a los graves perjuicios ambientales por emision
de diéxido de carbono (CO,) ha motivado el resurgimiento del interés de los
especialistas por buscar alternativas energéticas que permitan disminuir sus
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y ampliar su matriz energética,
concentrando gran parte de sus esfuerzos en la produccion de combustibles y/o
energia de origen renovable como: solar, fotovoltaica, edlica, térmica,
hidroeléctrica, geotérmica, biocombustibles, entre otras. En este escenario los
biocombustibles resultan ser una alternativa energética promisoria de los
combustibles fosiles (Chisti 2007; Balat 2011; Alam y col 2012).

Los biocombustibles se refieren a los combustibles sdlidos, liquidos o
gaseosos derivados o producidos a partir de materia organica. Para lograr una
sustentabilidad econdmica y ambiental, se requiere que el proceso de produccion
de biocombustibles no sélo sea renovable, sino que también contribuya al
secuestro de CO, atmosférico (Chisti 2011). Debido a esto las mejores

alternativas parecen ser los biocombustibles de tercera generacion, es decir,
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aguellos que contribuyen en la reduccién del uso de tierra ya que no requieren
tierras cultivables y no son empleados para consumo humano. Dentro de esta
categoria se encuentran algunos microbios y ciertas especies de microalgas
(Mata y col 2010).
1 Produccion de biocombustibles a partir de microalgas

En las Ultimas décadas se ha destacado que las microalgas representan una
alternativa mas conveniente que cualquier otro tipo de organismo para la
produccion de lipidos, los cuales son necesarios en la produccion de algunos
biocombustibles, ya que algunas microalgas, al ser organismos fotosintéticos,
sélo requieren energia solar, agua, CO, y algunas sales para producir muy altos
rendimientos de biomasa rica en lipidos (Li y col 2008). Algunas microalgas
doblan su biomasa en 24 h y el tiempo de duplicacién de biomasa durante la fase
exponencial puede ser tan corto como 3.5 h. Ademaés, una caracteristica
importante es que no ponen en riesgo la seguridad alimentaria al no competir ni
por agua ni tierra de cultivo, pues son capaces de crecer en ambientes salinos
(Chisti 2007). Por tanto, la biomasa de microalgas se ha utilizado como materia
prima para la produccién de una variedad de distintos biocombustibles, por
ejemplo: bioetanol, biodiesel, biogéas, biohidrogeno (Figura 4) (Chisti 2007; Mata y
col 2010).

Desafortunadamente existen algunos parametros claves que afectan la
factibilidad econdmica de la produccion de biocombustibles a partir de microalgas
los cuales son: la productividad de la biomasa microalgal, el contenido celular de

lipidos y, sobre todo, la productividad de lipidos. Este ultimo parametro determina
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el costo del proceso de cultivo, mientras que la concentracion de la biomasa en el

cultivo y el contenido celular de los lipidos, afectan significativamente el costo de

Nutrientes,
CO,ambiental

< l; 2 Biodiesel
Aceite =

Luz solar o artificial

3 Biomasa
residual
Bicxnasa > Bioaceite
=2 Biohidrégeno
Separacion 2> Bioetanol
de biomasa
Inoculo i — Biogas

Efluente (desecho)

v

e

Figura 4. Produccién integral de biocombustibles a partir de microalgas.

Adaptado (Rawat y col 2013)
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los procesos de extraccion y transformacién. Por lo tanto, un proceso ideal
deberia permitir la produccion de lipidos a la mas alta productividad celular, con
el contenido mas alto posible en las células (Li y col 2008). Sin embargo, los
costos de produccion de biocombustibles a partir de microalgas pueden ser
reducidos substancialmente haciendo uso de la biorefineria misma que se
fundamenta en la innovacion de estrategias que permitan el mejoramiento de las
capacidades de las microalgas, lo cual puede lograrse a través de herramientas
tales como la ingenieria genética y avances en ingenieria de fotobiorreactores
(Chisti 2007; Alam y col 2012).

El objetivo de la biorefineria es utilizar cada componente de la biomasa de la
materia cruda para producir productos Utiles, de esta forma, se utiliza 100% de la
biomasa microalgal (BM), asi el costo total de produccion de cualquiera de los
productos sera menor comparado con otros, obteniendo un proceso rentable. En
este sentido, una alternativa es dar uso a la biomasa residual BR (Loera-
Quezada y Olguin 2010; Tibbetts y col 2014).

2 Biomasaresidual
a Generalidades

Durante el proceso de extraccion a gran escala de lipidos y otros compuestos
de alto valor presentes en las microalgas se producen grandes cantidades de
residuos organicos, mismos que se han denominado como biomasa residual
(BR), la cual podria recibir apropiados tratamientos para su posterior aplicacion

(Williams y Laurens 2010; Ramos-Suarez y col 2014). Se ha demostrando que la
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BR conserva interesantes contenidos de proteinas, carbohidratos y otros
nutrientes, los cuales podrian ser utilizados en la nutriciéon tanto humana como
animal (Lee y col 2013; Norzagaray-Valenzuela 2015; Tibbetts y col 2015b).

Ademas, la biomasa residual podria conservar otros compuestos de interés
como aminoacido, pigmentos, vitaminas, minerales, acidos grasos, azucares y
otros. Por tanto, la composicion de la BR abre un panorama favorable en el uso
de esta en la elaboracion de productos alimenticios proporcionando de igual
forma compuestos de alto valor, haciendo que el proceso de elaboracién de
biocombustibles a través de microalgas sea rentable (Chacon-Lee y col 2010;
Becker y col 2013; Hudeck y col 2014)
b Composicion bioquimica

La composicion de la BR de microalgas normalmente se han indicado con
respecto a las proteinas, lipidos, cenizas y carbohidratos presentes, y en algunas
pocas hasta el momento se analizado su contenido de fibra, dichos valores son
claves para establecer su posible uso y mismos que varian segun la especie,
condiciones de procesamiento (cultivo y cosecha de la microalga), asi como el
método de extraccion de aceite empleado (Ehiaze y col 2009; WIlliams y Laurens
2010; Hudeck y col 2013). Comportamiento que ha sido reportado, en el Cuadro
3 se muestra el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos, cenizas vy fibra de
BR de diferentes especies de microalgas, donde se obseva de manera general,
gue proteinas y carbohidratos se encuentran como componentes mayoritarios.

Recientes investigaciones muestran que la BR conserva gran cantidad de los
componentes presentes en la BM, observandose la presencia de carotenoides

como luteina; del mismo modo se observd presencia tanto de aminoacidos
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esenciales como no esenciales (Cuadro 4); presentando también acidos grasos

entre los que destacan el acido oleico (33-47 %), acido linéleo (13-25 %) y

Cuadro 3. Composicion quimica de la biomasa residual de microalgas

Microalga Proteinas Lipidos Cenizas Carbohidratos Fibra Referencia
(%) (%) (%) (%) (%)

Chlorella sp. 50.4-64.1 0.1-3.1 ND 22.5-39.6 ND  Ehiazey col
2009; Liy col
2013

Nannochloropsi  33.9-44.5 25.6 8.62 16.5 ND  Tibbetts y col

s granulate 2015,; 2015,

B. Braunii 48-52.1 4 21.1 22.6 44  Toroy col
2013;
Tibbetts y col
2015,

Chlorella 17.3 31.8 2.7 33.6 13.5 Tibbetsy col

vulgaris 2014

Tetracytis sp. 21.9 9.4 2.7 43.2 40.2 Tibbetsy col
2014

Nannochloropsi 22.2 6.7 2.8 43.9 41.3

s bacilaris

M. reisseri 18.2 27.7 2.6 35.7 11.4 Tibbetsy col
2014

P. tricornutum 32.5-42.9 6.2 17 44.38 ND Zhaoy col
2014,
Tibbetts y col
2015,

Dunaliella 35 NP 131 51.9 ND Kimy col

tertiolecta 2015;
Norzagaray-
valenzuela
2015

Scenedesmus 35.6 6.5 28.5 29.3 ND  Ramos-
Suarez y col
2014

N. salina 47.9 14.16 ND 4.1 ND  ParkyLi
2012

Spirulina 59.9 ND ND ND ND  Tibbetts y col
2015,
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Tetraselmis 50.5 ND ND ND ND
chuii

Neochloris 33.3 ND ND ND ND

ND- No determinado. NP- No presento

Cuadro 4. Perfil de aminoacidos presentes en BR de especies de microalgas

Biomasa residual de microalgas Requerimientos
para nifios
mayores de 3 afios,
t. M. N. Tetracystis N. adolescentes y
vulgaris  reisseri  bacillarris sp. granulata adultos
AAE
Arginina 6.5 6.2 59 6.4 7.6 5.8
Histidina 2.1 1.9 1.8 1.6 2.3 1.7
Isoleucina 43 4.5 53 438 52 3.0
Leucina 92 9.6 95 a9 85 6.1
Lisina 6.3 T8 6.3 6.2 6.4 48
Metionina 2.4 0.3 0.3 1.9 2.6 2.2
Fenilalanina h.6 KT 6.6 6.6 5.6 23
Treonina 4.4 45 51 50 53 245
Triptofano 168 18 1.1 33 0.1 0.66
Valina 6.2 5.6 6.5 6.2 6.5 4.0
AAE indice 0.9z 0.90 0.36 1.02 0.9 -
AANE
Ac. Aspéartico 174 15.8 251 213 3r4d -
Alanina 14.5 153 17.7 17.9 2445 -
Cisteina 3.3 2.5 3.4 4.6 2.9 -
Ac. Glutdmico 202 18.5 2549 2449 42 6 -
Glicina 11.2 11.2 139 141 19.6 -
Hidroxiprolina 0.8 1.1 0.4 0.4 0.1 -
Omitina ND ND 02 02 14 -
Prolina 10.0 103 11.9 12.2 2849 -
Serina 9.7 8.2 11.5 M7 16.0 -
Taurina 1.0 1.1 0.9 2.1 0.3 -
Tirosina [R:] ) 8.7 9.3 14.4 -
3 AANE a7 1 93.0 120.0 1181 189.6 -
T AA 188.5 182.1 2331 243.0 363.9 -

AAE- Aminoacidos esenciales. AANE- Aminoacidos no esenciales. ND- No
detectado. Los valores de AAE fueron expresados en (g/100g de proteina); los

valores de AANE fueron expresados en mg/g de muestra, bs. Requerimientos de
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aminodcidos (g/100g de proteina), para nifios mayores de 3 afos, adolescentes y

adultos segun la FAO (2013). Tomado de Tibbetts y col (2014; 2015a).

acido palmitico (14-20%); representando aproximadamente el 77% del total de
acidos grasos; ademas se reportd que los acidos grasos poliinsaturados se
encontraron de (PUFAs; 27-40%); asi como la presencia de minerales como: Ca,
Mg, P, K (Tibbetts y col 2014).

Adicionalmente, se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos de
interés en BR tales como: fenol, 4-etil-fenol, 4-metil-fenol, 3-metil-indol, benceno
propano nitrilo, bencil nitrilo, entre otros, compuestos identificados
espectrofotométricamente a través de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC-MS), mismos que podrian estar relacionados con
posibles actividades biol6gicas (Kim y col 2015).

Estudios mencionados demuestran que la BR pudiera ser utilizada como
fuente atractiva de compuestos bioactivos, proponiendo su aplicaciéon en diversos
sectores de la vida humana.

c Usos

La BR antes descrita, podria considerarse fuente de metabolitos como
proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, acidos grasos, azucares, ademas de
compuestos bioactivos como carotenoides y compuestos fendlicos entre otros,
mismos que podrian ser empleados en areas de salud, como aditivos en
alimentos, tanto en nutricion humana como animal (Hudek y col 2014).

Desafortunadamente las investigaciones hasta el momento acerca de la

aplicacion de la BR con fines nutracéuticos son escasas, pues el mayor auge sin
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duda alguna ha sido en la elaboracion de biocombustibles tales como: biodiesel,
bioetanol, biogas (metano y CO,), biohidrégeno, entre otros, aprovechando en
mayor medida los carbohidratos y azucares presentes en esta, a través de
técnicas

como: acidogénesis (Lee y col 2013; Li y col 2013) sacarizaciéon (Kim y col 2015);
digestion anaerdbica (Sialve y col 2009; Zhao y col 2014) y co-digestidon
anaerodbica (Ramos-Suarez y col 2014; Santos-Ballardo y col 2015a).

Toro y colaboradores en el 2013, utilizaron BR de microalga Scenedesmus,
para elaborar compositos biodegradables (bioplasticos) que podrian ser
empleados en la agricultura, evitando el dafio de los suelos, ademas de resultar
de un costo menor que aquellos derivados del petrdleo, ofreciendo mayores
ventajas.

Sin embargo y a pesar de esto, la BR ha resultado ser rica en proteinas y
carbohidratos, mostrando ser una alternativa para la formulacién de alimentos
funcionales, mismos que podrian adquirir una alta comercializacién y competir
con alimentos elaborados a base de otros cereales; pues aunado a eso la BR
presenta 7 de 10 aminoacidos esenciales tales como: Triptéfano, Metionina,
Lisina, Valina, Leucina, entre otros. Recordando que generalmente otras fuentes
de alimentacion carecen de estos, por tanto, podria ser una fuente atractiva de
estos compuestos, enriqueciendo diversos alimentos (Edgard y col 2012; Toro y
col 2013; Ramads-Suarez y col 2014; Tibbetts y col 2014; 2015a).

En este sentido se han empleando los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
presentes en microalgas como aditivos a leches infantiles y ser utilizados para

producir huevos enriquecidos con Omega-3, asi mismo con base a las
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investigaciones antes mencionadas, se han propuesto el uso de los PUFA
presentes en la BR para enriquecer estos productos (Brennan y Owende 2010;
Tibbetts 2014). Tomando en cuenta que los PUFA han sido relacionados con
actividades antiinflamatorias (Raposo y col 2013). Se ha sugerido que la
incorporacion de pequefias cantidades de BR en alimentos destinados a la
alimentacion de animales puede ayudar a mejorar su crecimiento, esto con base
a la composicion de elementos traza y minerales que presenta, destacando la
presencia de Fe, el cual es un elemento traza esencial en la nutricion de animales
y peces, ya que esta mayormente involucrado en la respiracion celular, transporte
de oxigeno, asi como en el metabolismo de energia (Burja y col 2008; Tibbettts y
col 2014; Kim y col 2014).

Adicionalmente se ha reportado que la BR conserva pigmentos de interés
comercial como carotenoides y clorofila, mismos que han sido asociados con
posibles actividades biolégicas. Por tanto, podrian ser empleados como
ingrediente en la elaboracion de colorantes naturales y cosméticos (Becker 2013;
Tibbetts y col 2015a). El potencial de la BR descubierto hasta el momento sugiere
a esta biomasa como posible fuente para producir alimentos funcionales y
subproductos de alto valor agregado como ingrediente nutracéutico, existiendo un
nicho de oportunidades de mercado aun no explorado en la actualidad (Edgard y
col 2012; Borowitzka 2013).

C ALIMENTOS FUNCIONALES
1 Generalidades
Las tendencias mundiales en la alimentacion en los ultimos afos indican un

interés acentuado de los consumidores hacia alimentos que, ademas de valor
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nutritivo, aporten beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo humano
(Paulo y Serra 2000).

El termino alimento funcional se propuso por primera vez en Japén en la
década de los 80’s con la publicacion de la Reglamentacion para los Alimentos
para Uso Especifico de la Salud (FOSHU= Foods for specified health use) y se
refiere a aquellos alimentos procesados que contienen ingredientes que
desempefian una funcion especifica en las funciones fisiolégicas del organismo
humano, més alla de su contenido nutrimental. EI mecanismo de accion de estos
consiste en su involucramiento o participacion en la regulaciéon o modulacion
manifestada en algun sistema biolégico en general (Palencia 2002).

Por ello, los alimentos funcionales han tenido un fuerte impacto en los
mercados mundiales en la ultima década y han ganado rapidamente cuota de
mercado en productos de valor agregado, en la busaqueda de prevenir
enfermedades cronico-degenerativas como la hipertension, diferentes tipos de
cancer, entre otras; al ser alimentos en los cuales su 0 sus componentes
(nutracéuticos) se han asociado con posibles actividades biolégicas, las cuales
estan directamente realcionadas con la presencia de compuestos biactivos como
antioxidantes (Corbo y col 2014).

2 Antioxidantes de los alimentos

a Biomoléculas con capacidad antioxidante

Los antioxidantes son moléculas capaces de neutralizar los radicales libres por
medio de la donacidn de un electron. Un compuesto antioxidante puede definirse
como un compuesto que puede donar facilmente un electréon o un atomo de

hidrogeno a un radical peroxido o alcohdxido para terminar una reaccion
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peroxilipidica en cadena o para regenerar un compuesto, o puede quelar
efectivamente un metal prooxidante. En el Cuadro 5 se muestran las formulas
guimicas de los principales antioxidante diéticos. Se debe considerar que la
sustancia debe poseer unas caracteristicas de hidrofilia/lipofilia que le permitan
acceder al lugar donde debe prevenir la oxidacion (Pannala y col 1998). Ademas

Cuadro 5. Antioxidantes diéticos

Antioxidante Estructura
HO .
Acido Ascérbico HD/\;?V/D
a-tocoferol
B-caroteno 1
Polifenol
(flavonol)

Tomada de Garcia-Parrilla (2008).
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de esta definicibn cabe considerar el concepto de antioxidante como aquella
sustancia que es capaz de contrarrestar los aspectos de deterioro que la
oxidacion ocasiona en tejidos biolégicos (Huang y col 2005). Se ha demos trado
gue los antioxidantes, en pequefias cantidades, pueden prevenir o retardar la
oxidacion de materiales facilmente oxidables como los lipidos y otras moléculas
(Halliwell 1990). Esto atiende con mayor fidelidad las implicaciones que para la
salud tienen los antioxidantes que pudieran estar presentes en los alimentos. Los
productos alimenticios a base de biomasa microalgal son una excelente fuente de
antioxidantes naturales (Hajimahmoodi y col 2010), ya que las microalgas durante
el proceso fotosintético, absorben la energia solar para convertirla en energia
qguimica que después se usara en la conversion del CO2 a carbohidratos,
generando al mismo tiempo oxigeno molecular, el cual puede alcanzar altas
concentraciones (Rodriguez-Garcia y Guil-Guerrero 2008; Mutanda y col 2011).
Para evitar el posible efecto perjudicial de este tipo de compuestos las microalgas
han desarrollado un mecanismo de proteccion que consiste en sintetizar
compuestos y enzimas antioxidantes, tales como pigmentos (carotenoides,
clorofila), los cuales se han afiadido en suplementos alimenticios ofreciendo esta

posible actividad (Becker y col 2013).
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Ademas, las microalgas sometidas a estrés inducido por las condiciones
ambientales, desarrollan un proceso de defensa contra los radicales libres que
consiste en mecanismos preventivos, mecanismo reparador, defensas fisicas y
defensas antioxidantes.

1) Compuestos fendlicos

Bajo el termino de compuestos fendlicos o polifendlicos se encuentran
englobados varios de miles de compuestos de estructura quimica diversa que
tienen en comun poseer un anillo aromatico de benceno con uno o varios
sustituyentes de hidroxilo en €l. Se clasifican en funcion del esqueleto carbono y
de los sustituyentes del anillo en los siguientes grupos (i) Acido ferdlico; (ii) C6-
C1; (iii) C6-C3; (iv) Flavonoides; (v) Flavonoles; (vi) Flavonas; (vii) Flavonoles;
(viii) Estilbenos; (ix) Lignanos (Dimitrios 2006).

Los compuestos fendlicos se han descrito como moléculas con actividad
antioxidante que ejercen beneficios a la salud a través de diversas actividades
biolégicas, como antiinflamatoria y anticancerigena, que se encuentran
relacionadas con la actividad antioxidante, ya que son capaces de disminuir las
concentraciones de oxigeno o intercaptar el oxigeno singulete. Los compuestos
fendlicos tales como flavonoides, acidos fendlicos y taninos son considerados
como mayores contribuyentes a la capacidad antioxidante en plantas (Xu y
Chang 2007).

Por otro lado, se ha reportado la presencia de ciertos tipos de flavonoides
tanto en microalgas como en cianobacterias (Klejdus y col 2010), donde la
presencia de estos a sido correlacionada con su actividad antioxidante (Wang y

col 2008).
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2) Carotenoides

Los carotenoides son compuestos que muestran coloracion estable, por lo
gue han sido ampliamente estudiados en la industria alimentaria. Algunas de sus
importantes propiedades fisicas y quimicas son: capturar el oxigeno singulete,
absorber luz, isomerizar y oxidar facilmente, bloquear reacciones por radicales
libres, ser lipofilicos e insolubles en agua y finalmente, unirse a superficies
hidrofébicas (Handelman 2001). Su presencia en la dieta humana es considerada
positiva por las propiedades biolégicas que presentan: B-caroteno por su accion
como pro-viamina, y otros como Ficocianina, Astaxantina, Luteina por su
capacidad antioxidante y anti-inflamatoria, asi como ser agentes inhibidores de
tumores (Raposo y col 2013).

Los mas importantes son B-caroteno, licopeno, B-criptoxantina y luteina
(Buzzini 2001). Los carotenoides se les puede encontrar en plantas, animales (en
su forma trans), en microorganismos como microalgas, asi como en la biomasa
residual de microalgas (Edgard y col 2012; Tibbetts y col 2014).

Los pigmentos de carotenoides juegan una funcion importante en la
fotosintesis y fotoproteccion de las microalgas. El papel de fotoproteccion es
originado por su habilidad para apagar e inactivar las especies de oxigeno
(oxigeno singulete) formados por la exposicion a la luz y al aire. Este papel
también es asociado con la capacidad antioxidante en los humanos. Los
carotenoides pueden reaccionar con los radicales libres y convertirse en radicales
estables. Su actividad depende de la longitud de la cadena de dobles enlaces
conjugados y las caracteristicas de sus grupos finales. Los radicales de

carotenoides son estables por la virtud de la deslocalizacién de los electrones no
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apareados sobre la cadena conjugada de polieno de las moléculas. En
concentraciones suficientes los carotenoides pueden prevenir la oxidacion lipidica
y la oxidacién relacionada con el estrés oxidativo evitando de esta manera la
aparicion de diversas enfermedades cronico-degenerativas: fotocarcinogénesis,

enfermedades cardiovasculares y arterioesclerosis (Lim 2006).

3 Bebidas funcionales
a Generalidades

Las bebidas se definen como todos aquellos liquidos que ingieren los seres
humanos, incluida el agua. Sin embargo, se excluyeron productos liquidos para el
reemplazo de comidas usados en el control de peso y las sopas. Se prescindié
de estas Ultimas porque se comportan mas como los alimentos sélidos que como
liguidos, en términos de saciedad y compensacion dietética (Rivera y col 2008).

Entre los alimentos funcionales se encuentran las bebidas funcionales, las
cuales aportan beneficios a la salud por encima de los valores nutritivos simples
atribuidos al producto convencional. Las bebidas funcionales son las bebidas que
se han mejorado con ingredientes afadidos para proporcionar beneficios
especificos a la salud mas all4 de la nutricion general. Estas se han vuelto tan
populares que estan desplazando en ventas a las bebidas gaseosas. Los
consumidores buscan beneficios para su salud en los alimentos y bebidas, por
tanto, dichas bebidas se ajustan correctamente al ambito de la salud en el
mercado, pues tanto la conveniencia y la salud han sido identificados como
factores importantes en la toma de decisiones de los consumidores sobre la

compra de alimentos y bebidas. Se han promovido bebidas funcionales con
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beneficios tales como salud del corazén, inmunidad y el mejoramiento de la
digestion, las articulaciones, sensacion de saciedad, y la energia (ADA 2009).
b Clasificacion y consumo

Actualmente existen en el mercado bebidas para deportistas (con sales y
minerales, isotonicas, con fibra y/o soya) y enriguecidas (vitaminas,
oligosacaridos, 3-caroteno, etc.) para disminuir el nivel de colesterol en la sangre
y prevenir enfermedades crénico-degenerativas (Shahidi y Weerasinghe 2004).
Considerando los beneficios y riesgos para la salud y nutricién, asi como el
patron de consumo de las bebidas en México, el Comité clasificod las bebidas en
seis categorias de acuerdo con su contenido energético, valor nutricio y riesgos a
la salud en una escala que clasifica las bebidas de la méas (nivel 1) a la menos
(nivel 6) saludable (Cuadro 6), lamentablemente las bebidas funcionales no se
han tomado en cuenta hasta el dia de hoy en la actual clasificacion; aunque su
consumo se ha sido enfatizado, todo ello por los grandes beneficios que ofrecen
por encima de las bebidas, aunado al interés de los consumidores por mantener
una vida saludable (Popkin y col 2006; Rivera y col 2008).

Sin embargo, en la categoria de alimentos funcionales, las bebidas
funcionales son el segmento de mas rapido crecimiento, estas principalmente son
elaboradas a base de leche, frutas, verduras y cereales que aportan beneficios a
la salud por encima de los valores nutritivos simples atribuidos al producto
convencional (Corbo y col 2014; Reyes-Moreno y col 2014). Estudios actuales en
bebidas estan centrados en las areas asociadas a la salud e imagen, se han
desarrollado productos para el control del peso, el desarrollo de masa muscular,

la reduccion de grasa corporal, la prevencion y combate de caries, e incluso la
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belleza de piel y el cabello (Sepulveda 2013). Ademas, recientes investigaciones
indican que la incorporacién de microalgas en bebidas presenta una buena
oportunidad para popularizar los beneficios en la salud de estas, incluso quienes
no estanacostumbrados a este alimento. Por ello, en los Ultimos afios han
incorporado las microalgas en diferentes bebidas, ofreciendo la diversificacion de
productos, asi como la participacion de una posicion en los mercados

emergentes con un Cuadro 6. Clasificacion de bebidas

Nivel Bebida
1 Agua potable
2 Leche baja en grasa (1%) y sin grasa; bebidas de soya sin

azucar adicionada

3 Café y té sin azucar

4 Bebidas no caloricas con edulcorantes artificiales (cafe, té y
refrescos de dieta)

5 Bebidas con alto valor caldrico y beneficios a la salud
limitados: jugos de frutas, leche entera, bebidas alcohdlicas,
bebidas para deportistas y alcohol combinado con bebidas
energeéticas y/o refrescos

6 Bebidas con azucar y contenido bajo de nutrimentos

(refrescos, jugos, aguas frescas y café con azucar)

Nivel 1- Mas saludable. Nivel 6- Menos saludable. Tomado de Popkin y col

(2006); Rivera y col (2008).

53



futuro muy prometedor (Cofrades 2013).

Por tanto, las bebidas funcionales son consideradas ya una oportunidad de
negocio que cubre un nicho de mercado, aquel generado por el interés de los
consumidores ante la necesidad de mantener una buena salud y/o reducir el
riesgo de padecer enfermedades, encontrado en las bebidas funcionales el
disefio de alimentos mas saludables capaces de influir en las funciones
corporales, ademas de satisfacer las necesidades nutricionales basicas

(Sepulveda 2013; Corbo y col 2014).
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IV JUSTIFICACION

Debido al incremento en la demanda de productos funcionales y al interés en
el desarrollo de nuevas fuentes que reduzcan la contaminacion a nivel mundial.
La biomasa residual generada como subproducto en la elaboracién de ciertos
biocombustibles a partir de microalgas, podria tener un empleo potencial en el
desarrollo de nuevos productos con valor agregado en la alimentacion y salud,
con elevada calidad nutricional/nutracéutica, por su alto contenido de compuestos
bioactivos; favoreciendo con esto la rentabilidad del empleo de microalgas como

fuente renovable y sustentable de energia.
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V HIPOTESIS
El empleo de la biomasa residual de la microalga P. tricornutum en la
formulacion de una bebida funcional es una alternativa de alimento con valor
agregado en la salud, pues posee buenas propiedades nutricionales,

fisicogquimicas y nutracéuticas.
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VI OBJETIVOS
A GENERAL
Evaluar el empleo de la biomasa residual de la microalga phaeodactylum
tricornutum, en la formulacion de una bebida funcional.
B ESPECIFICOS
1 Obtener la biomasa microalgal (BM) y residual (BR) de la microalga
Phaeodactylum tricornutum.
2 Caracterizar quimica, fisicoquimica y nutracéuticamente la biomasa, BM y
BR, producida a partir de la microalga P. tricornutum.
3 Optimizar la formulacién de una bebida funcional a partir de la BR, con base a
la A'y CAox de la misma.
4 Evaluar el contenido nutrimental de la formulacién 6ptima y de la bebida
obtenida, asi como su contenido energeético.
5 Evaluar las propiedades nutracéuticas y contenido de fitoquimicos de la
formulacidén optima, asi como la aceptabilidad de la bebida obtenida a partir

de la formulacion optima.
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VIl MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia e
Ingenieria Genética de la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas. El proyecto consistio en evaluar el
potencial empleo de biomasa residual de la microalga P. tricornutum, obtenida a
partir de la extraccién de aceite.
A MATERIALES
1 Material Biolégico

La especie de microalga evaluada fue, Phaeodactylum tricornutum la cual fue
obtenida de la colecciébn de microalgas del departamento de acuicultura del
Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE).
B METODOS
1 Cultivo de microalgas

La microalga fue cultivada utilizando el medio F/2 reportado por Guillard y
Rhyter (1962), el cual se compone de sal de mar 34%, vitaminas, fosfatos,
nitratos y metales traza. Se empled la técnica de transferencias sucesivas,

partiendo de una cepa almacenada en un tubo de ensayo con aproximadamente
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10 mL se inoculé un matraz con 250 mL de medio de cultivo, asi sucesivamente
hasta alcanzar un volumen de 16 L.

Una vez inoculado, se mantuvieron condiciones de luz, temperatura y
aireacion constantes; la temperatura se mantuvé a 24+2 °C, empleando un
equipo de refrigeracién/calefaccion, se procur6 que todas las células se
encontraran expuestas a la misma cantidad de luz, la cual fue emitida durante 24
h al dia con una intensidad de 6000-6500 luxes, que es equivalente a un flujo de
fotones de aproximadamente 210-130 umol m?s™. La aireacién fue suministrada
al cultivo de forma continua con un soplador de 2.5 hp de potencia, previamente
filtrado con un cartucho de 1um. La aireacion facilito el intercambio de gases y
permiti6 mantener las microalgas en suspension.

2 Cinética de crecimiento

Para establecer la cinetica de crecimiento se tomaron muestras del cultivo
cada 24 h y se realizaron mediciones mediante conteo celular y densidad optica,
con el fin de conocer la concentracién de la biomasa, se utilizé la metodologia
propuesta por Santos-Ballardo y col (2015b). Todas las mediciones se realizaron
por triplicado.

Los conteos se realizaron empleando un microscopio compuesto (OLYMPUS
CX21) equipado con hematocimetro de 0.1 mm de profundidad (camara de
recuento celular Neubauer), la cual esta dividida en nueve cuadros. Se contaron
las células presentes en los cuatro cuadros ubicados en las esquinas de la
camara, el numero obtenido se dividié entre cuatro y se multiplicé por 10000; si
se hizo una dilucién, se multiplicé también por esta (Figura 5); el valor resultante

es el numero de células por mililitro (Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota 2006).
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La concentracién celular del cultivo en suspension se midié mediante un
método Optico de marco de lectura horizontal, para esto se utilizd6 un
espectrofotometro UV-visible (Biomate 3 Thermo Scientific), se procedidé tomando
0.5 mL de muestra, se midié su densidad 6ptica a una longitud de onda de 677
nm (absorbancia especifica para el cultivo de esta especie) utilizando como
blanco medio F/2, la medicion se realizé posteriormente a la agitacibn mecanica
de la muestra; la diferencia de densidad Optica se relacioné con la cantidad de

masa
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Figura 5. Calculo del numero celular utilizando el hemocitémetro. Tanto
para el conteo celular como para la determinacion de viabilidad por colorante de
exclusion, se cuentan todas las células dentro del area limitada por las lineas

triples. Adaptada de Richardson y Fedorrof (2001)

celular presente y se ajustd con las mediciones de concentracion celular

realizada por otros métodos (Mikschofsky y col 2009).
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Las curvas de crecimiento se realizaron de acuerdo a LoOpez-Elias y col
(2013). Se determiné la densidad celular, asi como el nimero de células por
mililitro (cel mL™). En base a estos valores, se calcularon los parametros que
describen la eficiencia del crecimiento celular, como son: la tasa de crecimiento
especifico y el tiempo de duplicacion, utilizando las formulas propuestas por
Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota (2006).

Tasa de crecimiento especifico:

iomasa al tiempo t, y u es la tasa de crecimiento especifico.

In X —In Xo
= (Ec. 1)
t
Donde X, es la biomasa inicial, X esla b
Tiempo de duplicacién:
In2
dt =— (Ec. 2)
M

Donde p es la tasa de crecimiento especifico.
3 Obtencion de la biomasa microalgal (BM)

La cosecha de la biomasa de la microalga P. tricornutum se realizé cuando el
cultivo se encontr6 en el maximo de la fase exponencial, misma que fue
detectada a través de la cinética de crecimiento. Para la recuperacion de la BM
se emplearon dos métodos en conjunto floculacién y centrifugacion.

a Floculacién con quitosano

Con la finalidad de utilizar la biomasa en un enfoque alimentario, durante el
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proceso de separacion de esta del medio liquido, se utilizé quitosano al ser de
caracter organico, mismo que resulto ser amigable, de facil manejo y no toxico.
(Ahmad y col 2011; Faraid y col 2013).

Se establecieron las mejores condiciones de floculacién de la BM, para lo
cual se evaluaron diferentes condiciones tales como: concentracion de quitosano,
tiempo de reposo y ajuste de pH del medio de cultivo (Figura 6). Donde se
obtuvo la eficiencia de floculacion, misma que determind el mejor tratamiento a
utilizar en la colecta de la BM (Romero y Ferran 2001; Knuckey y col 2006; Sirin y
col 2012).

Las diferentes concentraciones de quitosano evaluadas fueron: 5, 10, 20, 30,
40 y 50 mg L™ (Romero y Ferran 2001; Farid y col 2013). En combinacién con
cuatro condiciones de pH, que fueron: pH nativo, pH de 8, 9 y 10, los cuales
fueron ajustados con una base organica (Na,COs), utilizando la metodologia
reportada por Sirin y col (2012). Mientras que los tiempos de reposo analizados
fueron: 1, 4, 6, 8 y 24 h, mismos que se seleccionaron con base a lo reportado
previamente (Salim y col 2011; Sirin y col 2012).

Estas determinaciones se realizaron por triplicado, tomando 100 mL del cultivo de
la microalga para cada concentracion de quitosano evaluada, mismos que fueron
colocados en frascos de cristal lo que permitié observar los cambios entre los
distintos tratamientos. Se tomaron 0.5 mL de muestra, se midi0 su densidad
Optica a una longitud de onda de 677 nm (absorbancia especifica para el cultivo
de esta especie) utilizando como blanco el cultivo de la microalga al tiempo cero,
la medicién se realizO en un espectrofotometro UV-visible; la diferencia de

densidad
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Optica se relaciondé con la eficiencia del proceso de floculacion, la cual se calculd

. Cultivo
F/2 medio 2
T=24°C P. Tricornutum
luz=24h /
(6000 lux)

Tiempos reposo '
\ (agay 2o / Tratamientos )
i - Floculacién
Quitosano [5, 10, 20, | e = S
30, 40 y 50 mg/L]
- J

pH Ajuste pH
[ Cultivo ][ (8,9y10) J

Figura 6. Diagrama de proceso de floculacion
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mediante la siguiente formula:

DOg77 (ti) — DOg77 (tf)
DOg77 (ti) 100

% Eficiencia de Floculacion = (Ec. 3)

Donde la diferencia entre la densidad Optica inicial del cultivo (DOy), menos la
densidad optica final del cultivo (DOy), entre la densidad inicial del cultivo (DOy)
por 100, es igual al porcentaje de eficiencia de floculacion (Faraid y col 2013).

b Centrifugacion

Una vez que se realiz6 la floculaciéon con quitosano, la BM se recuperé al
decantar el medio liquido, y posteriormente se centrifugd a 3000 g por 15 min,
con la finalidad de eliminar completamente el medio de cultivo.

4 Obtencion de la biomasa residual

Para obtener la biomasa residual de la microalga P. tricornutum, se realizé un
proceso de extraccion de aceite, en conjunto con un proceso de centrifugacion y
secado (Figura 7).

a Extraccion de aceite

El proceso de extraccion de aceite se llevd a cabo de acuerdo a la
metodologia de Bligh y Dyer (1959), utilizando ciertas modificaciones descritas
por Soto-Leodn y col (2014). La biomasa recolectada humeda BM se pesé para
definir la cantidad de la mezcla de solventes (cloroformo-metanol en una relacién
2:1) vlv, requeridos para la extraccion de aceite; se adicionaron 5 mL de la
mezcla de solventes por cada g de muestra y se homogenizé, para aplicar un

proceso de sonicacion durante 3 h, utilizando un procesador ultrasénico
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(MICROSON mod XL200), acoplado con un sonotrodo P-1, con la finalidad de
tener una mayor ruptura celular y extraccion de aceite. Posteriormente se ajusté

la relaciéon de solventes, utilizando metanol-

Biomasa completa l Relacién (2:1) | Sonicacion 3 h l

.————I

Extraccién de

lipidos

Ajuste
CHCI;:CHgoH:HZO
Relacion (2:1:0.8)

F
=1y Rl =

Biomasa residual Molido 40°C/24h ’ 4500/ g x 15min ‘

Almacenamiento 4 2C ’

Figura 7. Diagrama de flujo para obtencion de la BR de P. tricornutum
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cloroformo-agua en una relacién (2:1:0.8 v/v), se agito la mezcla durante 30 min.
La separacion de la BR de los solventes y aceite se realiz6 mediante
centrifugacién a 3000 x g por 15 min; se secé en una estufa con aireacion a 40
°C por 24 h. Finalmente la BR en polvo fue obtenida con la ayuda de un molino,
misma que fue almacenada en refrigeracion a 4 °C, hasta su andlisis.
5 Composicién quimicadelaBMy BR de P. tricornutum

El analisis quimico proximal se realiz6 tanto a la biomasa microalgal como la
residual, siguiendo las técnicas propuestas por la AOAC (1999):
a Humedad

Se utilizé el método 925.10 de AOAC (1999). Se determind la perdida de
humedad de la muestra basandose en la pérdida de peso después de someterse
a un calentamiento. Se pesé 3 g de muestra y se colocaron en una charola de
aluminio en una estufa con circulacion de aire forzado 80 °C por 24 h. La prueba
se realizo por triplicado.
b Proteina cruda

Se utilizé6 el método 960.52 de AOAC (1999), el célculo se basé en el
nitrogeno total, utilizando un factor de conversion de 6.25 (método microKjeldhal).
La muestra fue digerida con H,SO,4 concentrado y para su destilacion se aplico
NaOH 40% (p/v). El destilado fue recolectado en una disolucion de acido bérico al

4%; se valoro con una solucion de HCI 0.1 N. La prueba se realizo por triplicado.
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c Lipidos

Se determin6 de acuerdo al método de la AOAC (1999). Se pesaron 2.5 g de
muestra y se realizd la extraccion usando el equipo Saxtec Sistem HT 1043
Extration Unit (Tecator, Suecia); como disolvente se utilizd hexano. La prueba se
realiz6 por triplicado.
d Cenizas

Se utilizé el método 934.01 de AOAC (1999). Se pesaron 2 g de muestra se
colocaron en un crisol (a peso constante) de porcelana, y se sometié a
incineracion en una mufla a 550 °C hasta que se obtuvo una ceniza gris a peso
constante; se llevd a temperatura ambiente en un desecador y se peso. La
prueba se realizé por triplicado.
e Carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos fue calculado por diferencia de 100, tomando
en consideracion los porcentajes de humedad, proteina, lipidos y cenizas.
f Fibra dietaria total

La fibra dietaria total se evalu6 solamente en la BR, y corresponde a la suma
de la fibra insoluble y soluble.
1) Insoluble

Se determin6 de acuerdo al método oficial 985.29 (AOAC 1999), y siguiendo
las instrucciones del kit de analisis de fibra dietaria total (TDF-100, Sigma). Un
gramo de muestra seca se gelatinizo en presencia de a-amilasa termoestable,
posteriormente se hizo una digestion enzimatica con proteasa y amiloglocosidasa
para degradar las proteinas y almidon presentes en la muestra. Para la

precipitacion de la fibra se adicionaron cuatro volimenes de etanol. El residuo
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total se filtré y lavé con etanol al 78%, etanol al 96% y aceto na. Posteriormente
el residuo se sec6 a 80°C por 12 h, se registro el peso, se determind el contenido
de proteina y cenizas del residuo. El contenido de fibra insoluble se calcul6

empleando

la siguiente formula:

_ Peso del residuo — P — A

Peso de la muestra x 100 (Ec. 4)

Dénde: Peso del residuo es el promedio de los pesos (mg) de los residuos de
las muestras; P y A son los pesos (mg) de proteina y cenizas de los residuos;
pero de la muestra es el promedio de los pesos (mg) de las muestras crudas.

2) Soluble

Se parti6 del residuo obtenido del filtrado de fibra insoluble; para la precipita-
cion de la fibra soluble se adicionaron cuatro volimenes de etanol y se dejo en
reposo 12 h. Posteriormente se filtr6 y lavd con etanol al 78%, etanol al 96% y
acetona. Finalmente, el residuo se sec6 a 80°C por 12 h, se registr6 el peso, se
determiné el contenido de proteina y cenizas del residuo. El contenido de fibra
insoluble se calcul6 empleando la ecuacion 4.

6 Propiedades nutracéuticas delaBMy BR
a Obtencidn de extractos de fitoquimicos libres

Se realizd la extraccion de fitoquimicos libres utilizando dos solventes

distintos (etanol y metanol), siguiendo la metodologia descrita por Adom y Liu

(2002) Figura 8.
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1) Etandlicos

Los fitoquimicos libres se extrajeron de 0.25 g de muestra con 5 mL de etanol al
80% (v/v), se agitaron en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) a velocidad 25
por 10 min, se centrifugaron a 3000 x g/ 10°C durante 10 min. El sobrenadante se
concentré en un tubo coénico a 45°C a presion baja (Apud Vac Concentrator,

Thermo Elector Corporation hasta un volumen de 1 mL, se almacenoé a 4°C hasta
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Figura 8. Diagrama de flujo para la obtencion de fitoquimicos. Tomado de (Adom

y Liu 2002; Mora-Rochin y col 2010)
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su utilizacion en la determinacién de capacidad antioxidante. El precipitado se
guardo para la obtencién de los extractos fitoquimicos ligados.
2) Metanolicos

Los fitoquimicos libres se extrajeron de 0.25 g de muestra con 5 mL de
metanol al 80% (v/v), se agitaron en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) a
velocidad 25 por 10 min, se centrifugaron a 3000 x g/ 10°C durante 10 min. El
sobrenadante se concentré en un tubo conico a 45°C a presion baja (Apud Vac
Concentrator, Thermo Elector Corporation hasta un volumen de 1 mL, se
almacen6 a 4°C hasta su utilizacion en la determinacion de capacidad
antioxidante. El precipitado se guardé para la obtenciéon de los extractos
fitoquimicos ligados.
b Obtencion de los extractos de fitoquimicos ligados

En la extraccion de los fitoquimicos ligados, se utilizaron dos solventes
distintos (etanol y metanol); se emple6 el método de Adom vy Liu (2002), con
ligeras modificaciones de Mora-Rochin y col (2010) (Figura 8).
1) Etandlicos

El precipitado obtenido de la extraccion de fitoquimicos libres empleando
etanol como solvente fue digerido con 5 mL de NaOH 2 M, se elimin6 el oxigeno
usando N, gas, se sometié a tratamiento térmico en bafio maria a 95°C/ 30 min,
se agito durante 1 h a temperatura ambiente (25°C). La mezcla se neutralizé con
1 mL de HCI concentrado, se agitd por 2 min en un vortex y posteriormente en un
rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) con velocidad 25 rpm por 10 min, se
agregaron 5 mL de hexano; se repitio la misma operacion de agitacion mediante

el vortex y rotator y se centrifugé a 3000 x g/ 10°C por 10 min, se extrajo el
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acetato de etilo y se almacend en un tubo conico; esta extraccion se realizé hasta
la obtencién de un volumen de 25 mL. El acetato de etilo se evaporé en su
totalidad (Apud VAc Concentrator, Thermo Elector Corporation). El extracto seco
fue reconstituido con metanol y se almacend a 4°C hasta su posterior utilizacion
en la determinacion del contenido de fitoquimicos y la capacidad antioxidante
correspondiente a fitoquimicos ligados.
2) Metandlicos

El precipitado obtenido de la extraccion de fitoquimicos libres empleando
metanol como solvente fue digerido con 5 mL de NaOH 2 M, se eliminé el
oxigeno usando N, gas, se someti¢ a tratamiento térmico en bafio maria a 95°C/
30 min, se agitd durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C). La mezcla se
neutraliz6 con 1 mL de HCI concentrado, se agitd por 2 min en un vortex y
posteriormente en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) con velocidad 25 rpm
por 10 min, se agregaron 5 mL de hexano; se repitid la misma operacion de
agitacion mediante el vortex y rotator y se centrifugd a 3000 x g/ 10°C por 10 min,
se extrajo el acetato de etilo y se almacend en un tubo conico; esta extraccion se
realiz6 hasta la obtencion de un volumen de 25 mL. El acetato de etilo se evaporé
en su totalidad (Apud VAc Concentrator, Thermo Elector Corporation). El extracto
seco fue reconstituido con metanol y se almacend a 4°C hasta su posterior
utilizacion en la determinacion del contenido de fitoquimicos y la capacidad

antioxidante correspondiente a fitoquimicos ligados.
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c Determinacion de la capacidad antioxidante (CAox)

La CAox de los extractos etandlicos y metandlicos de fitoquimicos libres y
ligados, tanto de la biomasa microalgal como residual, se determino por los
métodos de ORAC, ABTS y DPPH, como se describen a continuacion.

1) Método ORAC

El método de capacidad de absorbancia de radicales oxigeno (Oxygen
Radical Absorbance Capacity, ORAC), desarrollado para compuestos hidrofilicos
etandlicos y metandlicos (Cao y col 1995; Ou y col 2001; Wu y col 2004), se basa
en la degradacion del compuesto 2-2°-Azobi amidinopropano (AAPH) que
produce radicales peroxilo (ROO), los cuales oxidan al compuesto fluorescente,
diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no fluorescente, diclorofluorescina
(DCF). El grado de inhibicién de los antioxidantes (fitoquimicos) de atrapar a los
radicales libres se utiliz6 como base para calcular la capacidad antioxidante.

La solucién de AAPH se prepard pesando 0.207 g del reactivo y se afor6 en
un matraz volumétrico de 5 mL con un buffer de fosfato (pH 7.4). La fluoresceina
se prepar6 una concentracion de 0.1 mM con buffer de fosfato (pH 7.4). Para la
medicién fueron diluidos los extractos de fitoquimicos libres y ligados usando
buffer fosfato (pH 7.4), se adicioné 25 pL de AAPH por medio del auto
dispensador del equipo previamente programado. Las muestras y el control se
analizaron por cuadruplicado. La reaccion se llevé a 37°C y la fluorescencia fue
medida a 485 nm de excitacion y 538 nm de emision, por un lapso de 40 min, la
reaccion con los radicales piroxilos genero la perdida de la fluorescencia con el

tiempo.
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El efecto antioxidante fue integrado con el area neta bajo la curva sobre la
pérdida de la fluorescencia (AUC) [AUCaox — AUC, aox]. Los valores ORAC se
reportaron como equivalente de Trolox. Se generd una curva estandar de cinco
puntos (concentracion de 25 a 100 pM), y los Trolox equivalentes de la muestra
fueron calculados usando la siguiente ecuacion lineal o cuadratica (Y = a + bX,
lineal; o Y = a + bX + cX?, cuadratica) entre la concentracion de Trolox (Y) (UM) y
el area neta bajo la curva de la disminucién de la fluoresceina (X) (ABCuestra —
ABChianco). La regresion lineal se utilizé en un rango de 100-25 pM de Trolox. Los
datos se expresaron como equivalente de Trolox en micromoles umol (ET) g*
muestra (bs) (Ou y col 2001; Prior y col 2005).

2) Método ABTS

Se estimd la actividad captadora de radicales libres mediante el ensayo de
decoloracion del catidon radical ABTS propuesto por Re y col (1999), el cual se
basa en la reduccién del radial ABTS™ por los antioxidantes presentes en los
extractos evaluados. El compuesto ABTS se disolvié en agua desionizada a 7
mM. Una solucién stock del catién radical ABTS™ se diluyo en PBS hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 = 0.02 a 734 nm. Se transfirieron 20 pL del
blanco y los extractos en una celda de cuarzo, el ensayo inicio cuando se
adiciono 1980 pL de la solucién ABTS . Se registr6 la absorbancia a 734 nm 15
minutos después de haber iniciado el ensayo y se calculdo la perdida de
absorbancia del ABTS” respecto a un blanco. Se utilizé6 una curva de calibracién
con Trolox y los datos se expresaron expresaron como equivalente de Trolox en

micromoles pmol (ET) g™* muestra (bs).
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3) Método DPPH

La actividad antiradical DPPH de los extractos etandlicos y metandlicos de
fitoquimicos libres y ligados de la biomasa, se determind utilizando la
metodologia descrita por Brand-Williams y col (1995) y modificado por Fukumoto
y Mazza (2000) para microplaca de 96 pozos. Se partié6 de una solucién DPPH
(609 uM) disuelta en metanol absoluto, de la cual se prepard una solucion DPPH
(150 pM) disuelta en metanol al 80%, ajustando su absorbancia = 1 (520 nm) y se
mantuvo a -20°C en la oscuridad previo a su uso. En una microplaca de 96
pozos, se inyectaron 22 pL de cada extracto, se afiadieron 200 uL de la solucion
DPPH (150 uM). Después de 30 min de incubacion a temperatura ambiente se
midio la absorbancia en un lector de microplacas (SynergyTM HY Multi-Detection,
Bio Tek, Inc., Winooski, VT, EUA) a 520 nm. Se utiliz6 como estandar una curva
de Trolox (0 a 200 pM); para las diluciones de las muestras al igual que en la
preparacion de la curva se utiliz6 como diluyente metanol al 80%. Los resultados
se expresaron como equivalente de Trolox en micromoles umol (ET) g* muestra
(bs).
d Determinacion del contenido de fitoquimicos
1) Compuestos fendlicos totales

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizo el método original
de Singleton y col (1999) adaptado para su uso en microplaca. Se realizé para los
extractos etandlicos y metandlicos de fitoquimicos libres y ligados, tanto de la
biomasa microalgal como de biomasa residual. En una placa de 96 pozos, se
adicionaron 20 pL de extracto los cuales se oxidaron con 180 uL del reactive

Folin-Ciocalteu. Posterior a 3 min de reposo, se adicioné 50 uL de carbonato de
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sodio al 7% y se llevd a incubacion. Después de 90 min de incubacioén, se midié
la absorbancia a 750 nm utilizando un lector de microplacas (SynergyTM HT
Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT). Se prepare una curva de calibracion
utilizando &cido galico como estandar y el contenido de fendlicos totales se
expresé como mg equivalentes de acido galico (mg EAG) g™ muestra (bs).
b) Carotenoides totales

La extraccidon de carotenos, se llevd a cabo solo en biomasa microalgal por el
método descrito por Abdel-Aal y col (2007) y AACC (2013). En un tubo de
centrifuga se pesaron 450-500 mg de muestra, se adicionaron 5 mL de una
solucién de agua saturada en butanol (ASB). La mezcla fue homogenizada y
agitada por 5 min en un vortex a velocidad media-alta en la obscuridad; después
se dej6 en reposo y obscuridad en la campana de extraccibn a temperatura
ambiente durante 60 min. Posteriormente se homogenizo el contenido del tubo
por segunda vez en un vortex durante 5 min y se dejé reposar durante una hora
mas. La mezcla fue centrifugada a 4000 g x 5 min, a temperatura de 20 °C; el
sobrenadante fue recolectado y utilizado para la cuantificacion de carotenoides
totales. EI ASB se us0 para llevar el espectro a cero, y finalmente se registré la
absorcién de las muestras a una longitud de onda de 450 nm en un
espectrometro. Se utilizo un estandar de luteina para construir una curva de
calibracion. La determinacion se realizd por triplicado. Los resultados obtenidos
fueron expresados como g de Luteina g™ de muestra (bs).
7 Propiedades fisicoquimicas de la BR de P. tricornutum

Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas de la BR de la microalga P.

tricornutum.

77



a pH

El pH se determind de acuerdo al método 02-52, AOAC (1999), preparando
una suspension con 5 g de BR y 50 mL de agua destilada a 25°C, recientemente
hervida, se agitd por 10 min a velocidad moderada. Posteriormente, en agitacion
se introdujé un electrodo para medir el pH. La determinacién se realiz6 por
triplicado.
b Color

Se utilizé la metodologia reportada por Reyes-Moreno y col (2003). EIl color
de
las muestras se determiné utilizando un colorimetro Minolta Choma-meter mod
CR-210 (Minolta LTD, Japon). Las determinaciones color se basan en el efecto
triestimulo, donde L mide la brillantez y varia de 100 para un blanco perfecto a
cero para un negro. Las dimensiones de cromaticidad son dadas por los
parametros a y b. El valor positivo de a esta asociado al color rojo y el negativo
con el verde. El valor positivo de b esta asociado al color amarillo y el negativo
con el azul para la evaluacién del color se utilizd aproximadamente 50 g de
muestra, la cual se coloco en una tapa de de caja petri de vidrio Kimax de 15 cm
de diametro y se midio los parametros correspondientes L, a y b. Se utilizé un
mosaico blanco como referencia (estandar) de valores L, a y b conocidos
(L=97.63, a=0.78 y b=2.85).
c Actividad de agua (aw)

Para su determinacion se utilizé un equipo marca Aqualab mod CX2
(Decagon Devices Inc, Pullman, WA, EUA). Una muestra de aproximadamente 2

g se coloco en una celda portamuestras del equipo hasta que alcanzo el equilibrio
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(40-60 min). EIl instrumento se calibré con una dilucion saturada de cloruro de
potasio (a,= 0.876). Las mediciones se realizaron por triplicado a 25 +1 °C
(Milan-Carrillo y col 2002).
d indice de solubilidad en agua (ISA) / indice de absorcion de agua (IAA)
Se utilizé el método descrito por Kanu y col (2009) y Anderson y col (1969). El
indice de absorcion de agua fue calculado como gramos de gel formados por
gramo de muestra seca después de la centrifugacién (3000 x g / 30 °C/ 10 min)
de una suspension de BR (2.5 g de BR / 30 mL de agua). El indice de solubilidad
en agua se evaludé pesando los sélidos obtenidos después de evaporar en una
estufa el sobrenadante de las muestras. Se expres6 como el porcentaje de
solidos secos
en 2.5 g de muestra. Las pruebas se realizaron por triplicado.
e Indice de dispersabilidad
Se utilizé la técnica reportada por Mora-Escobedo y col (1994). Se peso 1 ¢
de BR y se suspendié en 10 mL de agua destilada en un tubo cénico graduado.
Las muestras se homogenizaron en Ultra Turrax (10 000 rpm x 5 min). La
separacion se midié después de 30 min de reposo.
8 Optimizacion de la formulaciéon para elaborar de una bebida funcional
Mediante la metodologia de superficie de respuesta se buscé obtener la
formulacién 6ptima de una bebida funcional a base de BR de la microalga P.
tricornutum, la cual presente capacidad antioxidante Caox y aceptabilidad

sensorial A altas.
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a Disefio experimental

Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (Mongomery 1991) y un
disefi6 experimental central compuesto rotable, utilizando como variables
independientes CBR: Concentracion de biomasa residual y CS: Concentracién de
saborizante, los niveles de variacion de las variables fueron: concentracion de
biomasa residual CBR de 0 — 9 g y concentracion de saborizante CS de 0 — 3 g.
El disefio experimental generd en total 11 tratamientos a evaluar, de los cuales,
cuatro correspondieron a combinaciones factoriales, otros cuatro a
combinaciones axiales de las variables de proceso y tres a puntos centrales
correspondientes a las réplicas del proceso; CAox y A como variables de
respuesta.

A partir del disefio experimental donde se obtuvieron 11 tratamientos
(formulaciones) distintos de CBR y CS (sabor tamarindo), se elaboraron las
mezclas correspondientes. Se determind la CAox de estos por el método ABTS;
posteriormente se elaboraron las bebidas de acuerdo a las fromulaciones antes
mencionadas mismas que fueron evaluadas sensorialmente.

b Evaluacion de las variables de respuesta
1) Capacidad antioxidante

La CAox de las 11 formulaciones fue evaluada en extractos de fitoquimicos
libres y ligados obtenidos a partir de cada una de estas, mismas que fueron
arrojadas por el disefio experimental. Los fitoquimicos libres y ligados se
extrajeron a partir de la metodologia descrita en el apartado VII, B, 5, b, 3), b)
utilizando etanol como solvente. Se determino la CAox utilizando el método ABTS

descrito en el apartado VII, B, 5, b, 3), b).
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2) Evaluacion sensorial de las bebidas funcionales
a) Elaboracion de las bebidas

Las bebidas se prepararon utilizando como base las proporciones arrojadas
por el disefio experimental para las formulaciones; se siguié el diagrama de
proceso descrito en la Figura 9, se utilizaron 300 mL de agua puficada, (0-9) g de
biomasa residual y (0-3) g de saborizante (sabor tamarindo). Los ingredientes
afiadidos se mezclaron y homogenizaron, se pasteurizaron y se envasaron en
envases PET de 300 mL y almacenadas de 4-8 °C hasta su analisis.
b) Analisis sensorial

Las bebidas fueron evaluadas usando panelistas no entrenados de ambos
sexos, los cuales plasmaron sus resultados en una planilla de evaluacion para
cada bebida, donde se evaluaron atributos como: color, sabor, consistencia y
aceptabilidad global, se utiliz6 una escala LAM (labeled affective magnitude), la
cual es una escala bidireccional de 100 mm con una descripcion verbal con

rangos
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300 mL de agua

0-3 g de Saborizante

Biomasa residual

Refrigeracion
4-8°C

11 bebidas Pasteurizacion
Envases PET de 300 mL

Figura 9. Diagrama de flujo del proceso para la elaboracibn de bebidas

funcionales

que van desde -100 (maximo valor de disgusto imaginable) hasta +100 (maximo
gusto imaginable) en donde cero (ni me gusta, ni me disgusta). Posteriormente

estos valores fueron transformados a una escala de 0 a 100 [0=méaximo valor de
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disgusto imaginable; 100=maximo gusto imaginable, donde 50= Ni me gusta, Ni
me disgusta] (Cardello y Shchutz 2004). Esta transformacion se realiz6 para
obtener modelos matematicos de prediccidon para la respuesta de aceptabilidad
de cada uno de los tratamientos. Esta prueba permitié a los panelistas manifestar
su grado de aceptacion por el producto.

c Andlisis de varianza y regresion

El analisis de varianza y regresion se realiz6 a los valores experimentales
obtenidos para la capacidad antioxidante (CAox) y aceptabilidad (A) sensorial de
bebidas funcionales elaboradas con formulaciones a bases de una mezcla de
biomasa residual y saborizante de acuerdo al disefio experimental central
compuesto rotable de la metodologia de superficie de respuesta (MSR), con dos
variables de proceso, seleccionada para este estudio. El modelo de la Figura 10
muestra la relacion entre las variables de proceso o independientes [X1 =
concentracién de biomasa residual (g), X2 = concentracion de saborizante (g)] y
las variables de respuesta 0 dependientes [Capacidad antioxidante y
aceptabilidad] mediante un polinomio de segundo orden. Se aplic6 andlisis de
regresion a los valores de las variables de respuesta obtenidas
experimentalmente, los términos no significativos (p>0.1) se eliminaron y se
recalculd6 un nuevo polinomio (modelo de prediccion) para cada una de las
variables de respuesta (Khuri y Comell 1987). A partir de cada modelo de
prediccion se construyeron graficas de superficie de respuesta y de contornos,

para estudiar el efecto de las variables de proceso sobre
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Variables de proceso Proceso Variables de respuesta

X1 = Concentracion de

Biomasa residual (g) g k .
Y=Bot D pK+ ) D pXX + e
I [

Xz2= Concentracion >

—» Y1 = Capacidad
antioxidante

—» Y2= Aceptabilidad

de Saborizante (g)

Figura 10. “Caja negra” del modelo matematico. Se muestra relacion entre las

variables de proceso y de respuesta de las formulaciones para la elaboracion de

bebidas funcionales a partir de biomasa residual
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cada una de las variables de respuesta analizada. El analisis de los datos y la
obtencion de las graficas de superficie de respuesta y de contornos se hizo con la
ayuda del software Desig Expert version 7.0.0 (Design Expert 2007).
d Optimizacién

El método numérico de deseabilidad descrito por De la Vara y Dominguez
(2002) se aplico para determinar la mejor combinacion de las variables de
proceso (CBR y CS) de la formulacién a base de una mezcla de la biomasa
residual y saborizante para la preparacion de bebidas funcionales con capacidad
antioxidante y aceptabilidad sensorial altas. Los dos modelos ajustados para las
dos variables dependiente (CAox, A) se evaluaron en cualquier punto X= (X1, X2)
de la zona experimental, dos valores fueron estimados para cada modelo, Y1 (X)
y Y2 (X). Cada Yi (X) se transformé en un valor de (X) (deseabilidad individual), el
cual esta en el intervalo (0,1) y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en
referencia al valor éptimo deseado. En este caso se desed que las variables de
respuesta alcanzaran valores tan altos como fuera posibles. La deseabilidad
global para las dos variables de respuesta se determiné a partir de las dos
deseabilidades individuales (di) con la funciébn matemética D= (d1d2) %2, donde el
valor optimo ideal es D=1; un valor aceptable para D puede estar entre 0,6 y 0,8.
El software estadistico Desing Expert version 7.0 (Design Expert, 2007) se utilizd
para la optimizacion del proceso de formulacion a base de una mezcla de
biomasa residual y saborizante para la preparacion de bebidas funcionales.

Se busco obtener una formulacion 6ptima, se optimizé buscando maximizar la
CAox y la A, utilizando una concentracion de biomasa residual y saborizante

dentro del rango del disefio experimental (Formulacion optimizada= FO).
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9 Andlisis de laformulacién éptimay evaluacion sensorial de la bebida

funcional obtenida
a Composicion quimica

Se determind la composiciéon quimica (humedad, proteina, lipidos, fibra
dietaria total, fibra soluble e insoluble, cenizas y carbohidratos) a la FO utilizando
los procedimientos descritos en las secciones previamente.
b Contenido energético

El contenido energético de la bebida se calculd utilizando la composicion
quimica de la formulaciébn Optima, considerando los siguientes factores de
conversion: 1g de proteinas aporta 4 kcal, 1g de lipidos aporta 9 kcal y 1g de
carbohidratos aporta 4 kcal (NOM.247-SSA1-2008).
c Determinacion de la CAox por métodos ORAC, ABTS y DPPH

Se obtuvieron extractos de fitoquimicos libres y ligados de la FO, utilizando
etanol como solvente, bajo la metodologia decrita previamente. La CAox de los
extractos se determiné por métodos ORAC VII, B, 5, b, 3), a); ABTS VI, B, 5, b,
3), b); y DPPH VII, B, 5, b, 3), ¢); descritos en los apartados mencionados. Los
resultados fueron expresados en umol equivalentes (ET)/100g muestra (bs).
d Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales de extractos etandlicos libres y
ligados de la FO se determind utilizando la metodologia de Singleton y col (1999)
descrita anteriormente. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de
acido Galico (EAG)/100g muestra (bs).
e Evaluacién sensorial

La bebida funcional se elaboro utilizando como base la formulacidon éptima
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obtenida del disefio experimental, se utilizé la metodologia antes descrita.
Ademas, se evalud la bebida utilizando un enmascarador de olor con la finalidad
de observar los cambios en los niveles de aceptacion.

La bebida obtenida a partir de la FO (con y sin enmascarador de olor) fue
evaluada usando panelistas no entrenados de ambos sexos, los cuales
plasmaron sus resultados en una planilla de evaluacién para cada bebida, donde
se evaluaron atributos como: color, sabor, consistencia y aceptabilidad global, se
utilizé el procedimiento descrito en el apartado VII, B, 7, d, 2).

10 Andlisis estadistico

Los datos de las biomasas (completa y residual), asi como la formulacién
optimizada a base de biomasa residual y saborizante para la elaboracion de una
bebida funcional se analizaron con un disefio experimental unifactorial vy
bifactorial, utilizando los paquetes estadisticos Minitab 16 y Desing Expert. Se
aplicé la prueba Tukey para analizar diferencia significativa entre medias de los

distintos tratamientos (p < 0.05).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSIONES
A CINETICA DE CRECIMIENTO

En la Figura 11 se muestran las curvas de crecimiento que presento la
microalga Phaeodactylum tricornutum. En las dos estrategias de medicion del
crecimiento celular (conteo celular y de densidad Optica) se observd el
comportamiento sigmoidal tipico de un microorganismo (Doble y Gummadi 2007);
al inicio del cultivo se obtuvo un conteo de 1.03 x 10° + 3.2 x 10* cel/mL y DOg77nm
de 0.09 + 0.03; se observé una fase de latencia corta de aproximadamente entre
1 d. Posteriormente, se observé una fase de crecimiento logaritmico con una
duracion cercana entre 5y 7 d llegando al valor mas alto al dia 11 de cultivo con
un conteo de 9.8 x 10° + 6.8 x 10* cel/mL y DOg77nm 0.72 + 0.01; se mantuvo en
fase estacionaria alrededor de 9 d; el nimero de células/mL present6é un declive
después del dia 20 de cultivo, pasando entonces a la fase de muerte celular. A
partir de las graficas realizadas se obtuvieron los valores de la tasa de
crecimiento especifico (u)= 0.25 d* y en base a esta, se obtuvo el tiempo de
duplicacion (dt) = 2.71 d (Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota 2006).

El comportamiento que presento P. tricornutum bajo las condiciones de
cultivos antes descritas, fue similar a lo reportado en literatura por algunos
investigadores. Santos-Ballardo y col (2015b) obtuvieron los valores mas altos
para la misma especie en el dia 14, los cuales fueron: 1.13 x 10’ cel/mL y una
DOg77am 1.11; Ademaés obtuvieron una tasa de crecimiento especifico ()= 0.29 d*
y un tiempo de duplicacion (dt) = 2.36 d. Asi mismo, Acién-Fenandez y col (2003)

reportaron valores de (u) = 0.096-0.192 d™ y un (dt) = 7.22-3.61 d, para la misma
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especie. Recientemente Goiris y col (2015) evalu6 el crecimiento celular de P.

tricornutum
Phaeodactylum tricornutum
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Figura 11. Curvas de crecimiento. Relacion entre absorbancia

espectrofotométrica y conteo celular en el cultivo de P. tricornutum
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bajo condiciones de estrés, utilizando tanto la técnica espectrofotométrica como
el conteo celular, obtenido un comportamiento similar entre estas técnicas, lo cual
coincide con lo observado en el presente estudio.

Las pequefias diferencias presentadas en nuestro estudio podrian atribuirse a
gue el crecimiento de las microalgas se ve severamente impactado por diversos
factores, incluyendo las caracteristicas del sistema de cultivo, asi como las
condiciones de cultivo (luz, pH, nutrientes, aireacion) a las que sea sometida y la
demanda fisiol6gica de cada microalga (Benavides y col 2013; Guedes y Malcata
2012). Por ende se pueden detectar diferencias para los valores maximos
alcanzados, asi como en los tiempos de cultivo en los que estos se obtuvieron;
esto se debe a que las curvas de crecimiento obtenidas de células en suspension
dependen de varios factores, como pueden ser: el tipo de células presentes, la
cantidad de medio y/o de inoculo, la agitacion, y la edad de las células utilizadas,
afectando la duracion de las fases de crecimiento celular, asi como la biomasa
total obtenida, mas no el comportamiento tipico, esto concuerda con los reportes
de diversos autores acerca de las estrategias de crecimiento, quienes han
observado comportamientos similares de crecimiento celular (Santos-Ballardo y
col 2015b).

Al comparar las cinéticas de crecimiento, desarrolladas mediante distintas
técnicas de medicion, observamos comportamientos de crecimiento similares. Lo
cual resulto ser de valiosa importancia encontrando un apoyo rapido, simple y
especifico en la metodologia espectrofotométrica con la cual fue mas facil

identificar el dia de cosecha del cultivo de la microalga en estudio.
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B OBTENCION DE LA BIOMASA MICROALGAL
1 Tratamientos de floculacion

En el cuadro 7 se muestran los tratamientos de floculacion analizados, sobre
las variables independientes: pH, tiempo de reposo (t) y concentraciones de
quitosano (mg L™), utilizados para obtener las mejores condiciones de floculacién
de la BM, y los valores experimentales de la variable de respuesta: el porcentaje
de eficiencia de floculacion (%).

A partir de los datos experimentales del porcentaje de eficiencia de
floculacion (%) mostrados en el Cuadro 7, se realiz6 una comparacion de medias
por columnas y renglones utilizando el método de Tukey, (p<0.05) para encontrar
los mejores tratamientos de floculacion. Donde hubo diferencia significativa entre
los tratamientos antes mencionados. Con base a esta comparacion los mejores
tratamientos fueron a pH de 8, 9 y 10, a concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50
mg L™ de quitosano, en los cinco tiempos de reposo, donde se obtuvieron
eficiencias de 95.42-100%; mismos que se representan con letras “aA”, los
cuales no presentaron diferencia significativa entre ellos. Asi mismo se realizé
una comparacion multiple de medias, para encontrar el mejor tratamiento, por el
método de Tukey, (p<0.05), en el cual se utiliz6 un HSD= 16.021, y se analiz6
con ayuda del software Minitab 16. Los valores no se muestran por su
complejidad, al ser una comparacion de 120 medias, lo que impide ser mostrados
de una forma clara y concisa. En base a este analisis se obtuvieron que los
mejores tratamientos son a pH de 9 en un tiempo de reposo de 6 h, a

concentraciones de quitosano de 40 y 50 mg de quitosano L™, mismos que no
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mostraron diferencia significativa entre el % de eficiencia en la floculacion,

obteniendo porcentajes superiores al 100%.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ahmad y col (2011)
guienes alcanzaron eficiencias por encima del 100% con el uso de quitosano. Del
mismo modo los resultados coinciden con lo reportado por Sirin y col (2012)
quienes analizaron diferentes concentraciones de quitosano, asi como diferentes
pH, obteniendo porcentajes por encima del 95% a pH alcalinos, en la colecta de
P. tricornutum. Comportamiento similar se obtuvo en la cosecha de
Nannocholoropsis donde él % de eficiencia alcanzada fue hasta de un 95%
utilizando pH de 7, 8 y 9, y concentraciones de 20-140 mg L™ de quitosano (Farid
y col 2013). Tuan y col (2009) obtuvo porcentajes de eficiencia por encima del
80% utilizando una concentracion de 20 mg L™ de quitosano apH de 7,8y 9, en
la recuperacion de biomasa de una microalga café.

Durante los experimentos se obtuvieron % de eficiencia altos utilizando
quitosano, esto podria deberse a la interaccion de este con las microalgas, la cual
esta mediada por la interaccion iénica entre los grupos amino cargados
positivamente del quitosano (NH,") y los polisacaridos cargados negativamente
en la superficie de la microalga. Ademas, cuando se ajusté el pH se obtuvieron
valores aun mas altos de eficiencia, esto posiblemente a que a pH alcalinos las
cargas positivas del quitosano, unido a la microalga, desaparecen gradualmente
(punto de neutralizacion a pH 7.9) lo que provoca que el quitosano precipite,
favoreciendo la floculacion (Gualteri y col 1988).

Sin embargo, se ha descrito que mas que encontrar una concentracion o
dosis optima de quitosano, posiblemente los efectos del proceso de floculacion y
sedimentacion de la BM, dependen directamente de la concentracion celular

inicial, medio de cultivo utilizado, el tipo y tamafio de célula (especie) en cuestion
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(Ahmad y col 2011; Sirin y col 2012; Liu y col 2014). A pesar de ello, el uso de
qguitosano como floculante resulto ser una técnica promisoria y efectiva en la
cosecha de BM de P. tricornutum, permitiendo la utilizacion de esta en diversos
sectores incluyendo el alimentario (Barros y col 2015).
C COMPOSICION QUIMICA Y PROPIEDADES NUTRACEUTICAS DE LA BM
1 Composicion quimica

El Cuadro 8 muestra la composicién quimica de la BM de P. tricornutum. El
contenido de proteinas fue de 31.98%, de lipidos de 7.33%, de cenizas de
12.29% y de carbohidratos de 48.37%. Estos valores se encuentran dentro de lo
reportado en literatura por algunos investigadores (Fabregas y col 1997; Cerén-
Garcia y col 2000; Sanchez-Mir6n y col 2003). Kaixian y Borowitzka (2003)
evaluaron el efecto de la deficiencia de nitrégeno y luz en el crecimiento del
cultivo de la misma especie, obteniendo valores similares, en cuanto a proteinas
16-51%, lipidos 9-28% y carbohidratos 15-28%. Otro estudio realizado por Guil-
Guerrero y col (2004) obtuvieron valores en la composicién quimica, proteinas
36%, lipidos 18%, cenizas 15.9% y carbohidratos 26%, comparables con los del
presente estudio en cuanto a proteinas y cenizas, tomando en cuenta que dichos
investigadores utilizaron un medio de cultivo distinto, intensidad de luz e
implementaron tasas de dilucion. Investigaciones mas recientes han evaluado la
composicion proximal de P. tricornutum bajo condiciones de estrés natural, es
decir utilizando sistemas de cultivo Raceway, solamente con luz solar, obteniendo
valores interesantes en cuanto proteinas un 26.53%, lipidos, 7.61%, cenizas
20.92% vy carbohidratos 18.96% (Zhao y col 2014), los cuales son comparables

con los obtenidos en el presente trabajo.
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Cuadro 8. Composicion quimica de la biomasa microalgal de P. tricornutum

Composicion quimica (%, bs) Biomasa

Proteinas 31.98 + 0.46 Resul
tados
. repre
Lipidos 7.33+£0.23 senta

n el
Cenizas 12.29 +0.26 prom

edio

de

Carbohidratos 48.37 +0.34 tres
réplic

as +

desviacion estandar.
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Asi mismo nuestros resultados coinciden con la reciente investigacion de Tibbetts
y col (2015b), donde se analiz6 el cultivo de la misma especie en fotobiorreactor
con aereacion, luz continua e inyeccion de CO,, donde se obtuvieron valores en
cuanto a proteinas de 39.6%, lipidos 18.2%, cenizas 17% y carbohidratos 25.2%.
Es importante recordar que tanto los sistemas como las condiciones de
cultivo, el suministro o limitacion de nutrientes, y el proceso relacionado con
técnicas de cosecha implementadas sobre el cultivo son pardmetros que estan
directamente relacionados con la composicidbn quimica que presentaran las
microalgas, esto a pesar de que sea la misma especie, enfatizando que dicha
composicién serd decisiva para determinar el uso y/o aplicacion que se le dara a
la BM obtenida (Rodolfi y col 2009; Koller y col 2012; Becker 2013; Guedes y col
2014a; Hudeck y col 2014; Tibbetts y col 2015b).
2 Propiedades nutracéuticas
a Capacidad antioxidante y compuestos fendlicos totales
La determinacion de la CAox por métodos ORAC, ABTS y DPPH, asi como el
contenido de compuestos fendlicos de la BM de P. tricornutum, fueron evaluados
en extractos hidrofilicos etandlicos y metandlicos, para fitoquimicos libres y
ligados, los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 9. En general, los
resultados muestran que los fitoquimicos ligados aportaron la mayor CAox en
todos los métodos analizados, tendencia similar mostraron en cuanto al contenido
de compuestos fendlicos, esto podria deberse al método de extraccion y tipo de
solvente utilizado, el cual pudiera haber liberado y dejado expuestos un mayor
namero de compuestos, siendo estos los responsables del aumento de la

capacidad antioxidante (Floegel y col 2011).
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Cuadro 9. Capacidad antioxidante y contenido de

presentes en la biomasa microalgal de P. tricornutum

compuestos fitoquimicos

Propiedad Nutracéutica

Extracto Etanélico

Extracto Metandélico

Capacidad Antioxidante

ORAC!

Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados
Total
ABTS!
Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados

Total

DPPH*
Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados

Total

Contenido Fendlicos Totales?

Libres

Ligados
Total

102.17 +1.47°
109.14 + 1.59°
211.32+1.83%

60.11 + 0.54%
78.81 +1.09°
138.93 + 1.64°

4.07 £0.07°
16.07 £ 0.24*
20.15 +0.18°

4.60 £ 0.07%
5.23+0.08%
9.83+1.32%

102.43 +1.53%
109.73 + 1.65%
212.17 +2.35%

56.94 + 0.54°
78.50 + 0.95%
135.44 + 1.45°

3.60+0.07%
15.94 + 0.22*%
19.54 £ 0.27*%

4.32 +0.05°
5.22 +0.072
9.55 + 1.06"

Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacién estandar.

*b Medias con letras diferentes en el mismo renglén presentan diferencia

significativa (Tukey, p<0.05). ‘pumoles equivalentes de Trolox (TE) g* muestra,

(bs). ?’mg equivalentes de acido Galico (EAG) g™ muestra, (bs).
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En cuanto al método de ORAC, se obtuvieron valores de CAox total (misma
gue se obtuvo de la suma de la capacidad antioxidante arrojada por los
fitoquimicos libres y ligados) fue de 211.32 y 212.17 umol equivalentes de Trolox
(ET) g muestra (bs), para extractos etandlicos y metandlicos respectivamente,
no existi6 diferencia significativa entre los fitoquimicos extraidos con los
diferentes solventes, mismos que fueron analizados por prueba Tukey, (p<0.05).
Valores del presente trabajo son superiores a lo reportado por Goiris y col (2012)
quien encontré valor CAox de 46.29 pmol (ET) g* muestra (bs), en extractos
etandlicos de la misma especie, sin embargo, como ya se menciono la CAox total
es la suma entre las obtenidas para los fitoquimicos libres y ligados, y las
diferencias entre los resultados de otros autores podrian atribuirse al método de
extraccion utilizado. Los valores obtenidos son comparables con los reportados
por Ahmed y col (2014) quien analizdé la CAox en extractos acuosos de P.
tricornutum, reportando un resultado de 262.5 umol (ET) g™ muestra (bs). Si se
toma en cuenta alimentos reconocidos por su alta CAox como lo son ardndanos y
moras con valores de 95.84 y 65.52 umol (ET) g™ muestra (bs) (AgricResServ
2007), podria considerarse la BM de P. tricornutum como fuente importante de
compuestos antioxidantes con gran potencial de aplicacion.

Los valores obtenidos por el método ABTS, fueron para fitoquimicos libres de
60.11 y 56.94 pumol (ET) g* muestra (bs), en extractos etandlicos y metandlicos
respectivamente, mismos que presentaron diferencia significativa al ser
analizados por la prueba Tukey, (p=0.05); mientras que para fitoquimicos ligados
se obtuvieron valores de 78.81y 78.50 pmol (ET) g™ muestra (bs), en extractos

etanolicos y metandlicos respectivamente, los cuales no presentaron diferencia
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significativa al ser analizados por la misma prueba. La CAox total fue obtenida de
la suma de la obtenida para fitoquimicos libres y ligados fue de: 138.93 y 135.44
pumol (ET) g muestra (bs), para extractos etandlicos y metandlicos
respectivamente, donde se encontré diferencia significativa. Dichos valores son
superiores a lo reportado por Goiris y col (2012) quien obtuvo 49 pmol (ET) g™
muestra (bs), de capacidad antioxidante en extractos etandlicos de la misma
especie. Estos resultados coinciden con un estudio realizado por Plaza y col
(2010) quien report6 rangos de CAox entre 146-852 pumol (ET) g™ muestra (bs)
analizada en extractos acuosos de ciertas microalgas y cianobacterias, mismos
que fueron obtenidos por extraccion supercritica. Por otro lado, los resultados
obtenidos podrian ser comparables con la CAox de frutos conocidos como la
guayaba agria y grosella las cuales se reportan valores de 66.79-85.2 y de 75-
200 pmol (ET) g* muestra (bs) (Zapata y col 2013; Narvaez-Cuenca y col 2014).
Para el método DPPH, se obtuvieron valores de CAox con diferencia
significativa por comparacion de medias por prueba Tukey, (p=0.05), para
fitoquimicos libres, asi como en el Total de CAox en extractos etandlicos y
metanolicos; para fitoquimicos libres fue 4.07 y 3.60 umol (ET) g™ muestra (bs),
mientras que la CAox total fue de 20.15 y 19.54 pmol (ET) g* muestra (bs),
valores obtenidos para extractos etandlicos y metandlicos, en ambos casos
respectivamente. Estos resultados son similares a lo reportado por Marxen y col
(2007), quien analizo extractos metandlicos de la misma especie, obteniendo un
valor de cAox de 20.58 pmol (ET) g* muestra (bs). De la misma forma resulta
interesante comparar estos valores con los reportados en literatura para

cruciferos y frutas como broccoli y fresa 3.59 y 15.74 umol (ET) g* muestra (bs),
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respectivamente (Takebayashi y col 2013). Xi y col (2014) evaludé extractos
metanolicos de 14 genotipos de naranjita, encontrado rangos de valores de CAox
entre 9.10-18.17 umol (ET) g* muestra (bs).

Por otro lado, el contenido de compuestos fendlicos obtenido en fitoquimicos
libres fue de 4.60 y 4.32 mg equivalentes de acido Galico (EAG) g™ muestra (bs);
en fitoquimicos ligados de 5.23 y 5.22 mg (EAG) g™ muestra (bs); el contenido de
Fendlicos totales fue 9.83 y 9.55 mg (EAG) g’ muestra (bs); en extractos
etandlicos y metanodlicos respectivamente en todos los casos; donde se
presentaron diferencias significativas entre las medias analizadas por el método
de Tukey, (p=0.05), tanto de fitoquimicos libres como en el contenido de
fendlicos totales en los distintos extractos. Los valores obtenidos para
fitoquimicos libres antes mencionados son similares a lo reportado por Goiris y
col (2015) quien analizé extractos etanol/agua 3:1 (v/v) de la misma especie,
donde obtuvieron un contenido de compuestos fenolicos totales de 4.0 mg (EAG)
g' muestra (bs). Asi mismo los valores obtenidos en el total de compuestos
fendlicos coincide con los reportado por Tibbetts y col (2015b), quienes
reportaron un valor de 9.9 mg (EAG) g* muestra (bs), mismos que fueron
determinados en extractos acuosos de P. tricornutum. De igual forma resulta
curioso que el contenido de compuestos fendlicos para ciertos frutos podria ser
menor que el entrado en la biomasa microalgal, pues en un estudio de Narvaez-
Cuenca y col (2014) sobre extractos metanodlicos de grosella obtuvieron de un
4.0-6.0 mg (EAG) g™ muestra (bs). A pesar de que el contenido de compuestos
fendlicos en microalgas es bajo en comparaciéon con el rango reportado para

algunas plantas terrestres, las microalgas podrian representar una fuente
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atractiva de este tipo de moléculas debido a sus facilidades de cultivo y
procesamiento, asi como por la presencia de ciertos compuestos bioactivos que
solo pudieran ser encontrados en estas (Ahmed y col 2014; Ismaiel y col 2014).

Las diferencias encontradas en los valores tanto de CAox como contenido de
fendlicos totales entre los extractos obtenidos podrian estar relacionados
directamente a la naturaleza quimica de los solventes que se utilizaron para
realizar la extraccion de estos; misma relaciéon ha sido analizada y evaluada por
diversos investigadores (Li y col 2007; Hajimahmoodi y col 2010; Choochote y col
2014), atribuyendo principalmente estos comportamientos, al tipo de célula
(especie), método de extraccion y tipo de solvente utilizado para realizar esta, sin
dejar de lado el impacto que tiene el sistema y condiciones de cultivo (nutrientes)
(Babu y Wu 2008; Klejdus y col 2010; Lépez y col 2011; Connan y Stengel 2011;
Goiris y col 2015). Especialmente en esta microalga se ha concluido que
aparentemente el mejor solvente que podria ser utilizado en el método de
disrupcion es una mezcla de etanol/agua 1:1 (v/v) (Rodriguez-Garcia y Guil-
Guerrero 2008; Goiris y col 2012; Balboa y col 2013; Guedes y col 2013) con ello
se fundamentan los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Sin duda alguna uno de los valiosos potenciales de la BM de P. tricornutum
qgue ha sido analizado y valorado es la presencia de compuestos bioactivos que
pudieran estar relacionados con su CAox, la cual queda confirmada en el
presente trabajo.

b Carotenoides totales
El contenido de carotenoides totales fue de 45 876.03 ug de Luteina g*

muestra (bs), mismo que fue analizado en un extracto lipofilico de esta biomasa
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microalgal. El valor obtenido en el presente estudio concuerda con lo reportado
por Rychebosch y col (2014) quien evalué el contenido de carotenoides totales
presentes en la misma especie a partir de un extracto lipofilico, obteniendo un
valor de 45 100 pg g muestra (bs). Siendo superior a lo reportado por Xia y col
(2013) quien obtuvo un contenido de carotenoides de 8550-16 510 pg g muestra
(bs), sin embargo, este analisis se realiz6 en base a fucoxantina un pigmento
especifico presente en P. tricornutum. Asi mismo el valor obtenido en el presente
trabajo es superior a lo obtenido por Ahmed y col (2014), quien analizo el
contenido de carotenoides totales por HPLC en extractos metanol/diclorometano
50/50 (v/v) de biomasa microalgal de la misma especie aqui evaluada,
obteniendo un valor de 3000 pg g™ muestra (bs).

Tomando en cuenta que los carotenoides son metabolitos secundarios o
compuestos de estrés que estan involucrados en mecanismos de proteccion
guimica, su concentracién podria depender de las condiciones de cultivo a las
gue sean sometidas las microalgas, involucrando en este caso la intensidad de
irradiacion de luz utilizada para el crecimiento de estas (Babu y Wu 2008; Ibafiez
y Cifuentes 2013; Goiris y col 2015). Aunado a esto, la posible discrepancia en
los valores también podria atribuirse al método y tipo de solvente (con polaridad
variadas) utilizado en la extraccion, pH, tiempo de extraccion, temperatura, asi
como la composicion quimica de la especie analizada (Lépez y col 2011; Goiris y

col 2012; Choochote y col 2013; Ahmed y col 2014).
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D COMPOSICION QUIMICA, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y

NUTRACEUTICAS DE LA BR
1 Composicion quimicay propiedades fisicoquimicas

El Cuadro 10 muestra la composicibn quimica y las propiedades
fisicoquimicas de la BR de Phaeodactylum tricornutum. El contenido de proteinas
fue de 36.67%, lipidos 1.07%, cenizas 15.46%, carbohidratos 46.78% de los
cuales el contenido de fibra dietaria total fue 45.57%; en cuanto a fibra soluble se
obtuvo un 2.02% vy de fibra insoluble un 43.54%. Valores que podrian ser
comparables con lo reportado por Zhao y col (2014) quien obtuvo valores de
proteina de 32.5%, lipidos 6.12%, cenizas 17% y carbohidratos 16.14%, quien
utilizo biomasa residual de la misma especie para evaluar su eficiencia en una
co-digestion anaerobica. Ademas, los valores obtenidos entre BM y BR
mantuvieron comportamientos similares en ambos trabajos, al aumentar los
mismos porcentajes en cuanto a proteinas y carbohidratos, después del proceso
de extraccion de aceite. Del mismo modo se observo y se ha reportado que el
meétodo de extraccion de aceite implementado es determinante en la composicion
de éstos en la BR, asi como en el contenido de otros componentes (Ehiaze y col
2009). Tibbets y col (2015b) obtuvieron un valor de proteinas en la BR de P.
tricornutum de un 42.9% superior a lo obtenido en el presente estudio, sin
embargo, las condiciones de cultivo utilizadas, asi como el método de extraccion
de aceite para obtener la BR fueron distintos en ambos estudios.
Desafortunadamente son escasas las investigaciones acerca de la composicion

guimica de la BR, sin embargo y a pesar de ello, los valores obtenidos en el
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presente trabajo se encuentran dentro de los rangos reportados por otros
investigadores que han analizado la BR de ciertas especies de
Cuadro 10. Composicién quimica y propiedades fisicoquimicas de la biomasa

residual de la microalga P. tricornutum

Propiedad Biomasa residual

Composicion quimica (%, bs)

Proteinas 36.67 + 0.43
Lipidos 1.07 £0.01
Cenizas 15.46 +0.03
Carbonhidratos 46.78 £ 0.47
Fibra Dietaria Total 4557 £0.17
Soluble 2.02 £ 0.02
Insoluble 43.54 +£0.28

Fisicoquimicas

Color
Valor Hunter “L” 44.34 + 0.31

“a’ -3.24 £ 0.01
“b” 13.38£0.15

Actividad acuosa (aw) 0.45+0.01

Ph 7.12 +0.01

indice de Absorcién de Agua (g de gel/g de muestra 3.40 £ 0.06

I'Srfcﬁiza de Solubilidad en Agua (g s6lidos/100g de 2.25+0.07

muestra seca)

Dispersabilidad (%) 90%

Resultados representan el promedio de tres réplicas + desviacion estandar.
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microalgas (Ehiaze y col 2009; Li y col 2013; Ramos-Suarez y col 2014; Tibbetts
y col 2015a). Toro y col (2013) reporto composicion de biomasa residual de B.
Braunii, en cuanto a proteinas de 48%, lipidos 4%, cenizas 21.1%, carbohidratos
22.6% vy fibra 4.4%, la BR fue obtenida por el método de Soxhtel utilizando como
disolvente éter de petréleo. Los valores obtenidos en el presente trabajo se
encuentran dentro de los rangos reportados por Tibbetts y col (2014), para BR de
distintas especies de microalgas, utilizando un sistema Soxtec automatizado
como método de extraccion de lipidos, una mezcla de cloroformo/metanol 2:1
(v/v) se us6 como disolvente; los resultados fueron para proteinas de 24.3-18.8%,
lipidos 6.1-31.8%, cenizas, 2.6-2.8%, carbohidratos 33.6-43.9%, obteniendo de
estos el contenido de fibra el cual fue de 11.4-41.3%. Se ha reportado que la
composicion quimica de la BR, sera influenciada directamente por el método de
extraccion de aceite utilizado, asi como los sistemas y condiciones de cultivos
previos implementados, a pesar de que sea la misma especie (Chacon-Lee 2010,
Becker 2013, Borowitzka 2013; Tibbetts y col 2015b)

Al observar los valores obtenidos en la composicién quimica de la biomasa
residual, se corrobora que la BR conserva componentes de interés y es notable
su valioso potencial como alimento y/o ingrediente funcional y podria ser utilizado
en la elaboracion de bebidas funcionales (Cofrades 2013); por ende dichos
valores podrian ser comparables con lo reportado en literatura de algunos granos
de cereales y leguminosas, asi como frutos que han sido utilizados como
ingrediente funcional (Ramirez y Pacheco 2009; Egardt y col 2012; Milan-Carrillo

y col 2012; Perales-Sanchez y col 2014). Tal es el caso del uso de harina de
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avena, de la cual se obtuvo una composicion quimica de; proteinas 11.3%,
lipidos 5.5%, cenizas 2.9%, carbohidratos 70.4% (Luana y col 2014). Los valores
obtenidos en el presente trabajo podrian ser comparables con harinas elaboradas
a partir de mezclas de cereal-leguminosa, Rochin-Medina (2014), obtuvo una
composicién de proteinas 19.80%, lipidos 2.75%, fibra dietaria total 24.65%, de la
cual un 7.67% fue de fibra soluble y un 16.98% de fibra insoluble, en una harina
optimizada a partir de frijol negro y maiz azul. De igual forma nuestros resultados
son comparables con lo reportado por Faccin y col (2009), quien utilizé harina de
arroz como ingrediente funcional, la harina presenté una composicién quimica en
cuanto a proteinas de 12.69%, lipidos 29.20%, cenizas 8.88 % y carbohidratos
49.29%. Ghribi y col (2015) reportd una composicion quimica para harina de
garbanzo de 24.51% proteinas, 8.20% lipidos, 3.14% cenizas y 57.11% de
carbohidratos, valores comparables con los obtenidos para la BR en el presente
estudio.

En el Cuadro 10 se muestran las propiedades fisicoquimicas de la BR de P.
tricornutum. La biomasa residual tuvo un valor Hunter “L” de 44.34 + 0.31, “a’= -
3.24 + 0.01 y “b”= 13.38 £ 0.15, mientras que la diferencia total de color (AE) fue
53.78. AE representa la diferencia total de color en referencia a un estandar de
color blanco. Valores mayores de AE significan harinas mas oscuras. Por lo tanto,
la biomasa residual es de una tonalidad clara. La BR presentdé un valor de
actividad acuosa de 0.45, correspondiente a valores donde el desarrollo de
actividad enzimatica, crecimiento de microorganismos y reacciones quimicas se
llevan a cabo, lo cual significa una larga vida de anaquel (Fennema 2001). Por

otro lado, la BR present6 un pH de 7.12.
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La BR de P. tricornutum present6 un indice de absorcién de agua de 3.40 g
gel/ g muestra (bs). Valor que concuerda con lo reportado por Guil-Guerrero y col
(2004) quien analizé las propiedades funcionales de biomasa de P. tricornutum
obteniendo un valor de indice de absorcion de agua de 3.8 g de gel/ g muestra
(bs). La absorcién de agua de la biomasa de microalgas podria ser atribuida a un
nivel alto de polisacarido capsular presente que protege a las células frente al
proceso de desecacion, mismo que permite crecer a la microalga en un ambiente
marino (Ramus 1981; Kloareng y Quatrano 1988). El rango de aplicaciones de las
harinas como ingrediente alimenticio, depende de las interacciones que sea
capaz de mantener con el agua, siendo una propiedad decisiva en algunos
alimentos que conllevan procesos de rehidratacion; propiedades que dependen
en gran medida de la naturaleza fisicoquimica de los constituyentes (Ramirez y
Pacheco 2009). Por otro lado, la BR de P. tricornutum present6 un valor de indice
de solubilidad en agua de 2.25 g sélidos/ 100g muestra (bs). En esta
investigacion la propiedad funcional de mayor interés es la dispersabilidad, ya
que es importante para la preparacion de bebidas; la BR presentd una
dispersabilidad del 90%, siendo adecuada para elaborar bebidas. Ademas, la
dispersabilidad se correlaciona, de manera directa con el grado de
desnaturalizacion de las proteinas en un producto procesado; un valor alto de
dispersabilidad indica una menor desnaturalizacion de proteinas (Visser y
Thomas 1987).

Los valores obtenidos podrian ser comparados con harinas utilizadas como
ingrediente funcional (Ramirez y Pacheco 2009; Mercado-Pedraza y col 2013).

Montoya-Rodriguez (2011) analizo harina de amaranto obtenida a partir de un
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proceso de extrusidon obtenido valores de IAA 1.89-1.91 g de gel/ g muestra seca
y dispersabilidad de 29.66-28.8%, mismos que son menores a los encontrados en
el presente trabajo. Los valores obtenidos podrian ser comparables con los
rangos reportados por Contreras-Jiménez y col (2014) para harina de maiz
nixtamalizado IAA 2.36-2.95 g de gellg muestra seca e ISA 7.19-13.31 ¢
s6lidos/100g muestra seca). Reyes-Moreno y col (2014) reportaron un valor de
dispersabilidad de 60% menor a lo obtenido en el presente estudio, para una
harina de maiz QPM Yy frijol, utilizada como ingrediente en la elaboracion de una
bebida funcional.

2 Capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos totales

El Cuadro 11 muestra la CAox por métodos ORAC, ABTS y DPPH, asi como
el contenido de compuestos fendlicos totales de la BR de P. tricornutum. La BR
tuvo una mayor CAox en fitoquimicos ligados tanto en extractos etanélicos como
metandlicos en todos los métodos analizados. Valores que demuestran el valioso
potencial como fuente de antioxidantes que podria ser explotado de la BR
(Tibbetts y col 2014; Batista y col 2013).

Por el método ORAC se obtuvieron valores de CAox total (misma que se
obtuvo de la suma de la CAox arrojada por los fitoquimicos libres y ligados) de
106.22 y 105.55 pmol equivalentes de Trolox (ET) g muestra (bs), para
extractos etandlicos y metandlicos respectivamente, no existi6 diferencia
significativa entre los fitoquimicos extraidos con los diferentes solventes,
evaluados por prueba Tukey, (p<0.05). Valores que podrian ser comparables con
harinas utilizadas en la elaboracion de bebidas nutracéuticas con potencial

antioxidante. Rochin-Medina y col (2015) utilizé una mezcla de maiz-garbanzo
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obteniendo una harina con una CAox de 99.72 pumol equivalentes de Trolox (ET)
g’ muestra (bs). Los valores obtenidos son superiores a lo reportado por Milan-
Carrillo y col (2012) para una harina de amaranto obtenida por extrusion, la cual
present6 una CAox de 39.03 pmol equivalentes de Trolox (ET) g* muestra (bs).
Por otro lado, los resultados

Cuadro 11. Capacidad antioxidante y contenido de compuestos fitoquimicos

presentes en la biomasa residual de la microalga P. tricornutum

Propiedad Nutracéutica Extracto Etandlico Extracto Metandlico

Capacidad antioxidante

ORAC!
Fitoquimicos libres 36.20 + 0.30% 36.13 + 0.40°
Fitoquimicos ligados 70.02 +0.62° 69.42 + 0.68°
Total 106.22 + 0.59? 105.55 + 0.53?

ABTS!
Fitoquimicos libres 23.02 +0.75% 20.26 + 0.62"
Fitoquimicos ligados 44.90 + 0.90° 44.18 + 0.90%
Total 67.93 +0.36° 64.44 +0.41°

DPPH*

Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados

Total

Contenido Fenélicos Totales?

Libres
Ligados

Total

2.42 +0.05%
7.11+0.17?

9.54 +0.13%

1.10 £ 0.04°
1.79 +£ 0.06°
2.90 + 0.02%

2.17 + 0.06°
7.05 +0.142

9.23+0.12°

1.02 +0.03°
1.79 + 0.032
2.81 +0.04°
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Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacién estandar. *° Medias
con letras diferentes en el mismo renglon presentan diferencia significativa (Tukey, p<
0.05). *umoles equivalentes de Trolox (TE) g muestra (bs). 2mg equivalentes de acido

Galico (EAG) g™ muestra (bs).

podrian ser comparable con frutos de consumo cotidiano. Park y col (2014)
analizé la CAox de siete cultivares de Kiwi en extractos etandlicos y acuosos
obteniendo valores de 17.4-37.1 y 20.4-42.1 umol equivalentes de Trolox (ET) g™
muestra (bs), para extractos etandlicos y acuosos respectivamente.

En cuanto al método ABTS la CAox para fitoquimicos libres fue 23.02 y 20.26
umol (ET) g* muestra (bs), en extractos etandlicos y metandlicos
respectivamente, mismos que presentaron diferencia significativa por prueba
Tukey, (p=0.05); mientras que para fitoquimicos ligados se obtuvieron valores de
44.90 y 44.18 pmol (ET) g muestra (bs), en extractos etanélicos y metandlicos
respectivamente, los cuales no presentaron diferencia significativa al ser
analizados por la misma prueba. La CAox total fue obtenida de la suma de la
obtenida para fitoquimicos libres y ligados fue: 67.93 y 64.44 pmol (ET) g™
muestra (bs), para extractos etandlicos y metandlicos respectivamente, donde se
encontré diferencia significativa en comparacién de medias por prueba Tukey,
(p=0.5). Estos valores son superiores a lo reportados por Perales-Sanchez y col
(2014) quien evalu6 una harina germinada de amaranto quien obtuvé una CAox
de 0.07 y 0.04 umol (ET) g muestra (bs), para fitoquimicos libres y ligados

respectivamente; una CAox total de 0.12 pmol (ET) g* muestra (bs). Los
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resultados obtenidos podrian ser comparados con frutos reconocidos por su
capacidad antioxidante, Floegel y col (2011) reporto valores de CAox de 29.41 y
75.81 pmol (ET) g muestra (bs), para durazno y ciruela negra respectivamente.
Asi mismo estos valores entran dentro de los rangos reportados por Moo-Hunchin
y col (2014) quienes evaluaron la CAox de 19 Frutos de Yucatan obteniendo un
rango de 35.9-66.5 pmol (ET) g™ muestra (bs).

Para el método DPPH, se obtuvieron valores de CAox con diferencia
significativa en comparacibn de medias por prueba Tukey, (p=0.5), para
fitoquimicos libres, asi como en el Total de CAox en extractos etandlicos y
metanolicos; para fitoquimicos libres fue 2.42 y 2.17 umol (ET) g™ muestra (bs),
CAox total fue de 9.54 y 9.23 umol (ET) g™ muestra (bs), valores obtenidos para
extractos etanodlicos y metanolicos, en ambos casos respectivamente. Valores
que podrian ser comparables con lo reportado por Takebayashi y col (2013)
quién analizo 23 vegetales y 13 frutos, obteniendo un rango de CAox de 0.30 a
19.37 pmol (ET) g™ muestra (bs), entre ellos se analiz6 tomate y berenjena los
cuales presentaron valores de 1.18 y 8.26 umol (ET) g muestra (bs),
respectivamente, utilizando como solvente de extraccion una mezcla de hexano:
diclorometano. Los resultados son superiores y a lo reportado por Almeida y col
(2011), para frutos frecuentemente consumidos como pifia y papaya, obteniendo
una CAox de 1.33y 2.24 pmol (ET) g muestra (bs), respectivamente, analizada
en extractos metanolicos de dichos frutos. Asi mismo los valores se encuentran
dentro de los rangos reportados para 7 cultivares de Kiwi, donde la CAox fue de
5.80-17.23 pmol (ET) g™* muestra (bs), determinada en extractos etandlicos (Park

y col 2014).
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Por su parte, el CF obtenido en fitoquimicos libres fue de 1.10 y 1.02 mg
equivalentes de acido Galico (EAG) g™ muestra (bs); en fitoquimicos ligados de
1.79 y 1.79 mg (EAG) g’ muestra (bs); el CFT fue 2.90 y 2.81 mg (EAG) g*
muestra (bs); en extractos etandlicos y metandlicos respectivamente en todos los
casos; donde se presentaron diferencias significativas entre las medias por el
método de Tukey, (p=0.5), tanto de fitoquimicos libres como en el CFT en los
distintos extractos. Los valores obtenidos son comparables con lo reportado por
Rodriguez y col (2014) quienes elaboraron una harina a partir de biomasa de
microalga Spirulina, obteniendo un CFT de 0.55-1.05 mg (EAG) g™ muestra (bs),
evaluados en extractos acuosos. Los resultados son superiores a lo reportado por
Perales-Sanchez y col (2014) quién obtuvo un CFT de 0.21 (EAG) g* muestra
(bs), en harina germinada de amaranto, evaluada en extractos etandélicos. Y son
comparables con lo reportado por Reyes-Moreno y col (2014), quienes
elaboraron una harina a base de una mezcla de maiz y frijol, obteniendo un CFT
de 3.85 (EAG) g™ muestra (bs).

Las discrepancias entre los valores obtenidos en cuanto la CAox, asi como
CFT, desde el punto de vista alimenticio podria atribuirse a diversos factores;
entre los mas analizados son en cuanto los métodos aplicados (ORAC, ABTS,
DPPH y CF) de los cuales se hace uso para realizar esta determinacion, asi
como el tipo de solvente utilizado en la extraccion de dichos compuestos (Pérez-

Jiménez y Saura-Calixto 2006; Floegel y col 2011).

113



E FORMULACION OPTIMA PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDAD
FUNCIONAL A BASE DE BR DE P. tricornutum

En el Cuadro 12 se muestran las diferentes combinaciones de variables
independientes [concentracion de biomasa residual (CBR) y concentracion de
saborizante (CS)] utilizadas en las formulaciones empleadas para la elaboracion
de bebidas de valor nutricional/nutracéutico alto y los valores experimentales de
las variables de respuesta [capacidad antioxidante (CAox) y aceptabilidad (A)
sensorial de las bebidas].
1 Modelos experimentales de prediccion

A partir de los datos experimentales de CAox y A de las formulaciones
Cuadro 12. Disefio experimetal' empleado para obtener diferentes combinaciones de
formulaciénes. Relacion entre cantidad de biomasa residual y saborizante (CBR, CS),
para la produccion de una bebida funcional a base de biomasa residual de la microalga

P. tricornutum con alta capacidad antioxidante, y los resultados experimentales de las

variables de respuesta (Caox, A)

_ , Variables de proceso? Variables de respuesta’
Tratamiento
CBR CSs Capacidad Antioxidante ~ Aceptabilidad
(9) (9) (CAOX)® A
1 1.32 0.44 54.13 52.13
2 7.68 0.44 429.80 45.57
3 1.32 2.56 188.12 64.90
4 7.68 2.56 763.95 51.48
5 0.00 1.50 117.37 68.05
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6 9.00 1.50 737.61 45.69

7 4.50 0.00 304.42 13.72
8 4.50 3.00 566.19 47.12
9 4.50 1.50 356.34 51.70
10 4.50 1.50 358.44 51.00
11 4.50 1.50 358.46 51.43

!Disefio central compuesto rotable con dos factores y cinco niveles; 11 tratamientos.
’No corresponden al orden del proceso.
®CBR= Concentracién de biomasa residual; CS= Concentracion de saborizante
“Caox= Capacidad Antioxidante Total; A= Aceptabilidad
*umoles equivalentes de Trolox (ET) en una porcién de 300 mL.
mostrados en el Cuadro 12 se obtuvieron modelos de prediccién, como resultado
de ajustar el polinomio de la Figura 10, el cual relaciona las variables de
respuesta (CAox y A) evaluadas a las formulaciones con las variables
independientes (CBR y CS). A estos modelos de prediccion se les probd su
idoneidad y ajuste por andlisis de varianza (ANOVA, Cuadro 12). Montgomery
(2002) reportaron que un buen modelo de prediccién debe tener una R? ajustada
(coeficiente de determinacién) = 0.80, un nivel de significancia de p<0.05, un
valor de coeficiente de varianza (CV) < 10%, y prueba de falta de ajuste >0.1;
todos estos parametros fueron usados para decidir el nivel de satisfaccion del
modelado.
a Capacidad antioxidante (CAo0X)

Las formulaciones presentaron valores de Caox entre 54.13 y 763.95 umol
(ET)/ 300 mL de muestra (Cuadro 12) correspondientes a los tratamientos 1y 6,
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respectivamente. En el Cuadro 13 se muestra la estimacién de los coeficientes de
regresion y analisis de varianza de los modelos de prediccion, mostrando las
relaciones entre la capacidad antioxidante y la aceptabilidad y las variables
independientes (CBR y CS) para la obtencién de una formulacién a base biomasa
residual y saborizante para elaborar una bebida funcional. El andlisis de varianza
mostro un modelo lineal significativo (p= 0.0001) para Caox.

Este andlisis mostro que la Caox de las formulaciones fue significativamente
diferente en el término lineal concentracion de biomasa residual (CBR) y
concentracién de saborizante (CS). El modelo de prediccién para la Caox de las
formulaciones usando variables codificadas fue: CAox = +370.86 + 202.47X; +
65.87 X>

El modelo de prediccion para la Caox de las formulaciones usando variables

. Capacidad antioxidante Aceptabilidad
Coeficientes
Caox A

Intercepto codificado | Sin codificar | Codificado | Sin codificar

Bo +370.86 -8.63 +51.43 +46.23

Lineal

B1 +202.47*** +63.63 -7.08*** -6.08

B2 +65.87*** 62.11 +7.35%** +24.93
Cuadrético

B NS NS +4.34%* +0.43

B22 NS NS -6.75%** -5.99
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Prmodelo 0.0001 0.0005

P talta de ajuste 0.1362 0.1956
CV 9.94 8.65

R? 0.9638 0.8999

R%ajustada 0.9566 0.8499

Rpredicha 0.9273 0.6102

Cuadro 13. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos
experimentales de prediccion. Se muestra la relacion entre las variables de
respuesta (CAox, A) y variables del proceso (CBR, CS) para la elaboracién de
una bebida funcional a partir de biomasa residual de P. tricornutum

*Nivel de significancia a p=0.10

** Nivel de significancia a p20.05

*** Nivel de significancia a p20.01

NS, No significativo

no codificado fue: CAox = -8.63 + 63.63CBR + 62.11CS

Este modelo de prediccion explico el 95% de la variabilidad total (p=0.0001) de
los valores de Caox de las formulaciones. El coeficiente de determinacién R?
ajustada del modelo fue 0.9566 y la falta de ajuste fue no significativa (p=0.1362).
Ademas, la dispersion relativa de los puntos experimentales con respecto a los
valores predichos con el modelo (CV) fue de 9.94%. Estos valores indican que el

modelo experimental para la Caox de las formulaciones fue adecuado y
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reproducible. A partir de los modelos matematicos de prediccidn se construyeron
gréficos de superficie de respuesta y de contornos (Figura 12) en las cuales se
observa el efecto de las variables independientes CBR y CS sobre la capacidad
antioxidante de las formulaciones. En los graficos se observa que ambas
variables de proceso (CBR y CS) tuvieron efecto significativo en el
comportamiento de la capacidad antioxidante de las formulaciones.

El valor de Caox mas bajo (54.13 umol (ET)/ 300 mL de muestra) se
localizé a una CBR de 1.32 y una CS de 0.44 g. A medida que aumentaba tanto
el contenido de biomasa residual como de saborizante la Caox aumentaba, esto
podria ser debido a que la biomasa residual aporta gran contenido de
antioxidantes. Es por ello que, los valores més altos de Caox se alcanzaron al
tener los mayores porcentajes de biomasa residual en la formulacion.

b Aceptabilidad (A) sensorial

Las bebidas funcionales elaboradas con las formulaciones presentaron
valores de aceptabilidad entre 13.72 y 68.05 (Cuadro 13), valores
correspondientes a “Me disgusta extremadamente” y “Me gusta moderadamente”
en una escala LAM; estos valores se obtuvieron en los tratamientos 7 y 5

respectivamente. En el Cuadro 14
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Figura 12. Graficas de superficie de respuesta y contornos para CAox. A,
superficie de respuesta; B, contornos. Se muestra el efecto de las variables de
proceso [CBR: concentracion de biomasa residual, CS: concentracion de
saborizante] sobre la CAox (umol ET/300 mL) de las bebidas funcionales

elaboradas con las formulaciones a base de biomasa residual y saborizante.
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se muestra la estimacién de los coeficientes de regresion y andlisis de varianza
del modelo de prediccion para la aceptabilidad de las bebidas nutracéuticas
elaboradas con las formulaciones, el cual muestra la relacion entre las variables
dependientes y las variables independientes (CBR y CS).

El andlisis de varianza mostr6 un modelo cuadratico significativo (p=0.0005)
para A. Este analisis también mostro que la aceptabilidad de las bebidas
funcionales elaboradas con las formulaciones fue significativamente dependiente
de los términos lineales concentracion de biomasa residual (CBR) vy
concentracién de saborizante (CS), asi como de los términos cuadraticos (CBR? y
CS?) (P<0.05).

El modelo de prediccion para la A de las formulaciones usando variables
codificadas fue: A = + 51.43 — 7.08X; + 7.35 X, +4.34 X1 6.75 X,

El modelo de prediccion para la A de las formulaciones usando variables no
codificado fue: A = +46.23 — 6.08CBR + 24.93CS + 0.43CBR?* - 5.99 CS?

Este modelo de prediccion explicd el 95% de la variabilidad total (p=0.0005)
de los valores de A de las bebidas funcionales elaboradas con las formulaciones.
El coeficiente de determinacién R? ajustada del modelo fue 0.8499 vy la falta de
ajuste no fue significativa (0.1956). Ademas, la dispersion relativa de los puntos
experimentales con respecto a los valores predichos con el modelo (CV) fue de
8.65%. Estos valores indican que el modelo experimental para la A de las
bebidas funcionales elaboradas fue adecuado y reproducible. A partir de los
modelos matematicos de prediccion se construyeron graficos de superficie de
respuesta y de contornos (Figura 13) en las cuales se observa el efecto de las

variables independientes (CBR y CS) sobre la A de las bebidas funcionales
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elaboradas con las formulaciones. En los graficos se observa que ambas

variables de proceso

73

60.25
47.5
34.75

22

0.0

A)

3.00 5.00
Cs (g)

3.00

2.25

1.50

CS (g)

0.75

0.0

B) 0.0 2.25 4.50 6.75 9.00

Figura 13. Graficas de superficie de respuesta y contornos para aceptabilidad
(A). A) superficie de respuesta; B) contornos. Se muestra el efecto de las

variables proceso [CBR: concentracién de biomasa residual, CS: concentracion
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de saborizante] sobre la [A] de las bebidas funcionales elaboradas con las
formulaciones a base de biomasa residual y saborizante.
(CBR y CS) tuvieron un efecto significativo en la aceptabilidad. El valor de A mas
bajo fue (13.72) se localiz6 a los valores de CBR y CS (45 y 0.0 g,
respectivamente). A medida que la CS aumento, los valores de A también
incrementaron hasta alcanzar un valor maximo posible (68.05), el cual se localizé
en los valores de CBR y CS de 0.0 y 1.5 g, respectivamente. Sin embargo, a
concentraciones altas de saborizante la CAox disminuyo significativamente.
2 Optimizacion

Se aplico el método numérico de deseabilidad (D) para la obtencién de
formulaciones empleadas para elaborar una bebida de valor
nutricional/nutracéutico alto (Formulacion optima= FO). Los modelos matematicos
de predicciébn obtenidos para cada una de las variables de respuestas se
utilizaron para obtener las (d;) de cada una de ellas (Figura 14), las cuales, a su
vez, se utilizaron para calcular la deseabilidad global (D). Para la FO, se busco
maximizar las variables de respuesta (CAox y A) permaneciendo dentro del
rango experimental la CBR y CS. El valor de deseabilidad (D) (Figura 15 [CAox y
A]) obtenido durante la optimizacion de la formulacion (FO) fue de 0.803. Los
valores de las variables independientes asociados con la deseabilidad global
obtenida fueron: CBR= 9 g y CS= 2.31 g. Esta combinacion de variables
independientes permitié obtener valores estimados de CAox= 707.616 umol (ET)/
300 mL de muestra y (A)= 51.78 valor que se encuentra entre “Ni me gusta, ni

me disgusta” y “Me gusta ligeramente”.
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Figura 14. Gréficos de deseabilidades individuales (d;) para cada una de las
variables dependientes. Se muestra CAox= Capacidad antioxidante; A=

Aceptabilidad obtenidas durante la optimizacion.
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Figura 15. Gréfico de contornos de deseabilidad global (D). Se muestra el efecto
de la concentracién de biomasa residual (CBR) y concentracién de saborizante
(CS) sobre la deseabilidad global (D) de las variables de respuesta (CAox y A)
empleadas para la optimizacién de formulaciones para la preparacion de una

bebida funcional con capacidad antioxidante y aceptabilidad sensorial altas: FO.
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F COMPOSICION QUIMICA, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
COMPUESTOS FENOLICOS DE LA FORMULACION OPTIMA
En el Cuadro 14 se muestra la composicion quimica de la formulacion
optimizada a base de biomasa residual de P. tricornutum y saborizante (CBR=9 y
CS=2.31 g), para la elaboracion de una bebida funcional, asi como su capacidad
antioxidante y contenido de compuestos fendlicos. La formulacién optimizada
(FO) presento un contenido de proteinas de 30.13%, lipidos 0.85%, minerales
13.74%, carbohidratos 55.27%, fibra dietaria total 37.63%, de la cual un 2.54%
fue de fibra soluble y 35.09% de fibra insoluble. La formulacion de la bebida se
basé en la preparacion de bebidas tradicionales, asi como pruebas sensoriales
para definir las cantidades de los ingredientes utilizados. La norma mexicana
NMX-F-439-1983 para alimentos y bebidas no alcohdlicas fue considerada.
Dichos valores podrian ser comparables con lo reportado en literatura de sobre
algunos algunas formulaciones a partir de granos de cereales, seudocereales y
leguminosas que han sido utilizados como ingredientes en la elaboracion de
bebidas funcionales (Faccin y col 2009; Luana y col 2015). Rochin-Medina y col
(2015) optimizo una formulacién a partir de una mezcla de maiz y garbanzo
extrudidos, reportando una composicién quimica de: proteinas 16.57%, lipidos
3.87%, minerales 3.32%, carbohidratos 76.24%.
Los valores son comparables con lo reportado por Reyes-Moreno y col
(2014), quienes optimizaron la formulacion de una mezcla de maiz QPM
extrudido y frijol fermentado, para la elaboracion de una bebida con potencial

nutracéutico, obteniendo valores de proteinas de 17.64%, lipidos 3.82%,
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minerales 1.16%, carbohidratos 77.38% vy fibra dietaria total 24.75%. Asi mismo

los resultados pue-

Cuadro 14. Composicion quimica, capacidad antioxidante y compuestos

fendlicos presentes en la formulacion éptimizada (FO)

Propiedad FO
Composicion quimica (%,bs)
Proteinas 30.13+0.35
Lipidos 0.85+0.02
Cenizas 13.74 + 0.03
Carbohidratos 55.27 £ 0.37
Fibra Dietaria Total 37.63+0.17
Soluble 2.54 +0.01
Insoluble 35.09 +0.17

Capacidad antioxidante
ORAC!
Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados

Total
ABTS?!

Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados

) Total
DPPH

Fitoquimicos libres
Fitoquimicos ligados
Total
Compuestos fendlicos totales?
Libres

Ligados
Total

5973.12 +131.20
9753.24 +204.11
15185.95 + 202.71

2260.97 £ 62.72
4301.01 + 75.38
6561.98 + 54.28

496.03 +9.71
585.51 +7.00
1044.38 + 8.38

77.51 +3.62
107.39£3.71
184.90 + 7.27
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Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. ‘umoles
equivalentes de Trolox (TE)/ 100g de muestra, bs. mg equivalentes de acido galico
(EAG)/ 100g de muestra, (bs).

den ser comparables con lo reportado por Milan-Carrillo y col (2012) quienes
optimizaron un proceso de extrusion apara obtener la formulacion de una harina
de amaranto para elaborar una bebida nutracéutica; la formulacion extrudida de
amaranto optimizada presento una composicién quimica de: proteinas 15.96%,
lipidos 7.86%, minerales 3.17%, carbohidratos 60%, y fibra dietaria total 13.91%.

La FO present6 una CAox por el método de ORAC de 5973.12 y 9753.24
pmol ET/100g (bs), en cuanto fitoquimicos libres y ligados respectivamente; la
capacidad antioxidante total (misma que se obtuvo a partir de la suma de
fitoquimicos libres y ligados) en este método fue de 15185.95 umol ET/100g
muestra (bs). Estos valores podrian ser comparables con los rangos reportados
por Ninfali y col (2014) para formulaciones de bebidas y jugos de frutas 422-4465
Mmol TE/100g muestra (bs). Floegel y col (2011) reportaron valores de capacidad
antioxidante para formulaciones de jugos de naranja y uva, asi como té verde de
726, 2377 y 1253 upmol TE/100 g muestra (bs), respectivamente; siendo
superiores los valores encontrados en el presente estudio.

Por el método ABTS, la FO presentd una CAox de 2260.97 y 2260.97 umol
TE/100 g muestra (bs), respectivamente; en cuanto a CAox total se obtuvo un
valor de 6561.98 ymol TE/100g muestra (bs). Los resultados obtenidos son
comparables a lo reportado para formulaciones de jugos de uva por Moreno-
Montoro y col (2015) quién reportdé un rango de capacidad antioxidante de 1940-

3320 pmol TE/100g muestra (bs). Siendo superior a lo reportado por Magalhes y
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col (2007) quienes reportaron Caox de 189, 223 y 549 ymol TE/100g muestra
(bs), para formulaciones de infusiones herbales, jugos e infusiones de té,
respectivamente.

En cuanto al método DPPH, la FO presenté una CAox de 496.03 y 496.03
pumol
TE/100g muestra (bs), para fitoquimicos libres y ligados, respectivamente; y se
obtuvo una CAox total de 1044.38 ymol TE/100g muestra (bs). Dichos valores
podrian ser comparados con lo reportado en la literatura. Pisoschi y col (2009)
analizd la CAox de algunas formulaciones de jugos; de limén, naranja y fruta
fresca reportando valores de 925, 650, 400 pmol TE/ 100g muestra (bs),
respectivamente. Diamantini y col (2015) reportaron un rango de CAox de 53-
5400 umol ET/100 g muestra (bs), para bebidas energizantes.

El contenido de compuestos fendlicos (CF) que presento la FO fue de 77.51y
107.39 mg EAG/100g muestra (bs); mientras que el CFT fue 184.90 mg EAG/
100g muestra (bs). Valores obtenidos en el presente estudio son superiores con
lo reportado por Kim y col (2014), quienes analizaron 62 tipos de formulaciones
de bebidas comerciales, entre ellas bebidas de: fresa, limon, mango, mandarina,
reportando un CFT de 43.02, 15.30, 31.90 y 33.51 mg EAG/100g muestra (bs),
respectivamente. Son comparables con lo reportado por Luana y col (2014),
quienes reportaron un CFT de 78.28 mg EAG/100g muestra (bs) para la
formulacién de una bebida tipo yogurt de avena. Moreno-Montoro y col (2015)
reportaron rangos de valores de CFT de 54.4-75.5, 28.9-102.0, 73.2 y 53.5-64.6
mg EAG/100g muestra (bs), para formulaciones de jugos de naranja, manzana,

granada y uva, respectivamente.
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G CONTENIDO NUTRIMENTAL Y ENERGETICO, CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE, COMPUESTOS FENOLICOS Y ACEPTABILIDAD
SENSORIAL DE LA BEBIDA FUNCIONAL OBTENIDA
El Cuadro 15 muestra la composicion nutricional de la bebida elabora a partir
de la formulacion optimizada a base de biomasa residual de P. tricornutum y
Cuadro 15. Contenido nutrimental, capacidad antioxidante, contenido de
compuestos fendlicos, aporte caldérico y aceptabilidad de la bebida funcional

elaborada a partir de FO

Componente Bebida funcional
Proteina 3.49+0.40
Lipidos 0.09 £0.00
Minerales 1.59+£0.00
Carbohidratos 6.41 +0.04
Fibra Dietaria Total 4.36 £ 0.01
Soluble 0.29 £ 0.00
Insoluble 4.07£0.01

Energia (Kcal) 47.7

Capacidad Antioxidante (umol TE)

ORAC 1717.53
ABTS 723.87
DPPH 118.12
Contenido Fendlicos Totales (mg EAG) 20.19
Aceptabilidad* 48
Aceptabilidad c/enmascarador de olor* 55

Resultados representan el promedio de tres réplicas + desviacion estandar.
Valores entre “Me disgusta ligeramente”- “Ni me gusta, ni me disgusta” y “Me

gusta ligeramente” en escala LAM. kcal: kilocalorias; pmol TE: pmoles
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equivalentes de Trolox; mg EAG: miligramos equivalentes de acido Galico, para

una porcién de 300 mL.

saborizante (CBR= 9 y CS= 2.31 g), asi como su aporte calérico, capacidad
antioxidante, contenido de compuestos fendlicos y aceptabilidad. Una porcién de
300 mL de la bebida de valor nutricional/nutracéutico alto elaborada a partir de la
FO present6 un contenido de proteinas 3.49%, lipidos 0.09%, minerales 1.59%,
carbohidratos 6.41%, fibra dietaria total 4.36%, de la cual la fibra soluble
represento un 0.29% Yy fibra insoluble 4.07%, asi como un aporte calérico de 47.7
kcal. Del contenido energético total de la bebida las proteinas representaron
alrededor de 29.27%, los lipidos en un 16.98% vy los carbohidratos 57.75%. Una
dieta bien balanceada para nifios debe disponer del 9-15% de la energia a partir
de proteinas; 35-45% de lipidos y 45-55% de carbohidratos (Cerezal-Mezquita y
col 2007). Con base a lo anterior, la bebida presentd un porcentaje energético
proveniente de carbohidratos mayor (55.75%), lo cual es de esperarse debido a
que la biomasa residual fue desengrasada, por lo tanto, al retirar los lipidos la
composicién proximal se ve afectada por lo que podria haber aumentado el
porcentaje de carbohidratos. No obstante, el porcentaje de energia proporcionado
de proteinas y lipidos de las bebidas, se encuentra dentro del intervalo
recomendado por la Secretaria de Salud, acerca de que una porcion de bebida
de 200 mL no debe contener mas de 140 kcal. Por otro lado, la cantidad de
proteina recomendada a consumir por nifios y nifias fisicamente activos con

edades entre 1-3 afios y 4-8 afos es de 13 y 19 g/dia respectivamente (USDA,
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2005). Una porcién de 300 mL de la bebida preparada con la FO aporta el
26.84% y 18.37% del requerimiento diario de proteina para nifios de 1-3 y 4-8
afos, respectivamente.

Una porcion de 300 mL de la bebida preparada con la (FO) a partir de

biomasa residual de P. tricornutum y saborizante, aporta un contenido de CFT de
20.19 mg (EAG); y asi mismo aporta una CAox determinada por métodos ORAC,
ABTS y DPPH, de 1717.53, 723.87 y 118.21 umol (ET).
El departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en
inglés) recomienda una ingesta diaria de 3,000-5,000 pmol (ET)/dia para
mantener un nivel adecuado de antioxidantes en el organismo (USDA, 2010).
Una porcién de 300 mL de la bebida funcional elaborada a partir de la FO aporta
entre el 57.25-34.35% de la ingesta diaria de antioxidantes recomendada.

Los valores de CAox obtenidos son superiores a lo reportado por Milan-
Carrillo y col (2012) quien obtuvo 1161 pmol (ET) en una bebida elaborada a
partir de la optimizacion de harina amaranto extrudido. Son comparables con lo
reportado por Rochin-Medina y col (2015) quien obtuvo una CAox de 1,994 umol
(ET) en una bebida nutracéutica elaborada a partir de una mezcla de maiz y
garbanzo. En el Cuadro 16 se muestran algunas bebidas funcionales asi como
sus caracteristicas nutrimentales, antioxidantes, nutracéuticas, aporte calorico y
aceptabilidad; mismas que pudieran se comparables con la bebida funcional
obtenida en la presente investigacion.

Panelistas no entrenados evaluaron sensorialmente la bebida elaborada a partir
de la FO, empleando una prueba heddnica con escala LAM (Labeled Affective

Magnitude) para evaluar la aceptabilidad de las bebidas (Cardello y Schutz 2004).
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Los panelistas emitieron como resultado de dicha evaluacion, un valor de 48 para
la bebida preparada a partir de la FO, valor que se encuentra entre “Me disgusta
ligeramente” y “Ni me gusta, Ni me disgusta” en una escala hedonica de 11
puntos. Con la finalidad de aumentar la aceptabilidad antes mencionada, se
afadid6 un enmascarador de olor, realizando una nueva evaluacion. Los
panelistas emitieron

Cuadro 16. Composicion nutrimental, capacidad antioxidante, contenido de

fendlicos, aporte calérico y aceptabilidad de bebidas funcionales

Bebida funcional

Componente -
BR Arroz Maiz- Avena Amaranto
microlaga garbanzo
Proteina 3.49 3.45 4 .96 NR 474
Lipidos 0.09 8.64 1.15 NR 1.63
Minerales 1.59 3.33 NR NR 1.15
Carbohidratos 6.41 25.92 29.25 NR 26.08
Fibra Dietaria Total 4.36 NR NR 13.95 3.75
Soluble 0.29 NR NR 3.03 1.26
Insoluble 4.07 NR NR 10.92 2.49
Energia (Kcal) 47.7 195.24 147 NR 137.95
Capacidad Antioxidante
(umol TE)
ORAC 1717.53 NR 2991 NR 1161
ABTS 723.87 NR NR NR NR
DPPH 118.12 NR NR NR NR
Contenido Fendlicos
Totales 20.19 NR NR 46 17.37
(mg EAG)
Aceptabilidad* 48 NR 86 NR 84
Aceptabilidad
c/enmascarador de 55 60 NR NR NR
olor?
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Valores entre “Me disgusta ligeramente” y “Me gusta extremadamente” en
escala LAM. kcal: kilocalorias; pmol TE: pmoles equivalentes de Trolox; mg EAG:
miligramos equivalentes de acido Galico. Valores para una porcion de 300 mL.

NR- No reportado. Tomado de Faccin y col (2009); Milan-Carrillo y col (2012);

Launa y col (2014); Rochin-Medina y col (2015); Félix-Medina (2015).

como resultado de dicha evaluacion, un valor de 55 para la bebida preparada a
partir de la FO con enmascarador de olor, valor que se encuentra entre “Ni me

gusta, Ni me disgusta” y “Me gusta ligeramente”.
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IX CONCLUSIONES

. El cultivo de P. tricornutum present6 un comportamiento sigmoidal tipico de
microrganismos; mostrando la mayor densidad celular en el dia 11 con un
conteo de 9.8 x 10° cel/mL y DOg77nm 0.72.

. El quitosano mostré ser un floculante organico eficiente en la colecta de la BM
de P. tricornutum, al obtenerse valores de eficiencia de floculacion
importantes sobre todo a pH alcalinos entre 95.42-100%.

. La BR de P. tricornutum conservo altos contenidos de proteinas (36.67%) y
carbohidratos (46.78%) destacando estos ultimos, de los cuales el contenido
de fibra dietaria total fue 45.57% (fibra soluble 2.02% vy fibra insoluble
43.54%).

. EI CFT y carotenoides presentes en la BM y BR fue significativo, 1o que podria
estar contribuyendo a su elevada CAox, la cual fue superior a algunos frutos
considerados como fuente importante de antioxidantes en la dieta humana.

. Una porcion de 300 mL de bebida funcional preparada a partir de la FO
contiene 3.49 g de proteinas, 0.09 de lipidos, 1.59 g de minerales, 6.41 g de

carbohidratos, de los cuales contiene 4.36 g de fibra dietaria total (0.29 g fibra
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soluble y 4.07 g fibra insoluble); un contenido energético de 47.7 kcal, una
Caox de 1717.53, 723 y 118.12 pmol TE por métodos ORAC, ABTS y DPPH,;
asi como un contenido de CFT de 20.19 mg EAG.

. Una porcién de 300 mL de la bebida preparada con la FO aporta el 26.84% y
18.37% del requerimiento diario de proteina para nifios de 1-3 y 4-8 afos,
respectivamente. Ademas, aporta entre el 34.35-57.25% de la ingesta diaria
de antioxidantes recomendada.

. El uso de un enmascarador de olor en la preparacién de la bebida funcional,
logré incrementar su A de un valor de 48 a 55 en una escala hedonica de 11
puntos, colocandola entre “Ni me gusta, Ni me disgusta” y “Me gusta

ligeramente”.
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ABREVIATURAS
A Aceptabilidad
a Parametro Hunter-Lab
AAE Aminoacidos esenciales
ADA American Diabetes Association
AANE Aminoacidos no esenciales
Ac Acido
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Ala Alanina

AOAC Association of Oficial Analytical Chemists
Arg Arginina

Aw Actividad de agua

b Parametro Hunter-Lab

bs Base seca

CAox Capacidad Antioxidante

Ca Calcio

cal Caloria

cel Células

cm Centimetro

col Colaboradores

CBR Concentracion de biomasa residual
CFT Compuestos fendlicos totales

CS Concentracion de saborizante

Cu Cobre

°C Grados centigrados

DO Densidad 6ptica

dt Tiempo de duplicacion

Ed Editores

ET Equivalentes de Trolox

EAG Equivalentes de acido Galico

FAO Organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas
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