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| RESUMEN
En la actualidad, la humanidad enfrenta una serie de retos en términos de
fuentes de energia renovables; por esta razon, existe una tendencia internacional
hacia la busqueda de nuevas fuentes de energia renovables de baja emision de
carbono. Dentro de las fuentes energéticas renovables disponibles hoy en dia, las
microalgas han despertado un gran interés durante los ultimos afios; sin
embargo, aun no se logran producir a costos competitivos, por ello algunos
autores proponen la utilizacion de la microalga completa a través de un enfoque
de biorrefineria con el objetivo de reducir los costos de procesamiento, lo cual
podria ser una estrategia para aumentar la viabilidad de la industria de
microalgas. Una alternativa es la utilizacion de la biomasa residual, obtenida
como producto de desecho después de la extraccion de aceite en la produccién
de biodiesel. Esta propuesta se basa en que se ha encontrado que las microalgas
ademas de ser una potencial fuente de bioenergia pueden sintetizar un gran
numero de moléculas con actividad biolégica como lo son aminoacidos, acidos
grasos, carbohidratos, vitaminas, minerales, pigmentos, entre otros. Por ello,
algunas microalgas han sido cultivadas de manera comercial tales como:
Spirulina, Chlorella, Haematococcus, Botrycoccus, Phaeodactylum, Porphyridium
y Dunaliella. Esta ultima ha generado gran interés, debido a su excepcional
habilidad para proliferar en ambientes con grandes intervalos de salinidad y
temperatura; destaca también, que al crecer bajo condiciones de estrés puede
acumular grandes cantidades de acidos grasos. El potencial de las microalgas
para el desarrollo de productos de alto valor ha sido ampliamente reconocido; sin

embargo, el éxito comercial solo se ha dado para algunas especies, lo que abre
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la oportunidad a un amplio nicho de mercado, ya que tanto la biomasa de
microalgas completa, como la residual, presentan un gran potencial para ser
empleadas en la elaboracion de productos farmacéuticos, como energéticos,
biotecnologia, cosmeéticos, como suplemento alimenticio e ingrediente funcional.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue desarrollar una bebida funcional con
buenas propiedades nutrimentales y nutracéuticas, a partir de la biomasa residual
de la microalga Dunaliella tertiolecta. Para obtener la formulacion 6ptima a base
de biomasa residual y saborizante para producir una bebida funcional con
capacidad antioxidante alta, se utilizé la metodologia de superficie de respuesta,
tomando como factores la concentracion de biomasa residual y saborizante (CBR
y CS, respectivamente), la variable de respuesta fue capacidad antioxidante de
las bebidas nutracéuticas. Para obtener la formulacién optimizada se buscé
maximizar la Caox, utiizando CBR y CS dentro del rango del disefio
experimental. La formulacién optimizada (FO) fue CBR 9.0 g y CS 3.0 g por cada
300 mL de bebida funcional. Una porcién de 300 mL de bebida nutracéutica
preparada a partir FO aporta el 22.9% y 15.7% del requerimiento diario de
proteina para nifios y nifas de 1-3 y 4-8 afios, respectivamente. Esta bebida
funcional puede ser usada como una alternativa a bebidas con valor
nutricional/nutracéutico bajo tales como las preparadas con agua, azucares
simples, saborizantes y colorantes artificiales, las cuales son ofrecidas

ampliamente en el mercado.

12



ABSTRACT
Nowadays, humanity faces a number of challenges in terms of renewable energy
sources, which is why there is an international trend towards finding new sources
of renewable low-emission energy carbon. In the renewable energy sources
available today, the microalgae show a great interest in recent years, however
could not be produce to competitive cost, for this reason some authors propose
the use of the complete microalgae through a biorefinery approach in order to
reduce processing costs, which could be a strategy to increase the viability of
microalgae industry. An alternative is the use of the residual biomass, obtained as
a waste product after oil extraction in the production of biodiesel. This proposal is
based on that microalgae has been a potential source of bioenergy also can
synthesize a large number of biologically active molecules such as amino acids,
fatty acids, carbohydrates, vitamins, minerals, pigments, among others.
Therefore, some microalgae have been grown commercially such as Spirulina,
Chlorella, Haematococcus, Botrycoccus, Phaeodactylum, Porphyridium and
Dunaliella. The last one has generated great interest due to their exceptional
ability to proliferate in environments with high salinity and temperature ranges;
also stresses that grow under stress can accumulate large amounts of fatty acids.
The potential of microalgae for the development of high value products has been
widely recognized; but commercial success has only been given for some
species; this issue opens the opportunity for a broad niche, as both complete and
residual biomass of microalgae have great potential for use in the manufacture of
pharmaceuticals, cosmetics, dietary supplement and functional ingredient. Due to

it, the objective of this work was develop a functional beverage with good
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nutrimental and nutraceutical properties, from the residual biomass of microalgae
Dunaliella tertiolecta. For optimize the formulation based on residual biomass and
flavoring to produce a functional beverage with high antioxidant capacity, the
response surface methodology was used, taking as factors the concentration of
residual biomass and flavoring (CRB and CF, respectively); the response
variables was antioxidant capacity of nutraceutical beverage. For optimize the
formulation of the functional beverage, Caox responses was maximized, and
CRB and CF were maintained within the range of the experimental design. The
optimized formulation was CBR 3.0 g and CS 9.0 g per 300 mL of beverage. A
serving of 300 mL of nutraceutical beverage prepared from FO contributes 22.9%
and 15.7% of the daily requirement of protein for children of 1-3 and 4-8 years
old, respectively. This functional beverage can be use as an alternative to
beverages with nutritional /nutraceutical low value such as those prepared with
water, simple sugars, flavoring and coloring artificial, which are widely available

on the market.
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Il INTRODUCCION
En los ultimos 50 afos, la poblacion mundial aumenté mas del doble. Este
hecho, junto a una extension de la esperanza de vida, han dado lugar a un
aumento dramatico en el consumo de energia primaria, principalmente a partir de
fuentes fosiles (Jones y Mayfield, 2012). A causa de esta situacion, existe una
tendencia internacional hacia la busqueda de combustibles mas seguros y
nuevas fuentes de energia de baja emision de carbono, como la energia solar,
térmica, fotovoltaica, hidroeléctrica, geotérmica, edlica, aquella proveniende de
los biocombustibles, entre otras. La mayoria de éstas, estan siendo evaluadas
para conocer las ventajas y desventajas que representa su empleo en
comparacion con las fuentes de energia no renovables (Posten y Schaub, 2009;
Larkum y col, 2011). La utilizacion de tecnologias de produccion de microalgas
ha surgido como una opcion promisoria en la produccion de bioenergia con el fin
de mejorar la seguridad de los combustibles, ya que presentan menor grado de
toxicidad (Fernandez-Linares y col, 2012), siendo capaces de proveer alrededor
del 25% de la energia global requerida en comparacion con los combustibles
fésiles; ademas, su empleo posee un gran numero de ventajas tales como un
crecimiento continuo en agua a un amplio rango de salinidad y nutrientes, asi
como la capacidad de crecimiento tanto en tierra cultivable como en no
cultivable, sin la necesidad de utilizar herbicidas o pesticidas (Barros y col, 2015;
Santos-Ballardo y col, 2015b). Es por ello que se ha considerado como una
fuente de combustible renovable, con capacidad de ser empleados para la
produccion de biodiesel, biometano, bioetanol y biohidrégeno. A estos productos

energeéticos se le ha denominado biocombustibles de tercera generacion, de los
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cuales, el que mayor interés ha despertado es el obtenido por Ila
transesterificacion de los lipidos presentes en las microalgas (Santos-Ballardo y
col, 2015Db).

No obstante lo anterior, para desarrollar biocombustibles a partir de
microalgas a través de procesos economicamente viables, es necesario utilizar
de manera integral la maoria de los componentes existentes en el cultivo lo que
es posible partiendo del concepto de biorrefineria (Kim y col, 2015b). Durante el
proceso de obtencidn de biodiesel se obtiene un producto de desecho
denominado biomasa residual, que es rica en proteinas y carbohidratos, por lo
que podria ser potencialmente explotada como ingrediente en alimentos o en la
produccion de biocombustibles (principalmente de tipo biogas); ademas, de dicha
biomasa podrian obtenerse productos de alto valor en el mercado; sin embargo
actualmente no es utilizada para otro fin (Tibbetts y col, 2015b).

El objetivo de este trabajo fue aprovechar la biomasa residual para
contribuir al aprovechamiento integral de un cultivo de microalga, y una forma de
utilizarla, es mediante el desarrollo de una bebida funcional con buenas
propiedades nutrimentales y nutracéuticas, a partir de la biomasa residual de la

microalga Dunaliella tertiolecta.
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Il REVISION DE LA LITERATURA
A MICROALGAS
1 Generalidades

Las microalgas son organismos autétrofos o heterétrofos, que constituyen
alrededor de 50,000 especies, presentan una enorme variacion genética y
diversidad quimica, son organismos microscépicos que miden alrededor de 1-200
Mm (Larkum y col, 2011). Estas presentan forma unicelular y son consideradas
uno de los organismos vivientes mas antiguos (1.5-2 billones de afos) (El-Baky y
col, 2008). A estos microorganismos se les ha considerado pertenecientes a un
grupo polifilético ya que son descendientes de mas de un ancestro en comun y
no pueden ser consideradas en un solo tipo de organizacién celular (Wang y col,
2008). Algunos autores han concluido que las microalgas se pueden localizar
taxondmicamente en la base de la organizacién eucariotica en el reino de lo
protistas (Larkum y col, 2011).

Existen dos tipos basicos de células en las microalgas, procariota y
eucariota. Las células procariotas carecen de organelos delimitados por
membrana tales como plastidos, mitocondria, nucleo, aparato de Golgi y flagelos,
a este grupo pertenecen las cianobacterias. El resto de las microalgas son
eucariotas y presentan organelos tales como cloroplastos, vacuola, reticulo
endoplasmico, flagelos, aparato de Golgi, mitocondria, nucleo y pared celular
(Lee, 2008). Estos microorganismos fotosintéticos son la base de la cadena
alimentaria en los sistemas acuaticos, formando el fitoplancton (Satyanarayana y

col, 2011), por lo tanto, son responsables de mas del 50% de la productividad
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fotosintética primaria en la tierra, representando fabricas solares para un amplio
rango de productos potencialmente benéficos (Milledge 2011). Las microalgas se
encuentran en todo el mundo, se distribuyen principalmente en el ambiente
acuatico, pero también se encuentran en la superficie de todo tipo de suelos.
Aunque por lo general son de vida libre, un cierto numero de microalgas viven en
asociacion simbidtica con una variedad de otros organismos (Richmond, 2004).

La diferencia de las microalgas con respecto a las plantas superiores es
debido a que estas no presentan tejidos definidos como el tallo y las raices, por lo
que se les ha denominado talofitas (Lee, 2008; Dragone y col, 2010), ademas,
carecen de lignina en sus estructuras de celulosa, lo anterior podria ser, que al
crecer en ambientes acuaticos, no requieren de un gran soporte (Rojan y col,
2011). Aunque el mecanismo de fotosintesis de estos microorganismos es similar
al de las plantas superiores, generalmente son mas eficientes para convertir la
energia solar, esto debido a que presentan una estructura celular simple. Las
microalgas absorben mas CO; y liberan mas O, que cualquier planta (por cada
100 ton de microalgas producidas, se consumen 183 ton de CO,), crecen
extremadamente rapido y llegan a acumular grandes cantidades de diversos
productos (Chisti, 2007).
2 Clasificacion de las microalgas

La forma mas comun de clasificar las microalgas ha sido acorde a su
coloracién (tipo de pigmento acumulado), esta caracteristica sigue siendo la de
mayor importancia actualmente. Sin embargo, otros sistemas de clasificacion de
microalgas se basan en criterios tales como: naturaleza quimica de los productos

de almacenamiento 6 los componentes de la pared celular (Lee, 2008).
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Existe un gran numero de especies de microalgas, los cuales difieren en la
composicidén del pigmento primario, constituyentes bioquimicos, ultraestructura y
ciclo de vida. Basandose en el tipo de pigmento primario, se pueden clasificar en
tres grupos: microalgas cafés (Phaeophyceae), microalgas rojas (Rhodophyta), y
microalgas verdes (Chlorophyta). Ademas de estos grupos existen otros grupos
especificos de organismos unicelulares como microalgas verde-azules
(Cyanophyceae), diatomeas (Bacillariophyta), y dinoflagelados (Dinophyceae);
estas especies, son comunmente conocidas como fitoplancton (Garson, 1993;
Samarakoon y Jeon, 2012). Las clases de microalgas de importancia en la
actualidad se muestran en el Cuadro 1.

Ciertas microalgas del género Chlorophyta como Chlorella, Spirulina y
Dunaliella son cultivadas comercialmente para fines nutracéuticos y otros
productos algales (Acacio-Chirino y col, 2013). De éstas, Dunaliella ha llamado la
atencion durante los ultimos afios debido a su habilidad para proliferar en
ambientes con un gran intervalo de salinidad (3-31% NaCl) y temperaturas en un
rango de 0°C a 38°C (Garofalo, 2011); de hecho, debido a estas caracteristicas
fue el primer género de microalga cultivado a gran escala para la produccion de
productos de alto valor (B-caroteno) (Ben-Amotz y Avron, 1982; Garofalo, 2011).
Asi como también a la facilidad de crecimiento del cultivo, la acumulacion de altos
niveles de caroteno (Borowitzka y Siva, 2007; Venkatesan y col, 2013) y a que
son capaces de acumular acidos grasos en su interior (10% peso seco) como
respuesta al estrés osmoético del medio (Garofalo, 2011; Khalifa, 2013).

a Dunaliella tertiolecta

El género Dunaliella fue nombrado en honor al Cientifico Francés
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Cuadro 1. Clases de microalgas de mayor importancia actualmente en la

industria

Diatomeas (bacillariophyceae)

Estas microalgas dominan en los
océanos, pero también son encontradas
en aguas dulces y salobres. Las
diatomeas contienen silica en su pared
celular. Utilizan el carbono como fuente de
almacenamiento de forma de aceites
naturales y polimeros de carbohidratos (8-
glucanos). Los pigmentos que se
encuentran en mayor proporcion son
clorofila a y ¢, y algunos carotenos como
fucoxantina. En la imagen se muestra la
diatomea Phaeodactylum tricornutum.

Algas verdes (chlorophyceae)

Se encuentran en gran abundancia,
especialmente en aguas dulces y se
reproducen como células individuales o en
colonias. Comparten mucha similitud con
las plantas superiores, incluyen la
presencia de células flageladas
asimétricas.  Contienen mayormente
clorofila a y b. El almidon es su principal
fuente de almacenamiento, aunque los
aceites se pueden producir bajo ciertas
condiciones de cultivo.

Algas verde azules (cyanophyceae)

Son microorganismos procariotas
fotoautétrofos, presenta una célula muy
similar a las bacterias. Juegan un papel
importante en la fijacién de nitrégeno de la
atmosfera y son encontradas en diferentes
ambientes. Ademas de la clorofila a de las
bacterias, presentan otros pigmentos
como ficoeritrina y ficocianina. Se muestra
la  microalga filamentosa  Spirulina
arthrospira platensis.

Adaptado de Garofalo (2011); Egardt y col (2012).
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Michel Félix Dunal quien en 1837 fue el primero en describirlo (Venkatesan y col,
2013). Este género comprende organismos unicelulares de color verde,
biflagelados, de forma variable que pueden ser elipsoide, ovoide casi esférica,
piriforme o fusiforme (Borowitzka y Siva, 2007). Estas microalgas presentan un
tamano celular de 8-25 ym de longitud y de 5-15 ym de ancho; se desplazan en
el agua por medio de dos flagelos situados en la parte apical de la célula.
Dunaliella, a diferencia de otras microalgas, carece de paredes rigidas de
polisacaridos y esta cubierta por una fina membrana elastica (Borowitzka y
Borowitzka, 1988; Preetha y col, 2012), lo que les permite soportar cambios
drasticos en su volumen celular en respuesta a cambios de presion osmotica;
estos organismos son unicos en su habilidad para adaptarse a diferentes
condiciones del medio ambiente (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Hosseini y
Shariati, 2009). Se reproducen por division longitudinal de la célula movil, o por
fusion de dos células moviles para formar un cigoto (Lewis y McCourt, 2004).

Las células de Dunaliella tiene otros organulos tipicos de las microalgas
verdes: nucleo unido a la membrana, mitocondrias, vacuolas y aparato de Golgi
(Ben-Amotz y Avron, 1982). Este genero puede encontrarse comunmente en
todas partes del mundo, desde ambientes tropicales hasta templados. Diferentes
especies de Dunaliella han sido aisladas de diversos habitats marinos, como
lagos, aguas salinas artificiales, donde el contenido de sal es mayor al 10%
(Borowitzka y Borowitzka, 1988; Hosseini y Shariati, 2009; Preetha y col, 2012).
Se ha reportado que las microalgas del genero Dunaliella sirven como una fuente

importante de alimento para el camarédn, asi como una fuente de carbono para
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las halobacterias, debido a esto se considera como el principal productor primario
en las aguas saladas (Oren, 2005). En el cultivo de Dunaliella se utilizan
comunmente diferentes medios destacando el medio /2 (Guillar y Ryther, 1962),
medio modificado Johnson (Borowitzka y Borowitzka, 1988), medio artificial
(ART) (Ben-Amotz y Avron, 1982), provasoli medio de agua de mar enriquecida
(PES) (Mclachlan, 1973); el objetivo principal de utilizar estos medios es debido a
que presentan la limitante de algunos nutrientes, lo cual, se ha reportado ayuda a
inducir la sintesis de carotenoides, principal producto de interés comercial. Los
requerimientos principales para el cultivo de este género son: la luz ya que para
estos microorganismo es una unica fuente de energia para su metabolismo
(Borowitzka y Borowitzka, 1989); en cuanto a la temperatura presentan un amplio
rango de 0-45°C, pero su temperatura optima es entre 25-35°C; respecto a los
nutrientes puede usar solamente dioxido de carbono y bicarbonato como fuente
de carbono inorganico, otros elementos que requiero para su crecimiento son K”,
Ca*™, Mg*, CI, Na* y metales traza (Hossini y Shariati, 2009). Debido a que
Dunaliella presenta la ventaja de soportan altas concentraciones de NaCl,
pueden realizarse cultivos tanto en lagunas abiertas como biorreactores cerrados
(Hosseini y Shariati, 2009).

El género Dunaliella incluye alrededor de 30 especies (Fig 1), de las
cuales, 25 han sido encontradas en aguas saladas (D. maritima, D.
polimorfa, D. primolecta, D. quartolecta, D. tertiolecta entre ofras) y cinco
especies en agua dulce (D. acidofila, D. lateralis, D. flagelata, D. obliqua, D.
paupera) (Guiry y Guiry, 2008; Venkatesan y col, 2013). Dunaliella se caracteriza

por la predominancia de pigmentos como la clorofila ay b, y puede acumular
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Fig 1. Diferentes especies de microalgas del género Dunaliella. (A-B) D.
tertiolecta; (C) D. primolecta; (D) D. quartolecta; (E-J) D. sanina ssp salina; (K-M)
D. viridis; (N) D. minuta: (O) D. carpatica; (P) D. granulata; (Q) D. terricola; (R) D.
media; (S) D. rueineniana; (T) D. baasbeckingii; (U) D. gracilis; (V) D. peircei; (W)
D. minutissima; (X-Y) D. turcomanica; (Z) D. asymmetrica. Adaptado de

Borowitzka y Siva (2007).
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una gran cantidad de carotenoides dependiendo de las condiciones de cultivo
(Housseini y Shariati, 2009). Entre sus principales pigmentos se encuentran a-
caroteno, [(-caroteno,luteina, anteraxantina, violaxantina, zaexantina y
neoxantina (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Hosseini y Shariati, 2009). De
acuerdo a Borowitzka y Siva (2007), D. tertiolecta presenta la siguiente
descripcion taxondémica:

Dominio Eukaryota

Reino Protista
Division Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Dunaliellales
Familia Dunaliellaceae
Geénero Dunaliella
Especie Dunaliella tertiolecta

Dunaliella tertiolecta se cultiva comercialmente para fines nutracéuticos y
otros productos como hidrocarburos, acidos grasos, ficocoloides, moléculas
bioactivas y productos quimicos. En investigacion realizadas a D. tertiolecta
reportan diversas condiciones de desarrollo de la microalga, identificacion de
compuestos con bioactividad, asi como algunos métodos de obtencidn de
compuestos de alto valor para la industria (Acacio-Chirino y col, 2013; Jesus-
Raposo y col, 2013; Barba y col, 2015). Entre las investigaciones que mas
destacan se pueden mencionar:

Abalde y Fabregas (1991) observaron las variaciones en el p-caroteno,
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vitamina Cy E en D. fertiolecta, al variar las fuentes de nitrogeno (Nitrato, Nitrio,
Amonio, Urea) del medio del cultivo; obteniendo el mayor valor de -caroteno y
vitamina C al utilizar urea en el medio de cultivo, sin embargo, los cultivos de
urea muestran el valor minimo para la vitamina E. En un estudio realizado por
Fabregas y col (1995) evaluaron la composicion quimica de D. tertiolecta al
variar dos concentraciones de nitrogeno, utilizando un cultivo semi-continio con
luz/oscuridad; en dicho estudio se observo que la microalga posee una alta
capacidad de cambiar su composicion quimica en sistemas continuos, lo cual
tiene implicaciones de interés para la utilizacion de cultivos continuos de
microalgas y sus aplicaciones en procesos biotecnoldgicos.

Carballo-Cardenas y col (2003) evaluaron el efecto de la luz en la
produccion de vitamina E (a-tocoferol) en D. tertiolecta, concluyendo que la
disminucién de la luz no es un limitante para la produccion de a-tocoferol, esto
abre la oportunidad de poder utilizar altas densidades celulares en cultivos
limitados de luz para la produccion de a-tocoferol a nivel comercial. Ademas,
Francavilla y col (2010) analizaron la microalga D. tertiolecta con el fin de evaluar
un nuevo potencial industrial de esta microalga como fuente de fitoesteroles. En
dicha investigacion variaron la concentracion de sal del medio de cultivo sobre en
el rendimiento de los esteroles; concluyendo que se obtienen mayores
rendimiento de esteroles total cuando se utilizan menores concentraciones de sal.

Otro estudio fue el realizado por Tang y col (2011) evaluaron la influencia
de la fuente luz, intensidad luminosa, concentracion de CO, y fotoperiodo en el

crecimiento de D. tertiolecta y el efecto de estos parametros ambientales en el
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contenido de lipidos y composicion de acidos grasos. En la investigacion se
concluydo que las diferentes fuentes de luz e intesidades no afectaron
significativamente la composicion de lipidos; los acidos grasos que se
encontraron en mayor proporcion son acido linolenico y palmitico, por lo que se
ha sugerido, que éstos podrian ser usados para la produccion de
biocombustibles. Lopez-Elias y col (2013) variaron diferentes condiciones de
cultivo (bajo condiciones de laboratorio y al exterior, empleando medios de
cultivo limitados de nitrogeno) de D. tertiolecta, con el fin de evaluar el
crecimiento celular y la produccidén de carotenoides; encontrando que la
concentracion de carotenoides aumentdé cuando Dunaliella tertiolecta fue
cultivada en un medio limitado de nitrégeno, pero disminuyo considerablemente
su densidad.

En la investigacion realizada por Venkatesan y col (2013) evaluardn las
microalgas D. Salina y tertiolecta, con el objeto de observar y comparar los
cambios en la composicion quimica y concentracién de pigmentos (carotenoides,
clorofila a y b) de cada microalga, al utilizar el medio de cultivo De Walne’s;
concluyendo que la microalga D. tertiolecta es util para obtener una mayor
concentracion de biomasa, debido a que alcanzo un mayor contenido de
proteinas, lipidos y carbohidratos y un mayor crecimiento celular en comparacion
con D. salina.

3 Composicion quimica de microalgas

Desde el punto de vista nutricional, la biomasa de las microalgas se

consideran como alimentos funcionales capaces no solo de elevar el

contenido nutricional de los alimentos tradicionales (Cuadro 2), sino también de
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Cuadro 2. Composicion general de diferentes microalgas y comparacion de

valores de fuentes tradicionales de alimento

Contenido (%, bs)

Especies Proteinas Carbohidratos Lipidos

Chlorella vulgaris 41-58 12-17 14-22
Chaetoceros calcitrans 18-33 5-18 4-17
Dunaliella salina 38-52 7-10 8-12
Dunaliella tertiolecta 29-36 5-31 7-11

Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Nannocloropsis sp. 12-29 28-36 12-53
Synechococcus sp. 46-63 8-14 4-9

Snedemus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina plantensis 42-63 8-14 4-11

Fuentes tradicionales de alimento

Arroz 6-8 43-77 1-2
Carne 21-43 2-5 3-21
Huevo 12-16 2-4 9-11
Leche 3-5 4-6 3-5
Soya 32-37 23-30 20-25

Adaptado de Chacon-Lee y Gonzalez (2010); Sydney y col (2010); Dragone y col

(2010); Priyadarshani y Rath (2012); Salazar-Pérez (2012); FAO (2014).

27



incidir positivamente en la salud de animales y humanos, ya que son una fuente
de macronutrientes  (proteinas, carbohidratos, lipidos) y micronutrientes
(vitaminas y minerales) (Guedes y col, 2011b). El contenido de proteinas,
carbohidratos vy lipidos de las microalgas varia con relacion a las condiciones
ambientales como: concentracion de nutrientes, temperatura, intensidad
luminosa, estado fisiologico, edad y densidad de la poblacion, desarrollo
autotrofico o heterotréfico (Band-Schmidt 1999). En general el contenido de
proteinas en las microalgas se encuentra entre 18-63%, estos niveles son
comparables con los encontrados en vegales como la soya (alrededor de 30%)
(Babadzhanov y col, 2004; Samarakoon y Jeon, 2012). El contenido de proteinas
es relativamente bajo en microalgas cafés (10-21%), pero es alto en microalgas
verdes(12-63%) y rojas (5-35%) (Holdt y Kraan 2011). La mayoria de las
proteinas  presentes en las microalgas contienen un buen balance de
aminoacidos esenciales y son, en particular, una rica fuente de acidos aspartico y
glutamico (Fleurence, 1999).

Diferentes grupos de microalgas producen tipos especificos de
carbohidratos, por ejemplo, las microalgas verdes producen almidéon como fuente
de energia, de manera similar a las plantas superiores (Williams y Laurens,
2010). La concentracion total de carbohidratos varia de un 4-76% en base seca
(Holdt y Kraan, 2011). Los principales carbohidratos encontrados en microalgas
son monosacaridos tales como glucosa, galactosa, manosa, xilosa, ribosa y
ramosa, disacaridos y polisacaridos como el almidén (Garofalo, 2011).

El contenido de lipidos presente en las microalgas varia entre un 1-70%,

aunque algunas especies pueden alcanzar, inclusive hasta un 90% bajo
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condiciones de estrés ambiental o limitacion de nutrientes (Guedes y col, 2011b).
Los lipidos presentes en microalgas se encuentran como ceras, esteroles,
vitaminas liposolubles (A, D, E y K), mono-, di-, y triglicéridos, glicolipidos y
fosfolipidos (Williams y Laurens, 2010). Ademas, son fuente de acidos grasos
poliinsaturados como los omega 3, [Docosahexaenoico (DHA),
Eicosapentaenoico (EPA) y alfa-Linolénico (ALA)] (Guedes y col, 2011b).

Las microalgas concentran elementos esenciales en los que se incluyen:
Potasio, Zinc, Sodio, Magnesio, Hierro, Cobalto, Azufre, Fésforo, Nitrégeno y
Calcio. Asi como también son fuente de vitaminas como: A, B1, B2, B3, B9, C, D,
E y H (Bishop y Zubeck, 2012, Priyadarshani y Rath, 2012; Francavilla y col,
2015). En cuanto al contenido de pigmentos, las microalgas presentan tres clases
de pigmentos naturales que son la clorofila, carotenoides vy ficobiliproteinas (Fig
2) (Avagyan, 2008; Guedes y col, 2011a).

Se ha reportado que las microalgas presentan un alto contenido de fibra
(alrededor del 33-62%), estos polisacaridos son muy diversos en estructura y
composicién quimica. La fraccién soluble esta compuesta principalmente por
agar, acido alginico, furonona, lamiraran y forfirano; y la fraccion insoluble por
celulosa, mananos y xilanos (Guedes y col, 2014). El consumo de fibra dietética
tiene una influencia positiva en aspectos relacionados a salud, reduciendo el
riesgo de sufrir cancer de coldn, hipercolesterolemia, obesidad y diabetes (Suzuki
y col, 2004; Guedes y col, 2014).

4 Cultivo de microalgas
Los factores de cultivo que principalmente determinan el crecimiento de las

microalgas y las tasas de formacion de productos, son la calidad y la cantidad de
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Fig 2. Pigmentos de importancia en microalgas: (A) Astaxantina; (B) Bixina; (C)
Violaxantina; (D) Fucoxantina; (E) Ficocianina; (F) Ficoeritrina; (G) Clorofila a. Los

pigmento A, B, C y D son carotenoides, mientras que E y F son ficobilininas.

Tomado de Koller y col (2012).
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nutrientes (que abarca desde la importacion de CO; hacia el sistema de cultivo);
la alimentacion de luz, donde el rango espectral y el fotoperiodo son factores
cruciales y tienen que ser optimizado para todas las especies de microalgas,
mientras que la intensidad de la luz debe variar en el rango de 1,000-10,000
luxes. Esta ultima es de suma importancia para evitar la limitacién de luz que
resulta en los llamados "reacciones oscuras" de las células por utilizacion de
oxigeno molecular, asi como foto-inhibicion por excesiva irradiacion con fotones
que podrian incluso causar dafos graves en las células. Ademas, la salinidad
(12-40 g/L), valor de pH (4-11), la agitacion (30-60 rpm) y de temperatura (16-
27°C), son determinantes para el crecimiento celular y la formacion de productos
(Diaz- y Ordoriez, 2006; Sierra y col, 2008; Loera-Quezada y Olguin, 2010). En el
cultivo de microalgas se busca obtener, a través del suministro de una dieta y
condiciones especificas, la maxima tasa de crecimiento posible de la especie en
cultivo, con lo cual debe lograr la optimizacion de las instalaciones, del tiempo de
cultivo y de la biomasa obtenida por unidad de volumen y tiempo, que dan como
resultado una reduccion en los costos de produccion (Sommer y col, 1991).
Durante las ultimas décadas, se han desarrollado diferentes estrategias
para el cultivo de microalgas. Para ello, se pueden emplear tanto reactores
cerrados, generalmente llamados fotobiorreactores (FBRs), o reactores abiertos,
conocidos como “Raceways” o “Lagunas Abiertas” (LA) (Fig 3) (Loera-Quezada y
Olguin, 2010). Los fotobiorreactores permiten el cultivo de las microalgas en
condiciones controladas de nutrientes, temperatura, transferencia de gases (CO-
disuelto), pH, evaporacion del medio de cultivo y prevencién de agentes

contaminantes, permitiendo alcanzar una productividad alta; sin embargo, tienen
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Fig 3. Tipos de reactores para el cultivo masivo de microalgas. A) FBR tubular;
B) FBR tubular; C) FBR bolsas de polietleno D-E) Tecnologia Vertical de
microalgas (TVM); F) FBR tipo placa y G) Lagunas abiertas (LA) también

conocidas como “Raceways”. Adaptado de Loera-Quezada y Olguin (2010);

Garofalo (2011).
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un costo inicial alto y son muy especificos para la fisiologia de la especie de
microalga que se va a cultivar (Harun y col, 2010). Por otra parte, los sistemas de
cultivo abiertos presentan una serie de inconvenientes debido al escaso control
de las condiciones de cultivo como la intensidad de la luz, temperatura, pH
y la concentracion de oxigeno disuelto, ademas de problemas con
contaminantes y predadores que pueden limitar el sistema de cultivo. Debido al
escaso control que implican los sistemas abiertos, se requiere una aclimatacion
local, que estara por la localizacion elegida. A pesar de ésto, el uso de los
sistemas de cultivo abierto es bastante comun, debido principalmente al bajo
costo inicial que presentan (Harun y col, 2010). El cultivo de microalgas se
puede llevar a cabo mediante diversos modos de operacién, caracterizados
principalmente por la forma en que el sustrato se alimenta al tranque
(discontinuo o batch, semicontinuo o fed-batch, continuo) (Gotham y Rhee, 1982;
Lodi y col, 2005). Se ha demostrado que la operacidén en continuo es una opcion
viable para el cultivo de microalgas, ya que de este modo se alcanzan mayores
productividades, se facilita una elevada homogeneidad del producto y una mayor
regularidad de la produccion. No obstante, su mantenimiento y control es dificil y
por lo tanto, se opta principalmente por el cultivo semicontinuo (Gotham y Rhee,
1982).

El cultivo discontinud, o batch, es aquel en donde las células se cultivan en
un recipiente con una concentracion inicial, sin que esta sea alterada por
nutrientes adicionales o el lavado, por lo que el volumen permanece constante y
sblo las condiciones ambientales del medio (pH, temperatura, la velocidad de

agitacién, etc.) son controladas por el operador. El proceso finaliza cuando todo
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el substrato es consumido por la biomasa. Esta forma de cultivo es simple y se
utiliza extensamente tanto en el laboratorio como a escala industrial (Koller y col,
2012).

En el cultivo semi-continuo, o Fed-batch, los nutrientes son alimentados al
biorreactor de forma continta o semi-continua, mientras que no hay efluente en el
sistema. La técnica semi-continua prolonga el uso de tanques grandes de cultivo
mediante una cosecha parcial periddica seguida, inmediatamente, por el llenado
del cultivo hasta alcanzar el volumen original; agregando también nutrientes para
alcanzar el nivel original de enriquecimiento. Estos cultivos pueden hacerse en
ambientes cerrados o al aire libre, pero, por lo general su duracion es
impredecible; este cultivo no se cosecha completamente por lo que esta
restringido por la capacidad volumétrica del reactor (Salazar-Pérez 2012).

Finalmente, el cultivo continuo el cultivo consiste en alimentar nutrientes y
retirar productos continuamente de un biorreactor. Asi, bajo ciertas condiciones,
el cultivo puede alcanzar un estado estacionario, donde los productos son
producidos continuamente en cantidades y calidad constante. Este se caracteriza
por concentraciones invariables de sustrato y producto, asi como valores de
dilucion y tiempos de residencia constantes en el sistema de cultivo (Koller y col
2012; Atlic y col 2011).

Dependiendo del tipo de metabolismo utilizado por las microalgas para su
crecimiento, la fuente de carbono puede ser organica (glucosa, acetato, glicerol,
fructosa, entre otras), o inorganica (CO;). Con base a lo anterior, las
condiciones de cultivo se definen como heterotroficas, autotroficas y mixotroficas

(Arias-Pefiaranda y col, 2013) (Fig4). En las condiciones de cultivo
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Condiciones Condiciones

Heterotréficas Autotréficas
C organico o,
(Fuente de carbono) (Fuente de carbono) *
L we Biomasa L > Biomasa
microalgal microalgal
Condiciones
Mixotréficas

€O, y C organico

(Fuente de carbono) *
> Biomasa
L microalgal

Fig 4. Diferentes condiciones para el cultivo de microalgas. Adaptado de Koller y

col (2012).
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heterotréfico, las microalgas, en ausencia de luz, utilizan solo compuestos
organicos como fuente de carbono y energia (Chojnacka y Marquez, 2004); el
cultivo autotrofico, utilizan la luz como fuente de energia y el CO, como fuente de
carbono para obtener energia quimica a través de la fotosintesis (Huang y col,
2010). Mientras que en el cultivo mixotrofico, las microalgas utilizan tanto
carbono organico como inorganico y captan la energia de la luz y del carbono
organico (Cheny col, 2011).

Las condiciones autotroficas han sido las mas utilizadas para el cultivo
de microalgas con fines de obtencion de biodiesel, y existe una gran variacion en
el contenido de lipidos obtenidos bajo estas condiciones, que van desde el 11%
al 63% (Arias-Penaranda y col, 2013). Se ha reportado que la combinacion de
condiciones de cultivo heterotréficas y autotroficas parece ser una estrategia de
eficiencia alta ya que produce concentraciones altas de biomasa utilizando una
fuente de carbono barata (Koller y col, 2012).

5 Cosecha de microalgas

Aunque se sabe que la produccion de microalgas es un proceso con
grandes beneficios, uno de los problemas que presenta son los costos de
produccion elevados y los retos en el cultivo a gran escala (Molina y col, 2003).
La clave del reto, esta en la cosecha eficiente de células de microalgas a escala
industrial. Se estima que al menos 20-30% del costo total de la produccion de la
biomasa puede atribuirsele a los procesos de recuperacion de la biomasa (Gudin
y Thepenier, 1989; Kim y col, 2015a); consequentemente, las estrategias de
cosecha estan basadas en métodos que utilizen poca energia, ésto con el fin de

resolver el problema y lograr la produccion de microalgas de forma
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economicamente viable (Sirin y col, 2012). Existen diversos métodos para la
cosecha de microalgas, tales como la centrifugacion, formacion de biopeliculas,
filtracion, sedimentacion por gravedad, método electrolitico y la floculacion
(Christenson y Sims, 2012). Evaluaciones a los diferentes métodos de cosecha
han mostrado que la floculacion combinada con la sedimentacion, y la
subsecuente eliminacidn de agua por centrifugacion o filtracidn, es la alternativa
hasta hoy mas eficiente en cuanto a costo y energia (Schenk y col, 2008).
Durante la floculacion, las células de microalgas dispersas se agregan y
forman grandes particulas, ésto debido a la interaccion del floculante con la
carga superficial de las células, y la subsecuente coalescencia de estos
agregados en grandes floculos que se depositan fuera de la suspension
(Knuckey y col, 2006). Los mecanimos de floculacién dependen principalmente
de las interacciones entre las cargas de la superficie celular y del floculante (Sirin
y col, 2012). Hasta hoy, un gran numero de floculantes han sido empleados, tales
como polimeros organicos, biofloculantes, floculacién inducida con pH (hidréxido
de magnesio, hidroxido de sodio 6 fosfato de calcio), y floculantes de naturaleza
inorganica como sales metalicas (sulfato de aluminio, cloruro férrico, cloruro de
alumino, sulfato férrico, entre otros) (Liu y col, 2014); siendo estos ultimos
generalmente empleados en los procesos de floculacion ya que permiten
alcanzar altos porcentajes de eficiencia, sin embargo, se ha demostrado que
éstos liberan particulas residuales en la biomasa, limitando su potencial empleo
en la industria alimentaria. Para evitar lo anterior, una alternativa importante
seria el empleo de floculantes de naturaleza organica como el quitosano (Salim

y col, 2011).
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En las ultimas décadas, el quitosano ha surgido como un agente
biofloculante favorable, el cual es usado como un polisacarido catidénico en la
cosecha de microalgas; éste puede ser aislado a partir de hongos, 6 puede
obtenerse por desacetilacion de la quitina, principal componente en el
exoesqueletos de los crustaceos (Ahmad y col, 2011). La quitina es uno de los
polimeros naturales mas abundantes del mundo, solo después la celulosa.
Comparado con los floculantes inorganicos disponibles, el quitosano ha tomado
gran relevancia en la actualidad, ya que ademas de tratarse de un compuesto
organico, presenta varias ventajas, entre ellas: la floculacion de particulas mas
grandes, incrementos en la velocidad de sedimentacion, obtencion de soluciones
residuales mas claras, alta eficiencia de floculacién, ademas de no afectar la
composicidn ni toxicidad de los productos, lo cual hace posible su utilizacion para
diversos fines (Knuckey y col, 2006). La biomasa de microalgas, obtenida
mediante este método de cosecha, puede ser utilizada en la produccion de
biocombustibles, productos quimicos, 6 alimentos; inclusive, el agua de desecho
generada puede ser reutilizada para propio cultivo de microalgas (Ahmad y col,
2011).

6 Usos de la biomasa microalgal

Las naciones que tienen una larga historia en el manejo y empleo de los
cultivos de microalgas, principalmente en aplicaciones para alimentos,
fertilizantes, alginatos, y productos farmacéuticos incluyen a China, Japdn,
Filipinas, Corea, Indonesia, Chile, y Europa en los paises costeros como Francia,
Reino Unido, Noruega y Portugal (Egardt y col, 2012).

En la actualidad el empleo de la biomasa microalgal cada vez se vuelve
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mas importante como fuente de alimento, especialmente por ser rica en
proteinas y minerales, por lo cual puede ser usada en la acuicultura para
alimentacion animal. Sin embargo, aun falta estudiar la biomasa microalgal para
conocer sus beneficios (Egardt y col, 2012). Ademas, ha recibido atencion por
ser fuente de compuestos bioactivos, tales como pigmentos, antioxidantes,
polisacaridos, triglicéridos, acidos grasos, vitaminas y biopéptidos (Maadane y
col, 2015).

Una visidn general de las aplicaciones de la biomasa microalgal que dan
frecuentemente a la biomasa de microalgas se muestra en la Fig 5. Dicha
biomasa, presenta un amplio espectro de actividades biolégicas de importancia,
incluyendo propiedades antibacterianas, antifungicas, antivirales y antioxidantes
(Frikha y col, 2011). Los compuestos responsables de este tipo de actividades,
son ampliamente empleados como productos en diferentes sectores industriales,
tales como farmacéuticos, cosméticos y alimentos funcionales, entre otros
(Cuadro 3) (Jaramillo-Obando, 2011; Maadane y col, 2015).

La biomasa microalgal se ha empleado en la agricultura como
biofertilizante y como enriquecedor de suelos, las especies de microalgas de
cuya biomasa se obtiene esta aplicacion son las cianobacterias, y su importancia
radica en la capacidad para fijar el nitrogeno atmosférico, ademas de producir
otros efectos positivos en las plantas y el suelo. Esta caracteristica se debe a
que después del agua, el nitrégeno es el segundo factor limitante para el
crecimiento de las plantas, y la deficiencia de este elemento es aportada por los
fertilizantes (Priyadarshani y Rath, 2012).

Microalgas tales como Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus y
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Fig 5. Aplicaciones generales para el uso de la biomasa de microalgas. Tomado

de Gouveia (2014).
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Cuadro 3. Aplicaciones en la salud de compuestos bioactivos presentes en la

biomasa de las microalgas

Grupo de Compuestos Actividad Aplicaciones
compuestos bioactivos en la salud
Acidos grasos Acido Nutracéutico Suplementos

poliinsaturados
(PUFA)

Esteroles

Pigmentos

Proteinas
Enzimas
Vitaminas

Otros
compuestos

eicosapentanoico
(EPA)

y-Acido

linolenico

(GLA)

Acido araquidénico
(ARA)

Acido
docosahexanoico
(DHA)

Brassicasterol
Campesterol
Estigmasterol
Sitoesterol

3-Caroteno
Astaxantina
Cantaxantina
Ficocianina
Ficoeritrina

Biopéptidos
Superoéxido
dismutasa (SOD)
A, B12, C, E Yy K

Karantungiol A
Ciguatoxina

Antimicrobiolégico
Antiinflamatorio
Integridad de tejidos

Hipocolesterolémica

Antioxidante
Antiinflamatorio
Suplementos
alimenticios

Antioxidante
Antiinflamatorio
Antioxidante

Antifungica
Antiprotozoaria

alimenticios
Terapéuticas

Aditivos en
alimentos

Farmacéuticas

Farmacéuticas
Tratamiento dolor

muscular

Suplementos
alimenticios
Terapéuticas
Sistema inmune

Farmacéuticas

Adaptado de Jesus-Raposo y col (2013)
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Schizochytrium son clasificadas dentro de las fuentes de alimentos considerados
GRAS (Generally Regarded as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration)
(Chacon-Lee y Gonzalez 2010). La aceptacion de la utilizacion de la biomasa de
microalgas, o biomoléculas que se extraen de ella ha dado lugar al desarrollo de
varios productos alimenticios innovadores enriquecidos con microalgas o sus
subproductos (Priyadarshani y Rath 2012).

Hasta el momento, pocos productos aparecen en los estantes del sector
salud y productos naturales, por lo tanto, todavia hay una gran oportunidad
sin explotar en este ambito de los alimentos (Chacon-Lee y Gonzalez-Marifio,
2010).

Gouveia y col (2006), reportaron que la incorporacién de biomasa
microalgal en emulsiones alimenticias no desestabiliza las propiedades
estructurales, sino que puede originar efectos sinergisticos, incrementando la
firmeza y reduciendo el contenido de aceite de la emulsion sin repercutir en sus
propiedades estructurales y sensoriales. En un estudio en galletas realizado por
Gouveia y col (2007), evaluaron la incorporacion de la biomasa microalgal de
Chlorella vulgaris y su efecto en la coloracion y otras caracteristicas funcionales,
tales como la actividad antioxidante y el contenido de compuestos nutricionales
(fibra, acidos grasos y oligoelementos); ellos reportaron que la adicion de la
biomasa microalgal como ingrediente natural, proporcioné a las galletas un
aspecto atractivo e innovador y mejores caracteristicas de textura.

Fradique y col (2010) y Rodriguez y col (2014) incorporaron biomasa
microalgal (Chlorella vulgaris, Spirulina maxima, Spirulina plantensis, Spirulina

spirel) a la harina de sémola para la elaboracion de pastas; encontrando que las
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caracteristicas de textura, la biomasa microalgal, como la firmeza, son afectadas
positivamente por la inclusién de la biomasa microalgal, cuando se compararon
con las pastas control. Ademas, presentaron colores atractivos (anaranjado y
verde) debido a los pigmentos principales que existen en las algas (clorofilas,
ficocianina y cantaxantina). Dicha pasta enriquecida con biomasa microalgal
presentd también una capacidad antioxidante alta.

Uno de las principales usos de biomasa de microalgas es la produccion de
biodiesel, ya que es una alternativa con mayor viabilidad, ademas, de ser una
fuente mas amigable con el medio ambiente en comparacion con otras fuentes
que se han estudiado para la produccion de biocombustibles. Sin embargo, en la
actualidad este proceso parece ser poco rentable con mas de 50 empresas de
biocombustibles a partir de microalgas y ninguna aun produciendo a escala
comercial y a precios competitivos (Pienkos y Darzins, 2009; Milledge, 2010).
Para contribuir a la rentabilidad del proceso una alternativa, es la utilizacidon de la
biomasa residual que se obtiene en el proceso de extraccion de aceite de la
biomasa de microalgas. La biomasa residual contiene una gran cantidad de
proteinas, carbohidratos y otros nutrientes, por lo que actualmente los retos
cientificos y tecnologicos estan relacionados en dar respuestas creativas y
rentables para lograr producir simultdaneamente una serie de subproductos con
valor agregado alto y de interés industrial, alimenticio y nutracéutico (proteinas,
péptidos bioactivos, metabolitos secundarios, entre otros) (Milledge, 2010).

7 BIOMASA RESIDUAL (BR)
Es la biomasa que se obtiene como material de desecho después del

proceso de extraccion de aceite, de la biomasa completa, para la obtencién de
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biodiesel; algunos autores la han nombrado “pasta residual’ (residual cake),
‘producto de desecho” (waste product), “biomasa despues de extraccion de
aceite” (after lipid extract biomass), 6 “biomasa desengrasada” (defatted biomass)
(Fig. 6) (Lee y col, 2013b; Toro y col, 2013; Zhao y col, 2014).

Algunos investigadores han encontrado que dicha biomasa residual (BR) puede
ser empleada para la produccion de otros biocombustibles por su gran
cantidad de polisacaridos (Lee y col, 2013a; Kim y col, 2015b; Tibbetts y col,
2015a). Sin embargo, debido a su alto contenido de proteinas, diferentes
micronutrientes y microelementos, asi como vitaminas, en los ultimos afios ha
despertado su interés como alimento 6 ingrediente potencial en alimentos, ya que
podria resultar en productos con valor de mercado alto (Egardt y col, 2012).

En los ultimos anos ha aumentado el interés por la utilizacion de esta
biomasa residual (que hoy es subproducto industrial), debido a que el reto actual
en materia de energia es lograr producir biocombustibles a costos competitivos, y
la mejor alternativa que se ha encontrado para la produccién de biocombustibles
a partir de microalgas es la utilizacion integral de todos los recursos presentes en
la biomasa microalgal (Ramos-Suarez y Carreras, 2014).

a Composicion quimica de la BR

La composicion quimica de la BR, al igual que la biomasa completa, varia
de una especie a otra, asi como por las condiciones de cultivo y método de
cosecha utilizado; ademas, en el caso de la BR, su composicién depende
directamente de la composicién proximal de la biomasa completa, asi como del
método de extraccion de aceite utilizado para la remocion de los lipidos de

ésta (Lee y col, 2013b).
44



* (G
A/

R e

Biomasa Extraccion de
Microalgas Lo Cosecha de microalgal aceite

cultivo microalgas l |

|  Bioaceite !

| Biohidrégeno | '
| Bioetanol |

\  Biogas Biomasa
N R e g Aceite residual

Y

Biodiesel

Fig 6. Proceso de transformacion energética a partir de microalgas.

Adaptado de Santos-Ballardo y col (2015a).
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Actualmente existen pocos trabajos donde se reporta la composicion
quimica de la biomasa microalgal después de la extraccion del aceite (BR)
(Cuadro 4).

Ehiaze y col (2009) evaluaron la BR de Chlorella sp., este trabajo consistio
en evaluar diferentes solventes para extraccion de aceite, con el fin de observar
los cambios del solvente en la composicion quimica de la BR, reportando un
contenido de proteinas de 60-64%, lipidos de 0.2-1.96% y carbohidratos de 35-
39%. Otro trabajo es el desarrollado por Park y Li (2012) en el que evaluaron la
composicidon quimica de la BR de Nannochloropsis salina, reportando un
contenido de proteinas de 47.9%, lipidos 14.16% y carbohidratos 4.1%. Leey
col (2013b) evaluaraon la BR de Dunaliella tertiolecta repontando un contenido de
proteinas de 52.0%. Toro y col (2013) analizaron la composicion quimica de la
BR de Botrycoccus braunii, dicha BR presento un contenido de proteinas
alrededor de 48.0%, lipidos 4.0%, cenizas 21.1%, carbohidratos 22.6% y el
contenido de fibra en un 4.4%.

Tibbetts y col (2014) caracterizaron la BR de diferentes microalgas
(Chlorella vulgaris, Microcactinium reisseri, Nannochloropsis acillaris, Tetracystis
sp.) respecto a su composicion quimica, reportando contenidos de proteina de
17.3-22.2%, lipidos 6.7-31.8%, cenizas 2.6-2,8%, carbohidratos 33.6-43.9% vy
fibra 11.4-41.3%. Ademas, Ramos-Suarez y Carreras (2014) evaluaron la BR de
Scenedesmus para la produccion de biogas, encontrando un contenido de
proteinas de 35.6%, lipidos 29.3%, cenizas 6.5% y carbohidratos 28.5%.

Kim y col (2015b) evaluaron la composicion quimica de la BR de

la microalga Dunaliella tertiolecta encontrando un contenido de proteina de
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Cuadro 4.

especies de microalgas

Composicion bioquimica de la biomasa residual

de diferentes

Porcentaje (%)

Especie Proteinas Lipidos Cenizas Carbohidratos Fibra Referencia
Chilorella sp. 60-64.0 0.2-1.96 NR 35-39.0 NR Ehiaze y col 2009
N. salina 47.9 14.16 NR 41 NR Park y Li 2012
D. tertiolecta NR NR NR 52.0 NR Lee y col 2013b
B. braunii 48.0 4.0 21.1 22.6 4.4 Toro y col 2013
C. vulgaris 17.3 31.8 2.7 33.6 13.5  Tibbetts y col 2014
M. reisseri 18.2 27.7 2.6 35.7 11.4  Tibbettsycol 2014

Tibbetts y col 2014

N. bacillaris 22.2 6.7 2.8 43.9 41.3
Tibbetts y col 2014

Tetracystis sp. 21.9 9.4 2.7 43.2 40.2
D. tertiolecta 35.0 0.0 13.1 51.9 NR Kim y col 2015b
Scenedesmus 35.6 6.5 28.5 29.3 NR Ramos-Suarez y
Carreras 2014
N. granulata 445 25.6 8.6 16.5 NR  Tibbetts y col 2015a

NR-No Reportado
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35.0%.

Los lipidos no fueron detectados, ya que la biomasa fue previamente
desengrasada y esto quiere decir que el método utilizado para la extraccion fue
efectivo. Respecto al contenido de cenizas se encontraron en un 13.1% vy el
contenido de carbohidratos de 51.9%.

Tibbetts y col (2015a) evaluaron la composicién quimica y perfil de
aminoacidos presentes en la BR de la microalga Nannochloropsis granulata al
variar las condiciones del método de extraccidén, reportando un contenido de
proteinas de 45 %, lipidos 25%, carbohidratos 16% y cenizas 8%. En cuanto al
perfil de aminoacidos de dicha BR, los autores encontraron que no habia
diferencias significativas entre el perfil de aminoacidos de la biomasa completa y
la BR, a excepcion de lisina, donde se observd una reduccién en la BR.

En general el contenido de proteinas en la BR residual de microalgas se
encuentra entre 17.3-64.0%, lipidos entre 0.0-31.8%; presentan un rango amplid
en cuanto al contenido de lipidos, lo cual podria deberse al método de extraccion
y al tipo de solvente utilizado. El contenido de cenizas varia entre el 2.6-21.1%,
carbohidratos 4.1-43.9% vy fibra 4.4-41.3%. Ademas, en la BR de microalgas se
han encontrado minerales como calcio (Ca), magnesio (Mg), fésforo (P), potasio
(K) y sodio (Na); elementos traza que incluyen cobre (Cu), hierro (Fe),
manganeso (Mn), selenio (Se) y zinc (Zn) (Ramos-Suarez y Carreras, 2014; Kim
y col, 2015b). Se ha reportado en la BR la presencia de aminoacidos tanto
esenciales como no esenciales (Cuadro 5) (Tibbetts y col, 2014).

En otras investigaciones donde se ha evaluado la BR de microalgas, se

han encontrado la presencia de acidos grasos en gran proporcién destacando,
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Cuadro 5. Perfil de aminoacidos presentes en la biomasa residual de microalgas

Biomasa residual de microalgas

Requerimientos

para nifos >3

Aminoacidos afos,
Chiorella | Micractinium | Nannochloropsis | Tetracystis | Nannochloropsis
vulgaris reisseri bacillarris sp. granulata adolescentes
y adultos
Esenciales (mg/g muestra, bs)
Arginina 12.3 11.2 13.6 15.7 26.1 5.8
Histidina 3.9 3.4 4.1, 3.8 7.8 1.60
Isoleucina 8.1 8.2 12.4 11.7 17.6 4.0
Leucina 17.3 17.6 221 21.7 324 7.0
Lisina 11.9 14.3 14.6 15.1 21.9 5.5
Metionina 4.5 0.5 0.6 4.7 8.8 3.5
Fenilalanina 10.5 10.5 15.5 16.0 19.3 6.0
Treonina 8.2 8.1 11.8 12.0 17.9 25
Triptofano 3.0 3.2 2.5 8.1 0.3 1.0
Valina 11.7 12.0 15.7 15.1 22.2 5.0
> Esenciales 91.4 89.0 113.1 123.9 174.3
No esenciales
Acido Aspartico 17.4 15.8 25.1 21.3 374 ---
Alanina 14.5 15.3 17.7 17.9 24.5
Cisteina 3.3 25 3.4 4.6 2.9
Acido Glutamico | 20.2 18.5 25.9 24.9 42.6
Glicina 11.2 11.2 13.9 141 19.6
Hidroxiprolina 0.9 1.1 04 0.4 0.1 -
Ornitina ND ND 0.2 0.2 1.4 -
Prolina 10.0 10.3 11.9 12.2 28.9 -
Serina 9.7 9.2 115 11.7 16.0 -
Taurina 1.0 1.1 0.9 2.1 0.3 -
Tirosina 7.9 7.3 8.7 9.3 14.4 -
> No esenciales | 97.1 93.0 120.0 119.1 189.6
> Totales 188.5 182.1 233.1 243.0 363.9

ND- No Detectado. Tomado de Tibbetts y col (2014); Tibbetts y col (2015a).
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los acidos Oleico, Linoleico y Palmitico, a los cuales se les han atribuido que
aportan beneficios a la salud como propiedades anti-inflamatorias, agregando ser
fuente importante de pigmentos como clorofila y carotenoides (Tibbetts y col,
2014).

b Usos

Las investigaciones hasta el momento sobre el uso de la BR se han
centrado en su utilizacién basandose en la produccién de biocombustibles como
el biogas, biometano, bioetanol, entre otros (Lee y col, 2013a; Ramos-Suarez y
Carreras, 2014; Zhaoy col, 2014; Santos-Ballardo y col, 2015a). Sin embargo,
otras investigaciones han mostrado que dicha biomasa ofrece la posibilidad de
potenciar el contenido nutricional de algunos alimentos y, de esta manera, influir
positivamente en la salud humana y animal, ya que esta presenta un alto
contenido proteinico, es fuente de aminoacidos esenciales, acidos grasos,
vitaminas, minerales, carotenoides, azucares y almidones de digestibilidad alta.
Ademas del contenido bajo de grasa, estas son algunas de las razones por las
cuales la BR ha sido considerada como un suplemento alimenticio de alto
potencial empleo (Spolaore y col, 2006).

En la BR de Dunaliella tertiolecta, se han encontrado compuestos que
presentan actividad antioxidante, tales como compuestos fendlicos (Cuadro 6),
los cuales han sido altamente reconocidos por sus actividades bioldgicas
relacionadas con propiedades terapéuticas (anticancerigenas, antibacterial,
antiinflamatoria, antidiabetes) ademas de pigmentos como carotenoides, que son
ampliamente usados como colorantes naturales en alimentos y cosméticos

(Borowitzka, 2013; Tibbetts y col, 2015b). Agregando que la BR microalgal
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Cuadro 6. Compuestos identificados a través de Cromatografia de Gases

acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS) en biomasa residual de D.

tertiolecta
Tiempo de Tipo de Area Estructura
retencion compuesto (%) quimica
4.422 Pirrol 2.8 H
N
\ /
4.809 Fenol 9.16

6.936 4-metil-fenol 8.32

8.142 Bencil nitrilo 3.67

OH
OH
<c?3
5
8.607 4-etil-fenol 0.12 o~ )\
.
H3C’N\<§
CH

9.839 Benceno propano nitrilo 5.73 i
20.64 Quelato 15.68 H
Y
20.708 5,5-dimetil-2,4-imidazolidinadiona 5.71 3
HN/%iH3
o
22.949 3-metil indol 5.98 CE“Q
/
CHjy
26.393 Hexahidro-pirrol [1,2-a] pirazina- 2.31 Q o
1,4-diona Cri? ?
- NH
(0]
28.709 Hexametil-ciclotrisiloxano 15.84 H3C.g;-CHs
HaCud. S?i,CHg,

Tomado de Kim y col (2015b).
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presenta un contenido de carbohidratos alto, por lo que ésta biomasa podria ser
empleada en el desarrollo de productos de uso cotidiano, otorgandole un valor de
mercado similar a las harinas de trigo y otros cereales; obteniendo asi un
producto con valor nutricional mayor, ya que no presenta deficiencia en
aminoacidos como Lisina, Metionina y Triptofano (Tibbetts y col, 2014).
Adicionalmente, Toro y col (2013) utilizaron la BR de la microalga B. braunii n la
formulacion de plasticos biodegradables, reportando que esta biomasa fue capaz
de sustituir entre el 20 y 30% de la matrix polimérica, ademas resultar
econdmico, redujo costos de produccion, e incremento la competividad de los
bioplasticos.

Debido a las caracteristicas que presenta la BR podria ser empleada,
como ingrediente en la elaboracion de alimentos del tipo funcional. Siendo esta,
un area que no se ha explorado en su totalidad y que presenta grandes
beneficios tanto en la produccion de alimentos con alto valor en el mercado que
proporcionen interesantes ventajas tecnoldgicas, nutricionales y de salud, que
ademas ofrezcan propiedades sensoriales relacionadas con las caracteristicas
del producto (color, estructura, presencia de otros ingredientes) (Borowitzka,
2013; Cofrades, 2013).

B ALIMENTOS FUNCIONALES
1 Generalidades

La primera vez que fue utilizado el término nutracéutico fue en Japon en el
afno 1980, surgue como una necesidad por disminuir los costos elevados de los
servicios de salud, el aumento constante de la esperanza de vida y el deseo de

las personas de edad avanzada por mejorar calidad de vida (Bigliardi y Galati,
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2013; Corbo y col, 2014). El término se refiere a los alimentos que presentan
ingredientes que ayudan a ciertas funciones especificas del organismo ademas
de ser nutritivos (Siré y col, 2008); describiendo que todos los alimentos son
funcionales hasta cierto punto, ya que todos aportan sabor, aroma y valor
nutritivo (Hasler, 2002; Doyon y Labrecque, 2008). Sin embargo, los alimentos no
s6lo son evaluados en términos de macronutrimentos y micronutrimentos, sino
que se analiza ademas su contenido de componentes activos y su papel en la
prevencion y tratamiento de enfermedades (Silencio, 2006). Son estos esfuerzos
de investigacion que han llevado al interés mundial en la creciente categoria de
alimentos ahora reconocidos como "alimentos funcionales o nutracéuticos"
(Hasler, 2002); los cuales se definen como aquellos alimentos que presentan
sustancias quimicas o bioldgicas activas que pueden encontrarse como
componentes naturales de los alimentos o adicionarse a los mismos. Es decir,
son aquellos alimentos que proveen beneficio para la salud mas alla de la
nutricion basica y no presentan efectos secundarios como los farmacos (Biruete y
col, 2009). Para lograr una dieta sana, que cubra adecuadamente nuestras
necesidades, debemos aprender a combinar bien los alimentos, por este motivo,
el conocimiento del valor nutrimental de los alimentos es importante para que
estos tengan una mejor aceptacion entre los consumidores (Juarez-Montiel y col,
2011). Actualmente esta siendo ampliamente aceptado el hecho de que las dietas
ricas en frutas y vegetales tienen un impacto positivo en la salud y el bienestar
(Gironés-Vilaplana y col, 2014).

Los compuestos que le proporcionan la propiedad funcional a un alimento

son denominados compuestos nutracéuticos o fitoquimicos, estos son
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compuestos bioactivos se encuentran presentes en las plantas, poseen un efecto
potencial como antioxidante, antiestrogenos, antiinflamatorio, inmunomodulatorio,
y anticarcinogénico (Cencic y Chingwaru, 2010). La funcion que juegan los
componentes activos de los alimentos funcionales ha cambiado el papel de la
dieta en la salud (Silencio 2006; Cenci y Walter 2010). La finalidad en la
utilizacion de estos compuestos es propiciar un futuro mas saludable para la
humanidad, debido a que estos proveen beneficios fisioldgicos en el control o la
prevencion de enfermedades crénicas degenerativas destacando osteoporosis,
anemia, estrefimiento, disfunciones cardiovasculares, cancer (Cencic vy
Chingwaru, 2010).

El futuro de la industria tanto quimica como alimenticia se basa en los
compuestos nutracéuticos, los cuales son utilizados en la formulacion de
alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Pérez-Leonard, 2006). El
mercado de los nutracéuticos hasta este momento no se encuentra globalizado,
y una de las razones es porque los consumidores no tienen definido si los
nutracéuticos son alimentos o medicamento, por lo que llegan a ser sospechosas
las propiedades saludables que estos aportan (KPMG International, 2015;
Bigliardi y Galati, 2013). Ademas, cada pais regula de diferente forma este tipo
de productos; por ejemplo, la Union Europea para que apruebe que un alimento
es nutracéutico primeramente tiene que ser certificado por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria para garantizar que cumple con lo que se le atribuye al
producto (Doyon y Labrecque, 2008), Canada tiene un proceso similar al de la
Unién Europea; por lo que este tipo de proceso limita el desarrollo de alimentos

nutracéuticos (KPMG International, 2015). En los Estados Unidos y Japon, por el
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contrario, los productos nutracéuticos no tiene que pasar pruebas estrictas,
siempre y cuando no tengan como fin afirmar que previene una enfermedad en
particular. Japon fue el pais en reconocer oficialmente a un alimento como
funcional, y es el segundo pais en el mercado de nutracéuticos en el mundo (Fig
7) (Bigliardi y Galati, 2013; Euromonitor, 2013). Estados Unidos, tiene la mayor
oferta de productos nutracéuticos, debido a que su principal mercado va en
relacion a productos que puedan tener una funcidén positiva en el cuerpo, por
ejemplo, el jugo de mora azul puede ayudar a mejorar la memoria (Cuadro 7)
(Whyte y Williams, 2015).

En 2014, 59% de la poblacion Norteamericana compro alimentos
premium, ademas, durante los ultimos 10 afios el consumo de alimentos frescos
ha aumentado en un 20%, estos cambios en los habitos alimenticios se han
visto afectados por el estilo de vida, demografia, y a la creacién de nuevas
normas para la comercializacion y envasado de alimentos (Sloan, 2015). Aunque
se estima que en los proximos anos las ventas anuales de productos
nutracéuticos mostraran aumentos, es necesario que esta industria busque
atraer al consumidor, esto puede lograrse mediante el conocimiento de las
ventajas que ofrecen estos productos en relacion a los que se encuentran
actualmente en el mercado, asi como también, situandolos al alcance del
consumidor.

Tanto la iniciativa privada como la publica han visto una nueva
oportunidad de negocio en el desarrollo de este tipo de productos; y asi
compaiias que ya se encontraban en el mercado se han adaptado a las nuevas

necesidades del consumidor, incorporando a su linea de productos los alimentos
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Fig 7. Principales paises en el mercado mundial de los alimentos funcionales.

Adaptado de Euromonitor (2013).
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Cuadro 7. Alimentos funcionales actualmente en el mercado de Estados Unidos’

avena

colesterol total y
el LDL

Alimento Componente Beneficio a la Tipo de
funcional bioactivo salud evidencia
Margarinas Esteres de estanol | Reduce el Pruebas clinicas

fortificadas y esterol vegetales | colesterol total y
el LDL

Soya Proteina Reduce el Pruebas clinicas
colesterol total y
el LDL

Producto de B-Glucanos Reduce el Pruebas clinicas

de ciertos tipos de
cancer

Jugo de Proantocianidinas | Reduce las Pequefio numero
arandano infecciones del de pruebas

tracto urinario clinicas
Aceite de (n-3) Acidos Reduce los Pruebas clinicas y
pescado grasos triglicéridos, estudios

epidemilégicos
Ajo Compuestos Reduce el Pruebas clinicas
Organosulfurados | colesterol total y

el LDL

Té verde Catequinas Reduce el riesgo | Estudios

epidemioldgicos

Espinacas, col
verde

Luteina/Zeaxantina

Reducir el riesgo
de la
degeneracion
relacionada con la
edad

Estudios
epidemioldgicos

Tomates y
productos
procesados de
tomate

Licopeno

Reduce el riesgo
de cancer de
prostata

Estudios
epidemioldgicos

Vegetales Glucosinolatos Reduce el riesgo | Estudios
de ciertos tipos de | epidemiologicos
cancer
Productos Probioticos Ayudan en la Estudios In vivo e
lacteos salud In vitro, datos
fermentados gastrointestinal clinicos limitados

'Alimentos aprobados por la FDA (ésteres de esterol/estanol, avena, soya)
generalmente son apoyados por un gran cantidad de ensayos clinicos. Tomado

de Hasler (2002).
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nutracéuticos. Esta tendencia de incorporar alimentos nutracéuticos en la
industria, ha ido en incremento a través de los afios como se puede observar en
la siguiente Fig 8 (Bourned Partners, 2013).

Estudios demuestran que los consumidores mas probables, que muestran
mayor interés en comprar un alimento funcional son las mujeres, esto es debido
al papel que desempefian como la persona responsable de la compra de
alimentos en el hogar. En general, las mujeres han demostrado ser mas
reflexivas acerca de los problemas de alimentacion y salud, en comparacion con
los hombres que tienen mas confianza y muestran una visién bastante acritica y
tradicional de comer (Teratanavat Hooker, 2006; Sir6 y col, 2008). Ademas, en
estudios realizados han encontrado que es un factor clave el desarrollo socio-
demografico en la venta de alimentos funcionales, debido a que se ha
identificado que un consumidor tipico de alimentos funcionales es una mujer que
sea culta, de una clase de ingresos alta y de una edad mayor a 55 afos; ya que
los grupos socioecondmicos mas altos tiene una mayor disposicién o capacidad
para pagar un sobreprecio en este tipo de alimentos, también tiene un mejor
conocimiento y una mayor conciencia al momento de elegir sus alimentos
(Hilliam, 1996).

2 Propiedades nutracéuticas en los alimentos

Los compuestos nutracéuticos se clasifican de acuerdo a las propiedades
de actividad biolégica que presentan, lo cual esta directamente relacionado
principalmente con su estructura quimica en compuestos fendlicos y
compuestos antioxidantes, dentro de estos se encuentran los acidos grasos,

pigmentos, polisacaridos (Hernandez-Brenes y Serna-Saldivar 2003; Biruete y
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col 2009).
a Contenido de fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifendlicos son metabolitos secundarios, con
diferentes actividades, que van desde funciones de reproduccién y crecimiento,
actuan como mecanismo de defensa contra patogenos, parasitos y
depredadores, contribuyen al color de las plantas, asi como también en la salud
humana estan asociado con la reduccion al riesgo de enfermedades crénicas,
presentan actividad antioxidante y proteccidn contra la radiacién ultravioleta
(Walter y Marchesan, 2011).

Los fendlicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con
uno o mas grupos hidroxilos unidos (Machu y col, 2015). Se han reportado
alrededor de 8,000 estructuras de compuestos fendlicos y se encuentran
ampliamente dispersos por todo el renio plantae, y son considerados una de las
clases mas importantes de antioxidantes naturales (Pierpoint, 2000; Machu y col,
2015). El rango de fendlicos se clasifican de acuerdo: simples de bajo peso
molecular y compuestos de un solo anillo aromatico; 6 complejos, taninos y
derivados de polifenoles (Pierpoint, 2000).

Estos pueden ser clasificados basados en el numero de atomos de
carbono y son comunmente encontrados unidos a acidos organicos y azucares.
Dentro de esta gran familia pueden encontrarse dos grupos principales: los
flavonoides y los no flavonoides (Ochoa y Ayala, 2004). Dentro de los flavonoides
se encuentran los flavonoles, flavonas, flavanal-3-ol, antocianidinas, flavononas e
isoflavonas, este grupo son los mas numerosos de los fendlicos y se encuentra

en grandes concentraciones en la piel de frutas. En cuanto al grupo de los no

60



flavoides se encuentran los acidos fendlicos, hidroxicinamatos y estilbenos, de
este grupo los que tiene mayor importancia en la dieta son los acidos fendlicos
destacando el acido galico (Croizer y col, 2006). Polifenoles han sido
mayormente encontrados en frutas y bebidas, tales como té, vinos, y café,
también en vegetales, leguminosas y cereales (Machu y col, 2015).

En investigaciones donde han evaluado el contenido de sustancias
fendlicas en microalgas se ha encontrado que son bajos en comparacion a las
plantas terrestres; sin embargo, es necesario evaluar el perfil de estos
compuestos para conocer el tipo de compuestos fendlicos que estan presentes y
saber si son diferentes a los que presentan las plantas terrestres (Lopez y col,
2011; Goiris y col, 2012; Ismaiel y col, 2014; Saranya y col, 2014). Ademas, se
sabe que el contenido de fendlicos puede incrementar mediante la manipulacion
de las condicones medioambientales (Spolaore y col, 2006).

Se ha reportado que los compuestos fendlicos en microalgas forman parte
de los componentes estructurales en las paredes celulares (Balboa y col, 2013).
Se ha encontrado que estos compuestos presentan otras funciones bioldgicas,
tales como proteccién contra la radiacion ultravioleta, funciones reproductivas en
la reproduccidén de las microalgas, mecanismo de proteccion frente a factores
bidticos, asi como también, propiedades terapéuticas, ya que presentan
diferentes actividades como antioxidantes, antibacteiral, antialérgicos,
antiinflamatorias, antienvejecimiento, también se ha encontrado que pueden
ayudar a la mejora de enfermedades como el cancer, diabetes, y VIH (ver
Cuadro 8) (Machu y col, 2015).

b Capacidad Antioxidante
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La finalidad o mecanismo de los compuestos antioxidantes reside en su
capacidad para captar los radicales libres que se pueden generar en las
células del cuerpo humano y que son resultado de la combinacion de muchos
factores ambientales, incluida la contaminacion atmosférica. Dichos radicales
libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén (e”) desapareado en
capacidad de aparearse, por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren
nuestro organismo intentando robar un electron de las moléculas estables, con el
fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha
conseguido robar el electron que necesita para aparear su electron libre, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre, por
quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccidon en
cadena que destruye nuestras células (Loaiza-Nayar, 2010).

Las reacciones quimicas de los radicales libres se dan constantemente en
las células de nuestro cuerpo y son necesarias para ciertos procesos fisiologicos,
como el sistema de senales intracelulares, la inmunidad y la defensa contra
microorganismos. Sin embargo, cuando existe un exceso de radicales libres
puede inducir la apoptosis o dafio celular, ya que los radicales libres pueden
atacar lipidos lipidos (tanto acidos grasos poliinsaturados de membrana como
colesterol), proteinas y ADN (acido desoxirribonucleico), ciertos tipos de hidratos
de carbono, dando lugar a reacciones en cadena, en las que se generan nuevos
radicales libres y toda una serie de nuevos compuestos, como carbonilos,
aldehidos, entre otros (Pérez, 2007; Machuy col, 2015). Los radicales libres
estan intimamente relacionados con la salud, ya que los compuestos generados

en este proceso de oxidacion de biomoléculas se han relacionado con una gran
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Cuadro 8. Compuestos fendlicos extraidos de la biomasa de microalgas

Compuesto Bioactividad

Polifenol Florotaninos Antioxidante
Proteccion a la radiacion
Antiproliferativo
Antibiotico
Antidiabetes
Anticancer
Anti-VIH
Hepatoprotectivo
Antialérgico
Antibacterial
Antiinflamatorio
Previene contra enfermedades
cardiovasculares
Previene contra desordenes
autoinmunes
Previene contra la artitris

Fucol Antioxidante

Ergosterol Antioxidante

Adaptado de Guedes y col, (2014).
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cantidad de enfermedades, fundamentalmente procesos degenerativos, como la
enfermedad cardiovascular, ciertos tipos de cancer (debido a las mutaciones que
producen en el ADN ya que favorecen la proliferacion celular al alterar factores de
transcripcion), patologias asociadas a un deterioro del sistema cognitivo, como el
Alzheimer (Pérez, 2007).

Frente a las sustancias prooxidantes y sus efectos adversos, es necesario
controlar el proceso de generacion de radicales, el cual debe ser controlado con
una adecuada proteccion antioxidante (Prior y col, 2005). Un antioxidante es una
sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres,
liberando electrones en nuestra sangre que son captados por los radicales libres
convirtiétndose en moléculas inestables (Loaiza-Nayar, 2010). Diferentes
investigaciones han demostrado la existencia de una correlacion entre el
consumo de una dieta rica en alimentos de origen vegetal con un menor riesgo
de desarrollar ciertas enfermedades, como cardiovasculares, procesos
inflamatorios, ciertos tipos de cancer, entre otras (Chacon-Lee y Gonzalez-
Marifio, 2010; Guedes y col, 2014). Esto se ha relacionado con los compuestos
bioactivos que presentan este tipo de alimentos, los cuales pueden actuar como
antioxidantes primarios, reaccionando directamente con los radicales libres, y
dando lugar a un nuevo radical menos reactivo que el radical libre original
(Pisoschi y col, 2009).

Diferentes métodos analiticos han sido utilizados para monitorear la
capacidad antioxidante total de extractos de alimentos y plantas, por ejemplo
algunos de los mas utilizados son los métodos espectrofotométricos con

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), ABTS"(2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
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sulfénico) o Fe*, ya que estos métodos se realizan de manera rapida, aunque
mediante ellos solo se puede tener una idea de si el material presenta capacidad
antioxidante; ya si se desea conocer que compuestos son los responsables de
esa capacidad es necesario utilizar metodologias como el HPLC (High
Performance Liquid Chormatography), las cuales nos permiten observar los
compuesto que pudieran proporcionar la capacidad antioxidante al material de
interés (Pisoschi y col, 2009).

Las microalgas son organismos fotosintéticos, que estan expuestos a una
combinacion de luz y altas concentraciones de oxigeno, que inducen la
formacion de radicales libres y otros agentes oxidantes, por lo que la ausencia de
dafno estructural en ellos permite considerar que estos organismos son
capaces de generar los compuestos necesarios para protegerse asi mismos de
la oxidacion, por lo que respecto a eso pueden ser considerados como una
importante fuente de compuestos antioxidantes que sirven de proteccion a
nuestros cuerpos al presentarse las especies reactivas de oxigeno (ERO)
formadas por nuestro metabolismo o inducidas por factores externos (como
estrés, radiacion UV, etc.), en las algas se pueden encontrar sustancias
antioxidantes de diferente naturaleza, como vitaminas E (a-tocoferol) y C (acido
ascorbico), acidos grasos y carotenoides los cuales estan asociados a la fraccion
liposoluble, mientras que la mayor fuente de antioxidantes solubles en agua
encontrados en algas son polifenoles y vitaminas (lkeda y col, 2003; Pulz y
Gross, 2004) (Cuadro 9).

3 Clasificacion de los alimentos funcionales
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Para la clasificacion de los alimentos se han tomado diferentes
caracteristicas. Desde el punto punto de vista del producto Kotilainen y col
(2006), Spence (2006) han propuesto la siguiente clasificacion:

* Alimentos fortificados con nutrimentos adicionales, como algunos
jugos de fruta fortificados con vitaminas como C y E, acido félico,
algunos minerales como el zinc y calcio.

* Alimentos con nutrientes adiciones o0 componentes que
normalmente no se encuentran en un producto en comun; este tipo
de alimentos es conocido como productos enriquecidos, ejemplo
de este tipo de productos son los probidticos o prebidticos.

* Alimentos de los que un componente nocivo ha sido eliminado,
reducido o sustituido por otro con efectos beneficios, a este tipo de
alimentos se les denomina productos alternos, ejemplo de éstos
son las fibras la cuales se han reconocido por su efecto para poder
liberar la grasa en la carne o en helados.

* Alimentos en los que uno de sus componentes ha sido mejorado
de forma natural, a éstos producidos se les denomina productos
mejorados, un ejemplo de este tipo de alimento es el huevo con
aumento de su contenido de omega-3.

De acuerdo a una clasificacion alternativa propuesta por Makinen-Aakula

(2006), basada en el objetivo de los alimentos funcionales, éstos se
pueden clasificar en:

* Alimentos funcionales que afiaden valor a la vida, por ejemplo, un
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Cuadro 9. Compuestos antioxidantes encontrados en microalgas

Compuesto

Bioactividad

Lipidos Esteroles

Acido Eicosapentanoico

Acido Linoleico

Fosfolipicos

Carotenoides B-caroteno

Astaxantina
Cantanxantina
Violaxantina
Zeaxantina
Luteina

Fucoxantina

Antiinflamatorio
Antimicrobiano
Antioxidante
Antibacterial
Contribuye a la formacion de
lipoproteinas, conduccion y
proteccion del sistema nervioso,
control muscular

Antioxidante

Antioxidante
Antioxidante
Antioxidante
Previene dafos optalmologiocos
Antioxidante

Antiobesidad

Adaptado de Guedes y col (2014).
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alimento que mejora las funciones del estdomago y el colon
(prebidticos y probioticos); mejoran la vida de los nifios, apoyando
su capacidad de aprendizaje.

* Alimentos funcionales que estén diseiados para reducir un
problema de riesgo para la salud, tales como el colesterol alto o la
presion arterial alta.

* Alimentos funcionales que faciliten la vida, por ejemplo, productos
libre de lactosa o gluten.

Estudios recientes en el desarrollo de alimentos funcionales muestran que
la atencion de estos se centra en alimentos enriquecidos con diversos
micronutrientes tales como el acido graso omega-3, fitoesteroles y fibra soluble
que promueven la buena salud o prevenir alguna enfermedad (Sloan, 2015). En el
siguiente Cuadro 10 se muestran los principales tipos de alimentos funcionales.
El creciente interés en alimentos que proporcionen un valor agregado y bebidas
con propiedades beneficiosas para la salud ha impulsado el desarrollo de nuevas
bebidas elaboradas a base de diferentes tipos de aguas, jugos y bebidas no
alcohdlicas enriquecidos con frutas, como las fuentes naturales de nutrientes,
colores y compuestos bioactivos (Gironés-Vilaplana y col, 2015). Asi como
también, otra razon de interés de los consumidores, que ha impulsado el
desarrollo de éste tipo de alimentos es la intolerancia o alergia que algunas
personas presentan hacia la ingesta de cierto tipo de alimento.

Entre las alergias o intolerancias mas comunes que padece la poblacion
destacan, la lactosa, huevo, pescado, cacahuates, nueces, crustaceos, trigo,

soya (Sloan, 2015).
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Cuadro 10. Principales tipos de alimentos funcionales disponibles en el mercado

Tipo de alimento funcional y Objetivo Ejemplo
definicion
Probioticos Influir en la salud | Becterias acido
“‘Microorganismos vivos, que tras la | humana a través de | lacticas y
ingestion de ciertos numeris, | alteraciones en la | bifidobacterias

ejercen efectos positivios sobre la
salud.

microbiota intestinal

Prebioticos

Son ingredientes alimenticios
fermentados no digeribles que
permiten camibos especificos, tanto
enla composicion o actividad de la

Para estimular el
crecimiento o actividad
de bacterias en el colon,
prevenciéon de la diarrea
o extreAemiento

Fructo-
oligosacaridos,
isomalto-
oligosacaridos,
polidextrosa,

microflora gastrointestinal, lactulosa y almiddn
beneficiosando la  salud del resistente
huésped
Cereales funcionales Sustratos fermentables | Avena, cebada,
Son cereales que contiene fibra | por el crecimiento de | centeno
dietaria, sales como f-glucanos, | microorganismos
oligosacaridos  (galacto-, fructo- | probidticos, fuentes de
oligosacaridos) y almidén resistente | carbohidratos no

digeribles
Bebidas funcionales Para reducir los niveles | Bebidas
Bebidas no alcohdlicos fortificadas | de colesterol, estimular | reductores de
con vitaminas A, C y E, u ofros | la funcién antioxidante y | colesterol

ingredientes del tipo funcional

evitar la inhibicién del
crecimiento y
deformacién de los
huesos

(combinacion  de
omega-3 y soya),

bebidas para la
salud o6sea (con
calcio), bebidas

para la vista (con
luteina)

Adaptado de Cenci y Chingwaru (2010); Bigliardi y Galati (2013).
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Cc BEBIDAS
1 Generalidades

Se definen como todos aquellos liquidos que ingieren los seres humanos,
incluida el agua. Sin embargo, se excluyen productos liquidos para el reemplazo
de comidas usados en el control de peso y las sopas. Se prescinde de estas
ultimas porque se comportan mas como los alimentos solidos que como liquidos,
en términos de saciedad y compensacion dietética (Rolls y Federoff 1990; Rolls y
Bell 1999).

Una dieta saludable no requiere liquidos para satisfacer las necesidades
de energia y nutrientes. Sin embargo, se han desarrollado diferentes tipos de
bebidas con el fin de proporcionar cierta variedad y preferencias individuales a
los consumidores, por lo tanto, una dieta saludable puede incluir diversos
tipos de bebidas, ademas del agua. Otra razén que explica el desarrollo de estas
recomendaciones de bebidas es la posibilidad de ayudar a los consumidores a
elegir entre una variedad de bebidas saludables, con objeto de sustituir el patron
actual poco saludable de las bebidas que se consumen actualmente (Rivera y
col, 2008).

Los requerimientos de liquidos varian en grado considerable entre los
individuos y las poblaciones, es decir no sera la misma cantidad de liquidos que
ingiera una persona, la cual vive en una localidad donde la temperatura es alta a
una que vive en una localidad con temperaturas bajas; asi como también
dependera del contenido de alimentos consumidos en la dieta habitual y del
gasto energético que realice el individuo (Rivera y col, 2008). Debido a esto no

se ha logrado determinar un valor promedio para los requerimiento de agua; sin
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embargo se ha establecido un volumen total de liquidos para hombres de 3.7
litros y mujeres 2.7 litros, basados en una ingesta total de liquidos por dia. El
balance entre la energia y contenido de nutrientes es de suma importancia para
definir el papel de las bebidas en un dieta sana (IM, 2004; Rivera y col, 2008).

Existen diferentes ideas sobre la clasificacion de los diferentes sistemas
de agrupacion de bebidas, de acuerdo a Popkin y col (2006) las bebidas se
pueden clasificar tomando en cuenta los siguientes criterios: Densidad energética
(kcal/l240 mL), densidad de nutrientes (contenido nutricional/240 mL),
contribucion al consumo total de energia y peso corporal, contribucion a la
ingestion diaria de nutrientes esenciales, y los efectos benéficos y adversos que
presentan a la salud. En base a esto las bebidas fueron, clasificadas en seis
niveles (Cuadro 11); desde las menos recomendadas (nivel 6), integradas por
bebidas que deben consumirse en cantidades limitadas y no de forma recurrente,
hasta las mas recomendadas (nivel 1), que deben representar la principal fuente
de liquidos (el agua).
2 Consumo

México es uno de los paises que mas consume bebidas no alcohdlicas
(refrescos, jugos, tés, y bebidas con cafeina) en el mundo. De acuerdo con la
agencia Euromonitor International (2013), los mexicanos se han convertido en
uno de los mayores consumidores de refresco del mundo, con un promedio de
119 litros por persona al afo, ubicandose en el tercer puesto del ranking
mundial, detras de Argentina y Chile. Sin embargo, los refrescos y las bebidas
azucarados a base de fruta no son las unicas bebidas con alto contenido

caldérico. Nuevas bebidas, con el mismo perfil se encuentra en el mercado
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Cuadro 11. Clasificacion de los diferentes sistemas de bebidas

Niveles Tipos de bebidas

Ejemplos

1 Agua potable

2 Leche baja en grasa (1%) y sin grasa:

bebidas sin azucar adicionada

3 Café y Té sin azucar

4 Bebidas no caldricas con edulcorantes
artificiales

5 Bebidas con alto valor cal6rico vy

beneficios a la salud limitados

6 Bebidas con azucar y contenido bajo de

nutrimentos

Agua purificada

Yogures liquidos, leche

de soya fortificada

Tés negro, verde, café y

productos con cafeina

Café, té y refrescos de

dieta

Jugos de fruta, leche
entera, bebidas para
deportistas, bebidas
alcohdlicas, alcohol
combinado con bebidas

energeéticas y/o refrescos

Refrescos, jugos, aguas
frescas y café con

azucar

Adaptado de Rivera y col (2008).
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actual, algunos ejemplos de estas son los popularmente conocidos como
“smoothies” o “batidos” (Rivera y col, 2008). De acuerdo a una encuesta nacional
en vivienda de Parametria (2012), el 78% de la poblacion admite consumir
bebidas no alcohdlicas, carbonatadas y endulzadas; de aquellos que las
consumen 31% las toma uno o dos dia a la semana, 29% las ingiere a diario,
22% afirma beberlas tres o cuatro dias de la semana, 10% compra este tipo de
liquidos de vez en cuando, y 7% ingiere bebidas dulces con gas casi todos los

dias.

En México, cerca de una cuarta parte de las calorias consumidas
provienen de las bebidas. La Secretaria de Salud ha sefalado que el alto
consumo de energia a través de las bebidas es una de las causas principales de
la epidemia de sobrepeso y obesidad. La falta de acceso al agua potable gratuita
en escuelas y espacios publicos ha sido el mecanismo mas efectivo de

promocion del consumo de bebidas altas en calorias (Oxfam, 2013).

Alrededor del 50% de los aperitivos incluyen alimentos y bebidas, de los
cuales el 17% representa el consumo de bebidas y el 38% representa el
consumo de alimentos sdlidos en aperitivos. Siendo las bebidas azucaradas,
cafe, té, y jugos las bebidas mas consumidas en aperitivos; alrededor del 41% de
los consumidores ocasionalmente compran licuados como aperitivo (Sloan,
2015). De los sabores de bebidas mas populares destacan el coco, mango,
canela, jengibre, mora y mandarina (Jacobsen, 2015). Las bebidas de aranciata y
limonata (bebidas de naranja y limon italiano, respectivamente) se han vuelto
muy populares en restaurantes (Sloan, 2015). Bebidas a base de leche/ bebidas
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alternativas son la categoria de desarrollo de nuevas bebidas, seguido de las
bebidas energéticas/ deportivas, y el café/ el té (Jacobsen, 2015).

La prevalencia de sobrepreso y obesidad en los ultimos 40-50 afios ha
incrementado drasticamente (Olsen y Heitmann, 2008). El consumo de bebidas
azucaradas en paises Europeos y de Estados Unidos ha ido incrementando, y ha
mostrado que el 80% del aumento en el consumo de edulcorantes caléricos se
debe al consumo de bebidas azucaradas (Popkin y Nielsen, 2003).

Una gran cantidad de estudios han evaluado la relacion entre el consumo
de bebidas azucaradas y los cambios que provocan en el peso, sugieren que un
alto consumo de bebidas azucaradas cal6ricas aumentan el riesgo de padecer
obesidad (Olsen y Heitmann, 2008; Vasanti y Frank, 2011). Una alternativa a
esta problematica es el desarrollar bebidas que contribuyan a la salud y nutricién,
todo lo contrario, al mercado de bebidas actuales que en lugar de presentar un
efecto positivo a la salud aumentan la posibilidad de contraer una enfermedad
(Gruenwald, 2009). Ademas, debido al aumento de las enfermedades cronico
degenerativas, las cuales se han convertido en uno de los principales problemas
de salud en los paises desarrollados. Lo anterior ha provocado un aumento del
interés por investigar posibles factores preventivos de estos procesos (Pérez,
2007). Por estas razones hoy en dia la sociedad ha mostrado una tendencia
hacia el consumismo verde, el cual se enfoca hacia los productos naturales y
organicos, donde el uso de aditivos sintéticos es limitado (Corbo y col, 2014).

3 Bebidas funcionales
En la categoria de alimentos funcionales, las bebidas funcionales son el

segmento de mas rapido crecimiento, estas principalmente son elaboradas a
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base de leche, frutas, verduras y cereales que aportan beneficios a la salud por
encima de los valores nutritivos simples atribuidos al producto convencional.
Actualmente existen en el mercado bebidas energéticas (con sales y minerales,
isotdnicas, fibra y soya) y enriquecidas (vitaminas, oligosacaridos, (3-caroteno),
tés listos para beber y aguas de frutas, las cuales se han vuelto populares en los
jovenes (Shahidi y Weerassinghe, 2004; Corbo y col, 2014). Un ejemplo de
bebidas funcionales son el café, té y bebidas a base de cocoa, ingredientes que
se ha encontrado que contiene una capacidad antioxidante elevada proveniente
de polifenoles (Richelle y col, 2001).

La salud es factor importante para seleccion de un aperitivo para el 50%
de los adultos (Sloan, 2015). Debido a esto, los ultimos adelantos en bebidas
estan centrados en las areas asociadas a la salud asi como a la cosmetologia e
imagen, con el desarrollo de productos para el control del peso, el desarrollo de
masa muscular, la reduccion de grasa corporal, la prevencién y combate de
caries, e inclusive la belleza de la piel y el cabello (Sepulveda, 2013). Tanto la
conveniencia y la salud han sido identificados como factores clave en la toma de
decisiones de los consumidores sobre la compra de alimentos y bebidas, lo cual
genera la demanda de este tipo de productos (ADA, 2008). Segun un informe de
Packaged Facts (2011), el ultimo estudio de investigacién internacional de
BENEO sobre bebidas funcionales, demuestra que los consumidores, esperan
que las bebidas funcionales les suministren energia duradera y equilibrada
ademas de mejorar su rendimiento mental. Las nuevas formas de suministro de
energia y potenciacion del rendimiento mental son la clave para el futuro de las

bebidas funcionales (Torres, 2011).
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El desarrollo de bebidas funcionales es considerado una oportunidad de
negocio que cubre un nicho de mercado que es, aquel generado por una mejor
apreciacion por los efectos beneficios de los nutrientes y otros componenetes en
la dieta (Sepulveda, 2013), el cual ha impulsado el disefio de alimentos mas
saludables capaces de influir en las funciones corporales, ademas de satisfacer
las necesidades nutricionales basicas, sobre la base de mantener una buena
salud y reducir el riesgo de padecer enfermedades. Las bebidas 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. El uso
de las microalgas como ingredientes en las formulaciones de alimentos y bebidas
saludables ofrece posibilidades interesantes (Gruenwald, 2009). Con base en
esto la incorporacion de microalgas en algunos alimentos y bebidas presenta una
buena oportunidad para popularizar los beneficios en la salud de las microalgas
entre los consumidores, incluso quienes no estan acostumbrados a este alimento.
Como resultado, en los ultimos afios han incorporado las microalgas en
diferentes bebidas (Cuadro 12). Para esta industria las microalgas ofrecen la
oportunidad de lograr la diversificacion de productos y la participacion de una
posicion en los mercados emergentes con un futuro muy prometedor (Cofrades,

2013).
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Cuadro 12. Microalgas usadas como ingrediente en la elaboracion de bebidas

del tipo funcional

Microalga Parametros usados para evaluar el
efecto de la incorporacion

U. pinnatifida Composicion nutrimental
Caracteristicas sensoriales

Hizikia fusiforme Composicion nutrimental
Caracteristicas sensoriales

Laminaria japonica Composicion nutrimental
Caracteristicas sensoriales

U. pinnatifida Actividad antioxidante
Antihipertensiva

Ecklonia cava Actividad antioxidante
Antihipertensiva

Hizikia fusiforme Actividad antioxidante
Antihipertensiva

Ulva pertusa Actividad antioxidante
Antihipertensiva

Hizikia fusiforme Actividad antihipertensiva

Chillorella Propiedades funcionales
Potencial a la salud

Gracilaria fisheri Propiedades probidticas
Contenido de minerales
Caracteristicas sensoriales

Tomado de Cofrades (2013).
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IV JUSTIFICACION

Debido al creciente interés y a la preocupacién por desarrollar alimentos
que ofrezcan un beneficio a la salud mas alla de la nutricion basica; el
aprovechamiento integral de la biomasa residual en el desarrollo de este tipo de
alimento, representa una opcién promisoria, al ser buena fuente de compuesto de
alto valor mismos que se han asociado a la prevenciéon y/o tratamiento de

enfermedades del tipo cronico-degenerativas.
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V HIPOTESIS

Aplicando la Metodologia de Superficie de Respuesta como técnica de
optimizacién es posible desarrollar bebidas funcionales con buenas propiedades
nutrimentales y nutracéuticas, a partir de la biomasa residual de la microalga

Dunaliella tertiolecta.
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VI OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una bebida funcional con buenas propiedades nutrimentales y
nutracéuticas, a partir de la biomasa residual de la microalga Dunaliella
tertiolecta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener la biomasa de la microalga Dunaliella tertiolecta.

Caracterizar proximal, fisicoquimicamente y nutracéuticamente la biomasa
residual de la microalga en estudio.

Obtener una formulacion optima a base de biomasa residual y saborizante
para producir una bebida funcional con capacidad antioxidante alta
mediante metodologia de superficie de respuesta.

Evaluar el contenido nutrimental y energético de la bebida elaborada con
la formulacion optimizada.

Evaluar el potencial nutracéutico de la bebida elaborada con la formulacion

optimizada.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A  MATERIALES
1 Material Biologico

La cepa de la microalga a evaluar Dunaliella tertiolecta, se obtuvo de la
coleccion de microalgas del Departamento de Acuacultura del Centro de
Investigacion Cientifica y Educacién Superior de Ensenada (CICESE), La Paz,
Baja California Sur, México.
B METODOS
1 Cultivo de microalgas

Para el crecimiento de la microalga se empled la técnica de transferencias
sucesivas, la cual se muestra en la Fig 9; hasta alcanzar un volumen de
operacion aproximado de 16 (L), los experimentos se mantuvieron bajo
condiciones de luz, temperatura y aireacion constantes, la temperatura se
mantuvo en 24 + 2°C, empleando un equipo de refrigeracion/calefaccion. Se tuvo
el cuidado de que todas las células se encontraran expuestas a la misma
cantidad de luz, la cual fue emitida a una intensidad de alrededor de 6,000-6,500
luxes, que es equivalente a un flujo de fotones de aproximadamente 130-210
umol m?s™. La aireacion se suministré al cultivo de forma continGa con un
soplador de 2.5 hp de potencia. Se empledé el medio F/2 como fuente de
nutrientes, el cual se prepard con la formulacién propuesta por Guillard y Rhyter
(1962), que se describe a continuacion: sal de mar al 34%, enriquecida con los
siguientes nutrientes (composicion final por litro): 75 mg KNO; 5.65 mg
NaH,PO42H,0; 4.360 EDTA*Nay 3.150 mg FeCl3*6H,O; 0.010 mg

CuSO045H,0; 0.022 mg 2ZnS047HO; 0.010 mg CoCly*6H,0; 0.180
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Fig 9. Diagrama general de produccion de la microalga. Métodogia

transferencias sucesivas. Adaptado de Medina-Jasso y col (2012).

82



mg MnClz*4H,0; 0.006 mg Na:MoO4+2H,0; 2 g cianocobalamina cristalina
(B12); 0.100 mg tiamina clorhidrica (B1) y 0.001 mg biotina cristalina.
a Barrido de absorbancia maxima

Para la especie de microalga utilizada, se escane¢ la longitud de onda a
la cual presenta la maxima absorbancia, esto se realiz6 mediante un barrido
entre 400 y 699 nm, utilizando un espectrofotometro UV visible (BIOMATE 3
THERMO SCIENTIFIC). El valor de absorbancia maxima de la microalga se
encontré a una longitud de onda de 678 nm, se utilizé para realizar la curva de
crecimiento de densidad celular por densidad optica (DO) (Ribeiro-Rodrigues y
col, 2011).
2 Cinética de crecimiento

Para evaluar el crecimiento celular se utilizaron dos métodos analiticos:
conteo celular y densidad optica, de acuerdo a la metodologia propuesta por
Santos-Ballardo y col (2015b). Con base en los valores de conteo ceular y
densidad optica, se calcularon los parametros que describen la eficiencia del
crecimiento celular (Tasa de crecimiento especifico (u), Tiempo de duplicacidon
(ty), utilizando las formulas propuestas por Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota
(2006):

Tasa de crecimiento especifico:

InX-1n X,
p=——]—" (Ec. 1)
Tiempo de duplicacion:
t; = Inz (Ec. 2)
d # .



Siendo: J, la tasa de crecimiento especifico; ty, el tiempo de
duplicacién; X,, la concentracion de biomasa inicia, X la concentracién
biomasa final y t el
(dias).

El conteo celular se realiz6 empleando un microscopio 6ptico compuesto
(OLYMPUS CX21), un hematocitometro de 0.1 mm de profundidad y una camara
de 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 dividid entre cuatro y se multiplico por 10000; si se realizd
una dilucion, se multiplicé también por ésta (Fig 10); el valor resultante es el
numero de células por mililitro (Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota, 2006).

La densidad celular del cultivo se midi6 mediante un método éptico de
marco de lectura horizontal, para lo cual se utilizé un espectrofotometro UV-
visible (BIOMATE 3 THERMO SCIENTIFIC), se tomaron 0.5 mL de muestra y se
midié su absorbancia a 678 nm (longitud de onda a la cual se obtiene la maxima
absorbancia de la especie en estudio), se utilizO como blanco medio F/2, la
medicion se realizé posteriormente a la agitacion mecanica de la muestra. La
diferencia de densidad Optica se relacioné con la cantidad de masa celular
presente y se ajustdé con las mediciones de concentracion celular realizada por
otros métodos (Mikschofsky y col, 2009). Para ambas mediciones, se tomaron
muestras cada 24 h. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. De esta
forma, se verificdé constantemente la viabilidad y estabilidad de todos los
cultivos. Las curvas de crecimiento se construyeron de acuerdo a Lépez-

Elias y col (2013); a partir de ellas se determind la densidad celular asi como el
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Fig 10. Calculo del numero celular utilizando el hemocitometro. 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).
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numero de ceélulas por mililitro (cél/mL).
3 Obtencion de la biomasa microalgal

La cosecha de la biomasa de microalgas se realizé cuando el cultivo
se encontrdé en el maximo de la fase exponencial, misma que se detecta a través
de las curvas de crecimiento. Las células se recolectaron una vez que el cultivo
alcanz6 una densidad 6ptica (DOe7s nm)= 0.4. La recuperacion de las ceélulas de
microalgas del medio de cultivo, se llevd a cabo mediante un proceso de
floculacion-sedimentacion, empleando el floculante organico quitosano.
a Floculacién

Con la finalidad de la utilizacion la biomasa de microalgas con un enfoque
alimentario, se evalué un floculante de caracter inorganico para la separacion
de la misma del medio de cultivo el cual sea amigable con el medio ambiente, de
facil manejo y no ser toxico. El tipo de floculante utilizado fue quitosano ya que se
caracteriza por ser presentar las caracteristicas mencionadas.

La obtencion de la biomasa por este método, permiti6 emplearla en la
elaboracion de un producto alimenticio, al no dejar particulas residuales, que
pudieran afectar la salud, asi como también evitar costos de depuracidn
posteriores de la biomasa (Ahmad y col, 2011; Farid y col, 2013).

1) Evaluacion de la eficiencia de floculacién

Para determinar las mejores condiciones de floculacion a utilizar para
recolectar la biomasa de Dunaliella tertiolecta se evaluaron diferentes
concentraciones de quitosano, diferentes tiempos de reposo, asi como también se
ajusto el pH en el medio cultivo de la microalga, segun diagrama mostrado en la

Fig 11; se midié la eficiencia de floculacion a cada uno de los tratamientos
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Medio F/2
T=24°C
24 h luz

(6000 luxes)

Quitosano
(5,10, 20, 30, 40 y
50 mg/L)

Tiempo
(1,4,6,8y24h)

pH
(Cultivo, 8,9y 10)

\,

Fig 11. Proceso de floculacion para la obtencién de la biomasa de la microalga
D. tertiolecta. Adaptado de Romero y Ferran (2001); Salim y col (2011); Sirin y

col (2012); Farid y col (2013).
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obtenidos. Las mejores condiciones de floculacion para la colecta de la
biomasa microalgal correspondi6 al tratamiento que presentd la mayor eficiencia
de floculacion (Romero y Ferran, 2001: Knuckey y col, 2006; Sirin y col, 2012).
Cada uno de los experimentos para la determinacion de la eficiencia de
floculacion, se realizaron por triplicado.

Las determinaciones de eficiencia de floculacion se realizaron en 100 mL
del cultivo de la microalga y frascos de cristal, que permitieran observar los
cambios entre los distintos tratamientos. Se tomo6 una alicuota de 0.5 mL de
muestra floculada y se midié su densidad optica a una longitud de onda de 678
nm; en un espectrofotdmetro UV-visible a los diferentes tiempos de floculacién. Se
utilizé como blanco el cultivo de la microalga al tiempo cero. La diferencia de
densidad éptica se relaciond con la eficiencia del proceso de floculacion, la cual

se calculé mediante la siguiente formula propuesta por Farid y col (2013):

D0678 (tf) - D0678 (tl)
DOg7g (ti)

% Eficiencia de Floculacién = x 100 (Ec. 3)

Donde la diferencia entre la densidad o6ptica final del cultivo (DOy¢), menos
la densidad Optica inicial del cultivo (DOy), ente la densidad optica inical del cultivo
(DOy) por 100, es igual al porcentaje de eficiencia de floculacién.

b Proceso de extraccion de aceite

El proceso de extraccion de aceite de la biomasa microalgal, se llevo a
cabo de acuerdo a la metodologia de Bligh y Dyer (1959), y Soto-Ledn y col
(2014). La biomasa recuperada, se centrifugé (3500 g, 10 min), posteriormente
se adicionaron 5 mL de la mezcla de solventes (cloroformo: metanol, relacion

2:1) por cada g de muestra. Una vez agregados los solventes, la suspension fue
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sometida a irradiacién ultrasonica a una temperatura constante de 25 + 1°C por
medio de un procesador ultrasonico por medio de un procesador ultrasénico de
alta eficiencia (MICROSON XL2000, USA) con potencia de salida nomal de 100
W y cuyas vibraciones mecanicas se generan por medio de excitacion electronica
a una frecuencia de 22.5 kHz. Para transmitir la potencia acustica al medio se
utilizé un sonotrodo modelo P1, variandose la amplitud de 65-72% (Nivel 7-8),
durante 3 h con ciclos de 15 min y 1 min de reposo. Lo anterior con la finalidad
de tener una mayor ruptura celular y extraccion de aceite. Posteriormente, se
ajusto la proporcion de solventes metanol/cloroformo/agua (2:1:0.8), se dejo en
agitacion por 30 min y, posteriormente, se separo la biomasa de los solventes
mediante centrifugacion (3500 g, 15 min).

Finalmente, la biomasa residual (BR), se secé en una estufa con aireacion
a 40°C, por 24 h y se realizé trituracidn manual para obtener la biomasa en polvo,

la cual se almacend en refrigeracion a 4°C hasta su posterior analisis.

4 Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y nutracéuticas de
laBR
a Composicion quimica

1) Humedad

Se utilizé el método 925.09B de AOAC (1999). Se determind la pérdida de
humedad de la muestra basandose en la pérdida de peso después de someterse
a un calentamiento. Se pesaron 3 g de muestra y se colocaron en una charola de
aluminio en una estufa con circulacién de aire forzado a 80°C por 24 h. La prueba
se realizo por triplicado.

2) Proteina cruda
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Se utilizé el método 960.52 de AOAC (1999), el calculo se basdé en
el nitrégeno total, utilizando un factor de conversion de 6.25 (método
MicroKjeldhal). La muestra se difiri6 con H2SO4 concentrado y para su destilacion
se utilizd NaOH 40% (p/v). El destilado se recolecto en una disolucion de acido
borico al 4%; se valoré con una soluciéon de HCI 0.1 N. La prueba se realizd por
triplicado.

3) Lipidos

Se determindé de acuerdo al método 920.39C de la AOAC (1999). Se
pesaron 2.5 g de muestra y se realizo la extraccidon utilizando el equipo Saxtec
System HT 1043 Extraction Unit (Tecator, Suecia); como disolvente se empled
hexano. La prueba se realizo por triplicado.

4) Fibra dietaria total
a) Insoluble

Se determiné 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 digestidbn enzimatica con proteasa
(Sigma-Aldrich) y amiloglocosidasa (Sigma-Aldrich) para degradar las proteinas y
almiddn, respectivamente, presentes en la muestra. Para la precipitacion de la
fibra, se adicionaron cuatro volumenes de etanol. El residuo total se filtré y lavo
primeramente con etanol al 78%, seguido de etanol al 96% vy, finalmente, con
acetona. Posteriormente, el residuo se seco 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 calculé empleando la siguiente formula:
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Peso del residuo—P-A

FI = X 100 (Ec. 4)

Peso de la muestra

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;
peso de la muestra es el promedio de los pesos (mg) de la muestras crudas.

b) Soluble

Se partid del residuo obtenido del filtrado de fibra insoluble. Para la
precipitacion de la fibra soluble se adicionaron cuatro volumenes de etanol y se
dejo en reposo 12 h. Posteriormente, se filtr6 y lavo secuencialmente con etanol
al 78%, etanol al 96% y acetona. Finalmente, el residuo se seco a 80°C por 12 h,
se registro el peso; se determind el contenido de proteina y cenizas.

El contenido de fibra soluble se calcul6 empleando la Ec. 4. La fibra
dietaria total se determin6 mediante la suma de la fibra insoluble mas la fibra
soluble.

5) Cenizas

Se utilizé el método 923.03 de AOAC (1999), 2 g de muestra se colocaron
en un crisol de porcelana previamente pesado, y se sometid a incineracion en
una mufla a 550°C hasta que se obtuvo una ceniza gris; se llevo a temperatura
ambiente en un desecador y se peso. Enfriar en desecador y pesar. El porcentaje
de cenizas se calculé a partir del cociente de la masa recuperada después de
incineracion y la masa inicial de la muestra en base seca, multiplicado por 100.
La prueba se realizé por triplicado.

6) Carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos se calculd por diferencia de 100, tomando
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en consideracion los porcentajes de humedad, proteina cruda, lipidos y cenizas.
b Propiedades fisicoquimicas
Se evaluaron algunas propiedades fisicoquimicas [pH, color,

actividad de agua (ayw), indices de solubilidad y absorcién de agua (ISA, 1AA) e
indice de dispersabilidad] a la biomasa residual de la microalga Dunaliella
tertiolecta.
1) pH

Se determind de acuerdo al método 981.12 de AOAC (1999), preparando
una suspension con 5 g de biomasa residual y 50 mL de agua destilada a 25°C,
estéril, se agitdo por 10 min a velocidad moderada. Posteriormente, en agitacion
se introdujo un electrodo para medir el pH. La determinacién se realiz6 por
triplicado.
2) Color

Se utilizd la metodologia reportada por Reyes-Moreno y col (2003). El
color de las muestras se determind utilizando un colorimetro Minolta Chroma-
meter modelo CR 210 (MINOLTA LTD, Japon). La determinacion de color se
basa en el efecto triestimulo, donde L mide la brillantez y varia de 100 para un
blanco perfecto, a cero para 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 b asociado al color amarillo y el negativo
con el azul.

Para la evaluacion del color se utilizaron aproximadamente 5 g de
muestra, colocandola en unatapa de caja Petri de vidrio Kimas de 15 cm de

diametro, y se midieron los parametros correspondientes L, ay b.
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3) Actividad de agua (aw)

Para su determinacion se utilizé un equipo marca Aqualab modelo CX2
(Decagon Devices Inc, Pulman, WA, EUA). Se pesaron 2 g de muestra y se
colocaron la muestra en la celda portamuestras del equipo hasta que alcanzo el
equilibrio (40-60 min). Previamente, el equipo se calibr6 con una disolucion
saturada de cloruro de potasio (ay= 0.876).

Las mediciones se realizaron por triplicado a 25 + 1°C (Milan-Carrillo y
col, 2002).

4) indice de solubilidad en agua y absorcion de agua (ISA, IAA)

Se utilizoé el método descrito por Anderson y col (1969). El IAA se calculo
como gramos de gel formados por gramo de muestra seca después de la
centrifugacion (3000 x g/ 30°C/ 10 min) de una suspensién de biomasa (2.5 g de
harina/ 30 mL de agua).

El ISA se evalud pesando los solidos obtenidos después de evaporar en
una estufa el sobrenadante de la muestras. El ISA, se expresé como el
porcentaje de solidos secos en 2.5 g de muestra. Las pruebas se realizaron por
triplicado.

5)  indice de dispersabilidad

Se uso la técnica reportada por Mora-Escobedo y col (1994). Se pesdé 1 g
de biomasa, la cual, se suspendio en 10 mL de agua destilada en un tubo cénico
graduado. Las muestras se homogenizaron en un Ultra Turrax (10,000 rpm x 5
min). La separacion de las fases se midi6 después de 30 min de reposo. Para
calcular el porcentaje de dispersabilidad se dividio la diferencia entre el volumen

inicial (tiempo 0) y el volumen de separacion de las faces (después de 30 min)
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entre el volumen inicial; después dicho cociente se multiplicé por 100. La prueba
se realizo por triplicado.
c Propiedades nutracéuticas
1) Obtencion de los extractos fitoquimicos libres

Se utilizé el procedimiento descrito por Adom y Liu (2002) para la
obtencion de los extractos hidrofilicos libres, tanto etandlicos, como metandlicos
(Fig 12).
a) Extractos etandlicos y metandlicos
Los fitoquimicos libres etandlicos y metandlicos, se extrajeron a partir de 0.25 g
de biomasa residual de la microalga en estudio, adicionando 5 mL de etanol al
80% (v/v) y metanol 80% (v/v), respectivamente. La mezcla se agité en un rotator
(OVAN NORIA R, EUA, 2010) a velocidad de 25 RPM/10 min, se centrifugd a
3,000 x g/ 10°C durante 10 min. El sobrenadante se concentré en un tubo cénico
a 45°C a presion baja (Apud Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation)
hasta un volumen de 1 mL, se almacen6é a 4°C hasta su utilizacion en la
determinacién de la capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos.
Los precipitados provenientes de cada fraccidon se guardaron para la posterior
obtencidn de los extractos de fitoquimicos ligados, la extraccion se realizé por
cuadruplicado.
2) Obtencion de los extractos fitoquimicos ligados

Se empled el método de Adom y Liu (2002), con las modificaciones
reportadas por Mora-Rochin y col (2010) para la obtencién de los fitoquimicos
ligados (Fig 12).

a) Extractos etandlicos y metandlicos
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Muestra

Metanol 80%
Etanol 80%
Sobrenadante Precipitado
Hidrolisis alcalina/acida
Secado
(NaOH)/(HCI)
Reconstitucién etanol
8%% Extraccion de grasas
1 (Hexano)
Ex_tracto Lavados acetato de etilo
libre
Sobrenadante recuperado
Capacidad antioxidante
ORAC
ABTS e Secado
DPPH
Reconstitucién metanol
Compuestos fendlicos | e
totales Extracto ligado

Fig 12. Diagrama de flujo para la obtencion de fitoquimicos libres y ligados,
metanolicos y etandlicos para la determinacion de capacidad antioxidante y

compuestos fendlicos totales. Adaptado de Adom y Liu (2002).
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Los precipitados provenientes de la extraccidon de fitoquimicos libres, tanto
etandlicos como metandlicos, se digerieron con 5 mL de NaOH 2 M, se elimino el
oxigeno usando Ny gas, se sometio a tratamiento térmico en bafio maria a 95°C/
30 min, se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente (25°C). La mezcla se
neutraliz6 con 1 mL de HCI concentrado, se agité por 2 min en un vortex y
posteriormente en un rotator (OVAN NORIA R, EUA, 2010) a velocidad de 25
RPM/10 min, se agregaron 5 mL de hexano; se repiti6 la misma operacion
de agitacion y se centrifugd a 3000 x g/ 10°C por 10 min, se extrajo con acetato
de etilo y se almacend en un tubo cdnico; esta extraccion se realizd hasta la
obtencion de un volumen de 25 mL. El acetato de etilo se evaporo en su totalidad
(Apud Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation). Los extractos
provenientes de cada fraccion se reconstituyeron con metanol y se almacenaron
a 4°C hasta su posterior utilizacion en la determinacién del contenido de
fitoquimicos y la capacidad antioxidante correspondiente a fitoquimicos ligados.
3) Determinacién del contenido de fitoquimicos
a) Compuestos fendlicos totales

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizdo el método
original de Singleton y col (1999) adaptado para su uso en microplaca. Se realiz6
para los extractos etanodlicos y metandlicos de fitoquimicos libres y ligados. En
una placa de 96 pozos, se adicionaron 20 yL de cada extracto los cuales se
oxidaron con 180 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 3 min de reposo,
se adicionaron 50 yL de carbonato de sodio al 7%, y se llevd a incubacion a

temperatura ambiente. Después de 90 min de incubacion, se midid la
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absorbancia a 750 nm utilizando un lector de microplacas (SynergyTM HT
Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT).

Se preparo una curva de calibracion utilizando acido galico como estandar
y el contenido de fendlicos totales se expres6 como mg equivalentes de acido
galico (mg EAG), por 100 g de muestra, en base seca.

4) Determinacion de la capacidad antioxidante
a) Método ORAC

La medicién de la capacidad antioxidante se llevé a cabo por el método de
capacidad de absorbancia de radicales oxigeno (Oxygen Radical Absorbance
Capacity, ORAC), para compuestos hidrofilicos tanto etandlicos como
metandlicos (Cao y col, 1995; Ou y col, 2001; Wu y col, 2004). La degradacién
del compuesto 2-2°-Azobi amidinopropano (AAPH) produce radicales peroxilo
(ROQ"), los cuales oxidan al compuesto fluorescente diclorofluoresceina (DCFH)
al compuesto no fluorescente, diclorofluorescina (DCF). La capacidad de los
antioxidantes (fitoquimicos), de atrapar a los radicales libres, se utiliz6 como base
para calcular la capacidad antioxidante. La solucion de AAPH se prepard
pesando 0.207 g del reactivo y se afor6 en un matraz volumétrico de 5 mL con
una solucion amortiguadora de fosfatos (pH 7.4).

La fluoresceina se preparé a una concentracion de 0.1 mM con solucion
amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). Para la medicidon se diluyeron los extractos
de fitoquimicos libres y ligados usando solucion amortiguadora de fosfatos (pH
7.4), se depositaron 25 yL de AAPH por medio del autodispensador del equipo
previamente programado. Las muestras y el control se analizaron por

cuadruplicado. La reaccion se llevd a 37°C y la fluorescencia se midié a 485 nm
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de excitacion y 538 nm de emision, por un lapso de 40 min, la reaccion con los
radicales piréxilos genero la pérdida de la fluorescencia con el tiempo.

El efecto del antioxidante se integro con el area neta bajo la curva sobre la
pérdida de la fluorescencia (AUC) [AUCa0x — AUC,; a0x]- LOs valores ORAC se
reportaron como equivalentes de Trolox. Se gener6 una curva estandar de cinco
puntos [25 a 100 uM], y los equivalentes Trolox de la muestra se calcularon
usando la siguiente ecuacion lineal o cuadratica (Y = a + bX, lineal; o Y = a + bX
+ cX?, cuadratica) entre la concentracién de Trélox (Y) (uM), y el area neta bajo
la curva de la disminucién de la fluoresceina (X) (ABCuestra — ABChlanco)- La
regresion lineal se utiliz6 en un rango de 25-100 uM de Trolox. Los datos se
expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por 100 g de muestra en
base seca (umol ET/ 100 g, bs) (Ou y col, 2001; Prior y col, 2005).

b) Método ABTS

La capacidad antioxidante de los extractos etandlicos y metandlicos de
fitoquimicos libres y ligados de las muestras, se estimo6 también en términos de la
actividad captadora de radicales libres mediante el ensayo de decoloracion del
cation radical ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) propuesto por
Re y col (1999), el cual se basa en la reduccién del radical ABTS  por los
antioxidantes presentes en los extractos evaluados. El compuesto ABTS se
disolvio en agua desionizada a 7 mM. Una solucion madre del cation radical
ABTS™ se diluyd en solucién amortiguadora de fosfatos hasta alcanzar una
absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm. Se transfirieron 20 pyL del blanco y los
extractos en una celda de cuarzo, el ensayo inicié cuando se adicionaron 1980

uL de la solucién ABTS ™. Se registré la absorbancia, a 734 nm, 15 min después
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de haber iniciado el ensayo y se calculd la pérdida de absorbancia del ABTS™

respecto al blanco. Se utiliz6 una curva de calibracion con Trélox y los datos se

expresaron como pmol equivalentes de Trolox por 100 g de muestra en base
seca (umol ET/ 100 g, bs).

c) Método DPPH
Se determind utilizando la metodologia descrita por Brand-Williams y col

(1995), con las modificaciones descritas por Fukumoto y Mazza (2000) para el

empleo de microplaca de 96 pozos. Se partié de una solucion DPPH (2,2-difenil-

1-picril-hidrazila) (609 uM) disuelta en metanol absoluto, de la cual, se preparé
una solucion DPPH (150 upM) 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 microaplaca de 96 pozos, se inyectaron 22 pyL de cada extracto, se

mezclaron con 200 pL de la solucion DPPH (150 yM). Después de 30 min de

incubacion a temperatura ambiente, se midid la absorbancia en un lector de

microplacas (SynergyTM HY Multi-Detection, Bio Tek, Inc., Winooski, VT, EUA) a

520 nm. Se utilizé como estandar una curva de Trolox (0 a 200 uM); para las

diluciones de las muestras, al igual que en la preparacion de la curva, se utilizé

como diluyente metanol al 80%. Los resultados se expresaron como micromoles
equivalente de Trolox por 100 g de muestra en base seca (umol ET/ 100 g, bs).

5 Optimizacién de formulaciones a base de una mezcla de BR
y saborizante para la preparacion de una bebida funcional con
capacidad antioxidante alta

a Disefio experimental

Para conocer la mejor combinacion de las variables del proceso
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(CBR= Concentracion de Biomasa Residual, CS= Concentracion de Saborizante)
para la preparacion de bebidas funcionales con capacidad antioxidante alta, se
utilizé la metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 1991). Se utilizo
un diseiid experimental central compuesto rotable, utilizando como variables
independientes las concentraciones de biomasa residual y saborizante (CBR,
CS). Los niveles de variacion de las variables fueron: CBR 0 — 9 g/300 mL de
bebida y CS 0 — 3 g/300 mL de bebida. Como variable de respuesta se relaciono
la capacidad antioxidante (Caox) evaluada experimentalmente.

El disefio experimental generé 11 tratamientos (Cuadro 16, Seccion
VIILE) de los cuales, cuatro correspondieron a combinaciones factoriales, otros
cuatro a combinaciones axiales de las variables de proceso y tres puntos
centrales correspondientes a las réplicas del proceso.

b Obtencion de las formulaciones de mezclas de BR y saborizante
empleadas para elaborar las bebidas funcionales

A partir del disefio experimental se obtuvieron 11 formulaciones (Cuadro
16) de mezclas distintas de BR y saborizante de mango (Proteinas 3.17%, lipidos
0.11%, cenizas 4.22%, carbohidratos 92.49% vy fibra dietaria total 7.23%). Se
determiné la capacidad antioxidante de estas formulaciones por el método ABTS.
c Capacidad antioxidante de las formulaciones
1) Obtencion de los extractos de fitoquimicos libres

Los extractos libres de las formulaciones arrojadas por el disefo
experimental (Cuadro 16, Seccion VIILE), se obtuvieron a partir del
procedimiento descrito en el apartado VII,B,4,c,1),a).

2) Obtencion de los extractos de fitoquimico ligados
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Los extractos ligados de las formulaciones arrojadas por el disefio
experimental (Cuadro 16, Seccion VIIILE) se obtuvieron a partir del procedimiento
descrito en el apartado VII,B,4,c,2),a).

3) Determinacion de la capacidad antioxidante (Caox) por ABTS

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de cada una
las formulaciones (Cuadro 16, Seccion VIIILE), se determind utilizando el método
ABTS descrito en el apartado VII,B,4,c,4),b).

d Analisis de varianza y regresion

El analisis de varianza y regresion se realizo a los valores experimentales
obtenidos para la capacidad antioxidante (Caox) de las bebidas funcionales
elaboradas con formulaciones a bases de una mezcla de biomasa residual y
saborizante de acuerdo al disefio experimental central compuesto rotable
(Cuadro 16, Seccion VIIILE) de la metodologia de superficie de respuesta (MSR),
con dos variables de proceso, seleccionadas para este estudio.

El modelo de la Fig 13 muestra la relacion entre las variables de proceso
o independientes [X1 = concentracion de biomasa residual (9 g/300 mL de
bebida), X2 = concentracion de saborizante (3 g/300 mL de bebida)] y la variable
de respuesta o dependiente [capacidad antioxidante] mediante un polinomio de
segundo orden. Se aplico analisis de regresion a los valores de la variable de
respuesta obtenidas experimentalmente, los término no significativos (p> 0.1) se
eliminaron y se recalculé un nuevo polinomio (modelo de prediccion) para la
variable de respuesta (Khuriy Comell, 1987). A partir del modelo de prediccion
se construyeron graficas de superficie de respuesta y de contornos, para estudiar

el efecto de las variables de proceso sobre la variable de respuesta analizada. El
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Variables de proceso

X,= Concentracion de
biomasa residual 9 ¢/300 mL

X;= Concentracion de
saborizante 3 g/300 mL

Proceso

Variable de respuesta

— k k k
Y= ﬁo + ZﬁlXﬂ' ZZ&IXLX]‘I' £
— [ [

— Y,= Capacidad
antioxidante

Fig 13. “Caja negra” del modelo matematico que muestra la relacion entre las

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

de bebidas funcionales a partir de biomasa residual y saborizante.
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analisis de los datos y la obtencidn de las graficas de superficie de respuesta y
de contornos se hizo con la ayuda del software Design Expert version 7.0.0.
e Optimizacién

Para determinar la mejor combinacion de las variables de proceso se
emplearon los graficos de contornos y superficie construidos a partir del modelo
experimental ajustado por regresion para la Caox. En la presenté investigacion
se desed que la variable de respuesta (Caox) alcanzara valores tan altos como
fuera posible, para lograr obtener una combinacién de CBR y CS donde se
obtuviera la maxima capacidad antioxidante, con el objeto de obtener una bebida
funcional con una capacidad antioxidante elevada.
6 Caracterizacion nutricional y nutracéutica de la formulacion

optimizada
a Composicion quimica

Se determind la composicion quimica (Humedad, Proteina, Lipidos, Fibra
dietaria total, fibra soluble e insoluble, cenizas y carbohidratos) de la formulacion
optima (FO) utilizando los procedimientos descritos en las secciones
VII,B,4,a,1),2),3),4),a),b),5),6).
b Contenido energético

El contenido energético de la formulacion se calculdé utilizando la
composicidon quimica de la formulacion 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 Propiedades nutracéuticas

1) Capacidad antioxidante

103



a) Obtencion de los extractos fitoquimicos libres

Los extractos libres de la formulacion optima (FO) se obtuvieron utilizando
el procedimiento descrito en el apartado VII,B,4,c,1),a) para extractos etandlicos.
b) Obtenciéon de los extractos fitoquimicos ligados

Los extractos ligados de la formulacion optima (FO), se obtuvieron
utilizando el procedimiento descrito en el apartado VII,B,4,c,2),a) para extractos
etandlicos.
c) Determinacion de la capacidad antioxidante por métodos ORAC,

ABTS y DPPH

Se determind la capacidad antioxidante de los extractos de la formulacion
optima (FO) utilizando los métodos ORAC, ABTS y DPPH, descritos en el
apartado VII,B,4,c,4),a),b),c).
2) Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales de los extractos de
la formulacion optima (FO) se determind utilizando la metodologia de Singleton y
col (1999) descrita en el apartado VII,B,4,c,3),a).
7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de floculacion para la obtencidon de biomasa
microalgal se analizaron con un disefio experimental de dos factores, asi como,
los datos de capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos de la
BR se analizaron con un disefio experimental unifactorial, utilizando el paquete
estadistico Minitab 16. Se aplic6 la prueba Tukey para analizar diferencias

significativas entre medias de los distintos tratamientos (p < 0.05).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSIONES

A CINETICA DE CRECIMIENTO

En la Fig 10 se observa la cinética de crecimiento de D. tertiolecta. En el
presente trabajo, analizando las curvas de crecimiento desarrolladas por conteo
celular y densidad O6ptica para la microalga en estudio, muestran un
comportamiento sigmoidal tipico del crecimiento celular microbiano (Doble y
Gummadi, 2007). Al inicio del cultivo se obtuvo un conteo celular de alrededor
de 2.68 X 10° + 4.5 X 10* células por mL (cél/mL) y una DOg7g nm de 0.09 + 0.01,
no se observo claramente una fase de latencia ya que se iniciaron los cultivos
con un numero elevado de cel/mL (268,333 cél/mL), practicamente la cinética
inicia en la fase exponencial; esta fase de crecimiento exponencial tuvo una
duracion cercana a los 4 d, en donde las células utilizan los nutrimentos de
manera mas eficiente y se alcanza una velocidad maxima de crecimiento,
llegando al valor mas alto al dia 7 de cultivo con un conteo de 2.11 X 10° + 1.0 X
10° cél/mL y una DOg7s nm de 0.51 + 0.01. Posteriormente se mantuvo una fase
estacionaria donde progresivamente disminuyé el crecimiento debido a la
disminucién de los nutrientes presentes, la cual se mantuvo alrededor de 7 dias.
Finalmente, se alcanzo la fase de muerte celular como se observa en la Fig 14.
A partir de las graficas realizadas se obtuvieron los valores de la tasa de
crecimiento especifico ()= 0.27 d' y en base a esta, se obtuvo el tiempo de
duplicacion (ty) = 2.59 d (Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota, 2006).

Los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento para D. tertiolecta
se encuentran dentro de lo reportado por investigadores, como de Lopez-Elias y

col (2013), quienes realizaron cinéticas de crecimiento D. tertiolecta alcanzando
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Dunaliella tertiolecta
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Fig 14. Cinética de crecimiento de D. tertiolecta, mostrando la relacion entre el

conteo celular y la densidad o6ptica.
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la maxima densidad celular al dia 6 con 1.28 X 10° cél/mL. Venkatesan y col
(2013) evaluaron el crecimiento de Dunaliella tertiolecta en el medio De Walne's
y otras condiciones de cultivo como luz/oscuridad encontrando la maxima
densidad celular de 8.48 X 10° cél/mL. Santos-Ballardo y col (2015b) reportaron
la maxima densidad celular para Nannochloropsis gaditana de 8.83 X 10’
(cél/mL) y una DOsggonm 1.94; ademas, obtuvieron valores para la tasa de
crecimiento especifico y tiempo de duplicacién de (u)= 0.23 d™' y (df)= 3.03 d,

respectivamente.

Al comparar los valores de las cinéticas de crecimiento de microalgas
reportadas en la literatura por diferentes investigadores (Lopez-Elias y col, 2013;
Venkatesan y col, 2013; Santos-Ballardo y col, 2015b), es posible observar
comportamientos de crecimiento similares; sin embargo, 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 tipo de
medio de cultivo, asi como también la cantidad de inoculo utilizada, la agitacion,
y la edad de las células empleadas, los cuales afectan la duracion de las fases
de crecimiento celular, asi como la biomasa total obtenida, mas no el
comportamiento tipico de crecimiento de las células (Castillo-Reyna, 2011;
Santos-Ballardo y col, 2015b).

Las cinéticas de crecimiento, desarrolladas mediante los dos métodos, el

conteo celular y la densidad oOptica, muestran comportamientos de crecimiento
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similares. Esto es de suma importancia, ya que permite relacionar el numero de
células con la densidad optica, un método de conteo mas rapido, simple y
confiable, ya que la longitud de onda es especifica para la microalga en estudio.
Este comportamiento ha sido reportado por otros investigadores, en donde han
relacionado el conteo celular y la densidad éptica de algunos pigmentos tales
como clorofila a, b, ¢ y algunos carotenoides presentes en las microalgas; asi
como también han correlacionado el conteo celular y la densidad optica para
obtener un método mas practico (Ebenezer y Ki, 2013; Lee y col, 2013b; Santos-
Ballardo y col, 2015b).
B OBTENCION DE LA BIOMASA MICROALGAL
1 Tratamientos de floculacion

En el Cuadro 13 se muestran los resultados experimentales de eficiencia
de recuperacién de biomasa residual de la microalga D. tertiolecta durante el
proceso de floculacién, empleando quitosano como floculante. Los tratamientos
de floculacion empleados (Cuadro 13) para este proposito correspondieron a
combinaciones de diferentes niveles de las variables independientes pH, tiempo
de reposo (t; min) y concentracion de quitosano (CQ; mg), los cuales fueron
utilizados para obtener el mejor tratamiento de floculacidn de la biomasa
microalgal, correspondiente al mayor valor posible de eficiencia de floculacion
(%). A partir de los datos experimentales de eficiencia de floculacion (%)
mostrados en el Cuadro 13, se realizé un analisis de varianza, resultando
significativo (p<0.05) el efecto de las tres factores estudiados (pH, t, CQ).
Posteriormente se realizé una comparacion de medias por columnas y renglones

utilizando la prueba de Tukey (p<0.05) para encontrar los mejores tratamientos
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de floculacion. Con base a este analisis estadistico se concluyé que los
mejores tratamientos fueron a pH de cultivo de 6.4, concentracion de quitosano
de 10 mgL" y a los tiempo de reposo de 4, 6, 8 y 24 min con eficiencias de
floculacion de 91.47, 91.47, 92.04 y 94.64%, respectivamente, sin presentar
diferencias significativas (P>0.05) entre ellos; también, los tratamientos a pH de 9
y tiempo de reposo de 24 h a las concentraciones de quitosano de 30, 40 y 50
mgL™", presentaron buenos valores de eficiencia de floculacién de 83.35, 85.21 y
90.97%, respectivamente, los cuales no presentaron diferencias significativas
(P>0.05) entre ellos. Asimismo, se realiz6 una comparacion multiple de medias,
para encontrar el mejor tratamiento, aplicando la prueba de Tukey (p<0.05), en el
cual se utilizé un HSD (Honestly Significant Difference) = 27.45, y se analiz6é con
ayuda del software Minitab 16. El cuadro mostrando la comparacion de medias
no se muestra debido a su extensién, al ser una comparacion de 120 medias.
Con base a este analisis se obtuvo que el mejor tratamiento resulté a pH de
cultivo de 6.4, un tiempo de reposo de 24 h, y concentracion de quitosano de 10
mgL™", obteniendo una eficiencia de alrededor del 95%.

Los resultados anteriormente mencionados concuerdan con lo reportado
por Farid y col (2013) quienes evaluaron la microalga Nannachloropsis sp.
utilizando pH 7-9 y concentraciones de 20-120 mgL™, alcanzando eficiencias
alrededor del 95%, dichos valores de eficiencia se evaluaron en un tiempo de
reposo de 1 h. Ahmad y col (2011) evaluaron la adicion de quitosano para
colectar la microalga Chlorella sp. alcanzando eficiencias de floculacién del
100%. Tuan y col (2009) evaluaron la microalga Chaetoceros calcitrans a

diferentes concentraciones de quitosano encontrando porcentajes de eficiencia
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del 80% a una concentraciéon de 20 mg/L y a un pH de 7. Las diferencias podrian
deberse a que la eficiencia de floculacion depende en gran parte del tipo y
tamano de célula, de la concentracion celular, las condiciones del medio y del
tiempo de reposo (Ahmad y col, 2011; Garzon-Sanabria y col, 2012; Liu y col,
2014).

Durante los experimentos se obtuvieron eficiencias altas de floculacion
mediante la utilizacién de quitosano, lo cual podria deberse a la interaccion de
éste con las membranas celulares de las microalgas, posiblemente mediante la
unién entre los grupos amino cargados positivamente del quitosano (NH,") y los
polisacaridos cargados negativamente en la superficie de las microalgas
(Gualtieri y col, 1988). El quitosano se considera como un floculante organico
efectivo en la cosecha de la biomasa de la microalga D. tertiolecta, por lo que
presenta un gran potencial para ser escalado a nivel industrial ya que no requiere
tratamientos de depuracion posteriores (Ahmad y col, 2011; Sirin y col, 2012).

C  COMPOSICION QUIMICA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA

BR
1 Composicion quimica

En el Cuadro 14 se muestra la composicion quimica de la BR de la
microalga Dunaliella tertiolecta. La BR presento 54.30% carbohidratos, 32.95%
proteinas, 33.85% fibra dietaria (fibra soluble=1.07%, fibra insoluble= 32.77%),
12.38% cenizas y 0.36% lipidos. Los lipidos los cuales se encontraron en
cantidades traza ya que la BR se obtiene como subproducto de la extracion de
aceite parala produccion de biodiesel. El bajo o nulo contenido de lipidos aqui

reportado puede atribuirse a una eficiente metodologia de extraccion de aceite
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Cuadro 14. Composicion quimica y propiedades fisicoquimicas de la BR de la

microalga Dunaliella tertiolecta

Propiedades

Biomasa residual

Composicion quimica (%, bs)
Proteina
Lipidos
Cenizas
Carbohidratos
Fibra Dietaria Total
Soluble
Insoluble

Fisicoquimicas

Color
Hunter “L”
“g
“b?
aw
pH

indice de Absorcién de Agua (g de gel/g de
muestra seca)

indice de Solubilidad en Agua (g sélidos/100g de
muestra seca)

Dispersabilidad (%)

32.95 +0.85
0.36 £ 0.03
12.38 + 0.01
54.30 £ 0.82
33.85 £ 0.45
1.07 £ 0.03
32.77 £ 0.41

24.63 +0.21
-0.29 £ 0.01
6.93 £ 0.08
0.31+0.01
6.43 +0.02
2.79£0.05

1.66 + 0.08

40 + 0.02

Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacién estandar.
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aplicada a la biomasa microalgal. Los resultados son comparables con el trabajo
realizado por Kim y col (2015) quienes evaluardon la composicion quimica de
Dunaliella tertiolecta encontrando un contenido de proteinas de alrededor de
35%, carbohidratos 51%, cenizas 13% y lipidos no fueron detectados. Ademas
concuerdan las investigaciones de Lee y col (2013b) quienes evaluaron este tipo
de biomasa para la produccion de bioetanol encontrando un contenido de
carbohidratos de alrededor del 52%. Del mismo modo resultados obtenidos por
Francavilla y col (2015) son similares a los encontrados en la presente
investigacion, quienes analizaron la BR de D. tertiolecta encontrando un
contenido de carbohidratos 60.1%, proteinas 31.4%, y no se detecto presencia
de lipidos; esto podria ser atribuido a que se utiilzdé el mismo tipo de solvente en
la extracion de lipidos.

En necesario resaltar que los macronutrientes presentes en las células de
microalgas son altamente dependientes de las condiciones de cultivo y cosecha,
al tipo de especie, asi como también al método de extraccion de aceite utilizado
(Becker, 2013; Tibbetts y col, 2015b). Por otra parte, el contenido de proteina y
carbohidratos de la BR de Dunaliella tertiolecta es comparable con fuentes
tradicionalmente utilizadas en la elaboracion de alimentos como son la leche,
carne y huevo, los cuales presentan un contenido de proteinas y carbohidratos
alrededor de 35 y 30%, respectivamente (FAO, 2014). Con base a esto se puede
sugerir a la BR de Dunaliella tertiolecta como una buena fuente de proteinas y
carbohidratos.

2 Propiedades fisicoquimicas

En el Cuadro 14 se muestran las propiedades fisicoquimicas de la
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biomasa residual de la microalga Dunaliella tertiolecta. La biomasa residual tuvo
un valor Hunter “L” de 24.63, un valor “a” de -0.29 y un valor “b” de 6.93.
Ademas, la biomasa residual presentd valores de actividad acuosa de 0.31,
correspondiente a valores donde el desarrollo de actividad enzimatica,
crecimiento de microorganismos y reacciones quimicas se llevan a cabo muy
lentamente, lo cual significa una larga vida de anaquel (Fennema, 2001). La
biomasa residual presenté un pH de 6.43. El pH de la BR de la microalga D.
tertiolecta se encuentra dentro de lo reportado por Ramos-Suarez y Carreras
(2014) quienes obtuvierén un valor de pH de 6.76 para la microalga verde
Scedesmus. Asi como también con el trabajo de Park y Li (2012) reportaron un
pH de 5.9 para la microalga verde Nannochloropsis salina.

El indice de absorcion de agua (IAA) de la BR fue de 2.79 g de gel/g
muestra seca y el indice de solubilidad en agua (ISA) de 1.66 g s6lidos/100 g
muestra seca. Dichos resultados concuerdan con Guil-Guerrero y col (2004)
quienes evaluaron la biomasa de tres especies de microalgas encontrando un
IAA de 3.1 g gel/g muestra. Los valores obtenidos en la presente investigacion se
encuentran dentro de lo reportado por Ramirez y Pacheco (2009) quienes
encontraron en la harina de pifia un IAA de 4.58 g gel/g muestra. El ISA se
encuentra dentro de lo reportado por Rodriguez y col (2014) quienes evaluaron la
adicion de Spirulina a la formulacion de una pasta encontrando un ISA de 1.42-
1.58 g gel/g muestra. Para desarrollar cualquier sistema alimentario son de gran
importancia el IAA y el ISA porque de ellos dependeran las propiedades
funcionales del producto. Una buena absorcion de agua en la biomasa residual

puede sugerir la utilizacion de esta harina para la elaboracién de productos de
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panaderia, bebidas, salsas, entre otros (Guil-Guerrero y col, 2004). La BR
presentd una dispersabilidad de 40%; este es un parametro de importancia en la
elaboracion de bebidas. Rochin-Medina (2011) evalué la dispersabilidad de
harina de garbanzo como ingrediente en la elaboracion de una bebida la
cual fue de 26.67%. También Montoya-Rodriguez (2011) evaluo Ia
dispersabilidad de harina amaranto para elaborar una bebida la cual present6 un
valor de alrededor de 30%. Los estudios realizados por Guil-Guerrero y col
(2004), Rochin-Medina (2011) y Montoya-Rodriguez (2011) demuestran que la
BR de la microalga en estudio presenta un porcentaje de dispersabilidad similar a
otras materias primas utilizadas en la elaboracién de bebidas.

D CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE DE LA BIOMASA RESIDUAL

Se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad
antioxidante (ORAC, ABTS y DPPH) de la BR de D. tertiolecta. Se obtuvieron
extractos hidrofilicos etandlicos y metandlicos, de los cuales se obtuvieron los
fitoquimicos libres y ligados (Suma de fitoquimico libre + ligado). Los resultados
para el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante se
muestran en el Cuadro 15.

Los compuestos fendlicos libres de los extractos hidrofilicos etandlicos,
fueron de 0.61 mg equivalentes de acido galico/g muestra en base seca (mg
EAG g™ bs), los ligados 1.60 mg EAG g™ (bs) y el contenido total de 2.21 mg
EAG g (bs). Los extractos hidrofilicos metandlicos el contenido de compuestos
fendlicos libres, ligados y total es de 0.53, 1.51 y 2.05 mg EAG g~ (bs),

respectivamente. Al realizar la comparacion de medias a los extractos
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Cuadro 15. Capacidad antioxidante hidrofilica y contenido de compuestos

fendlicos de la biomasa residual de la microalga Dunaliella tertiolecta

Extracto
Propiedad nutracéutica Etanélico Metanélico
Contenido de Fendlicos *
Fendlicos libres 0.61 +£0.02° 0.53 +0.02°
Fendlicos ligados 1.60 + 0.09° 1.51 £ 0.09°
Total 2.21+0.07° 2.05+0.07°
Capacidad Antioxidante
ORAC’
Fitoquimicos libres 21.37 £ 0.40° 19.43 + 0.44°
Fitoquimicos ligados 95.11 £ 0.81° 94.40 £ 0.74°
Total 116.48 £ 0.58° | 113.83+0.43°
ABTS'
Fitoquimicos libres 25.90 + 0.63? 24.63 +0.32°
Fitoquimicos ligados 47.58 + 0.48° 47.15 +0.32°
Total 73.47 £0.66° | 71.78+0.32°
DPPH'
Fitoquimicos libres 1.17 + 0.04° 0.99 +0.03°
Fitoquimicos ligados 3.44 £0.10° 3.36 +0.10?
Total 4.61+0.10° 4.35+0.12°

® Medias con letras diferentes en una misma linea presentan diferencia significativa (Tukey, p<
0.05). 'umoles equivalentes de Trolox (ET)/g de muestra, bs. 2mg equivalentes de acido Galico
(EAG)/g de muestra, bs.
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etandlicos y metandlicos por la prueba de Tukey (p<0.05) no se observaron
diferencias significativas entre los valores obtenidos en los fendlicos ligados,
mientras que para los fendlicos libres y el contenido total si se encontraron
diferencias significativas. De los dos tipos de extractos, el extracto etandlico
presentd el mayor (p<0.05) contenido de compuestos fendlicos totales (2.21 vs
2.05 mg EAG g bs) (Cuadro 15). Los resultados obtenidos fueron similares a
los encontrados por Ahmed y col (2014), quienes utilizaron un extracto acuoso
en D. tertiolecta, obteniendo 0.175 mg EAG g (bs). Hemalatha y col (2013)
quienes evaluaron extractos metandlicos de dos especies de microalgas
verdes Chlorella marina y Dunaliella salina, encontrando valores de 0.4-0.78 mg
EAG g (bs). Ismaiel y col (2014), evaluaron extractos acuosos de 11 especies
de microalgas encontrando valores de 0.5-9.69 mg EAG g' (bs). Esta
discrepancia en los resultados puede explicarse debido a que a la naturaleza
quimica de los compuestos que contribuyen a la respuesta antioxidante, a la
estructura celular de estas especies, a la polaridad de los solventes utilizados
para la extraccion de los compuestos, asi como también al ensayo utilizado para
medicion del contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante
(Goiris y col, 2012). Pumas y Pumas (2014) evaluaron una mezcla de BR de
diferentes microalgas (Golenkinia sp. Scenedesmus dimorphus, Chlorella sp.
Micractinium sp., y Scenedesmus acutus), en extractos etandlicos y acuosos
reportanto una contenido de compuestos fendlicos totales de 0.024 y 0.945 mg
EAG g (bs), respectivamente, dichos valores son menores a los reportados en
la presente investigacion (2.21 mg EAG g™ (bs)), lo cual podria deberse a que

son microalgas de diferente especie, y dichas podrian presentar un perfil
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diferente de compuestos fendlicos, los cuales le confieren la respuesta
antioxidante. A pesar de que el contenido de compuestos fendlicos en
microalgas es bajo en comparacion con el rango reportado para algunas plantas
terrestres, las microalgas podrian representar fuentes de ciertos compuestos que
pudieran solo encontrarse en este tipo de material (Ahmed y col 2014).

La capacidad antioxidante (Caox) hidrofilica total de la BR de D. tertiolecta
evaluada por diferentes métodos, vari6é de 4.61 a 116.48 pmoles ET g'1, bs, para
los extractos obtenidos con etanol, y de 4.35 a 113.83 ET g, bs, para los
extractos obtenidos con metanol (Cuadro 15). En el ensayo de ORAC la Caox
que se encontro para los extractos hidrofilicos etandlicos fueron libres= 21.37
umoles ET g™ (bs), ligados= 95.11 umoles ET g™ (bs) y total= 116.48 uymoles ET
g’ (bs). En cuanto a la Caox de los extractos hidrofilicos metandlicos libres,
ligados y total (Suma de fitoquimico libre + ligado) los resultados fueron de 19.43,
94.40 y 113.83 pmoles ET g'1 (bs), respectivamente. Al realizar la comparacion
de medias (Tukey; p<0.05) para capacidad antioxidante, evaluada por el ensayo
ORAC, los extractos etandlicos y metandlicos presentaron diferencias
significativas en los fitoquimicos libres y los fitoquimicos totales, presentando la
mayor capacidad antioxidante total el extracto etandlico (116.48 vs 113.83
umoles ET g™, bs). En el ensayo de ORAC la Caox se encontré dentro del rango
reportado por Goiris y col (2012) evaluaron 32 especies de microalgas,
encontrando valores que oscilaron entre 3.30-89.70 umoles ET g™ (bs). Ahmed y
col (2014) reportaron una Caox de 62.5 umoles ET g™ (bs) en extractos acuosos
de D. tertiolecta, dichos valores son menores a los encontrados en el presente

trabajo (113.83 - 116.48 umoles ET g, bs). Esta diferencia podria deberse a los
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distintos métodos de extraccion utilizados. Los resultados de Caox hidrofilica
total obtenidos por el método de ORAC pueden compararse con los reportados
para diversas frutas, verduras y leguminosas como: arandano (46 pmoles ET g,
bs) (Prior y col 1998), fresa (35.77 umoles ET g™, bs), espinaca (15.15 pmoles
ET g, bs), frijol pinto (77.79 ymoles ET g™, bs) (Floegel y col 2011).

Por otra parte, los resultados de Caox obtenidos por el método de ABTS
para los extractos hidrofilicos etandlicos fueron libres= 25.90 ymoles ET g™ (bs),
ligados= 47.58 pmoles ET g (bs) y total= 73.47 ymoles ET g (bs). Para los
extractos hidrofilicos metandlicos de fitoquimicos libres, ligados y totales, los
resultados fueron de 24.63, 47.15, 71.78 umoles ET g™ (bs), respectivamente. Al
realizar la comparacion de medias (Tukey; p<0.05) para capacidad antioxidante,
evaluada por el ensayo ABTS, los extractos etandlicos y metandlicos mostraron
diferencias significativas en fitoquimicos libres y fitoquimicos totales, presentando
la mayor capacidad antioxidante total el extracto etandlico (73.47 vs 71.78
umoles ET g™, bs) (Cuadro 15). Los resultados de Caox obtenidos por el método
de ABTS son comparables al trabajo reportado por Goiris y col (2012) evaluaron
la Caox tot T. suecica en extractos etandlicos encontrado valores de 56.46
umoles ET g’ (bs), analizando 23 especies de microalgas. Goiris y col (2015),
quienes evaluaron tres especies de microalgas reportando valores de 15 a 25
umoles ET g™ (bs). Ryckebosch y col (2014) encontraron valores superiores de
capacidad antioxidante al evaluar un extracto lipofilico de la microalga T. suecica
encontrando una Caox= 105 pymoles ET g” (bs), las diferencias encontradas
podrian deberse al tipo de extracto utilizado ya que se ha reportado que las

microalgas presentan un alto contenido de carotenoides, los cuales son
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compuestos de caracter lipofilico y a esto podria atribuirse su elevado valor en la
capacidad antioxidante (Ahmed y col 2014).

La Caox, evaluada por el método de DPPH para los extractos hidrofilicos
etandlicos fueron para los fitoquimicos libres 1.17 ymoles ET g™ (bs), ligados
3.44 pmoles ET g’ (bs) y totales 4.61 pmoles ET g™ (bs). Para los extractos
hidrofilicos metandlicos de fitoquimicos libres, ligados y totales, los resultados
fueron 0.99, 3.36 y 4.35 pmoles ET g (bs). Al realizar la comparacién de medias
(Tukey; p<0.05) para capacidad antioxidante, evaluada por el ensayo DPPH, los
extractos etanolicos y metanolicos mostraron diferencias significativas en
fitoquimicos libres y fitoquimicos totales, presentando la mayor capacidad
antioxidante total el extracto etandlico (4.61 umoles ET g™, bs). Los resultados de
Caox evaluada por el método DPPH se encuentran dentro de lo reportado por
Balboa y col (2013) quienes evaluaron extractos metandlicos de Chlorella y
Cianobacterias reportando valores Caox total de 3-10.5 umoles ET g™ (bs).
Marxen y col (2007) evaluaron extractos metanodlicos de cinco especies de
microalgas, obteniendo valores de Caox total de 7.26-34.45 umoles ET g™ (bs).
Las diferencias entre los valores reportados por otros investigadores y de la
presente investigacion (4.35 y 4.61 pmoles ET g™, bs), podrian deberse a que
son otras especies de microalgas las evaluadas, ademas de que la biomasa de
las microalgas evaluadas por otros investigadores es biomasa microalgal,
mientras que en esta investigacion las muestras analizadas fueron de BR,
pudiendo en el proceso de extraccién de aceite haberse eliminado compuestos
que le proporcionen capacidad antioxidante a la biomasa, asi como también,

podria deberse a las condiciones utilizadas en el método de evaluacion de Caox.
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Los resultados obtenidos para Caox de la BR evaluada por el método DPPH
(0.99-4.61 pmoles ET g™, bs) pueden ser comparados con otros frutos y cereales
como: ciruela (1.5 pmoles ET g, bs), tamarindo (2.04 pmoles ET g, bs),
guanabana (1.36 pmoles ET g, bs) (Almeida y col 2011), quinoa (0.55-9.59
umoles ET g™, bs), amaranto (2.22-2.63 pmoles ET g™, bs) (Repo de Carrasco y
Encima, 2008).

Se observo en este trabajo que con el ensayo de ORAC se obtuvieron
valores mayores para capacidad antioxidante, lo cual puede deberse a que el
ensayo de ORAC es considerado biologicamente mas relevante que ABTS,
DPPH y otros protocolos similares ya que es mas util para extractos con multiples
constituyentes y mecanismos de reaccion compleja involucrados (Ahmed y col
2014).

En general, los resultados muestran que la fraccidon de fitoquimicos ligados
en el extracto etandlico presentaron la mayor Caox con los diferentes métodos
empleados (ORAC, ABTS y DPPH); una tendencia similar mostraron los
compuestos fenodlicos. Esto podria deberse al método de extraccion y tipo de
solvente utilizado, el cual pudiera haber liberado y dejado expuestos un mayor
numero de compuestos, siendo estos los responsables del aumento en la Caox
(Floegel y col 2011).

Diversos Investigadores han reportado que la polaridad del solvente
utilizado para la extraccidon de compuestos con capacidad antioxidante es de
gran importancia, ya que de este dependera la cantidad y el tipo de compuestos
que se liberen (Rodriguez-Garcia y Guil-Guerreo 2008; Lopez y col 2011;

Hemalatha y col 2013). Este resultado concuerda con Guedes y col (2013)
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quienes evaluaron tres especies de microalgas encontrando que el etanol mostré
mejores resultados en la extraccion de compuestos antioxidantes.
E FORMULACION OPTIMA (FO) A BASE DE BR Y SABORIZANTE PARA

LA PREPARACION DE UNA BEBIDAD FUNCIONAL CON CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE ALTA

En el Cuadro 16 se muestran las diferentes combinaciones de variables
independientes [concentracion de biomasa residual (CBR) y concentracién de
saborizante (CS)] utilizadas para la produccion de las formulaciones [(0-9 g CBR
+ 0-3 g CS) /300 mL de bebida] empleadas en la elaboracion de bebidas de valor
nutricional/nutracéutico alto y los valores experimentales de la variable de
respuesta [capacidad antioxidante (Caox) de las bebidas].
1 Modelos experimentales de prediccion

A partir de los datos experimentales de Caox de las formulaciones
mostradas en el Cuadro 16 se obtuvieron modelos de prediccién, como
resultado de ajustar el polinomio de la Fig 13, el cual relaciona la variable de
respuesta (Caox) evaluadas a las formulaciones con las variables independiente
(CBR y CS). A estos modelos de prediccion se les probo su idoneidad y ajuste
por analisis de varianza (Anova, Cuadro 17). Montgomery (1999) reporté que un
modelo de prediccion debe tener una R? ajustada (coeficiente de determinacion)
= 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 (Caox)

Las formulaciones presentaron valores de Caox entre 92.97 y 515.92
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Cuadro 16. Disefio experimental'! empleado para obtener diferentes
combinaciones (formulaciones) de concentracion de biomasa residual y
saborizante (CBR y CS), para la preparacion de bebidas funcionales a base de
biomasa residual de la microalga D. tertiolecta, y resultados experimentales de la

variable de respuesta (Caox)

Variables de proceso® Variable de respuesta®
Tratamiento? CBR (o] Caox
(ABTS)®
1 1.32 0.44 92.97
2 7.68 0.44 429.81
3 1.32 2.56 212.57
4 7.68 2.56 515.92
5 0.00 1.50 111.74
6 9.00 1.50 466.15
7 4.50 0.00 346.32
8 4.50 3.00 510.21
9 4.50 1.50 284.21
10 4.50 1.50 306.65
11 4.50 1.50 289.90

'Disefio de central compuesto rotable.

’No corresponden al orden del proceso.

*CBR= Concentracion de biomasa residual (g/300 mL de bebida), CS= Concentraciéon de
saborizante (g/300 mL de bebida).

*Caox= Capacidad Antioxidante

*umoles equivalentes de Trolox (ET)/300 mL de bebida.
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Cuadro 17. Coeficientes de regresion y analisis de varianza de los modelos
experimentales de prediccidon mostrando la relacion entre la variable de respuesta
(Caox) y variables del proceso (CBR, CS) para la elaboracion de una bebida

funcional a partir de biomasa residual de D. tertiolecta

Coeficientes Capacidad antioxidante
Caox
Intercepto Codificado Sin codificar
Bo +284.66 +135.76
Lineal
B +145.18" +45.62***
B2 +47.68*** -120.16
Cuadratico
B11 NS NS
B22 +61.92*** +55.04***
Interacciones
B12 NS NS
Pmodelo 0.0001
P faita de ajuste 0.1292
cv 9.80
R? 0.9596
R%3justada 0.9462
R%predicha 0.8914

*Nivel de significancia a p <0.10
**Nivel de significancia a p < 0.05
**Nivel de significancia a p < 0.01
NS, no significativo
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umoles equivalentes de Troélox (ET)) 300 mL de bebida (Cuadro 16)
correspondientes a los tratamientos 1 y 4 respectivamente. En el Cuadro 17
se muestran la estimacion de los coeficientes de regresion y analisis de
varianza de los modelos de prediccion, mostrando las relaciones entre
la capacidad antioxidante y las variables independientes CBR y CS.

El analisis de varianza mostr6 un modelo cuadratico significativo (p=
0.0001) para Caox. Este analisis también mostré que la Caox de las bebidas fue
significativamente dependiente de los términos lineales de concentracion de
biomasa residual (CBR) y concentracion de saborizante (CS), asi como del
término cuadratico (CS?).

El modelo de prediccion para la Caox de las formulaciones usando
variables codificadas fue:

Caox= 284.66 + 145.18X4 + 47.68 X, + 61.92 X,?

El modelo de prediccion para la Caox de las bebidas usando variables no

codificadas fue:

Caox= 135.76 + 45.62CBR — 120.16CS + 55.04CS?

Este modelo de prediccion explico el 95.96% de la variabilidad total (p=0.0001)
de los valores de Caox de las bebidas. El coeficiente de determinacion R?
ajustada del modelo fue 0.9462 y la falta de ajuste fue no significativa (0.1292).
Ademas, la dispersion relativa de los puntos con respecto a los valores predichos
con el modelo (CV) fue de 9.80%. Estos valores indican que el modelo
experimental para la Caox de las bebidas fue adecuado y reproducible. A
partir de los modelos matematicos de prediccion se construyeron graficos de

superficie de respuesta y de contornos (Fig 15) en las cuales se observa el
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Fig 15. Graficas de superficie de respuesta (A) y contornos (B) mostrando el
efecto de las variables independientes [CBR: concentracion de biomasa residual
(9/300 mL de bebida), CS: concentracién de saborizante (g/300 mL de bebida)]
sobre la capacidad antioxidante [Caox (umoles ET/300 mL de bebida)] de
bebidas nutracéuticas elaboradas con formulaciones a base de biomasa residual

y saborizante.
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efecto de las variables independientes CBR y CS sobre la capacidad antioxidante
de las bebidas. En los graficos se observa que ambas variables del proceso
(CBR y CS) tuvieron un efecto significativo en el comportamiento de la capacidad
antioxidante de las bebidas. El valor de Caox mas bajo (92.97 ymoles ET/300 mL
de bebida) se localizé a una CBR de 1.32 g por 300 mL de bebida y una CS de
0.44 g por 300 mL de bebida. A medida que aumentaba tanto el contenido de
biomasa residual como de saborizante en la formulacién, la Caox
aumentaba, esto podria ser debido a que la biomasa residual aporta la mayor
proporcion de Caox. Es por ello que, los valores mas altos de Caox (478-579
umoles ET/300 mL de bebida) se alcanzaron al tener el mayor porcentaje de
biomasa residual en la formulacion.
2 Optimizacién

Se aplico el método grafico para obtener una formulacion optimizada (FO),
a base de biomasa residual y saborizante (CBR y CS ¢éptimas), adecuada para
elaborar bebidas funcionales con valores de capacidad antioxidante altos. El
modelo de prediccion obtenido para la variable de respuesta Caox se utilizé para
obtener graficos de contornos y superficie, en los cuales se seleccioné el punto
dentro de la region experimental donde el valor de Caox fuera lo mas alto posible.
El valor de Caox mas alto fue observado a una CBR=9.0 g/300 mL de bebida y
CS=3.0 g/300 mL de bebida, con una Caox= 579.403 pmoles ET/300 mL de
bebida, siendo estas las condicion 6ptimas del proceso.
F CARACTERIZACION NUTRICIONAL Y NUTRACEUTICA

(CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE COMPUESTOS

FENOLICOS TOTALES) DE LA FORMULACION OPTIMIZADA
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En el Cuadro 18 se muestra la composicion nutrimental, Caox y contenido
de compuestos fendlicos totales de la formulacién optimizada a base de la
biomasa residual de D. tertiolecta y saborizante (CBR=9.0 g/300 mL de bebida y
CS=3.0 g/300 mL de bebida), empleada para la elaboracion de una
formulacion optimizada (FO) present6 un contenido en base seca de proteina
25.50%, lipidos 0.30%, cenizas 10.34%, carbohidratos 63.85%, fibra dietaria total
27.20%, de la cual fibra soluble fue 2.3% y fibra insoluble fue 24.90%.

El contenido de compuestos fendlicos de la FO de los extractos hidrofilos
libres fue de 68.14 mg equivalentes de acido galico/100 g muestra en base seca
(mg EAG/100 g muestra, bs), para los extractos hidréfilos ligados el contenido
fue 66.21 mg EAG/100 g muestra (bs) y el contenido de compuestos fendlicos
totales fue de 127.14 mg EAG/100 g muestra (bs).

En cuanto a la Caox total de la FO, evaluada por el método ORAC los
resultados fueron para extractos hidrofilicos de compuestos libres, ligados y
totales de 3138.73, 9728.62 y 12550.37 pmoles ET/100 g muestra (bs),
respectivamente. Los resultados de capacidad antioxidante evaluada por el
método ABTS los resultados fueron 1469.57, 4627.50 y 5946.87 umoles ET/100g
de muestra (bs), para extractos hidrofilicos de compuestos libres, ligados vy
totales, respectivamente. Por el método de DPPH los resultados de capacidad
antioxidante fueron 117.65, 443.17 y 547.01 pmoles ET/100 g de muestra (bs),
para extractos hidrofiicos de compuestos libres, ligados y totales,
respectivamente.

Actualmente existe una gran demanda por parte de los consumidores de

sustitutos de leche (no lacteos) con un alto grado de aceptacion y funcionalidad.
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Cuadro 18. Contenido nutrimental, capacidad antioxidante y contenido de
compuestos fendlicos de la formulacion optimizada (FO) preparada a base de BR
de microalga D. tertiolecta y saborizante, adecuada para elaborar una bebida

funcional con capacidad antioxidante alta.

Propiedades FO
Composicion quimica (%, bs)
Proteinas 25.50 + 0.59
Lipidos 0.30 £ 0.03
Cenizas 10.34 + 0.01
Carbohidratos 63.85 + 0.57
Fibra Dietaria Total 27.20 £ 0.31
Soluble 2.3+0.01
Insoluble 2490 + 0.32
Contenido de Fenélicos®
Fendlicos libres 68.14 + 4.36
Fendlicos ligados 66.21 + 3.03
Total 127.14 £ 7.07
Capacidad antioxidante
ORAC'
Fitoquimicos libres 3138.73 + 89.33

Fitoquimicos ligados

9728.62 + 196.78

Total 12550.37 £ 105.57
ABTS'
Fitoquimicos libres 1469.57 + 75.85
Fitoquimicos ligados 4627.50 £ 96.40
Total 5946.87 + 54.28
DPPH'
Fitoquimicos libres 117.65 + 2.41

Fitoquimicos ligados
Total

443.17 £ 10.39
547.01 £12.49

Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. 'umoles equivalentes de

Trolox (TE)/100g de muestra, bs. 2mg equivalentes de acido galico (EAG)/100g de muestra, bs.
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Es en este sentido que bebidas a base de granos como cereales y leguminosas
han sido estudiadas, debido a que tienen un enorme potencial para cumplir con
esta expectativa y actuar como vehiculos potenciales de compuestos funcionales
tales como antioxidantes, fibra dietética, minerales y vitaminas. Sin embargo,
para la utilizacion de cereales y leguminosas para la preparacion de
bebidas es necesario procesarlas. Una variedad de tecnologias (por ejemplo:
coccion, germinacion y molienda) se utilizan habitualmente para procesar granos,
pero la extrusion, la fermentacion y la germinacidon son de las mejores opciones
para potenciar las propiedades nutricionales, nutracéuticas y sensoriales, asi
como alargar la vida de anaquel, de los alimentos procesados con esta
tecnologia. Es por ello que a continuacidn se presentan algunos ejemplos de
formulaciones, a base de cereales y leguminosas procesados por estas
tecnologias, empleadas para elaborar diferentes bebidas funcionales, con la
finalidad de contrastarlas con la FO obtenida en el presente trabajo. Uno de
estos trabajos fue el realizado por Rochin-Medina y col (2015) quienes evaluaron
una mezcla de harinas de maiz y garbanzo extrudidos (MHMGE), la cual se
empled como base para elaborar una bebida funcional con capacidad
antioxidante y aceptabilidad sensorial altas. Estos autores elaboraron una
formulacion a partir de la MHMGE (22g de mezcla=13.2g de harina de maiz
extrudi6 + 8.8g de harina de garbanzo extrudido) + sacarosa (3.2 g) +
edulcorante bajo en calorias (Azucar BC Metco ®, que contiene una mezcla de
sacarosa, edulcorantes de intensidad alta, inulina, fructo-oligosacaridos con dos
veces mas poder edulcorante que la sacarosa) (4.8 g) + vainilla en polvo (1 g)

para la preparacion de las bebidas funcionales [a la formulacion se le adiciond
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agua purificada (168 mL) para la preparacion de 200 mL de bebida). La
formulacién obtenida por estos autores a base de MHMGE presentd un
contenido de proteina de 10.34%, lipidos 2.41%, carbohidratos 60.94% vy
capacidad antioxidante 6231 ymol ET/100 g de muestra (bs) (método ORAC).
Asimismo, Reyes-Moreno y col (2012) elaboraron una formulacion a base de una
mezcla de harinas de maiz vy frijol extrudidos (MHMFE) (25g de mezcla=15g de
harina de maiz extrudi6 + 10g de harina de garbanzo extrudido) + edulcorante
bajo en calorias (Azucar BC Metco ®) (6.4 g) + vainilla en polvo (1 g) para la
preparacion de una bebida funcional [a la formulacion se le adicion6 agua
purificada (168 mL) para la preparacion de 200 mL de bebida] con actividad
antioxidante y aceptabilidad sensorial altas; la formulacion tuvo 11.00% proteina,
3.03% lipidos, 58.75% carbohidratos y 10,069 ymol ET/100 g de muestra (bs)
(método ORAC). También, Reyes-Moreno y col (2014) desarrollaron una bebida
nutracéutica con potencial antioxidante, antihipertensivo y antimutagénico
utilizando una formulacion obtenida a partir de una mezcla de harinas de maiz de
calidad proteinica extrudido y de frijol comun fermentado con Rhizopus
oligosporus (fermentacién en estado solido) (MHMEFF) (25g de mezcla=15g de
harina de maiz extrudié + 10g de harina de frijol fermentado) + edulcorante bajo
en calorias (Azucar BC Metco ®) (6.4 g) + vainilla en polvo (1 g); la formulacion
presento un contenido de proteina, lipidos, minerales, carbohidratos y capacidad
antioxidante de 12.41%, 2.69%, 0.81%, 74.41% y 10,781 uymol ET/100 g de
muestra (bs) (método ORAC), respectivamente. De manera similar, Luana y col
(2014) evaluaron harina de hojuelas de avena para elaborar una bebida

fermentada funcional. Ellos probaron diferentes opciones tecnoldgicas,
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incluyendo la cantidad de avena, el tipo de indéculo y la adicion de diferentes
preparados enzimaticos (preparados con actividad xylanasa, endoglucanasa,
acido ferulico esterasa, -glucanasa y amilasa). La bebida que contenia 25%
(peso / peso) de avena (la composicion restante de la bebida fue agua, 75%) y
fermentada con la cepa LP09 de Lactobacillus plantarum (bacterias
acidolacticas) se consider6 Optima con base en propiedades sensoriales y
tecnologicas. La adicion de enzimas previo a la fermentacion favorecio el
crecimiento del cultivo bacteriano, acortado el tiempo necesario para alcanzar un
pH de 4.2 en aproximadamente 8 h, favoreciendo el proceso de fermentacion. El
analisis sensorial mostré que la bebida a base de avena fermentada tenia
caracteristicas tipicas de una bebida tipo yogur. Ellos reportaron un contenido de
proteina de 9.8%, lipidos de 5.5%, cenizas de 2.9%, carbohidratos de 70.4% y
fibra dietaria total de 13.95% (3.03% de fibra dietaria soluble + 10.92 de fibra
dietaria insoluble) en la harina de avena empleada para elaborar la bebida
fermentada funcional tipo yogur. En este trabajo la actividad antioxidante fue
evaluada con el método DPPH en extractos metandlicos al 80% de esta harina
de avena, la cual present6 un 73.3% de capacidad atrapadora del radical DPPH.
Perales-Sanchez y col (2014) optimizaron el bioproceso de germinacidén para
obtener harina de amaranto germinado optimizada (HAG) con actividad
antioxidante y contenido de compuestos fendlicos altos. Ellos analizaron la
HAGO encontrando proteinas en un 18.21%, lipidos en un 5.36%, fibra dietaria
total en 23.86% de la cual fibra soluble fue 3.55% e insoluble 20.31%, contenido
de compuestos fendlicos totales en 248 mg equivalentes de acido galico

(EAG)/100 g de muestra (bs) y actividad antioxidante en 21,560 ymol ET/100 g
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de muestra (bs) por el método ORAC y 12,160 ymol ET/100 g de muestra (bs)
por el método ABTS. En este trabajo de investigacion se concluy6 que la HAGO
podria ser utilizada como fuente de antioxidantes naturales, proteinas y fibra
dietética en la formulacion de alimentos funcionales como bebidas.

Asi como existen bebidas funcionales elaboradas a partir de harinas de
granos procesados, también existe una gran variedad de bebidas funcionales
elaboradas a partir de frutas y vegetales, las cuales también tienen buenos
niveles de antioxidantes y potenciales propiedades benéficas a la salud para la
prevencion y/o cura de enfermedades, principalmente las cronico-degenerativas.
Sin embargo, la mayoria de las bebidas son evaluadas como tal, y no se
encontraron reportes donde se haya evaluado la formulacion o ingredientes con
los que se elaboraron dichas bebidas.

Al comparar la FO con las formulaciones elaboradas a base de harinas de
cereales y leguminosas procesadas, y sus mezclas, edulcorantes y otros
ingredientes mencionadas anteriormente, se puede observar que FO presentd un
mayor contenido de proteina, minerales, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante, y menor contenido de lipidos y carbohidratos, excepto que la harina
de amaranto germinada optimizada, por lo que se puede decir que FO tiene un
potencial nutricional y nutracéutico similar que dichas harinas de granos
procesados, por lo que FO podria ser utilizada como fuente de antioxidantes
naturales, proteinas, minerales y fibra dietética en la formulacién de alimentos
funcionales como bebidas, al igual que las formulaciones mencionadas, y que
fueron empleadas con este propdsito.

G CONTENIDO NUTRIMENTAL Y ENERGETICO, CAPACIDAD
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ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS DE LA
BEBIDA FUNCIONAL PREPARADA A PARTIR DE LA FORMULACION
OPTIMIZADA A BASE DE BIOMASA RESIDUAL Y SABORIZANTE
La bebida funcional elaborada a partir de la FO se basdé en

pruebas preliminares para definir las cantidades de los ingredientes utilizados

(datos no mostrados). La norma mexicana NMX-F-439-1983 para alimentos y

bebidas no alcohdlicas define una bebida nutritiva cuando contiene al menos

1.5% de proteina o hidrolizados de proteinas con una calidad equivalente a la de

la caseina; también establece que la bebida debe contener 10 a 25% del

ingrediente principal usado para prepararla. Estas bebidas también pueden
contener etanol hasta un 2%, edulcorantes, aromatizantes, diéxido de carbono,
jugos, pulpa de frutas, verduras o leguminosas y otros aditivos autorizados por la

Secretaria de Salud y Asistencia de México. Ademas, la Secretaria de Salud y

Asistencia de México, recomienda que una porcién de 200 mL de bebida debe

contener no mas de 140 kcal. La bebida funcional preparada en presente

estudio contenia 3% de FO, ingrediente principal usado para prepararla, y 1% de
proteina, por lo que no cumplié con la norma NMX-F-439-1983 en este aspecto.
En la presente investigacion no se emplearon mayores cantidades de
biomasa residual para preparar las bebidas funcionales debido a que la cantidad
de muestra obtenida de este material durante las primeras etapas del trabajo
experimental de esta investigacion fue reducida, basicamente por problemas con
el cultivo de la microalga, por lo tanto, para seguir con las etapas posteriores a la
produccion de la microalga, se realizaron evaluaciones a nivel de miligramos y

microgramos de la mayoria de las propiedades estudiadas (composicién quimica,
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propiedades funcionales, capacidad antioxidante y contenido de compuestos
fendlicos) a la biomasa residual en la presente tesis. A partir de los valores
obtenidos de las propiedades de FO se realizaron calculos para estimar la
composicidon quimica, capacidad antioxidante y contenido de compuestos
fendlicos de la bebida funcional elaborada con FO. Debido a lo anteriormente
mencionado, es necesario en un futuro utilizar mayores cantidades de biomasa
residual, para que las bebidas funcionales elaboradas cumplan a calidad con la
norma mexicana NMX-F-439-1983 para alimentos y bebidas no alcohdlicas

El Cuadro 19 muestra la composicion nutrimental de la bebida elaborada
a partir de la formulacién optimizada a base de la BR de D. tertiolecta y
saborizante (CBR=9.0 g/300 mL de bebida y CS=3.0 g/300 mL de bebida), asi
como su aporte caldrico, Caox y contenido de compuestos fendlicos. Una porcion
de 300 mL de la bebida de valor nutricional /nutracéutico alto elaborada a partir
de la FO presentd un contenido de proteinas 2.98%, lipidos 0.03%, minerales
1.21%, carbohidratos 7.47%, fibra dietaria total 3.18%, de la cual fibra soluble fue
0.26% vy fibra insoluble 2.91%, asi como un aporte caldrico de 42.07 kcal. Estos
resultados fueron obtenidos mediante el recalculo de los datos obtenidos en la
formulacion optimizada; a la cual se le realizaron todas las pruebas antes
descritas. Del contenido energético total de la bebida las proteinas representaron
alrededor de 28.33%, los lipidos 0.64% y los carbohidratos 71.02%. 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-Mezquitay

col 2007). Con base a lo anterior, la bebida presentd un porcentaje energético
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Cuadro 19. Contenido nutrimental, capacidad antioxidante y contenido de
compuestos fendlicos para una porcion de 300 mL de una bebida nutracéutica
preparada con la formulacion optimizada a base de biomasa residual de la

microalga Dunaliella tertiolecta y edulcorante

Propiedad Bebida Funcional
Composicion Nutrimental (g)
Proteina 2.98 £ 0.06
Lipidos 0.03 £ 0.01
Minerales 1.21 £ 0.01
Carbohidratos 7.47 £ 0.06
Fibra Dietaria Total 3.18 £ 0.03
Soluble 0.26 £ 0.01
Insoluble 291+0.03
Energia (kcal) 42.07
Capacidad Antioxidante (umol ET)
ORAC 1506.04
ABTS 713.62
DPPH 65.64
Contenido de Fendlicos Totales (mg EAG) 15.25

Los valores representan el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. kcal: kilocalorias;
pmol ET: micromoles equivalentes de trolox; mg EAG: miligramos equivalentes de acido galico.
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proveniente de carbohidratos mayor (71.02%), 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 aumentd el contenido 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 afnos y 4-8
anos es de 13 y 19 g/dia respectivamente (USDA, 2005). Una porcion de 300 mL
de la bebida preparada con la FO aporta el 22.92% y 15.68% del requerimiento
diario de proteina para nifios y nifias de 1-3 y 4-8 afos, respectivamente.

Una porcién de 300 mL de la bebida funcional preparada con FO aporta
un contenido de compuestos fenolicos de 15.25 mg EAG. En cuanto a la
capacidad antioxidante total por el método de ORAC, ABTS y DPPH de la bebida
funcional fue de 1506.04, 713.62 y 65.64 umoles ET/300 mL de muestra
respectivamente.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus
siglas en inglés) recomienda una ingesta de 3,000-5,000 ymoles ET/dia para
mantener un nivel adecuado de antioxidantes en el organismo (USDA, 2010).
Una porcion de 300 mL de la bebida elaborada a partir de la FO aporta entre el
50.20-30.12% de la ingesta diaria de antioxidantes recomendada.

Al igual que se mencion6 en la seccion anterior, existen bebidas
funcionales a base de granos como cereales y leguminosas procesados que han

sido estudiadas, debido a que tienen un enorme potencial como sustitutos de
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leche para actuar como vehiculos potenciales de compuestos funcionales tales
como antioxidantes, fibra dietética, minerales y vitaminas. Es por ello que a
continuacion se presentan resultados reportados en la literatura (Reyes-Moreno y
col, 2012; 2014; Rochin-Medina y col, 2015) de composicién nutrimental,
contenido energético y capacidad antioxidante de bebidas funcionales
elaboradas a partir de granos como maiz, garbanzo, frijol, amaranto y avena
procesados por extrusion, fermentacion y germinacion, las cuales ya fueron
descritas en la seccion anterior, con la finalidad de contrastarlas con la bebida
funcional preparada a partir de FO y saborizante en el presente trabajo. Los
resultados de estas bebidas funcionales fueron calculados para porciones de 300
mL de bebida a partir de la informacién reportada en los diferentes trabajos de
investigacion, para efectos de comparacién con la bebida funcional preparada
con FO en el presente trabajo de investigacion. Porciones de 300 mL de estas
bebidas tuvieron 5-6 g de proteina, 1.2-1.5 g de lipidos, 0.39 g de minerales,
28.2-35.7 g de carbohidratos, 139-147 kcal de energia, 2,991-5,175 pmoles ET
de capacidad antioxidante. La bebida funcional elaborada con FO presentd
menor contenido de proteina, lipidos, carbohidratos, energia y capacidad
antioxidante, y mayor contenido de minerales (Cuadro 19) que lo reportado para
las bebidas elaboradas con harinas de granos procesados y otros ingredientes
como edulcorantes y vainilla.

A continuaciéon, también se presentan resultados de capacidad
antioxidante y contenido de compuestos fendlicos de bebidas funcionales
elaboradas a partir de frutas, vegetales e infusiones, las cuales también

presentan niveles aceptables de antioxidantes, con la finalidad de contrastarlas
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con la bebida funcional preparada a partir de FO y saborizante en el presente
trabajo. Uno de estos trabajos fue el realizado por Floegel y col (2011) quienes
evaluaron la capacidad antioxidante a un gran numero de muestras de alimentos
que contienen una gran variedad de frutas, verduras y bebidas que son los
principales contribuyentes a la ingesta de antioxidantes en la dieta de los
Estados Unidos de América. Ellos reportaron valores de actividad antioxidante de
1224 a 11,619 pmol ET/300 mL de bebida por el método ORAC. Ademas, Ninfali
y col (2014) analizaron jugos de fruta, néctares y bebidas de fruta encontrando
valores de 458-13,395 pmoles ET/300 mL para Caox (método ORAC). Otro
trabajo es reportado por Kim y col (2014) quienes evaluaron diferentes bebidas
comerciales de fruta en Korea (uva, naranja, manzana, mandarina, mora azul,
fresa, kiwi, mango) encontrando valores de 36.12-549.99 mg EAG/300 mL, para
el contenido de compuestos fendlicos. Asi como también, Moreno-Montorro y col
(2015) analizaron jugos de frutas como uva, pifia y naranja donde encontraron
valores que van de 94.2-546 mg EAG/300 mL para capacidad antioxidante
evaluada para el contenido de compuesto fendlicos. Diamantini y col (2015)
evaluaron bebidas energéticas del mercado local en ltalia, las cuales presentan
valores de 63-17,160 uymoles ET/300 mL por el método de ORAC. Magalhaes y
col (2007) encontraron menores valores de Caox en jugos, infusiones de té,
vinos de uva y cervezas del mercado local de Portugal encontrando una Caox de
54.3-462 pmoles ET/300 mL, evaluada por el método ABTS. Pellegrini y col
(2003) evaluaron diferentes bebidas no alcohdlicas obteniendo valores que van
desde 27-990 ymoles ET/300 mL, dicha Caox fue evaluada por el método de

ABTS.
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Pisoschi y col (2009) evaluaron jugo de durazno, refresco de limon y jugo
de frutas encontrando valores de 37.2, 46.2 y 120 pmoles ET/300 mL,
respectivamente, para capacidad antioxidante evaluada por el método DPPH. Asi
como también Diamantini y col (2015) evaluaron bebidas energéticas quienes
encontraron valores de 159-16,347 umoles ET/300 mL para capacidad
antioxidante evaluada por el método.

La bebida funcional elaborada a partir de FO y saborizante present6
valores de capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos dentro
del rango reportado para las diferentes bebidas funcionales elaboradas a partir

de frutas, vegetales e infusiones mencionadas en el parrafo anterior.
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1.

IX CONCLUSIONES
El cultivo de D. tertioleca presento un comportamiento sigmoidal con valores
maximos de crecimiento en el dia 7, presentando valores de tasa de crecimiento
especifico (u)= 0.27 d™' y un tiempo de duplicacion (t5) = 2.59 d.
El uso de quitosano como floculante organico presento una alta eficiencia en el
proceso de floculacion sin modificar el pH de la microalga D. tertiolecta, donde se
obtuvieron porcentajes de eficiencia de recuperacion desde un 83.35 a 94.64%.
La biomasa residual de D. tertiolecta presentd un contenido de proteina, lipidos,
minerales y carbohidratos de 32.95, 0.36, 12.38 y 54.30% (bs), respectivamente,
asi como un contenido de fibra dietaria total de 33.85% (bs) de la cual fibra
soluble fue 1.07% e insoluble fue 32.77%.
La biomasa residual de D. tertiolecta presentd una actividad acuosa de 0.31 y un
pH de 6.43. El IAA fue de 2.79 g gel/g de muestra (bs), el ISA de 1.66 g
s6lidos/100g de muestra (bs) y el porcentaje de dispersabilidad fue de 40%.
La biomasa residual de D. tertiolecta presentd un contenido de fendlicos totales
(CFT) de 221 mg equivalentes de acido Galico (EAG)/ 100g de muestra (bs) y
una capacidad antioxidante (Caox) de 11,648, 7,347 y 461 ymoles equivalente de
Trolox (ET)/ 100g de muestra (bs) empleando los métodos ORAC, ABTS y DPPH,
respectivamente.
Se obtuvo una formulacion optimizada (FO) a partir de biomasa residual de D.
tertioleca y saborizante: FO = 9.0 g/300 mL de bebida de contenido de biomasa
residual (CBR) + 3.0 g/300 mL de bebida de contenido de saborizante (CS).
La FO presentd un contenido en base seca de proteinas de 25.50%, lipidos

0.30%, minerales 10.34%, carbohidratos 63.85%, fibra dietaria total 27.20%, de la
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cual un 2.3% fue fibra soluble y 24.90% fibra insoluble, CFT de 127.14 mg
EAG/100g de muestra, Caox total de 12550.37, 5946.87 y 547.01 ymoles ET/100
g de muestra evaluada por los métodos ORAC, ABTS y DPPH, respectivamente.

8. Una porcion de 300 mL de la bebida funcional preparada a partir de FO contiene
298 g de proteinas, 0.03 g de grasas, 1.21 g de minerales, 7.47 g de
carbohidratos, un contenido energético de 42.07 kcal, un CFT de 15.25 mg EAG y
una Caox total por el método ORAC, ABTS y DPPH de 1506.04, 713.62 y 65.64
pMmoles ET, respectivamente.

9. Una porciéon de 300 mL de bebida nutracéutica preparada a partir FO aporta el
22.92% y 15.68% del requerimiento diario de proteina para nifios y nifias de 1-3 y
4-8 afos, respectivamente. Ademas, aporta el 50.20-30.12% de la ingesta diaria
de antioxidantes recomendada.

10. La bebida funcional elaborada a partir de FO y saborizante puede ser usada
como una alternativa a bebidas con valor nutricional/nutracéutico bajo tales como
las preparadas con agua, azucares simples, saborizantes y colorantes artificiales,

las cuales son ofrecidas ampliamente en el mercado.
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ABREVIATURAS

a Parametro Hunter-Lab

ADA American Diabetes Association
AOAC Association of Official Analytical Chemists
Aw Actividad de agua

b Parametro Hunter-LAb

bs Base seca

Caox Capacidad Antioxidante

cal Caloria

cel Células

cm Centimetro

col Colaboradores

CBR Concentracion de biomasa residual
CFT Compuestos fendlicos totales

CS Concentracion de saborizante

°C Grados centigrados

DO Densidad 6ptica

ty 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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FDA

FO

GRAS

kcal

Kg

I

mg
Mm
min
mL

nm

HO
NaCl

ND

NP

Pag

pH

Food and Drug Administration
Formulacién optimizada
Gramos

Generally Regarded as Safe
Hora (s)

Kilocaloria (s)
Kilogramo

Litro

Parametro Hunter-LAb
Molar

Miligramo

Milimolar

Minuto (s)

Mililitro (s)

Nandmetro (s)
Micromolar

Microgramo

Cloruro de sodio

No determinado

No presento

Nivel de significancia
Pagina

Potencial hidrogeno
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p/v

rom

USDA

WHO

Paginas publicadas

Relacién peso-volumen
Revoluciones por minuto

segundo

Temperatura

Tiempo

U.S. Department of Agriculture
Organizacion Mundial para la Salud

Tasa de crecimiento especifico
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