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RESUMEN
El uso de espirulina para la formulacion de alimentos funcionales ha aumentado en los ultimos
afnos por sus propiedades y beneficios a la salud. Ademads, es de interés la utilizacion de la
ficocianina de espirulina por sus efectos propiedades funcionales en el cuerpo humano, con
beneficios a la salud que van desde accion antiinflamatoria hasta su poder como un agente
anticancerigeno. Sin embargo, uno de los problemas del uso de la ficocianina en alimentos es
optimizar su extraccion a una maxima concentracion y con una buena estabilidad, ya que las
metodologias existentes consumen mucho tiempo y no proporcionan una materia prima con una
buena concentracion, haciendo que el proceso de extraccion sea costoso y laborioso. En este
trabajo, inicialmente se trabajo con la espirulina como ingrediente funcional, suplementando el
medio con fuentes de nitrogeno de origen vegetal con la intencion de aumentar el contenido de
proteina de la cianobacteria. Posteriormente, se estandarizd un método de extraccion y
precipitacion de la ficocianina con distintas sales por su sencillez y tiempo relativamente rapido
de proceso, teniendo como objetivo la optimizacidon de los pardmetros del proceso de extraccion
(temperatura, pH, agitacion, cantidad de solvente y tiempo) y de precipitacion (temperatura de
almacenamiento, concentracion de la sal precipitante y tiempo) para maximizar la concentracion
de ficocianina, utilizando el método de superficie de respuesta. El resultado de suplementar el
medio de crecimiento de espirulina con una fuente vegetal de nitrogeno (apio fermentado) no
ayudo a incrementar el contenido de la misma, comparando con un control suplementado con el
medio Zarrouk. Por otro lado, el método de extraccion y precipitacion de ficocianina propuesto
logro obtener resultados de concentraciones de 0.378 mg/mL y 0.47 mg/g de ficocianinas

respectivamente.
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ABSTRACT
The use of spirulina in the formulation of functional foods has risen in recent years due to its
beneficial properties in human health. Moreover, the use of phycocyanin from spirulina is of
interest because of its functional properties in the human body, with health benefits from anti-
inflammatory activity to anticarcinogenic activities power. Nonetheless, one of the problems of its
application in food is the optimization of extraction by maximizing concentration and stability,
since current methodologies are time-consuming and do not yield enough concentration, making
the process costly and demanding. In this work, initially a base of spirulina was supplemented with
a source of vegetable nitrogen in order to increase its protein content. Later, an extraction and
precipitation method based in salts was proposed, due to its simplicity and relatively short process
time, with the goal of optimizing process parameters in extraction (temperature, pH, agitation,
solvent ratio and time) and in precipitation (storage temperature, salt concentration and time) in
order to maximize precipitated phycocyanin concentration, using response surface methodology.
The result of supplementing growth medium with a vegetable source of nitrogen (rotten celery)
did not help increase the protein content of spirulina, comparing with a Zarrouk medium control.
On the other hand, the extraction and precipitation method for phycocyanin obtained results of

concentrations of 0.378 mg/mL and 0.47 mg/g of phycocyanins, respectively.
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1. INTRODUCCION

La espirulina es una cianobacteria, también conocida como Arthrospira, popularmente reconocida
en el mundo de los alimentos saludables como un suplemento alto en proteina a la alimentacién
humana. Se trata de un organismo fotosintético que naturalmente crece en condiciones de luz solar
intensa, altas temperaturas y medio altamente alcalino (Wan, 2016). Se caracteriza por un alto
contenido de proteina, conteniendo todos los aminoacidos esenciales, aunque cantidades reducidas
de metionina, cisteina y lisina, siendo por ello inferior a proteinas animales como el huevo y la
leche, pero muy superior a la mayoria de las proteinas vegetales. Ademads, contiene una alta
cantidad de acidos grasos poliinsaturados (1.5-2%), vitaminas Bi, B2, B3, Bs, Bo, Bi2, C, DYy E, y
minerales como potasio, calcio, cromo, hierro, cobre, magnesio, manganeso, selenio y zinc (Habib,

2008).

Actualmente, el uso de espirulina como fuente alternativa de proteina goza de alta popularidad,
debido en parte al aumento de personas en el mundo que siguen dietas libres o reducidas en
consumo de proteina de origen animal. Por ejemplo, a nivel global se estima que el 22% de los
consumidores intentan reducir su consumo de carne, mientras que en Latinoamérica este
porcentaje es del 21% (IPSOS, 2018). En México, el porcentaje de personas que siguen dietas
vegetarianas, flexitarianas y veganas es de 19%, 15% y 9%, respectivamente (Nielsen, 2016).
Adicionalmente, el mercado de alimentos funcionales a nivel mundial tiene un valor de 161.49

millones USD, con un crecimiento anual proyectado del 7.9% (Grand View Research, 2019).

Se ha encontrado que la produccion de biomasa y proteina en la espirulina estd condicionada por
el contenido de nitrogeno en el medio y la fuente de la que proviene, siendo las fuentes mas
efectivas el nitrato de sodio, el nitrato de amonio y la urea (Vieira, 2001). Sin embargo, también

se ha estudiado la suplementacion del medio con extractos/subproductos vegetales con contenido
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de compuestos nitrogenados, logrando una mayor produccion de proteina. En el caso especifico
de la vinaza de remolacha, se logré una mayor produccion de biomasa y proteina en espirulina al
utilizarla como suplemento al medio de crecimiento (Coca, 2015). El jugo de apio es un material
de facil acceso y con un contenido importante de nitrogeno, en forma de nitrato (97 ppm), amonio
(84 ppm), ademas de contener minerales como Calcio, Potasio, Magnesio, Hierro, Zinc, Cobre,
Manganeso y Sodio (Domagala, 2012). Por lo tanto, se selecciona como fuente de nitrégeno para
el crecimiento de la espirulina, usandolo como suplemento al medio Zarrouk. Por otro lado, el uso
de frutas y vegetales en descomposicion como fuentes econdémicas de carbono y nitrégeno se ha
explorado como alternativa de medio para el crecimiento de espirulina, tanto por sus beneficios
economicos como medioambientales, utilizando un subproducto que es desechado comtinmente
en centros urbanos alrededor del mundo. Como dato adicional, podemos citar que la pérdida de
alimentos desde post-cosecha hasta la distribucion tiene una media a nivel mundial de 13.8%
(FAO, 2016),y en el caso especifico de las frutas y verduras, este porcentaje asciende a 22% (FAO,

2019).

Por otro lado, una de las desventajas del uso de Spirulina para la formulacién de alimentos es la
formacion de sabores indeseables en el mismo, que pueden deberse a metabolitos de las
cianobacterias, como la geosmina y el 2-metilisoborneol, que crean aromas “terrosos” (Agustini,
2019), asi como a la presencia de acidos grasos eicosapentaenoico y docosahexaenoico, que
imparten cierto sabor a “pescado” (Hamdan, 2020). Por lo anterior, es de interés el uso de

ficocianina extraida de la espirulina para evitar las notas desagradables anteriormente descritas.

La ficocianina forma parte de la familia de las ficobiliproteinas, que son pigmentos presentes en
cianobacterias y que forman complejos que absorben la luz. Las ficobiliproteinas estan

conformadas por un heterodimero de unidades a y 3, cada uno de los cuales se forma por uno, dos
11
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o tres cromoforos llamados bilinas. Dentro de las ficobiliproteinas se encuentran los tipos
ficoeritrinas, ficocianinas, alloficocianinas y ficoertrocianinas. En la espirulina, el tipo de mayor
importancia es la ficocianina, especificamente del tipo C-ficocianina, la cual se compone de dos

subunindades o y  con una conformacioén hexamérica. (Morancais, 2018).

La ficocianina extraida de la espirulina puede ser utilizada en la formulacion de alimentos debido
a sus propiedades funcionales entre las que se encuentran antinflamatorios, antioxidantes y
anticancerigenos, actuando directamente en la reduccion del estrés oxidativo, la apoptosis y los

procesos inflamatorios en modelos in vivo (Mysliwa, 2017).

Existen diversos métodos de extraccion para la ficocianina a partir de espirulina u otras
cianobacterias, pero en su mayoria tienen desventajas de nivel bajo de pureza y baja estabilidad en
el almacenamiento (Pez, 2021). Por lo anterior, es interesante evaluar un método sencillo y
economico de extraccion, evaluando la recuperacion del pigmento y su estabilidad en

almacenamiento para su uso como ingrediente alimentario.

12
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas de la espirulina

La produccion de espirulina para consumo humano tiene una historia de varios siglos. Durante el
siglo XVI, los conquistadores espafioles que llegaron a México observaron que los aztecas
recolectaban espirulina del lago de Texcoco con el propdsito de elaborar una especie de “barra”
que servia de fuente de alimentacion a las personas que vivian cerca del cuerpo de agua (Cifferri,
1985). Asi como este ejemplo, se han encontrado algunos otros a lo largo del globo donde las
personas han utilizado este material como una fuente de alimento de buena calidad. Actualmente,
la produccion de espirulina se puede llevar a cabo por uno de dos métodos: fotobiorreactores

cerrados 0 estanques abiertos.

En la produccién en estanque abierto (ya sea natural o artificial), hay algunas ventajas como la
facilidad de construccion y operacion, reduciendo de esta manera los costos a expensas de la tasa
de produccion. Por otro lado, hay una serie de desventajas asociadas de manera natural con este
tipo de produccidn en estanques abiertos, como lo son las grandes areas necesarias para llevarla a
cabo, las pérdidas por evaporacion, la utilizacion limitada de la luz por parte de la cianobacteria y
la baja tasa de produccion comparada con la de otro tipo de sistemas, debido a una pobre
penetracion del aire. Adicionalmente, la tasa de produccion esté sujeta a las variaciones naturales
en las condiciones de temperatura y clima, asi como los niveles variables de nutrientes en el cuerpo

de agua donde se lleve a cabo el desarrollo de la espirulina.

Un fotobiorreactor actia como un ambiente cerrado donde las condiciones necesarias para la
produccion de espirulina pueden ser controladas. Debido a su naturaleza de sistema cerrado,

algunas de las desventajas asociadas con los sistemas abiertos pueden evitarse, como es el caso de

13
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la exposicion a gases y contaminantes externos. A pesar de ser usualmente mas caros que los
estanques abiertos, los fotobiorreactores pueden tener ventajas sobre este tipo de sistemas,
incluyendo la reduccion de fuentes de contaminacion externas; un mejor control sobre las
condiciones de produccion como pH, temperatura, luz y concentraciéon de CO»; prevencion de
pérdidas por evaporacion; tasas de produccion mas altas; optimizacion de las condiciones de luz

por medio de una mejor distribucion, minimizando areas de poca iluminacion.

Adicionalmente, hay un tipo de sistema hibrido que combina las ventajas del fotobiorreactor y de
los sistemas de estanque abierto. En este tipo de arreglo, puede haber una estructura de tanque
abierto fisicamente cubierta en la superficie para evitar fuentes de contaminacion externa y reducir

pérdidas por evaporacion y de CO> (Soni, 2017).

La produccion de espirulina alrededor del mundo puede tomar dos diferentes formas. Una de
produccion industrializada, enfocada en producir materia prima para un mercado interesado en
alimentos naturales y saludables y para ser tratada posteriormente de manera que puedan extraerse
compuestos bioquimicos de alto valor. La otra forma, la més practicada en economias en
desarrollo, es donde se produce espirulina como una fuente de proteina al alcance de gran parte de
la poblacién, producida en condiciones no ideales y haciendo uso de desechos vegetales y animales

en el proceso (FAO, 2008).

El procesamiento de la espirulina después de su cosecha involucra los siguientes pasos: filtracion
y limpieza, pre-concentracion, concentracion, neutralizacion, desintegracion, deshidratacion,

empacado y almacenamiento (FAO, 2008).

14
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Filtracion y limpieza

Pre-concentracion

Concentracion

Neutralizacion

Desintegracion

Secado

Empacado

Almacenamiento

Figura 1. Pasos en el procesamiento de la espirulina.

La espirulina estd compuesta de aproximadamente 55-70% proteina, 15-25% polisacéridos, 5-6%
lipidos, 6-13% 4acidos nucleicos y 2.2-4.8% de contenido mineral. Los lipidos y proteinas
contenidos en la espirulina son de especial interés. Alrededor de 1.5-2.0% consisten en acidos
grasos poliinsaturados, principalmente acido linoleico, pero también dacidos estearidonico,
eicosapentanoico, docosahexaenoico y araquidonico (FAO, 2008). Adicionalmente, comparado
con otras fuentes de proteina, provee una cantidad muy pequefia de colesterol (aproximadamente
32.5 mg/100 g). De su contenido de proteina, la C-ficocianina se ha estudiado ampliamente por

sus efectos anticancerigenos, entre otros.

15
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Cuadro 1. Contenido nutrimental de la espirulina.

FOIL, SAC, IPGSR, BAU,
Francia Tailandia ~ Malasia  Bangladesh
Proteina cruda (%) 65 55-70 61 60
Carbohidratos solubles (%) 19 -- 14 --
Grasa cruda (%) 4 5-7 6 7
Fibra cruda (%) 3 5-7 -- --
Cenizas (%) 3 3-6 9 11
Humedad (%) -- 4-6 6 9
Nitrégeno libre (%) -- 15-20 4 17

FOI: French Oil Institute; SAC: Siam Algae Co. Ltd; IPGSR: Institute of Post-graduate Studies and

Research Laboratory, University of Malaya; BAU: Bangladesh Agricultural University.

(FAO, 2008)

La espirulina contiene también vitaminas B1, B2, B3, Bs, Bo y B12, y minerales como calcio, cromo,

cobre, hierro, manganeso, magnesio, fosforo, selenio, sodio y zinc (Wan, 2016).

2.2 Propiedades de la espirulina

También se ha encontrado que la espirulina tiene una serie de propiedades beneficiosas para la

salud humana, asi como utilizables en la produccion de alimentos:
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e Actividad anticancerigena:

La actividad anticancerigena de la espirulina se ha estudiado ampliamente y en algunos casos se
ha llegado a ligar a la presencia de compuestos tetrapirrolicos relacionados con la molécula de
bilirrubina. En algunos experimentos in vitro e in vivo, se ha comprobado una reduccion
significativa en las especies reactivas al oxigeno a nivel mitocondrial, en el estado redox del
glutation y en una menor proliferacion de lineas celulares pancreaticas humanas, dependientes de
la dosis de espirulina utilizada (Konic¢kova, 2014). En otros casos, se han encontrado efectos en la
disminucioén de la proliferacion de células humanas de carcinoma de pulmén A549 (Czerwonka,

2018).

e Propiedades antimicrobianas

El extracto acuoso de espirulina ha mostrado efectos antimicrobianos contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Aspergillus niger, abriendo el camino para esutidar
la posibilidad de desarrollar potentes antimicrobianos extraidos a partir de Spirulina platensis y
para ser aplicados en la industria de alimentos (El-Sheekh, 2014). En otros estudios se ha
demostrado que los extractos de espirulina obtenidos con solventes como metanol y hexano pueden
tener un efecto significativo contra patogenos (bacterias y hongos), como S. aureus, E. coli, P.

aeruginosa, S. typhi, A. flavus, A. niger'y C. albicans (Usharani, 2015).

e Proteccidon contra envenenamiento por metales pesados:

En algunos estudios se ha encontrado que la suplementacion con espirulina puede disminuir los
efectos del envenenamiento por metales pesados como cadmio, mercurio, plomo y arsénico. La

mayoria de estos estudios muestran una toxicidad disminuida por metales pesados, mientras que

17
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otros demuestran un efecto protector, atribuido principalmente a la capacidad antioxidante de la

espirulina (Bhattacharya, 2020).

e Actividad antioxidante:

El efecto antioxidante de la espirulina se ha estudiado de manera importante y se atribuye
principalmente a su contenido de proteinas, especialmente la C-ficocianina. Adicionalmente,
algunos de los mecanismos antioxidantes que desencadena la espirulina han sido identificados
como la activacion de enzimas antioxidantes, la inhibicion de la peroxidacion de lipidos y de dafio
al ADN, la neutralizacién de radicales libres y el incremento en la actividad de superoxido

dismutasa y catalasa (Wu, 2016).

e [Efecto inmunoestimulante:

La Academia China de Ciencias Médicas ha encontrado que la alimentacion de ratones con
espirulina mostraba un incremento en la tasa y el tiempo de supervivencia después de una
exposicion a una dosis letal de radiacion. La actividad de superdxido dismutasa mostrd también

un incremento (FAO, 2008).

¢ Suplemento alimenticio:

El uso de la espirulina como un suplemento alimenticio en la nutricion humana ha demostrado
tener varios beneficios. En primer lugar, la espirulina tiene un contenido alto de 4cidos grasos
poliinsaturados, conteniendo alrededor de 2 por ciento de &4cido y-linolénico, por ejemplo,
haciéndolo una de las pocas fuentes de este acido graso en la alimentacion humana, siendo las
otras fuentes la leche humana, y extractos de rosa, moras y borrajo, entre otras. La suplementacion
de dietas con 4cido linolénico ha demostrado ayudar en algunas enfermedades como artritis,
afecciones del corazon y obesidad (FAO, 2008).
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2.3 Aplicaciones en alimentos

La espirulina se puede utilizar en una gran variedad de alimentos, sacando provecho de sus

caracteristicas antioxidantes y de su capacidad para mejorar el perfil nutrimental de los alimentos

donde se aplica. Algunos de los productos donde se ha utilizado son los siguientes:

Confidential Information

Bebidas: en preparados base de leche y otros como t¢ y bebidas funcionales, usada
en forma de polvo o como extracto. En este tipo de productos, el perfil nutrimental
de la bebida (ej. contenido de vitamina C) se puede complementar con la adicion
de proteina de espirulina, haciendo un producto mas completo y con mayores
propiedades funcionales.

Productos de panificacion: De manera similar a la categoria anterior, la espirulina
se puede agregar a pan o productos similares, pasta o galletas de manera que se
mejore el perfil nutricional de los mismos, agregando una fuente de proteinas,
algunas vitaminas y minerales, ¢ incrementando las propiedades antioxidantes y
funcionales del producto. Ademas, se ha encontrado que la adicion de espirulina al
pan puede estabilizar sus propiedades de retencion de agua en el tiempo, de esta
manera extendiendo su vida de anaquel. El rango de uso de espirulina en este tipo
de productos se encuentra entre 0.1 y 1.5%, evitando niveles de uso mayores que
pueden hacer que la apariencia y el color del producto tenga caracteristicas que
puedan resultar negativas para el consumidor (Hosseini, 2013).

Postres y dulces: la adicion de espirulina a este tipo de productos se ha estudiado
como un vehiculo de ingredientes altamente funcionales y nutritivos, en una
categoria de alimentos de alto consumo y muy aceptada. Como se discutid

anteriormente, el agregar espirulina en este tipo de alimentos afiade proteina y
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propiedades antioxidantes y nutracéuticas a un alimento que normalmente no tiene
estas caracteristicas. Adicionalmente, en algunos dulces, la adicion de espirulina o
sus extractos puede ser utilizada como colorante, debido a su caracteristico tono
verde/azul, que es dificil de replicar con otros colorantes de origen natural
(Hosseini, 2013).

e Productos lacteos: se ha encontrado que la adicion de espirulina a productos a base
de leche fermentada puede mejorar el desempeio de los cultivos iniciadores
teniendo un efecto protector sobre los mismos, mejorando su tasa de crecimiento y
la tasa de supervivencia durante el proceso y el almacenamiento y vida de anaquel.
Ademas, el contenido de acidos grasos en la cianobacteria complementa de manera

interesante el perfil nutrimental de la leche y sus productos (Hosseini, 2013).

2.4 Contenido y perfil de proteinas de la espirulina

La espirulina tiene uno de los mayores contenidos de proteina dentro de las fuentes de alimento de
origen microbiano (460-630 g/kg en masa seca), haciendo que sea comparable a otras fuentes de
proteina como la soya (400 g/kg en masa seca) y la carne (710-760 g/kg en masa seca). Ademas,
el perfil de aminoacidos de las proteinas de la espirulina la hacen superior a otras fuentes de
proteina vegetal debido a su contenido balanceado de aminoacidos esenciales, especialmente
valina, treonina e isoleucina (FAQO, 2008). De acuerdo con los estandares fijados por la FAO sobre
los requerimientos de aminoacidos esenciales, la proteina de espirulina puede ser considerada
como una proteina completa y de alta calidad, comparable a aquellas de origen animal. Por otro
lado, se ha encontrado que el nivel de proteina en la biomasa de espirulina puede ser altamente

afectado por las condiciones de crecimiento. Se ha comprobado que la temperatura, el pH, la luz,
20
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los nutrientes y los micronutrientes pueden influenciar la produccion de biomasa y en ocasiones

también la produccion de proteina. En algunos estudios, se ha ligado la produccion de proteina a

la suplementacion del medio con fuentes de nitrogeno y micronutrientes de fuentes vegetales,

como las vinasas (Coca, 2015). En algunos de estos casos, la correcta suplementacion puede

incrementar la produccion de biomasa y de proteina en el producto final.

Muchos de los beneficios a la salud ligados a la espirulina se han relacionado con su contenido de

proteina, particularmente el contenido de C-ficocianina. Por lo tanto, la extraccion de

ficobiliproteinas de la espirulina, incluyendo la C-ficocianina, se ha estudiado abundantemente en

los ultimos afios con la finalidad de optimizar su extraccion y hacerla econdmicamente viable, para

promover su uso como ingrediente en alimentos y otros (Lupatini, 2016).

Cuadro 2. Aminoécidos presentes en la espirulina.

Aminoacido (g/100g)

SAC, Tailandia

IPGSR, Malasia

Lisina
Fenilalanina
Tirosina
Leucina
Metionina
Acido glutamico
Acido aspartico
Triptéfano
Cistina
Serina

Arginina

2.60 - 3.30

2.60 - 3.30

2.60 - 3.30

5.90-6.50

1.30 -2.00

7.30 - 9.50

5.20-6.00

1.00 - 1.60

0.50-0.70

4.63 +0.07

4.10+0.08

3.42+0.10

8.37+0.13

2.75+0.05

7.04+0.14

537+0.11

1.98 +£0.05

0.60 +=0.03

3.84 £ 0.06

4.94 + 0.07
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Histidina 2.81£0.06
Treonina 3.35+0.06
Prolina 4.11+0.05
Valina 4.02 +0.06
Isoleucina 3.85+0.10
Alanina 10.81 £0.14
Glicina 6.66 +0.10

Fuente: FAO, 2008

2.5 Ficocianina

Las ficobiliproteinas son una familia de proteinas presentes en la espirulina, responsables de
recolectar la luz con el propdsito de generar energia. Estas proteinas son compuestos hidrosolubles
conformados por croméforos (ficobilinas), unidos a una seccién de la proteina por medio de
enlaces covalentes. Se dividen en cuatro categorias: ficoeritrina, ficocianina, ficoeritrocianina y
alloficocianina. Cada una de ellas difiere de las otras en su estructura y en sus caracteristicas

relacionadas con la absorcion de luz.

La ficobiliproteina més comun presente en la espirulina es la ficocianina, la cual estd conformada
hexaméricamente por subunidades oy B, (af)s, @ pH 5.0-6.0 y una conformacién trimérica a un

pH de 7.0 (Pagels, 2019).

La C-ficocianina (de M. laminosus) ha sido secuenciada totalmente y se ha encontrado que la
subunidad alfa se compone de 162 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 18000,
mientras que la subunidad beta estd conformada por 172 residuos con un peso molecular de 19400

(Frank, 1978).
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11,1}

(0,0,0,)

Figura 2. Conformacion estructural de la C-ficocianina. Hexameros de la C-ficocianina. (a) Vista en

el eje b. (b) Vista en el eje a. Obtenido de: Wang, 2001.
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2.6 Aplicaciones de la ficocianina en alimentos

Debido a sus propiedades como antioxidante, colorante y fuente de proteina, la ficocianina se ha
agregado a alimentos en diversos estudios para evaluar su aceptacion y su estabilidad a diferentes
condiciones. Por ejemplo, se ha agregado a helados, donde el color fue estable por 182 dias y
adicionalmente el producto resultante mostr6 un incremento en su actividad antioxidante
(Amarante, 2020). Este ejemplo muestra que el uso de ficocianina en alimentos puede lograr una
buena aceptacion basada en una apariencia atractiva (color) y la funcionalidad biologica de los

compuestos de la espirulina, como lo es su capacidad antioxidante, entre otras.

Debido a su potencial comercial como aditivo alimentario, la extraccion de ficocianina se ha
estudiado de manera importante, y se han propuesto varios métodos de extraccion con distintas
ventajas y rendimientos. La mayoria de estos métodos se basan en extraccion con algln tipo de
sal, ya sea cloruro, fosfato, citrato o acetato de sodio. Un método simple de extracciéon como el
descrito puede ser usado para extraer rapida y facilmente ficocianina a partir de espirulina. Sin
embargo, el utilizar procesos extra para mejorar la extraccion, como ultrasonido, pulsos eléctricos,
microondas o ciclos de congelacion y descongelacion, pueden incrementar de manera importante
los rendimientos de la proteina, ya que ayudan a exponer las estructuras celulares donde se

encuentra contenida la ficocianina, haciendo mas facil su liberacion (Jaeschke, 2021).

2.7 Aplicaciones en otros ramos

Algunas de las aplicaciones fuera de los alimentos donde actualmente se utiliza de la ficocianina

son las siguientes:
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e Fertilizante: la espirulina se ha usado para mejorar el rendimiento de algunos cultivos por
medio de la sustitucion de fertilizantes de nitrégeno inorganico con espirulina seca. En la
India, se ha usado en la produccion de arroz y se ha demostrado que los rendimientos
aumentan alrededor de un 22%. Ademas de ser una fuente rica en nitrégeno organico, la
espirulina contiene muchos otros nutrientes que son liberados gradualmente en el suelo,
mejorando la fertilidad del mismo. Sin embargo, en la mayoria de los casos todavia son
preferidos los fertilizantes de nitrogeno inorgdnico debido a su bajo costo y alta
disponibilidad. En algunos estudios, la combinacion de espirulina con fertilizantes basados
en fosforo y cianobacterias fijadoras de nitrégeno demostré incrementar de manera
significativa la produccion de tomate (mas de un 522%) (FAO, 2008).

e Suplemento de proteina para ganado: la adicion de espirulina a alimento basado en
harina de pescado y nueces se ha estudiado en pollos. Una ventaja de esta adicion fue que
una suplementacién del alimento con vitaminas y minerals adicionales ya no fue necesaria,

debido a que la espirulina aportaba estos nutrientes (FAO, 2008).

2.8 Tendencias

El valor de mercado de los productos basados en microalgas (como la espirulina) se ha estimado
en $1,654 millones de dolares en 2021, con un crecimiento anual proyectado de 7.9%, esperando
un valor de mercado de $2,811 millones de dolares en 2028. Estos ntimeros incluyen productos en
distintas categorias, como alimentos y bebidas, alimento para animales, farmacéuticos y
nutracéuticos, cuidado personal, entre otros. De éstas, las categorias farmacéutica y nutracéutica

representan la parte mas importante del mercado en los tltimos afios. Como dato adicional, Europa
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contribuye a la mayor parte de estos tipos de productos, comparado con otras regiones (Globe

News Wire, 2022).

Ultimamente ha habido mas lanzamientos de productos que contienen espirulina enfocados en
alimentos, pero la mayoria de ellos consisten en suplementos de espirulina seca, sin mayor
procesamiento. Sin embargo, se espera que en los proximos afos sean lanzados productos
formulados con espirulina o con extractos de ella, como la ficocianina, haciendo que el potencial

de crecimiento de este tipo de productos sea muy interesante.

3. JUSTIFICACION

La utilizaciéon de ficocianina en alimentos funcionales es actualmente poco socorrida debido a su
alto costo, como resultado de los procesos de extraccién que consumen tiempo, esfuerzo y dinero.
Por lo anterior, es de interés proponer un método de extraccion de ficocianina que sea sencillo y
economico, por medio del cual se logre obtener ficocianina extraida a partir de espirulina con
caracteristicas aptas para ser aplicada en alimentos funcionales, en términos de concentracion de

la proteina, asi como de caracteristicas sensoriales.

4. HIPOTESIS

Por medio de un método simple de extraccion de ficocianina a partir de espirulina, es posible

obtener ficocianina con caracteristicas apropiadas para ser utilizada en una bebida funcional, con

26

Confidential Information



un sabor menos intenso que la base (espirulina) y con una concentracion apropiada para proveer

al alimento de los beneficios funcionales de la ficocianina.

5. OBJETIVOS

Objetivo General

Extraer ficocianina de espirulina como ingrediente para aplicacion en una bebida funcional.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la suplementacion del medio de crecimiento de espirulina con una
fuente vegetal de nitrégeno, en términos del contenido de proteina de la misma.

2. Validar un método de extraccion de agitacion con fosfatos apropiado para obtener
ficocianina estable y concentracion suficiente para su uso como materia prima en alimentos
funcionales.

3. Validar un método de precipitacion con sales apropiado para obtener ficocianina en
concentracion suficiente para su uso como materia prima en alimentos funcionales.

4. Implementar el precipitado obtenido en una bebida base lactea para su posterior evaluacion

con consumidores.
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6. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de remediacion de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Calle Francisco Villa S/N, Col. Ex Hacienda El

Canada, Gral. Escobedo, Nuevo Ledn, México.

El experimento se dividi6 en tres partes:

6.1. Crecimiento de espirulina

La primera consistio en el crecimiento de la espirulina con medio Zarrouk (control) y dos
tratamientos de prueba, uno con el medio Zarrouk més una fuente vegetal de nitrégeno y el otro

basado en la fuente vegetal de nitrégeno como sustrato en estado de descomposicion.

La espirulina (Spirulina maxima) fue obtenida de los laboratorios de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, asi como los materiales de laboratorio y el medio
Zarrouk necesario para el experimento. La espirulina fue inoculada a un nivel de 0.1 g de biomasa
por litro en botellas de vidrio de 1 litro que se mantuvieron con aireacion continua e iluminacion

intermitente de 12 h, a una temperatura de 30°C. Se hicieron los siguientes tratamientos:

Cuadro 3. Tratamientos en la etapa de crecimiento de espirulina.

Tratamiento Medio Nivel
C Zarrouk Base
T1 Zarrouk + jugo de apio fresco Base +2.5%
T2 Zarrouk + apio podrido Base +2.5%
T3 Zarrouk + apio podrido Base + 5%
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Como control se utilizé el medio Zarrouk con la siguiente composicion (Rajasekaran, 2015).

Cuadro 4. Composicion del medio Zarrouk.

Ingrediente Concentracion (g/L)
NaCl 1.0
CaCl>2H,0 0.04
NaNO3 2.5
FeSO47H>0 0.01
EDTA (Na) 0.08
K2SO4 1.0
MgSO47H,0 0.2
NaHCO; 16.8
K>HPO4 0.5

Para obtener el jugo de apio fresco se adquirié el apio en un supermercado local y se procesd
utilizando un extractor de jugos comercial con una posterior filtracion para eliminar particulas
solidas. Se agrego con los porcentajes mencionados en el Cuadro 4, restando ese mismo porcentaje

del medio Zarrouk.

Para los tratamientos con apio en estado de putrefaccion, se sigui6 un procedimiento descrito para
manzana podrida y su utilizacion como medio para espirulina (Mia, 2019). En este procedimiento,
70 g/L de apio podrido se dejaron descomponerse en agua en condiciones aerobicas por 21 dias a
temperatura ambiente en un recipiente de plastico. Posteriormente, se separd el liquido
sobrenadante, se hizo una esterilizaciéon para eliminar contaminacién microbiana, se hizo una

filtracion para eliminar particulas solidas y se afadié en el medio para el crecimiento de espirulina
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a los niveles descritos en el cuadro 4. El objeto de los tratamientos a distintos niveles fue

determinar un nivel optimo de adicidon al medio para mejorar la produccion de proteina.

Para cada uno de los tratamientos se tomaron muestras a los dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16. Estas
muestras se sometieron a andlisis de concentracion de biomasa, nitritos, nitratos, ortofosfato y
amonio para determinar las diferencias entre los distintos tratamientos, ademds de una

determinacion del nivel de proteina en el tiempo final por el método de Bradford.

El analisis estadistico de los datos se llevara utilizando el software Minitab, versiéon 2017, llevando
a cabo un ANOVA para los resultados de cada etapa del experimento y realizando una

comparacion de medias por el método Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95%.

6.2 Extraccion de ficocianina

Para la etapa de extraccion se utilizo espirulina seca (S. maxima). El procedimiento de extraccion
se baso en el descrito por Ying et al (2020), utilizando un buffer de fosfatos (pH 7.8), en este caso
KH>POs, ajustado a cierto pH (6, 8 6 10), y donde se dispers6 una cantidad determinada de muestra
(espirulina seca) y se sometid a una agitacion, tiempo y temperatura (Cuadro 5). Una vez obtenido
el extracto, se midi6 absorbancia a 615 y 652 nm para determinar la cantidad de ficoeritrocianina
(PE), C-ficocianina (CPC) y allo-ficoocianina (APC), asi como las ficocianinas totales (TPC)
presentes en el mismo (Choi, 2018). La cantidad de cada una de ellas (mg/ml) se determin6 por

medio de las siguientes formulas:

CPC = (A615nm - 0-474A652nm)/5.34
APC = (Agsanm — 0.208 Ag15nm)/5.08

TPC = CPC + APC
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Cuadro 5. Condiciones experimentales para la extraccion de ficocianina.

Variable Min Punto central ~ Méx
T (°C) 10 25 40
Agitacion (RPM) 0 100 200
Relacion muestra:solvente 1:1 1:3 1:5
Tiempo (min) 5 15 25
pH 6 8 10

Una vez extraida la ficocianina en las condiciones Optimas determinadas en la etapa anterior, se
procedi6 evaluar su estabilidad a condiciones de almacenamiento de distintas temperaturas (-20, -

4,5, 25, 40°C) por un periodo de hasta 4 dias.

Adicionalmente, se llevo a cabo el mismo procedimiento a una temperatura de 72°C por un periodo

de 15 minutos, con mediciones a los tiempos 0, 1,2, 5, 10 y 15 minutos.

6.3. Precipitacion de ficocianina

Esta etapa consistio en llevar a cabo la precipitacion de ficocianina extraida previamente con buffer
de fosfatos (con las condiciones 6ptimas obtenidas en la etapa 2) a partir de espirulina, probando
varias sales (sulfato de amonio, fosfato de amonio y citrato de sodio) para encontrar la sal mas

eficiente en la precipitacion.

Para ello se partié de ficocianina extraida con un método descrito por Ying (2020), utilizando un
buffer de fosfatos, en este caso KH>POs, ajustado a pH de 7.8, y donde se dispers6 una cantidad

determinada de muestra (espirulina seca) y se sometio a una agitacion, tiempo y temperatura
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(Cuadro 6) que se validaron en un experimento anterior como el punto 6ptimo para maximizar la

extraccion de ficocianina a partir de espirulina.

Cuadro 6. Condiciones para la extraccion de ficocianina a partir de espirulina.

Variable valor
T (°C) 40
Agitacion (RPM) 150
Relacion muestra:solvente 1:5
Tiempo (min) 25 min
pH 7.8

Posteriormente se adicionaron en tratamientos distintos las siguientes sales precipitantes al
extracto de espirulina y se dejo en reposo a temperatura de refrigeracion por espacio de varias

horas.

e Sulfato de amonio al 65%
e Fosfato de amonio al 65%

e (Citrato de sodio al 10%

Después de ello, se centrifugd el producto resultante, se separo6 el precipitado, se secd en estufa
por 24 horas y se disolvio en buffer de fosfatos para evaluar la muestra a una absorbancia de 615
nmy 652 nm y determinar la cantidad de C-ficocianina (CPC) y allo-ficoocianina (APC), asi como

las ficocianinas totales (TPC) presentes en el mismo (Choi, 2018).

Posteriormente, se selecciond la sal que precipitd con mayores concentraciones de ficocianina,
como la que haya presentado menores dificultades de proceso.
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Finalmente, se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones (temperatura de almacenamiento,
tiempo y concentracion de sal precipitante) para maximizar la concentracion de ficocianina
precipitada, con la sal seleccionada (citrato de sodio). Una vez extraida la ficocianina con buffer
de fosfatos se procedid a una centrifugacion del liquido resultante, se separ6 el precipitado, se
disolvi6 en buffer de fosfatos y se midid la absorbancia a 615 nm y 652 nm, con el procedimiento
y las ecuaciones descritas en la seccion anterior para calcular la concentracion de C-ficocianina,

alloficocianina y ficocianinas totales.

Todos los datos se analizaron por medio del método de superficie de respuesta a través de una

estrategia Box-Behnken, utilizando el software Design-Expert 13.

Cuadro 7. Condiciones para la precipitacion de ficocianina a partir de espirulina.

Variable Min  Medio Maiéx
Tiempo de almacenamiento (h) 3 16 29
Temperatura de almacenamiento (°C) 5 15 25
Concentracion de citrato de sodio (%) 5 10 15

6.4. Aplicacion en bebida

Una vez determinadas las condiciones 0ptimas de precipitacion en la etapa anterior, se procedio a
utilizarlas para obtener una cantidad suficiente de ficocianina y hacer su aplicacion en una bebida

base lactea con las siguientes formulaciones:
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Cuadro 8. Formulaciones para aplicacion de ficocianina.

Ingrediente T1 T2 T3

Leche entera deslactosada (%) 93.9 92.9 89.9

Ficocianina (%) 1 2 5
Goma xantano (%) 0.1 0.1 0.1
Azacar (%) 5 5 5

El objetivo fue tener formulaciones simples que pudieran hacer evidentes las caracteristicas que
imparte la ficocianina, con la finalidad de conocer estos efectos y limitaciones en el uso de la
ficocianina como ingrediente para la formulacion de bebidas. Por lo tanto, no se utilizaron

saborizantes que pudieran enmascarar las notas de sabor y aroma de la ficocianina.

La preparacion de la bebida fue la siguiente:

a) Agregar leche entera deslactosada y pasteurizada
b) Agregar mezcla de ingredientes secos y pesados: aziicar, goma xantano y ficocianina.

c) Agitacion mecanica por medio de licuadora casera por 15 segundos.

Posteriormente se tomaron muestras de cada una de las bebidas preparadas y se dieron a probar a
15 personas (panelistas no entrenados, consumidores de productos base leche como yogurt
bebibles o licuados) para evaluar las caracteristicas sensoriales de los productos en atributos como
apariencia, textura, olor y sabor por medio de una prueba hedonica de 7 puntos, en los que el 7 es

la mayor calificacion y 1 la menor.

Posteriormente se hicieron determinaciones de proteina y grasa por los métodos de Kjeldahl

((NMX-f-608-NORMEX-2011) y Gerber butirométrico (AOAC 2000.18), respectivamente, asi
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como determinacion de color L*a*b*, utilizando un colorimetro Minolta CR410 (Konica Minolta

Co. Jap6n).

Figura 3. Formato de evaluacion en el analisis sensorial.

Prueba de escala hedonica

Edad:

A continuacion se presentan tres muestras de bebidas. Empezando en cuaglguier orden, toma una

muestra, da un pequefio sorbo v mantenlo en la boca por 10 segundos. 5i es necesario, prueba la muestra

las veces que se requiera.

Califica, segun tu preferencia, los atributos mencionados en la siguiente tabla para cada una de las

muestras, donde 1 corresponde a “me disgusta mucho” v 7 a “me gusta mucho”.

Procede con la siguiente muestra haciendo lo mismo, enjuagando la boca con agua entre cada muestra.

Muestra 787

Atributo: Apariencia Atributo: Aroma
7. Me gusta mucho 7. Me gusta mucho
6. Me gusta moderadamente 6. Me gusta moderadamente
5. Me gusta poco 5. Me gusta poco
4. Mo me gusta ni me disgusta 4. Mo me gusta ni me disgusta
3. Me disgusta poco 3. Me disgusta poco
2. Me disgusta moderadamente 2. Me disgusta moderadamente
1. Me disgusta mucho 1. Me disgusta muchao

Atributo: Sabor

Atributo: Textura

. Me gusta mucho

. Me gusta mucho

. Me gusta moderadamente

. Me gusta moderadamente

. Me gusta poco

. Me gusta poco

. Mo me gusta ni me disgusta

. Mo me gusta ni me disgusta

. Me disgusta poco

. Me disgusta poco

. Me disgusta moderadamente

. Me disgusta moderadamente

[l N AN AV |

. Me disgusta mucho

[l N N = AV |

. Me disgusta mucho
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7. RESULTADOS

7.1. Crecimiento de espirulina

Los resultados de crecimiento de biomasa se presentan en la figura 4, donde se puede observar que
hay un crecimiento de la espirulina a través del tiempo para todos los tratamientos, pero el
tratamiento C (medio Zarrouk) tiene la mayor produccion de biomasa (p < 0.05) comparado con

los demas tratamientos, entre los cuales no existe diferencia significativa en este parametro.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura 4. Crecimiento de biomasa.

Por otro lado, los resultados de contenido de nitritos y nitratos en los tratamientos se muestran en
las figuras 5 y 6, respectivamente. En éstas se puede observar que existe una diferencia
significativa entre la concentracion de estos compuestos entre el tratamiento C (medio Zarrouk) y
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los demas tratamientos. Ademads, es notoria que la mayor proporcion de este tipo de compuestos

es en su forma de nitritos, siendo mas de 30 veces la cantidad existente de nitratos en las muestras.
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Concentracién (mg/L)
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(0] t4 t8 t12 t16
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Figura 5. Concentracion de nitritos en el tiempo.
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Figura 6. Concentracion de nitratos en el tiempo

7.2. Extraccion de ficocianina

El punto 6ptimo al que se maximiza la extraccion de ficocianinas totales es a 40°C, 146 rpm, 25
min, pH 7.8 y una relacion muestra-solvente de 1:5 (figura 7). La concentracion predicha en el
extracto a estas condiciones es de 0.378 mg/mL de ficocianina. Por otro lado, el punto 6ptimo de
extraccion de C-ficocianina es a 40°C, 151 rpm, 24.8 min, pH 7.7 y relacion muestra-solvente de
1:5, con una concentraciéon predicha de 0.249 mg/mL. El modelo obtenido (Cuadro 8) logra
explicar en buena medida la concentracion de ficocianina basada en las variables mencionadas
(R?>=0.8671). Como puede observarse en las imagenes 2 y 3, los datos obtenidos en la

experimentacion se ajustan de buena manera al dato predicho y se mantienen cercanos a €ste.
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AcTemperatura = 39,9999

L

40

D:Tiempo = 25

T

25

0.00367

Alloficocianina = 0.128397

0.12599

—

L

200

B:Agitacion = 145.757

1 5

C:Muestra:solvente = 4.99598

EpH = 780163

0.01584 0.25773

C-ficocianina = 0.250219

0.02176

0.38372

Ficocianinas = 0,378621

Desirability = 0986
Solution 1 out of 100

Figura 7. Condiciones donde se maximiza la extraccion de ficocianina.

Cuadro 9. Tabla de ANOVA, donde A=Temperatura, B=Agitacion, C=Muestra:solvente,
D=Tiempo y E=pH.

Fuente Suma de cuadrados GL  Media cuadrada Valor F Valorp
Modelo 0.0345 20 0.0017 7.83 <0.0001
A 0.0029 1 0.0029 12.99 0.0014

B 0.0001 1 0.0001 0.4547 0.5065

C 0.0157 1 0.0157 71.09  <0.0001

D 0.0006 1 0.0006 2.51 0.1263

E 0.0001 1 0.0001 0.4963 0.4879
AB 0.0003 1 0.0003 1.24 0.2756
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AC 1.44x10°% 1.44x10°8 0.0001 0.9936
AD 3.33x10° 3.33x10° 0.0151 0.9032
AE 0.0001 0.0001 0.4163 0.5249
BC 3.5x10° 3.5x10° 0.0159 0.9008
BD 0.0000 0.0000 0.0839 0.7746
BE 8.28x1077 8.28x1077 0.0038 0.9516
CD 0.0019 0.0019 8.75 0.0068
CE 1.96x10°% 1.96x10°% 0.0001 0.9926
DE 2.12x107 2.12x107 0.0010 0.9755

0.3 |

0.2 |

Predicho 0-1_

[:] ok

0.1 |

|
0.1
Real

0.2

Figura 8. Grafica de datos predichos vs reales.
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Figura 9. Grafica de residuales.

El comportamiento de la extraccion fue altamente dependiente de la temperatura y la agitacion,
como puede observarse en la Figura 10, donde la zona de mayor concentracion de ficocianina se

encuentra a las mayores temperaturas usadas y entre 100 y 200 rpm.
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B: Agitacion (rpm)

10 16 22 28 34 40

A: Temperatura (*C)

Figura 10. Grafica de contorno con la interaccion de la temperatura y agitacion.

Por otro lado, la relacion entre la temperatura y cantidad de solvente es muy directa, ya que la
concentracion de ficocianina extraida aumenta a medida que aumenta la temperatura y la cantidad

de solvente, quedando el punto méaximo de la interaccion en la méxima temperatura y la maxima

cantidad de solvente, como puede verse en la imagen 11.
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C: Muestra:solvente

10 16 22 28 id 40

A: Temperatura (°C)

Figura 11. Gréfica de contorno con la interaccién de temperatura y cantidad de solvente.

En el caso de la interaccion de la temperatura con el tiempo, la concentracién de ficocianina
aumenta a medida que aumenta la primera, pero en el caso del tiempo, hay una mayor extraccion
entre 15 y 20 minutos, disminuyendo la misma a partir de los 20 minutos, como puede observarse

en la Figura 12.
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D: Tiempao (min)

0
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A: Temperatura (°C)

Figura 12. Gréfica de contorno con la interaccioén de temperatura y tiempo.

Para la interaccion de la temperatura con el pH (Figura 13), la maximizacion de la extraccion de

ficocianina se concentra alrededor del pH 8, y manteniendo estable el pH, la concentracion de

ficocianina aumenta a medida que aumenta la temperatura.
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A: Temperatura [°C)

Figura 13. Gréafica de contorno con la interaccion de temperatura y pH.

La relacion de la agitacion con la cantidad de solvente (Figura 14) tiene una maximizacion de la
concentracion de ficocianina en los valores medios de agitacion (entre 50 y 150 rpm), mientras
que la relacion con la cantidad de solvente es directa, con un aumento en el factor y la variable de

respuesta.
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C: Muestra:solvente

0 50 100 150 200
B: Agitacion (rpm)

Figura 14. Grafica de contorno con la interaccion de agitacion y cantidad de solvente.

Por otro lado, la relacion entre agitacion con dos factores, tiempo (Figura 15) y pH (Figura 16), se
encuentra centrada entre los 40 y 150 rpm con la méxima cantidad de extraccion de ficocianina.
En el caso del tiempo, esta maximizacion se localiza en la zona entre 12 y 23 minutos, mientras

que, en el caso del pH, esta area se encuentra entre 7.5y 8.5.
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Figura 15. Grafica de contorno con la interaccioén de agitacion y tiempo.
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0 50 100 150 200
B: Agitacion (rpm)

Figura 16. Grafica de contorno con la interaccion de agitacion y pH.

Para la relacion muestra/solvente, su interaccion con el tiempo (Figura 17) es fuerte, aumentando
la concentracion de la extraccion a medida que aumentan ambos factores, encontrandose el punto
maximo de ficocianina en el mayor tiempo y la mayor cantidad de solvente. Ademas, en el caso
del pH, la mayor concentracion de ficocianina se observa alrededor del pH 8, aumentando a medida

que aumenta la cantidad de solvente (Figura 18).
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Figura 17. Gréfica de contorno con la interaccién de muestra:solvente y tiempo.

Confidential Information

D: Tiempo (min)

25

20

15

10

3

C: Muestra:solvente

49



E:pH

1 2 3 4 5

C: Muestra:solvente

Figura 18. Gréfica de contorno con la interaccién de muestra:solvente y pH.

Finalmente, la relacion entre el tiempo y el pH (Figura 19) se encuentra localizada en las zonas
centrales, donde la mayor cantidad de ficocianina extraida se encuentra en un tiempo entre 12 y

24 minutos y un pH de entre 7.5 y 8.5.
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Figura 19. Grafica de contorno con la interaccion de tiempo y pH.

Una vez determinadas las condiciones Optimas para aumentar la concentracion de ficocianina
extraida, se procedid a hacer una nueva extraccion con un resultado de 0.37 mg/mL de ficocianina.
Este dato es consistente con la prediccion del modelo, alejada solamente un 2% del valor previsto

en el mismo.

7.3. Precipitacion de ficocianina

Seleccion de sal precipitante

En esta etapa inicial se agregaron por separado sulfato de amonio al 65%, fosfato de amonio al

65% y citrato de sodio al 10%. En el caso de las dos primeras sales, se presentaron dificultades en
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el proceso. Cuando se utilizo el sulfato de amonio, hubo dificultad para hacer el secado del
producto precipitado, tomando mas de 3 dias sin alcanzar un secado (ver Figura 20). En el caso
del fosfato de amonio, durante el almacenamiento después de agregar la sal se present6 una espuma
que dificult6 las etapas posteriores del proceso de precipitacion, impidiendo sobre todo hacer la
lectura de absorbancia (Figura 21). Cuando se utilizo el citrato de sodio para la extraccion, el
proceso se llevd a cabo sin dificultad, se llegoé a un precipitado seco en menos de 24 horas (una
noche de secado) y la lectura de absorbancia se pudo llevar a cabo sin ningtn contratiempo. Por
lo anterior, el citrato de sodio se seleccion6 como la sal a utilizar (Figura 22). En la Figura 23 se
puede observar el resultado final de secar las muestras precipitadas con citrato de sodio, las cuales

fueron utilizadas para los siguientes pasos del experimento.

3 3
Figura 20. Muestras con sulfato de amonio.
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Figura 22. Muestras con citrato de sodio.
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7.4. Optimizacion de la precipitacion de ficocianina

El punto 6ptimo al que se maximiz6 la concentracion de C-ficocianina precipitada fue de 29 h, 25
grados centigrados y una concentracion de citrato de sodio del 5%. Para este punto, hubo una
concentracion maxima predicha de 0.470 mg/g de C-ficocianina, 0.275 mg/g de alloficocianina y
0.745 mg/g de ficocianinas totales (Figura 24). Por otro lado, el punto al que se maximizé la
concentracion de ficocianinas totales coincidié con el anterior, siendo 29 h, 25 grados centigrados
y 5% de citrato de sodio. Para este punto, hubo una concentracién maxima predicha de 0.470 mg/g
de C-ficocianina, 0.275 mg/g de alloficocianina y 0.745 mg/g de ficocianinas totales (Figura 9).
En ambos casos, fue notorio el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la
concentracion de la ficocianina precipitada. Entre mayor fue la temperatura de almacenamiento y

el tiempo, mayor es la concentracion obtenida al final de ficocianina. El efecto de la temperatura
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sobre la velocidad de la reaccion es notorio, al tener una relacion directamente proporcional con
la precipitacion de ficocianina. Ademas, un mayor tiempo también permitié una mayor reaccion
de la sal precipitante con la ficocianina disuelta, aumentando por lo tanto la concentracion de la
misma en el producto final. Sin embargo, en el caso de la concentracion de citrato de sodio, se
not6 un efecto totalmente contrario al de los otros parametros. La mayor concentraciéon de
ficocianina precipitada se obtuvo a la menor concentracion de citrato, disminuyendo la primera a
medida que aumenta la segunda. Esto puede deberse a un efecto de sobresaturacion de la solucion
y un efecto diluyente en el precipitado. Puesto que la mayor concentracion obtenida de ficocianina
se logra al 5% de citrato de sodio, el aumentar esta misma no tiene un efecto en una mayor
precipitacion de ficocianina, pero si en disminuir la cantidad de la misma en el producto resultante,

al tener una mayor proporcion de citrato de sodio en el material.

El modelo lineal obtenido (Cuadro 10) logr6é explicar en buena medida la concentracion de
ficocianina basada en las variables mencionadas (R?=0.7069). Los demas modelos evaluados por
medio del software Design Expert, ofrece R? de menor magnitud, por lo tanto, se seleccioné el
primero como el que mejor explica el comportamiento obtenido en la experimentacion. Al ajuste
del modelo puede observarse en las graficas de residuales y la comparacion de éstos con los datos
predichos por el sistema (figuras 24 y 25). Ademas, en el Cuadro 11 puede observarse el ANOVA
del modelo lineal que se selecciono. Por otro lado, en las Figuras 26 y 27 pueden observarse las
graficas de los datos predichos contra los residuales y de los residuales vs la probabilidad normal,

respectivamente.
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Figura 24. Condiciones donde se maximiza la concentracion de C-ficocianina.
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Figura 25. Condiciones donde se maximiza la concentracion de ficocianinas totales.
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Cuadro 10. Parametros del modelo.

Fuente Valordep R?ajustada RZpredicha

Lineal 0.0002 0.7069 0.6144

2F1 0.9058 0.6388 0.3091

Cuadratico 0.2418 0.7059 0.5307
Cubico 08747 0.5597 -

Cuadro 11. ANOVA del modelo lineal obtenido.

Fuente Suma de cuadrados  Grados de libertad Cuadrado medio  Valor p
Modelo 0.1433 3 0.0478 0.0002
Temperatura 0.0003 1 0.0003 0.7788
Tiempo 0.0012 1 0.0012 0.5688
Citrato 0.1418 1 0.1418 <0.0001
Residual 0.0448 13 0.0034
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Figura 26. Grafica de datos predichos.
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Figura 27. Grafica de residuales.

El comportamiento de la concentracion de ficocianina precipitada fue altamente dependiente de la
temperatura y el tiempo de almacenamiento la Figura 28, donde la zona de mayor concentracion
de ficocianina se encuentra a los mayores temperaturas y tiempos utilizados, es decir a 29 horas

de almacenamiento y 25 grados centigrados.
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Figura 28. Gréaficas de contorno con la interaccion de la temperatura y tiempo.

7.5. Aplicacion en bebida

La preparacion de las bebidas con ficocianina no presentd ninguna dificultad, salvo la presencia

de espuma en el producto que desaparecio después de pocos minutos, a excepcion de la prueba T3,

donde permanecid en pequefia cantidad sobre la superficie del liquido.

Los resultados de las evaluaciones con consumidor se muestran a continuacion:
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Calificacion promedio por atributo y producto
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Figura 29. Calificaciones de consumidores.

En la Figura 29 se puede observar que las calificaciones de todos los atributos van disminuyendo
a medida que aumenta el nivel de uso de la ficocianina en la bebida, impactando sobre todo en

atributos de apariencia y aroma, donde la prueba con el 5% es la mas castigada.

Por otro lado, se analizaron en laboratorio las bebidas para determinar los niveles de proteina y
grasa en los productos elaborados. Estos variaron de manera ligera, de acuerdo con los resultados
plasmados en el Cuadro 12. Los métodos utilizados para las determinaciones fueron Kjeldahl para
proteinay Gerber butirométrico para grasas.). Estas determinaciones se llevaron a cabo por

triplicado y el resultado que se encuentra en el cuadro 12 es el promedio de los datos obtenidos.
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Cuadro 12. Resultados de proteina y grasa en bebidas.

Tl T2 T3
Proteina 3.23 3.14 2.95
QGrasa 2.94 2.94 2.91

Finalmente, se hicieron mediciones de color de las muestras elaboradas, cuyos resultados se

presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 13. Resultados de color.

L* a* b*

T1 82.60 £ 1.58* -532+0.28" 1.57+0.05°
T2 78.43+0.02° -5.41+0.04* -0.10+0.35°

T3 64.26 +0.21° -8.34+0.03° -7.11+0.08°

Las letras indican diferencia significativa (p < 0.05)

8. DISCUSION

1. Crecimiento de espirulina

Para los tratamientos planteados, existio una diferencia significativa entre el control (medio
Zarrouk) y los tratamientos suplementados con apio, ya sea fresco o en putrefaccion. Esta
diferencia puede relacionarse con la menor cantidad de nitritos y nitratos presentes en el medio,
los cuales son necesarios para el desarrollo 6ptimo de la espirulina. Los compuestos nitrogenados

son esenciales para el crecimiento de espirulina y la fuente de los mismos puede tener un efecto
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en el crecimiento de la biomasa. Dentro de estos compuestos, el que ha demostrado tener una
mayor eficiencia es el nitrato de sodio (Vieira, 2001), superior a otros compuestos base amonio,

como cloruro de amonio, nitrato de amonio o sulfato de aonio, y a la urea.

Por otro lado, el apio es una fuente natural de compuestos nitrogenados, especialmente nitritos y
amonio. El jugo de apio fresco puede contener alrededor de 97 ppm de nitratos y 84 ppm de amonio
(Domagala, 2012). Sin embargo, estas cantidades son muy inferiores a las encontradas en el medio
Zarrouk base, ya que en éste se agregaron 2.5 g/L (2500 ppm) de nitrato de sodio. En estudios se
ha demostrado que la cantidad Optima para el crecimiento de espirulina donde hay una
maximizacion de la produccion de biomasa es alrededor de 0.03 M de nitrato de sodio (Vieira,
2001). Esto corresponde aproximadamente a 2500 ppm de nitrato, lo cual es el nivel suplementado
en el medio Zarrouk base, por lo tanto, cualquier disminucion en este nivel tendria un impacto
directo en el crecimiento de la espirulina, como se observo en los datos de la imagen 1. Finalmente,
el contenido de minerales del jugo de apio, principalmente potasio, fosforo, magnesio, calcio,
azufre y hierro, entre otros (Domagala, 2012), no tuvo un impacto significativo en la produccioén
de biomasa en los tratamientos suplementados con jugo de apio. Ademas, las caracteristicas del
apio podrido no lograron mejorar la produccion de biomasa en los experimentos planteados,
quedando al mismo nivel de los suplementados con apio fresco e inferior al tratamiento control

con medio Zarrouk.

2. Extraccion de ficocianina

Comparativamente, el resultado dptimo de la extraccion planteada (0.378 mg/mL de ficocianina 'y
0.249 mg/mL de C-ficocianina) es menor a otro tipo de extracciones donde se involucra un paso
previo que facilita la extraccion. Por ejemplo, se ha encontrado que la disrupcion celular por medio

de pulsos electromagnéticos ayuda a aumentar el rendimiento de la extraccion (Li, 2020). También
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se han propuesto otros métodos para mejorar la extraccidon como una molienda previa, ultrasonido
y ciclos de congelacion-descongelacion (Jaeschke, 2021). Los rendimientos obtenidos con las
extracciones mencionadas varian entre los 5 mg/mL y 150 mg/mL de C-ficocianina, por lo que
este tipo de pasos previos serian necesarios para obtener un ingrediente con una concentracion
suficiente para ser utilizado como materia prima para la elaboraciéon de otros alimentos,
especialmente alimentos funcionales, donde la funcionalidad (antioxidante) esta dada directamente

por la cantidad de ficocianina afadida.

Por otro lado, la composicion de las ficocianinas en el experimento fue de 66% C-ficocianina y
34% alloficocianina, comparado con otros métodos donde se obtiene hasta un 89% de C-
ficocianina en las extracciones (Li, 2020). Esta diferencia puede deberse tanto a la especie utilizada
para la extraccion como las condiciones especificas en las que se hizo la misma. Ademas, la distinta
composicion de las ficocianinas extraidas puede impartirle caracteristicas distintas a dicho
extracto, ya que la alloficocianina tiene una mayor termoestabilidad, siendo estable hasta 60
minutos a 60 grados centigrados (Gysi, 1979), mientras que la C-ficocianina empieza a degradarse
a partir de los 47 grados y a 60 grados centigrados por 15 minutos, tiene una degradacion de

alrededor del 30% (Chaiklahan, 2012).

En cuanto a la interaccion de los factores para la extraccion, la temperatura, el tiempo y la cantidad
de solvente tienen una influencia directa en la extraccion de ficocianina, ya que mientras aumentan
éstos, crece la concentracion de la primera. Sin embargo, para los dos factores restantes, existe una
maximizacion de la ficocianina alrededor de valores especificos, reduciéndose la concentracion de
la primera a medida que la condicion se aleja de estos valores centrales. Por ejemplo, para la
agitacion, la cantidad méaxima de extraccidon se obtiene alrededor de 146 rpm, observandose

menores extracciones a 200 rpm. Ademas, para el pH, éste valor se encuentra se encuentra en 7.8,
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disminuyendo la concentracion de ficocianina en valores de pH menores y mayores que éste.
Algunas de estas interacciones son consistentes con resultados obtenidos en otras investigaciones,
donde se ha encontrado que el mayor rendimiento en la extraccién de ficocianina se encuentra
entre 30 y 50 grados centigrados, y donde la cantidad de solvente y el tiempo tienden a mejorar la
extraccion, aun sin ser una relacion proporcional y que disminuye a medida que aumentan estos
factores (Su, 2014). Sin embargo, otros factores no son tan consistentes con otras investigaciones,
como en el caso del pH, donde se ha reportado entre 6 y 7 como los valores dptimos para la

extraccion.

3. Precipitacion de ficocianina

Comparativamente, el resultado 6ptimo de la concentracion de ficocianina por medio de la
precipitacion con citrato de sodio (0.470 mg/g de C-ficocianina y 0.745 mg/g de ficocianinas
totales) es menor a otro tipo de extracciones donde se involucra un paso previo que facilita la
extraccion. Por ejemplo, se ha encontrado que la disrupcion celular por medio de pulsos
electromagnéticos ayuda a aumentar el rendimiento de la extraccion (Li, 2020). También se han
propuesto otros métodos para mejorar la extraccion como una molienda previa, ultrasonido y ciclos
de congelacion-descongelacion (Jaeschke, 2021). Los rendimientos obtenidos con las extracciones
mencionadas varian entre los 5 mg/mL y 150 mg/mL de C-ficocianina, por lo que este tipo de
pasos previos serian necesarios para obtener un ingrediente con una concentracion suficiente para

ser utilizado como materia prima para la elaboracion de otros alimentos, especialmente alimentos
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funcionales, donde la funcionalidad (antioxidante) estd dada directamente por la cantidad de

ficocianina anadida.

Por otro lado, la diferencia en composicion de c-ficocianina y alloficocianina puede deberse tanto
a la especie utilizada para la extraccion como las condiciones especificas en las que se hizo la
misma. Ademds, la distinta composicion de las ficocianinas extraidas puede impartirle
caracteristicas distintas a dicho extracto, ya que la alloficocianina tiene una mayor
termoestabilidad, siendo estable hasta 60 minutos a 60 grados centigrados (Gysi, 1979), mientras
que la C-ficocianina empieza a degradarse a partir de los 47 grados y a 60 grados centigrados por

15 minutos, tiene una degradacion de alrededor del 30% (Chaiklahan, 2012).

Por otro lado, la concentracion obtenida como méaxima en el proceso de precipitacion contrasta
con una concentraciéon mayor obtenida en un experimento previo de extracciéon simple de
ficocianina con buffer de fosfatos, donde se llegd6 a un resultado 6ptimo de 0.378 mg/mL de
ficocianinas totales y 0.249 mg/mL de C-ficocianina). Por lo tanto, el proceso de precipitacion si
logro incrementar la concentracion de ficocianina disponible, ayudando en mejorar la calidad del
material para ser utilizado como ingrediente funcional en alimentos, ya sea bebidas u otro tipo de

producto.

En cuanto a la interaccién de los factores para la extraccion, la temperatura, el tiempo y la
concentracion de citrato de sodio, tuvieron una influencia directa en la precipitacion de ficocianina
debido a que facilitan la reaccion del citrato de sodio para precipitar la ficocianina. Este efecto es
directamente proporcional en temperatura y tiempo. Sin embargo, para la concentracion de citrato
de sodio se presenta el efecto contrario, donde una mayor concentracion del mismo disminuye la
concentracion final de ficocianina. Esto puede deberse principalmente a un efecto diluyente de la

sal en el producto final. Al no existir un incremento de la reaccion al subir la concentracion de
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citrato de sodio mas alla del 5%, el aumentar la cantidad de la sal s6lo aument6 la proporcion de
la misma dentro del material seco que se obtiene en la etapa final, de esta manera disminuyendo
la proporcion de ficocianina en la mezcla. Por lo tanto, se observéd que la concentracion del 5% es

suficiente para llevar a cabo una precipitacion exitosa de la ficocianina.

4. Aplicacion en bebida

Comparativamente, el producto mejor evaluado fue la prueba T1, seguido de la prueba T2 y la
prueba T3. Sin embargo, esta ultima tuvo una calificacion muy baja en la aceptacion de los
consumidores, por lo que podriamos considerarla como una prueba no aceptada. Los atributos de
apariencia, aromay sabor fueron castigados con calificaciones muy bajas, a diferencia de la textura
que tuvo una ponderacién mas alta. Esto se debid directamente a las caracteristicas del producto,
ya que se trataba de una bebida con un intenso color azul y un sabor salado y amargo que resultd
desagradable para los consumidores. Por lo anterior, el nivel de uso de la ficocianina en polvo
deberia estar entre 1 y 2% para poder contar con un buen nivel de aceptacion por parte de

consumidores y evitar defectos en la apariencia y el sabor de la bebida.

Figura 30. Bebidas evaluadas (de izquierda a derecha: ficocianina 1%; ficocianina 2%; y

ficocianina 5%).
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En algunos estudios, se ha analizado la aplicacion de ficocianina extraida de Arthrospira platensis
en bebidas con la finalidad de obtener coloraciones azules de manera natural en lugar de utilizar
colorantes sintéticos (Ying, 2020). Se ha encontrado que la ficocianina utilizada como colorante
en bebidas tiene una buena estabilidad en vida de anaquel, asi como a distintos pH’s (entre 3 y 9).
Esta estabilidad es una caracteristica importante de la ficocianina que ayuda en su utilizacion como
ingrediente, ya que puede ser usado sin tener que complementar la formulacion con antioxidantes
o rangos reducidos de pH que limitan el tipo de ingredientes a utilizar o el tipo de bases en las que

puede ser aplicada (Garcia, 2021).

Otro punto importante a mencionar, es que una bebida con potencial para ser comercializable debe
ser sometida a algun tipo de tratamiento que asegure su vida de anaquel. Sin embargo, el
tratamiento térmico (como una pasteurizacion o esterilizacion) tiene el potencial de dafar la
estructura de la ficocianina, haciendo que ésta pierda su caracteristico color azul y sus propiedades
funcionales. Por lo tanto, es importante encontrar tratamientos adecuados que limiten la pérdida
de estas propiedades y que aseguren que el producto estaria en los anaqueles y llegaria al
consumidor con las caracteristicas adecuadas y aceptables. En algunos estudios se ha encontrado
que esta estabilidad es muy dependiente del pH, logrando su pico (mayor estabilidad) a un pH de
3, y perdiéndose a medida que éste aumenta (Zhang, 2021). Por lo anterior, al momento de
formular seria preferible utilizar bases con un pH acido, tal vez con sabores frutales, y de esta
manera ayudar a la vida de anaquel final del producto, a la vez que se desarrolla un perfil aceptado

por los consumidores.

De acuerdo con los resultados presentados en el Cuadro 12, los niveles de proteina y grasa son
muy similares en todas las pruebas, aunque como es de esperarse, es mayor en la prueba T1,

posteriormente en la T2 y finalmente en la T3, ya que como se vio anteriormente, la primera cuenta
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con el mayor nivel de uso de leche, mientras que la T3 tiene en el menor nivel y esto impacta

directamente en la cantidad de proteina afnadida a la bebida.

Los colores de las tres bebidas (Cuadro 13) son diferentes entre si en la mayoria de los pardmetros,
a excepcion de a* para las muestras T1 y T2. Esto se puede apreciar a simple vista, ya que las
bebidas tenian un tono azul distinto entre ellas, siendo la mas alejada la muestra T3 con un color
azul muy intenso, como puede apreciarse en la figura 31. La diferencia en color viene dada
directamente por el aumento en la concentracion de ficocianina en cada una de las bebidas, ya que
este compuesto, uno de los pocos pigmentos naturales con tonalidades de este tipo, imparte un
color azul (longitud de onda de 618 nm) a los productos donde se utiliza por las propiedades de

absorcion de luz propias de su estructura quimica (Ying, 2020).

Figura 31. Color de las bebidas evaluadas (de izquierda a derecha: T1, T2 y T3).

Ademas, puso constatarse que la ficocianina utilizada le imparte un caracteristico tono azul a la
bebida donde se aplique al menos desde un 1% de aplicacion, por lo que esto es un punto a tomar
en cuenta a la hora de formular, ya que se trata de un color poco utilizado en alimentos y al que
los consumidores podrian no estar acostumbrados. Por otro lado, entre mayor sea el nivel al que
se agrega la ficocianina (en el caso del experimento 1, 2 y 5%), la bebida va tomando un color més

intenso como se puede confirmar con los resultados de L*a*b* del cuadro 13. La capacidad de
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proveer la tonalidad azul a bebidas sin el uso de colorantes artificiales por medio de la ficocianina
ya ha sido estudiado y validado en otros experimentos (Garcia, 2021), donde se utilizdé una
proporcion de 0.4% de ficocianina en una bebida para obtener la misma tonalidad azul de una
bebida comercial con colorantes artificiales (L*= 88.4; a*=-15.07; b*=-9.68). Aunque en el caso
del experimento mencionado y en el nuestro las muestras obtuvieron un color azul, hay ligeras
diferencias en la luminosidad y en el parametro a*, esto debido a la matriz donde se aplicaron los
extractos. En el experimento de Garcia, la muestra se aplico en una bebida isotdnica transparente,
mientras que en el nuestro se aplico en una base de leche, lo que afect6 los pardmetros de color a
disminuir luminosidad y a*. Sin embargo, ambos productos tienen tonalidades azules que se

consiguen actualmente con colorantes artificiales como azul brillante (E-133) e indigotina (E-132).
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9. CONCLUSIONES

Crecimiento de espirulina

La suplementacion del medio con jugos de apio fresco y en estado de putrefaccion no representan
una mejora en la produccion de biomasa para espirulina en las condiciones planteadas en el
experimento. Por lo tanto, se mantiene el medio base Zarrouk como el tratamiento dptimo para

maximizar la produccion de biomasa.

Extraccion de ficocianina

Se logr6 determinar las condiciones a las cuales se maximiza la concentracion de ficocianina
extraida, con un proceso relativamente corto (25 min). Sin embargo, para llevar a cabo una
aplicacion industrial se necesitaria aplicar un método que aumente el rendimiento de la extraccion
y permitiendo de esta manera proponer un método efectivo y econdmicamente viable que

promueva el uso de este ingrediente en la formulacion de alimentos funcionales.

Precipitacion de ficocianina

El proceso de precipitacion logréd incrementar la concentracion de ficocianina a partir de extracto
de espirulina en un 89% para la C-ficocianina y un 97% para las ficocianinas totales. Tomando en
cuenta que la concentracion de ficocianina aumentd, y por lo tanto, las impurezas disminuyeron,
este paso logra adecuar de mejor manera el material para ser usado como un ingrediente funcional
en alimentos que busquen un perfil nutrimental mejorado con propiedades funcionales en el

organismo.
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Aplicacion en bebida funcional

Finalmente, la aplicacion en una bebida permitio situar los niveles de uso del extracto obtenido en
un rango especifico donde hay una buena aceptacion del consumidor, de esta manera evitando
niveles mayores donde se pueden presentar defectos en el producto, enfocados sobre todo en la

parte de sabor y generando un rechazo por parte del mercado.

Adicionalmente, se puede plantear la aplicacién de ficocianina en bebidas con perfiles de sabor
mas fuerte (por ejemplo, sabores frutales, acidos, etc.) donde el sabor de la ficocianina se pueda
perder o enmascarar, y por lo tanto, llegar a niveles de aplicacion mayores sin afectar de manera
negativa las caracteristicas sensoriales del producto, y de esta manera aumentando las propiedades

funcionales del alimento.

Otro punto adicional es el color de los alimentos donde se aplica la ficocianina, ya que éstos toman
un color azul que, dependiendo del nivel de uso del extracto, puede ser intenso y en ocasiones
inusual para productos alimenticios, por lo que debe tenerse especial cuidado en este aspecto y
evaluar de alguna manera la apreciacion y aceptacion de este tipo de productos por parte de
consumidores, ya que en el caso de este experimento un nivel de uso del 5% caus6 un rechazo

importante de la bebida.
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