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RESUMEN

Las microalgas son microrganismos unicelulares que son capaces de generar biomasa

organica a partir de CO. y luz, usando el agua como dador de electrones, oxidandola a Oa.

Las microalgas son ricas en vitaminas principalmente del grupo B, aminoacidos, acidos

grasos poliinsaturados y ricas sobre todo en compuestos bioactivos como los antioxidantes.

El trabajo se centrd en cultivar algunas microalgas entre las cuales esta la Arthrospira
platensis, que es rica en ficocianina. También se han cultivado otras microalgas como
Haematococcus pluvialis y Chlorella vulgaris. Ademas, el trabajo se ha centrado en el
estudio de la extraccion de la ficocianina y posterior utilizacion en el desarrollo de

formulaciones tanto de nuevos geles como de bebidas isoténicas.

La ficocianina se ha extraido por lisis celular por osmosis siendo uno de los métodos menos
caros hoy en dia. Eso no excluye poder optimizar el método de extraccién poniendo en
practica las técnicas verdes como SFE (fluidos supercriticos con CO;) o PLE (fluidos
presurizados) o también por ultrasonidos; las cuales son especialmente respetuosas con

el medio ambiente.

Se ha demostrado la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a través del método
de DPPH. Asimismo, se ha evaluado tanto el rendimiento lipidico como la concentracion
de H. pluvialis, C. vulgaris y A. platensis utilizando el método de Folch, seguido del andlisis

de la concentracién lipidica mediante GC-MS.

Utilizando A. platensis y ficocianina se han formulado diversas combinaciones tanto de
geles como de bebidas isoténicas, mezclando distintos sabores y concentraciones de

azucares, con el fin de desarrollar una bebida/gel con alta aceptacion.

Palabras claves: Arthrospira platensis, ficocianina, Chlorella vulgaris, Haematococcus

pluvialis, lisis celular, HPLC/MS, método Folch, DPPH, formulacion.



ABSTRACT

Microalgae are unicellular microorganisms capable of generating organic biomass from CO.,
and light, using water as an electron donor and oxidizing it into O». They are rich in vitamins,
primarily from the B group, amino acids, polyunsaturated fatty acids, and especially

abundant in bioactive compounds such as antioxidants.

The focus of the work was on cultivating specific microalgae, including Arthrospira platensis,
known for its richness in phycocyanin. Other microalgae like Haematococcus pluvialis and
Chlorella vulgaris have also been cultivated. Furthermore, the work has focused on studying
the extraction of phycocyanin and its subsequent use in the development of formulations

for both new gels and isotonic beverages.

Phycocyanin has been extracted through cell lysis by osmosis, considered one of the least
expensive methods today. However, it's possible to optimize the extraction method by
implementing green techniques such as SFE (Supercritical Fluid Extraction with CO,), PLE
(Pressurized Liquid Extraction), or ultrasound, which are particularly environmentally

friendly.

The antioxidant capacity of the extracts obtained through the DPPH method has been
demonstrated. Additionally, the lipid yield and concentration of H. pluvialis, C. vulgaris, and
A. platensis were evaluated using the Folch method, followed by lipid concentration analysis
through GC-MS.

Using A. platensis and phycocyanin, various combinations of gels and isotonic beverages
have been formulated, mixing different flavors and sugar concentrations to develop a highly

accepted beverage/gel.

Key words: Arthrospira platensis, phycocyanin, Chlorella vulgaris, Haematococcus
pluvialis, cell lysis, HPLC/MS, Folch method, DPPH, formulation.



Abreviaturas y Acronimos

= Abs: Absorbancia

= ALA: Acido alfa-linoleico

= AGL: Acidos grasos libres

= A.platensis: Arthrospira platensis

= BCAA: Aminoacidos ramificados

= CTC: Concentracion total de carotenoides

= C.vulgaris: Chlorella vulgaris

= DAD: Detector de haz de fotodiodos

= DAG: Diacilglicéridos

= DHA: Acido docosahexaenoico

= DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

= EPA: Acido eicosapentaenoico

= ELSD: Detector de dispersion de luz por evaporacion
= FAME: Metil éster de acido graso

= GL: Glucolipido

= GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
= HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia
= H. pluvialis: Haematococcus pluvialis

= LPC: Lisofosfatidilcolina

= MTBE: Metil tert-butil éter

= PBR: Fotobiorreactor

= PC: Fosfatidilcolina

= PUFA: Acido graso poliinsaturado

= rpm: Revoluciones por minuto

= RT: Tiempo de retencion

= SD: Desviacion estandar

= TAG: Triacilglicérido

= THF: Metiltetrahidrofurano
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de las microalgas

Las microalgas y las cianobacterias son microorganismos unicelulares que tienen la
capacidad de realizar la fotosintesis. Son capaces de generar biomasa organica a partir de

CO. y luz, usando el agua como dador de electrones, oxidandola a O-.

Las microalgas y las cianobacterias difieren en muchos aspectos, especialmente en que
las primeras son eucariotas y las segundas son procariotas, pero desde el punto de vista
de la ingenieria de procesos, lo relevante es que crecen usando luz como energiay CO-
como fuente de carbono. Por supuesto, tienen requerimientos nutricionales distintos,
especialmente teniendo en cuenta que muchas cianobacterias pueden fijar N2 (nitrégeno
atmosférico), mientras que las microalgas necesitan especies nitrogenadas como nitrato,

amonio 0 aminoacidos.
Las microalgas y las cianobacterias (espirulina) son organismos fotoautétrofos:

e Autotrofos: utilizan una fuente inorganica de carbono, el CO;
o Fototrofos: utilizan la luz como fuente de energia

Existen también microalgas heterotrofas, que se pueden tratar como cualquier otro

organismo, y no necesitan un fotobiorreactor para poder crecer.

Como organismos unicelulares tienen una capacidad de crecimiento y de generacion de
biomasa mucho mayor que las plantas superiores, ya que no necesitan arraigar o generar

estructuras reproductoras, lo que les permite duplicarse en 48 horas.

Las microalgas tienen una composicion bioquimica compleja debida a la presencia del
aparato fotosintético, que le da una gran riqueza en pigmentos y componentes como
citocromos y acidos poliinsaturados de cadena larga (PUFAS). Esto resulta en un elevado
contenido en productos de alto valor, como los carotenoides, luteina y astaxantina o los
PUFAs (acidos grasos poliinsaturados), DHA (acido docosahexaenoico) y EPA (acido
eicosapentaenoico). Estos compuestos bioactivos son muy importantes por el uso que se
le puede dar sobre todo en sectores como la biomedicina y la alimentacion
humana. Ademas, de ser captadores de CO- y asimiladoras del nitrégeno, son una fuente

sostenible de biocombustibles y biofertilizantes.



Las microalgas son capaces de ajustar su compaosicién bioquimica a las condiciones de
cultivo. Bajos niveles de N inducen la acumulacion de grasas. Elevados niveles de luz
aumentan la acumulacion de algunos carotenoides y la adicion de amonio incrementa el
contenido en ficobiliproteinas (ficocianina) en Arthrospira platensis. Esta "plasticidad
metabdlica" no solo favorece la adaptacion de las microalgas a los sistemas de cultivo, sino
que puede ser explotada para incrementar el contenido en una determinada sustancia y
asi incrementar la productividad del sistema.

Las microalgas representan una valiosa alternativa para obtener diversos compuestos de
alto valor afiadido con potenciales aplicaciones en alimentos, nutracéuticos y suplementos
alimentarios. Estos pequefios organismos tienen la capacidad de acumular una amplia
gama de compuestos beneficiosos para la salud, como lipidos polares, acidos grasos

omega-3 y carotenoides, dependiendo de la especie a la que pertenezcan (Chew, 2017).

Cabe destacar que la composicion de estos compuestos puede variar significativamente
entre diferentes especies de microalgas e incluso entre distintos cultivos de la misma
especie, debido a las condiciones de cultivo utilizadas, las cuales pueden estimular o inhibir
la produccion de diferentes compuestos durante el crecimiento de las microalgas. A.
platensis y C. vulgaris son las dos microalgas comunmente mas conocidas para su
consumo humano, pero con algunas diferencias. Mientras la A. platensis es un procariota,
la C. vulgaris es un eucariota con las debidas diferencias desde el punto biolégico. Ademas,
desde un punto de vista nutricional tanto C. vulgaris como A. platensis, en porcentaje,
tienen los mismos aminoacidos y en proteinas hay una ligera diferencia. Una de las
diferencias mas grande se encuentra en el grupo de vitaminas B. De hecho C. vulgaris es
la Gnica en tema de vegetales que contiene la vitamina B12. También tiene una

concentracion de acidos grasos omega 3y 6. (Raposo y col., 2012)

Existe una amplia y detallada bibliografia que investiga los efectos positivos en la salud de
compuestos como los acidos grasos omega-3 y los carotenoides. (Carrasco y col., 2011)
Estos Ultimos son pigmentos organicos pertenecientes al grupo de los isoprenoides, y se
encuentran comiunmente en organismos fotosintéticos como plantas terrestres, algas, asi
como en algunos tipos de hongos y bacterias. Se han identificado més de seiscientos
carotenoides en la naturaleza, los cuales pueden clasificarse en carotenos y xantofilas,
siendo estas Ultimas derivados oxigenados de los carotenos. Los carotenoides presentan
diversas actividades bioldgicas, siendo las actividades antioxidantes y antiinflamatorias las
mas destacadas. Por ejemplo, la luteina, una xantofila, se ha estudiado por su efecto
antiinflamatorio y su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo, lo que resulta
beneficioso para la salud cardiovascular. Ademas, su capacidad para acumularse en la

retina y el tejido cerebral se ha relacionado con una disminucién del riesgo de desarrollar
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degeneracion macular asociada a la edad y una proteccion del cerebro contra el dafio
oxidativo, lo que favorece una mayor salud neuronal. Por otro lado, otras xantofilas como
la fucoxantina se encuentran en menor cantidad en fuentes naturales, pero diversos
estudios las han asociado con propiedades biologicas antidiabéticas, antitumorales,
hepatoprotectoras, entre otras, o que demuestra la variedad de carotenoides existentes y

sus diferentes actividades biolégicas beneficiosas. (Gammone, 2015)

La obtencidn tradicional de acidos grasos poliinsaturados omega-3 se basa en los aceites
marinos de pescado y krill, pero este enfoque conlleva problemas de sobreexplotaciéon
marina y pesca abusiva. Por tanto, es necesario buscar nuevas fuentes alternativas y
sostenibles de &cidos grasos omega-3 bioactivos. Aunque hay especies vegetales que
producen acidos grasos omega-3, principalmente ALA (acido a-linoleico), su conversién a
formas bioactivas en el organismo es minima, lo que las descarta como fuentes de omega-

3 bioactivo.

Por su parte, las microalgas representan una solucion prometedora ya que son la Unica
fuente no animal capaz de producir los &cidos grasos omega-3 bioactivos, EPA (acido
eicosapentaenoico) y DHA (acido docosahexaenoico). Ademas, estos microorganismos
presentan estos acidos grasos unidos a lipidos polares, lo que aumenta su valor de
bioactividad. Lo mas destacable es que las microalgas no dependen de tierras fértiles para
su cultivo, ya que pueden crecer en diversos ambientes acuaticos como el mar, aguas
dulces, biorreactores en terrenos baldios o incluso aguas residuales. Su tasa de
crecimiento es entre 2 y 3 veces mayor que las plantas terrestres, lo que las convierte en
una fuente alternativa de compuestos bioactivos sostenible y respetuosa con el medio

ambiente, lo cual es de gran interés en la actualidad. (Chew, 2017).

1.2 Caracteristicas de la Arthrospira platensis

La produccion de A. platensis (también con denominacion de espirulina) para consumo
humano cuenta con una historia que abarca varios siglos. En el siglo XVI, los
conquistadores espafioles que arribaron a México hicieron la notable observacion de que
los aztecas recolectaban espirulina del lago Texcoco con el propésito de crear una suerte
de "barra" que servia como una fuente de alimentacién para las personas que habitaban
en las proximidades (Ciferri & Tiboni, 1985). Ademas de este ejemplo, se han documentado
otros casos alrededor del mundo en los que las personas han empleado este recurso como
una valiosa fuente de alimento. En la actualidad, la produccién de espirulina puede llevarse
a cabo mediante uno de los dos métodos siguientes: el uso de fotobiorreactores cerrados

o la crianza en estanques abiertos.



En la produccién en los sistemas de cultivo (raceways) abiertos, ya sean naturales o
artificiales, se presentan ciertas ventajas, como la facilidad de construccion y operacion, lo
gue conlleva una reduccion de los costes, aunque a expensas de la tasa de produccion.
Sin embargo, también se asocian naturalmente una serie de desventajas a este tipo de
sistema. Estas incluyen la necesidad de grandes areas para su implementacion, las
pérdidas debido a la evaporacion, la limitada utilizacion de la luz por parte de la
cianobacteriay una tasa de produccion inferior en comparacion con otros sistemas, debido
a la escasa penetracion del aire. Ademas, la tasa de produccion esta sujeta a variaciones
naturales en las condiciones de temperatura y clima, asi como a los niveles fluctuantes de

nutrientes en el cuerpo de agua donde se desarrolla la A. platensis.

Un fotobiorreactor funciona como un entorno cerrado en el que se pueden regular las
condiciones necesarias para la produccién de espirulina. Debido a su naturaleza de
sistema cerrado, ofrece la ventaja de evitar algunas de las desventajas asociadas con los
sistemas abiertos, como la exposicion a gases y contaminantes externos. A pesar de que
generalmente son mas costosos que los estanques abiertos, los fotobiorreactores
presentan varias ventajas sobre este tipo de sistemas. Estas incluyen la reduccién de las
fuentes de contaminacion externa, un mayor control sobre las condiciones de produccion,
como el pH, la temperatura, la luz y la concentracion de CO., la prevencion de pérdidas
debidas a la evaporacion, tasas de produccidén mas elevadas y la optimizacion de las
condiciones de luz mediante una distribucion mas uniforme, lo que minimiza las areas con

iluminacion deficiente.

Ademds, existe un tipo de sistema hibrido que combina las ventajas tanto del
fotobiorreactor como de los sistemas de estanque abierto. En este enfoque, se emplea una
estructura de tanque abierto que esta fisicamente cubierto en su superficie para prevenir
la exposicién a fuentes de contaminacion externa y reducir las pérdidas debidas a la
evaporacion y al CO,. (Soniy col., 2017)

La produccion mundial de espirulina se lleva a cabo en dos modalidades distintas. Por un
lado, esta la produccion industrializada, que se enfoca en generar materia prima para un
mercado interesado en alimentos naturales y saludables, con la posibilidad de su posterior
procesamiento para extraer compuestos bioquimicos de alto valor. Por otro lado, la forma
mas comun en las economias en desarrollo consiste en producir espirulina como una
fuente de proteina accesible para una amplia parte de la poblacién, en condiciones no
ideales y utilizando desechos vegetales y animales en el proceso (FAO, The State of Food
and Agriculture, 2019)



El tratamiento de la espirulina tras su recoleccion abarca las etapas siguientes: filtracion y
purificacion,  pre-concentracién, concentracion, neutralizacion, descomposicion,
deshidratacion, envasado y almacenamiento (FAO, Food loss index from post-harvest to
distribution., 2016).

Filtracion y

purificacion Preconcentracion = Concentracion

Neutralizacion gl Descomposicion

Envasado y
almacenamiento

Figura 1. Pasos en el procesamiento de la espirulina



La cianobacteria A. platensis, es una cianobacteria filamentosa que pertenece al filo
Cyanobacteria (también conocido como algas verdeazuladas o cianofitas). En algun
momento en el pasado las especie Arthrospira platensis y Arhtospira maxima han sido
clasificadas en el género Spirulina, lo que dio nombre al suplemento alimenticio. Aunque
se le suele denominar alga, es importante destacar que las cianobacterias son
microorganismos procariotas fotosintéticos, lo que significa que son mas similares a las

bacterias que a las algas eucariotas. (Figura 2)

Figura 2. A,B) Imagenes de contraste de fase representativas de Arthrospira platensis
(AP) sin fijar. (C) Proyeccion ortogonal de una pila de imégenes tridimensionales de
microscopia de barrido laser (47 imagenes individuales) de AP. Microscopia de barrido
laser sin etiquetas de una muestra sin fijar. La muestra se emitié a una longitud de
onda de 555 nm. Las emisiones se detectaron entre 650 nmy 700 nm. (D) Imagen en
modo transmitido de la misma posicidon. Las imagenes se tomaron a 100 aumentos
primarios con un Axio Observer.Z1/7 (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemania). Tomada
de https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33513794/

La espirulina es ampliamente reconocida por su valor nutricional y sus posibles beneficios
para la salud. Tiene una forma en espiral caracteristica que le da su nombre y generalmente
presenta un color azul-verdoso intenso debido a la presencia de pigmentos fotosintéticos,

como la clorofila y la ficocianina

La espirulina ha sido utilizada como suplemento alimentario y en la alimentacién humana
durante siglos en diversas culturas, especialmente en regiones con lagos y cuerpos de
agua donde la cianobacteria crece de forma natural. Se puede consumir en diversas
formas, como comprimidos, capsulas, polvo o incorporada en alimentos y bebidas. (Steffen,
2021) (Fernandez-Rojas y col., 2014)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33513794/

A. platensis presenta una composicién gue consta aproximadamente de un 55-70% de
proteinas, un 15-25% de polisacéridos, un 5-6% de lipidos, un 6-13% de acidos nucleicos
y un 2.2-4.8% de minerales. Los lipidos y las proteinas contenidas en la espirulina son
especialmente notables. Aproximadamente, un 1.5-2.0% de estos lipidos se componen de
acidos grasos poliinsaturados, destacando el acido linoleico, junto con &cidos
estearidénico, eicosapentanoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) y araquidonico (FAO,
2008). Ademas, en comparacion con otras fuentes de proteina, la espirulina contiene una
cantidad muy reducida de colesterol, aproximadamente 32.5 mg por cada 100 g. De su
contenido de proteinas, la C-ficocianina ha sido objeto de extensos estudios debido a sus

efectos, como los anticancerigenos, entre otros.

Ademas, la espirulina alberga vitaminas B1, B2, B3, B6, B9 y B12, asi como una variedad
de minerales, que incluyen calcio, cromo, cobre, hierro, manganeso, magnesio, fésforo,

selenio, sodio y zinc. (Wan y col., 2016).

1.3 Propiedades de la Arthrospira platensis

La espirulina también exhibe diversas propiedades beneficiosas para la salud humanay su
aplicabilidad en la produccién de alimentos:

e Actividad anticancerigena: La actividad anticancerigena de la espirulina ha sido
objeto de amplia investigacion y, en algunos estudios, se ha relacionado con la
presencia de compuestos tetrapirrélicos vinculados a la molécula de bilirrubina.
Experimentos in vitro e in vivo han demostrado una notable reduccién en la
presencia de especies reactivas al oxigeno a nivel mitocondrial, asi como una
modulacién en el estado redox del glutation y una disminucion en la proliferacion de
lineas celulares pancreaticas humanas, la cual es dosis-dependiente con respecto
a la espirulina utilizada (KonicKova y col., 2014). Asimismo, en otros estudios, se
ha observado una disminucion en la proliferacién de células humanas de carcinoma
de pulmén A549 en respuesta al consumo de espirulina (Czerwonka y col., 2018).

e Propiedades antimicrobianas: El extracto acuoso de la espirulina ha demostrado
efectos antimicrobianos frente a bacterias como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y al hongo Aspergillus niger. Este hallazgo abre nuevas
posibilidades para investigar el desarrollo de potentes agentes antimicrobianos
derivados de A. platensis, que podrian aplicarse en la industria alimentaria. (El

Sheekhy col., 2014). Ademas, en otros estudios se ha constatado que los extractos
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de espirulina obtenidos con disolventes como metanol y hexano también pueden
ejercer un efecto significativo contra patégenos, incluyendo bacterias y hongos,
como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, A. flavus, A. niger y C. albicans.
(Usharani y col., 2015)

Proteccion contra la toxicidad de metales pesados: Varios estudios han
indicado que la suplementacion con espirulina puede mitigar los efectos adversos
de la intoxicacion por metales pesados como el cadmio, mercurio, plomo y arsénico.
En la mayoria de estos estudios, se ha observado una disminucion en la toxicidad
causada por los metales pesados, y en algunos casos, se ha atribuido
principalmente al poder antioxidante de la espirulina. (Bhattacharya y col., 2020)
Actividad antioxidante: La capacidad antioxidante de la espirulina ha sido objeto
de extensa investigacion y se atribuye principalmente a su contenido proteico, en
particular a la C-ficocianina. Ademas, se han identificado varios mecanismos
antioxidantes inducidos por la espirulina, que incluyen la activaciébn de enzimas
antioxidantes, la inhibicién de la peroxidacién de lipidos y del dafio al ADN, la
neutralizacion de radicales libres, asi como un aumento en la actividad de enzimas
como superéxido dismutasa y la catalasa. (Wu y col, 2016)

Efecto inmunoestimulante: La Academia China de Ciencias Médicas ha
observado que la inclusiébn de espirulina en la dieta de ratones resulta en un
aumento tanto en la tasa de supervivencia como en la duracion de la supervivencia
después de la exposicion a una dosis letal de radiacion. Ademas, se ha observado
un incremento en la actividad de la enzima superoxido oxidasa (FAO, Food loss
index from post-harvest to distribution., 2016)

Suplemento alimenticio: La incorporacion de espirulina como un suplemento
alimenticio en la nutricibon humana ha demostrado diversos beneficios. En primer
lugar, la espirulina presenta un alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados,
incluyendo aproximadamente un 2 por ciento de acido y-linolénico. Esto la convierte
en una de las pocas fuentes de este 4cido graso en la dieta humana, junto con la
leche humana y extractos de plantas como rosa mosqueta, moras y borrajo, entre
otros. La suplementacién de la dieta con &cido linolénico ha mostrado beneficios en
enfermedades como la artritis, enfermedades cardiacas y la obesidad (FAO, The
State of Food and Agriculture, 2019).



1.4 Aplicaciones en alimentos

La espirulina se presenta como una opcion versatil para enriquecer una amplia gama de

alimentos, aprovechando sus propiedades antioxidantes y su capacidad para elevar el valor

nutricional de los productos en los que se incorpora. A continuacién, se mencionan algunos

ejemplos de alimentos en los que se ha empleado con éxito:

Bebidas: La espirulina se integra en diversas bebidas, ya sean preparados lacteos,
tés o bebidas funcionales, en forma de polvo o extracto. En este contexto, se
aprovecha para enriquecer el perfil nutricional de la bebida, como, por ejemplo,
aumentar el contenido de vitamina C, al incorporar proteina de espirulina. Esto
proporciona productos mas completos y con propiedades funcionales adicionales.

Productos de panaderia: De manera similar a la categoria anterior, es posible
incorporar espirulina en la elaboracion de pan y productos relacionados, como pasta
o galletas, con el objetivo de mejorar su perfil nutricional. Esto se logra al afadir
una fuente adicional de proteinas, asi como ciertas vitaminas y minerales, al mismo
tiempo que se potencian las propiedades antioxidantes y funcionales del producto
resultante. Un beneficio adicional es que la inclusion de espirulina en el pan puede
estabilizar sus caracteristicas de retencion de agua a lo largo del tiempo,
prolongando asi su vida Util en el estante. El rango de utilizacion de la espirulina en
este tipo de productos varia entre el 0.1% y el 1.5%, evitando niveles de uso mas
elevados que podrian afectar negativamente la apariencia y el color del producto
final, lo que podria resultar desfavorable para los consumidores (Hosseini y col.,
2013).

Postres y golosinas: La inclusién de espirulina en postres y productos dulces se
ha investigado como una forma de introducir ingredientes altamente funcionales y
nutritivos en una categoria de alimentos ampliamente consumida y muy apreciada.
Como se menciond previamente, al agregar espirulina a estos productos, se
incorpora proteina y se infunden propiedades antioxidantes y nutracéuticas en
alimentos que, por lo general, no poseen estas cualidades. Ademas, en algunos
tipos de dulces, la espirulina o sus extractos pueden utilizarse como colorantes
debido a su distintivo tono verde/azul, que es dificil de replicar con otros colorantes
de origen natural. (Hosseini y col., 2013)

Productos lacteos: La incorporacién de espirulina en productos lacteos
fermentados ha demostrado beneficios al mejorar el rendimiento de los cultivos
iniciadores. Esto se traduce en un efecto protector sobre estos cultivos,
incrementando su tasa de crecimiento y supervivencia tanto durante el proceso de

fermentacién como en el almacenamiento a lo largo de la vida util del producto.
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Ademas, el contenido de acidos grasos presentes en la espirulina complementa de
manera significativa el perfil nutricional de la leche y sus derivados. (Hosseini y col.,
2013).

1.5 Contenido y perfil de proteinas en A. platensis

La espirulina se destaca por poseer uno de los mas altos contenidos de proteina entre las
fuentes de alimento de origen microbiano, con un rango gque oscila entre 460-630 g/kg en
masa seca. Este valor la equipara a otras fuentes de proteina como la soja, que tiene
alrededor de 400 g/kg en masa seca, y se acerca a la carne, que varia entre 710-760 g/kg
en masa seca. Lo que hace que la proteina de espirulina sea particularmente valiosa es su
perfil de aminoéacidos, que la posiciona como superior a otras fuentes de proteina vegetal
gracias a su equilibrio de aminoacidos esenciales, especialmente valina, treonina e
isoleucina. (FAO, The State of Food and Agriculture, 2019). De hecho, segun los
estandares establecidos por la FAO sobre los requerimientos de aminoacidos esenciales,
la proteina de espirulina puede considerarse una proteina completa y de alta calidad,

comparable a las de origen animal.

Es importante destacar que el nivel de proteina en la biomasa de espirulina puede verse
significativamente influenciado por las condiciones de cultivo. Factores como la
temperatura, el pH, la exposicion a la luz, la disponibilidad de nutrientes y micronutrientes
pueden afectar tanto la produccién de biomasa como, en ocasiones, la produccion de
proteina. En algunos estudios, se ha vinculado el aumento en la produccion de proteina a
la suplementacion del medio de cultivo con fuentes de nitrdgeno y micronutrientes de origen
vegetal, como las vinazas. (Coca y col.,, 2015). En estos casos, la suplementacion
adecuada puede conducir a un incremento significativo tanto en la produccion de biomasa

como en la de proteina en el producto final.

Muchos de los beneficios para la salud atribuidos a la espirulina estan relacionados con su
contenido proteico, especialmente en lo que concierne a la C-ficocianina. Por lo tanto, la
extraccion de ficobiliproteinas de la espirulina, incluyendo la C-ficocianina, ha sido objeto
de investigacion extensiva en los dltimos afos, para optimizar el proceso de extracciéon y
hacerlo econdmicamente viable, con el fin de promover su uso como ingrediente en

alimentos y otros productos. (Lupatini y col., 2016)
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1.6 A. platensis como fuente de ficocianina

La microalga A. platensis es una cianobacteria rica en ficocianina, la cual es una
ficobiliproteina que esta presente en la especie A. platensis. Esta proteina presenta una
gran variedad de funciones para la salud como actividad antioxidante, antiinflamatoria,

anticancerigena, citotoxicidad fotoinducida y estimulante del sistema inmunolégico.

La ficocianina tiene una estructura especifica formada por el ensamblaje de los monémeros
de ficobiliproteinas que son heterodimeros compuestos por subunidades a y B y sus

respectivos croméforos unidos mediante un enlace tioéter. (Figura 3)

Cada subunidad se compone de ocho hélices a. Los mondmeros se agregan
espontdneamente para formar trimeros en forma de anillo (af) que tienen simetria
rotacional y un canal central. Los trimeros se agregan en pares para poder formar
hexameros (af}) a veces asistidos con proteinas enlazantes adicionales. Cada barra de
ficobilisoma generalmente tiene dos o mas hexameros de ficocianina. A pesar de la
similitud general en la estructura y en el ensamblaje de las ficobiliproteinas, existe una gran
diversidad en las conformaciones de hexameros y varillas, incluso cuando solo se
consideran las ficocianinas. A mayor escala, las ficocianinas también varian en la
estructura cristalina, aunque la relevancia biologica de esto es discutible.
(Fernandez.Rojas y col., 2014)
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Figura 3. Estructura de la ficocianina (PC). (A) Estructura cristalina de la PC de la
cianobacteria S. platensis en forma de hexamero, imagen de PDB
(http://www.rcsb.org) de PDB ID 1GHO (2011). (B) Representacion esquematica
del ensamblaje de la PC. Se compone de dos subunidades proteicas, cadenas a y
B, una ficocianobilina (PCB) esta unida a la subunidad a y dos PCB estan unidas a
la subunidad B. (C) Estructura quimica de la PCB, el cromdgeno responsable del
color azul de la PC.
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En muchas cianobacterias el croméforo ficoeritrobilina esta enlazado exclusivamente a a.-
ficoeritrina y B-ficoeritrina: dos moléculas de ficoeritrobilina estan unidas a la subunidad o
y tres estan unidas a la subunidad B. En unas cuantas cianobacterias marinas los
ficobilisomas contienen dos tipos diferentes de ficoeritrina y algunos sitios de union de las
subunidades de la ficoeritrina pueden estar ocupados por el croméforo ficourobilina en
lugar de la ficoeritrobilina. Ademas, la o-ficoeritrina en estos organismos pueden estar
ligada a tres croméforos en lugar de dos. En las algas rojas, tal como en cianobacterias
marinas, las subunidades de ficoeritrina pueden contener algunos cromoéforos
ficoeritrobilina y ficourobilina. Dado que la méaxima transmision de luz en agua marina es
cerca de 500 a 498 nm, el remplazo de ficoeritrobilina por ficourobilina en alfa ficoeritrina,
el cual causa un cambio a azul en la maxima absorbancia de los ficobilisomas, puede

incrementar la eficiencia en la captura de la luz en un ambiente marino.

Como se menciond antes las ficobiliproteinas poseen la habilidad de absorber la luz en la
regién visible del espectro gracias a la presencia de enlaces covalentes ligados a las
ficobilinas. Contribuyen con el 30 a 50% de la capacidad de captaciéon de luz. La via de
transferencia de la energia de luz atrapada por las ficobiliproteinas a la clorofila alfa posee

una eficiencia mayor al 95% y sigue la siguiente secuencia:

Ficoeritrina Ficocianina Aloficocianina Clorofila o

El contenido de ficocianina de la mayoria de las microalgas oscila £+ 10mg/g aunque
muchas especies de microalgas tienen menos concentracion, debido seguramente al

medio de cultivo y condiciones fisicoquimicas.

La cantidad extraida de ficocianina a partir de A. platensis disminuye de laboratorio a escala
industrial, y de interior a exterior, debido a la variacion en la produccion de biomasa y a las

fluctuaciones ambientales.
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En el trabajo, hemos disefiado sistemas de raceways (sistemas abiertos de produccién)
ricos siempre de nutrientes para que las microalgas puedan crecer y reproducirse sin
problemas. Los sistemas tienen una gran ventaja, es decir, que se pueden producir grandes
cantidades, pero el inconveniente de tener que controlar siempre manualmente los
parametros fisicos-quimico del agua, sus nutrientes y sobre todo evitar cualquier tipo de

contaminacién que puedan perjudicar la calidad de las microalgas.

Otro sistema importante en la produccién de las microalgas son los sistemas cerrados,
conocidos también como fotobiorreactores, donde los controles fisicos-quimicos del agua
estan automatizados, en ellos es imposible cualquier tipo de contaminacién cruzada, pero
el inconveniente es que la concentracién de biomasa de microalgas que se producen es

menor, pero de alta calidad. (Fogg y col., 1987)
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La creciente demanda en la actualidad de alimentos y bebidas saludables con
incorporacion de beneficiosos compuestos naturales, como pudiera ser la ficocianina, asi
como, el creciente interés del mercado en las bebidas isotdnicas hizo posible, después de
una amplia revision bibliogréfica para ver el estado del arte del tema, seleccionar un

proyecto de investigacion para estudiar una viable bebida isoténica con ficocianina.

Por tanto, el proyecto de investigacion tiene como objetivo general el desarrollo de una
bebida isotdnica utilizando las microalgas y en particular la ficocianina, extracto de
Arthrospira platensis. La primera fase del proyecto consiste en el estudio de la extraccion
de la ficocianina. Seguidamente, se estudia la estabilidad de la ficocianina en bebidas, su
capacidad antioxidante y antirradicales libres. Finalmente, se caracterizan las microalgas y
los extractos de ficocianina obtenidos. El proyecto permitirh conocer las caracteristicas de
las microalgas y de sus extractos. En esta fase se emplearan técnicas de investigacion
cualitativa para poder identificar aquellas caracteristicas que han de tener los prototipo para
el desarrollo de una bebida isoténica. Los resultados de los estudios se emplean en otras
fases del proyecto en coordinacion con la empresa Cianoalgae que se desarrolla en el

centro de investigacion del Basque Culinary Center.

El Plan de trabajo resumido que muestra objetivos generales y especificos queda recogido

seguidamente:

o Obtencidén de ficocianina a partir de la especie A. platensis
» Extraccion de ficocianina de A. platensis.
» Evaluacion de la capacidad antioxidante de la ficocianina in vitro.
o Analisis del contenido en lipidos, carotenoides y clorofila de A. platensis y
comparacion con otras especies de microalgas.
» Anadlisis del contenido en lipidos de A. platensis, C. vulgaris y H. pluvialis
mediante HPLC/MS y GC-MS/MS.
» Determinacion de carotenoides y de clorofila de las especies A. platensis y C.
vulgaris.
o Formulacion de geles y bebidas isoténicas para deportistas que contienen
ficocianina.
» Formulacion de geles y bebidas isotonicas.
» Andlisis de las propiedades organolépticas y de estabilidad.

» Estudio de aceptabilidad de los geles y bebidas.
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3. METODOS DE EXTRACCION

3.1 Extraccion por método tradicional Folch

Las técnicas tradicionales de extraccion de compuestos lipidicos como el método de
referencia Folch (Folchy col., 1957) o el tradicional Soxhlet, utilizan grandes volimenes de
disolventes orgénicos desaconsejables para la salud y el medio ambiente, empleando,
ademas, largos tiempos en cada extraccién con recuperaciones lipidicas relativamente
bajas. Por ello, son necesarias nuevas técnicas de extraccién con disolventes alternativos
para desarrollar nuevos procesos dentro del marco de la quimica verde. Recientemente se
han publicado varias guias de disolventes clasicos y no tan clasicos, evaluandolos en
funcién de su impacto sobre la salud, seguridad y medio ambiente para clasificarlos en:
recomendados, probleméticos y peligrosos. Entre los disolventes clasificados como
peligrosos aparecen el cloroformo y el hexano, ambos disolventes usados en las

extracciones tradicionales como el método Folch.

3.2 Disolventes considerados de base verde para la extraccion de carotenoides.

Existe un creciente interés en el desarrollo de nuevos disolventes como alternativa a los
derivados del petrédleo, con el propdsito de evitar el uso de sustancias contaminantes y
fomentar una produccion mas sostenible. Esta produccion sostenible se basa en el
aprovechamiento de biomasa de origen agroindustrial para generar disolventes
bioderivados, los cuales también son biodegradables, promoviendo asi la economia

circular.

El término "disolvente verde" no tiene una definicidn clara y universalmente aceptada. Por
un lado, se busca reemplazar disolventes mas toxicos y contaminantes, como los clorados
(cloroformo o diclorometano), por otros menos dafiinos, como la acetona o el etanol. Por
otro lado, aunque los disolventes mas beneficiosos, como el etanol o el acetato de etilo, en
ocasiones pueden ser de origen bioldgico, generalmente se derivan del petréleo. Lo mismo
sucede con el CO; utilizado en la extraccidbn supercritica, que podria provenir de
fermentacién alcoholica u otros origenes biol6gicos, pero que cominmente se obtiene a

través de procesos de la industria quimica.

En los ultimos afos, se ha avanzado en el desarrollo y produccién industrial de disolventes
derivados de biomasa agricola, como el 2-metil-tetrahidrofurano (2-MeTHF), que puede
obtenerse a partir de biomasa de maiz o cafia de azlcar. Este compuesto representa una

alternativa a los disolventes apolares, como el hexano, y se utiliza en la extraccion de
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compuestos lipidicos, como los carotenoides. Otros disolventes innovadores que estan
siendo estudiados incluyen terpenos, limoneno, ésteres de lactato, ésteres de &cidos
grasos, lactonas, glicerol, entre otros. Una recopilacion de informacién sobre estos
disolventes verdes es la proporcionada por A. Wypych en 2014. Cabe mencionar que, en
el caso de aplicaciones en alimentos, es esencial asegurarse de que sSu uso esté
autorizado, aunque en investigaciones se empleen disolventes que aun no hayan sido
aprobados por las autoridades, siendo cominmente referidos como "GRAS” (generalmente

reconocidos como seguros) en Estados Unidos.

3.3 Lisis celular y PLE para extracciones

El método de lisis celular para extraer ficocianina implica romper las membranas celulares
de las microalgas para liberar los componentes deseados, como la ficocianina. Hay varias
formas de realizar la lisis celular, y una de las técnicas utilizadas comunmente implica el

uso de osmosis.

En este método, se someten las microalgas a un cambio osmético mediante la introduccién
de un agente osmatico, como una solucién hipoténica o hipertonica, que causa la ruptura
de las células al alterar el equilibrio osmético y generar presion sobre las membranas
celulares. Esto libera los componentes intracelulares, incluida la ficocianina, que luego se

pueden extraer y purificar para su uso.

Es importante destacar que existen otras técnicas de lisis celular, como el uso de
ultrasonidos, tratamientos quimicos o fisicos, cada uno con sus propias ventajas y

desventajas en términos de eficiencia y costes.

A diferencia de la lisis celular el PLE (Presurized Liquid Extraction) es una técnica de
extraccion que utiliza disolventes liquidos a alta presién y temperatura para extraer
compuestos de interés de muestras sélidas. En el caso de la extraccion de ficocianina de

microalgas, el PLE se podria utilizar de la siguiente manera:

» Preparacion de la muestra: Las microalgas se secan y trituran para aumentar la
eficiencia de extraccion.

» Cargade lacelda de extraccion: La muestra se coloca en una celda de extraccion
disefiada para resistir altas presiones. Esta celda se llena con el disolvente
adecuado.

» Aplicacion de presidon y temperatura: La celda se sellay se somete a condiciones
de alta presién y temperatura. El disolvente liquido, a presion elevada y temperatura

controlada, se bombea a través de la muestra. La combinacién de presion y
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temperatura ayuda a solubilizar y extraer la ficocianina y otros compuestos
deseados de las células de microalgas.

» Recuperacion de la extraccion: La disolucion resultante, que contiene la
ficocianina disuelta, se recoge y se separa del residuo de la muestra.

» Purificacion y analisis: Se puede purificar la ficocianina de la disolucién obtenida

y realizar andlisis adicionales para asegurar la calidad y pureza del extracto.

El PLE se considera una técnica eficiente y relativamente rapida para la extraccion de
compuestos de muestras bioldgicas, ya que reduce el tiempo de extraccién y el uso de
disolventes en comparacion con otros métodos convencionales. Ademas, al controlar la
presién y temperatura, se puede optimizar para obtener rendimientos y purezas deseables

en el extracto de ficocianina.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Equipos

A continuacion, se detallan los equipos que se han utilizado para la investigaciéon. En las
muestras desarrolladas se analizé: 1) la composicion de azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa) empleando Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento asociada a un Detector
de Pulso Amperométrico (HPLC-PAD) (HPLC: Knauer Azura ® y PAD: Merthom AG); 2) el
pH de las muestras mediante el pHmetro Krison Basic 20 (Crison Istruments SA) 3) el color
a través del colorimetro reportando las coordenadas CIELAB (Konica Minolta), 4) la acidez
total a través de volumetria identificativa por cambio de pH, y 5) los sdélidos solubles totales

a través del refractometro de mano (Digital Handheld Refractometer VWR).

Se empleo también un cromatégrafo gases masas (GC-MS) Agilent Technologies (Palo
Alto, Cal, USA) serie 5975 MSD con inyector automatico y helio como gas portador. La
columna capilar empleada fue HP-88 de Agilent Technologies de dimensiones 100 m x
0,25 mm x 0,20 um, con una temperatura de inyeccién de 250°C. El horno se mantuvo a
175°C durante 10 min, luego se elevé a temperatura con una ratio de 3°C/min hasta los
220°C y se mantuvo durante 20 minutos adicionales. La temperatura del detector fue de
230°C. La cantidad de muestra inyectada fue de 1 uL con split 1:10. En el espectrofotémetro
de masas se utilizé un potencial de ionizacion de 70 eV y un rango de masas atémicas de

entre 30 y 400 amu (unidades de masa atomica).

4.2 Materiales y otros aparatos

e Micropipetas (Gilson, Los Angeles, CA) de volumenes 5-50 pL, 10-100 pL y 100-
1000 pL.

o Material desechable: puntas de micropipetas, Eppendorf, pipetas Pasteur, tubos
Falcon. (ThermoFisher, Los Angeles, CA)

e Homogeneizador Ultraturrax

e Espectrofotometro DU450 (Becman-Coulter, Tennessee,USA)
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4.3 Reactivos

Los reactivos y disolventes y su procedencia se detallan a continuacion: el hidréxido de
potasio fue suministrado por Scharlau (Espafa); el sulfato de sodio 1-hidrato y el citrato de
sodio por Panreac (Espafa); la luteina 5% por Hunan nutramax INC (China) y la
fucoxantina y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) fueron suministrados por Sigma-Aldrich
(China); los disolventes cloroformo, metanol, etanol absoluto, metil tert-butil éter (MTBE),
isooctano (2,2,4 trimetilpentano), el acetato de etilo y el 2-propanol fueron suministrados
por Macron Fine Chemicals (Estados Unidos). El 2-metiltetrahidrofurano (2-metil-THF) por
Penachem (Estados Unidos); y el agua utilizada fue de grado Milli-Q (Millipore Sigma,
Estados Unidos). Todos los disolventes usados fueron grado analitico o grado HPLC. La

trehalosa, disacarido, fue utilizado como soporte para obtener el polvo.

4.4 Microalgas y componentes utilizados

La microalga A. platensis fue obtenida de la empresa Cianoalgae SL (Espafia). A partir de
los resultados del cultivo de microalgas y teniendo en cuenta que el cultivo con A. platensis
fue uno de los que mejores resultados proporciond, se identificaron los procesos mas

adecuados para la extraccion, purificacion y estabilizacion de ficocianina.

La ficocianina es uno de los principales pigmentos colorantes de la microalga A. platensis.
Se trata de una proteina de la familia de las ficobiliproteinas que se caracteriza por su color
azul intenso y su estructura esta formada por un componente proteico y uno no proteico
conocido como ficocianobilina (Patel, 2005). El color de este producto hace que pueda
usarse como colorante natural (la maxima absorcion del pigmento es a una longitud de

onda maxima, Amax, €ntre 616 y 620nm).

La ficocianina tiene una baja estabilidad a la luz, oxigeno, metales, agentes oxidantes,
temperatura y al pH. (Marin Prida y col., 2015).

Debido a la importancia del color en la percepcion y la aceptacién de los productos
alimentarios por parte del consumidor, se trabaj6 en estabilizar el color azul caracteristico
de la ficocianina, con la colaboracién, de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Auténoma de Madrid, para obtener bebidas y geles deportivos con un color azul de forma
constante y duradero en el tiempo. Asi mismo, se evaluaron diferentes alternativas para la
estabilizacién del color de la ficocianina con el objetivo de encontrar una metodologia, que,
ademas de estabilizar el color, fuera sostenible y rentable para el proceso de produccion
industrial futuro de las bebidas y geles deportivos.
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Es importante mencionar, que inicialmente para realizar una disolucion con ficocianina hay
que mantener un pH entre 5y 7. Por debajo de 5 precipita y por encima de 7 puede
desnaturalizarse y volverse amarillo. Por otro lado, temperaturas superiores a 40°C pueden

alterar el color azul del producto.

4.5 Procedimientos en el cultivo de microalgas

Crecimiento de las microalgas. Disefiamos sistemas de raceways (sistema abierto de
produccién) ricos siempre de nutrientes para que las microalgas puedan crecer y
reproducirse sin problemas. Estos sistemas tienen la gran ventaja de poder producir
grandes cantidades, pero el inconveniente es que hay que controlar siempre manualmente
los pardmetros fisicos-quimico del agua, sus nutrientes y sobre todo evitar cualquier tipo

de contaminacién que puedan perjudicar la calidad de las microalgas.

Los sistemas cerrados, también llamados fotobiorreactores (PBR), son fundamentales en
la produccion de microalgas. En estos sistemas, los controles fisicoquimicos del agua estan
automatizados, evitando cualquier contaminacion cruzada. Sin embargo, un inconveniente
es que la concentracién de biomasa de microalgas producida suele ser menor, aunque de

alta calidad. (Fogg y col., 1987)

Se cultivaron tres especies de microalgas C. vulgaris, H. pluvialis, y la cianobacteria A.
platensis, teniendo en cuenta las caracteristicas sensoriales de las microalgas esperadas
para el posterior desarrollo de nuevas bebidas/geles. Esta actividad se ha podido
desarrollar gracias a la colaboracion de la empresa Algaloop S.L. (Astesu, GuipUzcoa,

Espanfia).

Para evaluar la efectividad de la instalacion en el crecimiento de las diferentes microalgas
se realizd una investigacion descriptiva. En ella se describié la tasa de crecimiento y la
productividad de cada una de las microalgas, ademas de sus caracteristicas bioquimicas
al ser expuestas a condiciones climatolégicas favorables. Tras la recoleccion, se midi6 la
turbidez a 600nm con un espectrofotometro y el peso seco de las biomasas obtenidas. Los

resultados se encuentran en el apartado Resultados y discusion, en las Figuras 17 a 19.

Respecto al modo de operacién de los fotobiorreactores para el cultivo de microalgas, en
primer lugar, se comenzo con cultivos en modo discontinuo para estudiar el crecimiento de
las microalgas: concentracion de biomasa alcanzada al final de la fase de crecimiento
exponencial, productividad de biomasa y velocidad especifica de crecimiento ().
Seguidamente, se procedio al cultivo en modo semicontinuo para simular las condiciones

de operacion reales en una planta a mayor escala.
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En cuanto al medio de cultivo, se utilizaron para el crecimiento de las microalgas el medio

laboratorio (medio Jordan) y en su escalado en fotobiorreactores (medio Zarrouk).

El medio Jordan es una disolucién nutritiva utilizada para el cultivo de microalgas,
especialmente en investigaciones y aplicaciones industriales. Fue desarrollado por el
cientifico Chantal Jordan y se utiliza para proporcionar a las microalgas los nutrientes
esenciales que necesitan para crecer de manera saludable. Este medio es particularmente
conocido por su capacidad para mantener el crecimiento de microalgas en condiciones

controladas de laboratorio.

El medio Zarrouk, al igual que el medio Jordan, es empleado como un medio de cultivo
para facilitar el desarrollo de microalgas. Su composicion basica proporciona los nutrientes
esenciales necesarios para el crecimiento saludable de estos microorganismos. El nitrato
de sodio y el fosfato acido de potasio son las fuentes de nitrégeno de fosfato que lo
componen. La simplicidad del medio Zarrouk y su capacidad para estimular el crecimiento
de diversas especies de microalgas lo han destacado en la investigacion cientifica. Se
utiliza en estudios que buscan comprender el comportamiento de diferentes especies de
microalgas, permitiendo a los investigadores optimizar las condiciones de cultivo. Como es
comun con otros medios de cultivo de microalgas, los investigadores tienen la flexibilidad
de ajustar la composicion del medio Zarrouk para adaptarse a las necesidades especificas

de la microalga en cultivo y los objetivos particulares de su investigacion.

Una vez aisladas las microalgas de interés, éstas fueron cultivadas inicialmente en
matraces de 250 mL, 500 mL y 2000 mL usando aireadores para inocular aire con agitacion

orbital a 200 rpm con una intensidad de luz de 100 lux a 28°C (Figura 4).
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Figura 4. Escalado de A. platensis en matraz tipo Erlenmeyer desde 250 mL
a 2000 mL. Tomada por Algaloop SL

Después se transfirieron a botellones de vidrio con tapa rosca hasta observar coloracion
verdosa. Posteriormente se procedié al escalado a volumenes mayores de
fotobiorreactores de 100 L, hasta llegar finalmente en un PB tipo raceway de 2000 L (Figura
5).

;
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Figura 5. Fotobiorreactores de 100 L en los que se ha escalado de cultivo y
adaptado a condiciones de luminosidad y temperatura para las tres especies de
microalgas. tomada por Algaloop SL

El cultivo de microalgas se cosecho por centrifugacion. Para ello, se distribuy6 200 mL del
cultivo en cuatro tubos para centrifuga de 50 mL y se procedié a centrifugar a 500 rpm
durante 10 min. Se descarto el sobrenadante e inmediatamente se afiadié mas cultivo en

los mismos tubos y se continud con la centrifugacion en las condiciones indicadas. Estos
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pasos se repitieron hasta obtener toda la biomasa de microalgas de 5 L de cultivo.

Seguidamente, el precipitado de microalgas de los 4 tubos fue transferidos a un solo tubo,

el que se centrifugé a 4500 rpm durante 10 min. Se descarté el sobrenadante y el

precipitado de microalga se resuspendié con 30 mL de suero fisiol6gico. (Santillan, 1974)

Sistemas de control. La evaporacion de agua se compensaba cada dia antes de proceder

a la toma de muestra, y siempre a la misma hora. Una vez tomada la muestra, se procedia

a realizar los siguientes analisis como sistemas de control y de crecimiento de microalgas:

Concentracion de biomasa. Para determinar el crecimiento de los cultivos en los
diferentes fotobiorreactores se midio diariamente la absorbancia a 750 nm
mediante un espectrofotbmetro, pudiendo determinar la concentracion de
biomasa mediante cuatro curvas de calibrado. No obstante, la estimacion de
concentracion de biomasa por espectrofotometria se validd mediante la
determinacién del peso seco, para lo que se filtraron 40 ml de cultivo en un filtro
con un diametro de poro de 1um previamente pesado. Estos filtros se secaron
durante 24h en una estufa a 80°C y posteriormente, se pesaron nuevamente,
permitiendo asi obtener el peso seco de biomasa en g/L.

Observacion morfolégica. Al comienzo y al final de cada ensayo se realizé un
estudio del estado del cultivo y la morfologia celular por microscopia optica a
diferentes aumentos (x 10 y x 40), con el microscopio. De esta manera, se
comprobo que se trataba de un cultivo monoalgal libre de especies no deseadas
(Figura 6).

Figura 6. Imagen al microscopio de a) A. platensis donde se aprecia la Ultima
estructura de los tricomas de las células, b) C. sp. y ¢) H. pluvialis donde se
visualiza la acumulacién de astaxantina color rojo en las células. (tomada por

AlgaeBase, National University of Ireland, Galway)
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4.6 Obtencidon del extracto de ficocianina

La extraccién de ficocianina se obtuvo usando la lisis celular por osmosis debido a su mayor
eficacia y a que el coste de otras técnicas de extraccion es elevado. Ademas, este
procedimiento es mas adecuado para poder escalar industrialmente el producto, ya que

otras opciones son muy caras.
A continuacion, se centrifugo, se filtro y se concentro por ultrafiltracion tangencial.

Se precipitaron las proteinas con sulfato amonico y por ultimo se purifico la ficocianina por

cromatografia de adsorcion con fase estacionaria de silice (GreenSea, Francia).

Tras las extracciones se pesaron los extractos y se calcul6 el rendimiento de estos usando

la siguiente formula (Ecuacion 1):

peso extracto

Rendimiento (%) = -100 (Ecuacién 1)

peso muestra

El rendimiento de la muestra de espirulina es del 8%, valor medio de 3 réplicas.

4.6.1 Método de Folch

La extraccion Folch se realiz6 siguiendo el método original (Folch y col., 1956). A 1 g de
microalga se le agregaron 20 mL de metanol:cloroformo (1:2 viv), se agitd en vértex
vigorosamente y la mezcla se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm. Posteriormente
se recolectd la fase organica en un frasco que contenia previamente agua destilada con
NaCl a saturacion, se agité en vértex y se volvio a centrifugar. El proceso de lavado se
repiti6 dos veces, para un total de tres lavados. Finalmente, la fase con cloroformo que
contenia los lipidos se secé en una corriente de nitrégeno hasta peso constante. El
contenido en lipidos se determind gravimétricamente y se calculd el rendimiento de
extraccion como porcentaje en peso de biomasa seca. Los extractos de lipidos obtenidos
se almacenaron en oscuridad a 4°C hasta su andlisis. El resultado esta representado por

la grafica que esté en el apartado de Resultados y discusion, en la Figura 23.
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4.7 Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos

El método DPPH se empled para determinar la actividad antioxidante de los diferentes
extractos obtenidos. Este método consiste en medir la capacidad del antioxidante para
estabilizar mediante reduccion los radicales libres que se liberan por el compuesto 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Para determinar la actividad antioxidante se realizaron ensayos de DPPH
espectrofotométricos siguiendo el método de Xia (Xia, 2013) con algunas modificaciones.
En este caso, 1 mL de las distintas diluciones de los extractos se afiadieron a 1 mL de una
disolucién de DPPH preparado al 0,004% en metanol (Al). De manera adicional, se midio
también un blanco con 1 mL de la disolucion del extracto y 1 mL metanol (A2), y un control
que fue 1 mL de agua destilada y 1 mL de la disolucion de DPPH (A0). Las muestras se
dejaron reposar en oscuridad durante 30 min y se midié su absorbancia a 517nm. Para la
determinacién de la inhibicion del DPPH se empled la siguiente féormula (Ecuacién 2):

A1-A2
A0

Inhibicion (%) = [1 —( )] .100 (Ecuacion 2)

El resultado esta representado por la grafica que esta en el apartado de Resultados y

discusion, en la Figura 14.

4.7.1 Determinacion del contenido total de carotenoides

Se utilizé un método espectrofotométrico para determinar la concentracion de carotenoides
totales (CTC). Los extractos obtenidos durante la optimizacion se disolvieron en metanol a
una concentracién de 0,05 mg/mL. La absorbancia de estas disoluciones se registrdé a una
longitud de onda de 470 nm. Se utilizé una curva de calibracion estandar externa de luteina
(0,25-2 mg/mL) para calcular el contenido total de carotenoides en las muestras (Gallego
y col., 2019), que se analizaron en todos los casos al menos por duplicado. Los resultados
se representaron como mg de carotenoides por gramo de extracto. Los resultados estan

representados en la grafica del apartado de Resultados y discusién, en la Figura 13.
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4.8 Andlisis por HPLC-ELSD del contenido de lipidos polares de los extractos

El perfil de lipidos polares de los extractos se analizé en un equipo de HPLC1260 Infinity
acoplado a un detector de dispersién de luz por evaporacion (ELSD) 385 (Agilent
Technologies (Palo Alto, California, Estados Unidos) (ELSD) Agilent Technologies 385. El
analisis se realiz6 con una columna ACE de fase normal de silice (250 mm x 4,6 mm
diametro interno. 0,5 pm) mantenida a 30°C usando un gradiente ternario donde el
disolvente A corresponde a isooctano, el disolvente B a MTBE (Metil-terc-butil éter) y el
disolvente C aisopropanol como se representa en la Tabla 1. El flujo se mantuvo constante
en 1,8 mL/min y a una presion maxima de 600 bar. El gas portador fue nitrégeno. Los
tiempos de retencion de los lipidos estudiados fueron, de mas apolar a mas polar:
triacilglicéridos: (TAG), 3min, diacilglicéridos (DAG), 5 min; acidos grasos libres (AGL), 12
min; glucolipidos (GL),18 min y fosfolipidos como fosfatidilcolina (PC), 25min vy
lisofosfatidilcolina (LPC), 30 min.
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cinética de crecimiento de las microalgas A. platensis, C. vulgaris y H. pluvialis.

Las curvas de crecimiento de las tres especies de microalgas en discontinuo se muestran
en la Figura 7.
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Figura 7. Evolucién de la concentracion de biomasa con el tiempo en el cultivo
discontinuo

La especie de microalga con la tasa de concentracién de biomasa méas elevada fue A.
platensis (espirulina) con un 1.68 g/L, una cifra significativamente superior al ligero
aumento observado en H. pluvialis (1.52 g/L).

Es representativo y de destacar que las microalgas sigan una tendencia similar de
crecimiento, lo que indica que todas se han adaptado positivamente a los distintos medios,
y a los dos sistemas de cultivo que se han utilizado (fotobiorreactor y biorreactor). Estos
datos han sido proporcionales en las medidas de concentracién de la biomasa y en
medidas de productividad.

Respecto a la productividad de biomasa (Figura 8), H. pluvialis presenté la menor
productividad, 0.42 g/L(dia). Los bajos valores alcanzados al final del ensayo en el cultivo
de H. pluvialis, con respecto a los valores de espirulina y en menor medida de C. vulgaris,
estan relacionados con el mayor agotamiento de nutrientes en el caso de H. pluvialis por
el hecho de que se ha sometido a estrés para conseguir la sintesis de astaxantina, el

biocompuesto de interés comercial para su uso en alimentacion y en cosmética.
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Figura 8. Productividad de biomasa (Pb) maxima y minima alcanzada para los
distintos medios de cultivo ensayados: laboratorio (Jordan) y escalado (Zarrouk)

Para las pruebas del cultivo de microalgas en sistemas semicontinuos, en primer lugar,
se crecieron las microalgas hasta la fase estacionaria, y se iniciaron los ensayos en
semicontinuo con una velocidad de dilucion de 0.3 L/dia. La fase estacionaria se alcanzo
tras las tres primeras semanas de cultivo (Figura 9). Al igual que con los sistemas en

discontinuo A. platensis alcanzé una mayor concentracion en comparacion con el resto de

las muestras. (1.46 g/L).
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Figura 9. Evolucion de la concentracién de biomasa con el tiempo en el cultivo
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En la productividad de la biomasa, también la A.platensis fue la microalga con mayor
rendimiento (0.63 g/(L/dia)) mientras que el H. pluvialis fue el alga con menor rendimiento
productividad de biomasa (0.4 g/L/dia)) (Figura 10).

En ambos tipos de cultivo se hallegado a la conclusién de que se puede obtener un cultivo
estable con una productividad de biomasa superior a 0.22 g/L(dia), con cualquiera de las

tres cepas de microalgas.

Por otro lado, la A. platensis, también conocida como espirulina, alcanza mejores
resultados debido a su mayor capacidad de adaptacién a distintos medios y a sistemas de
cultivos.

0,8 B Productividad g/(L- dia)

0,6

0,4

Productividad g/(L- dia)

0,2

0
Haematococcus pluvialis Chlorella vulgaris ~ Arthrospira platensis

Medio de cultivo

Figura 10. Velocidad especifica de crecimiento maxima (4 maxima) para las distintas
microalgas cultivadas en semicontinuo

A. platensis demostré un alto nivel de crecimiento siendo una especie idénea para el
escalado industrial. Es capaz ademas de asimilar eficientemente nitrégeno y fésforo a la

vez que tolera altos niveles de CO; y otras condiciones ambientales adversas.

Se mejord el rendimiento de la produccion de astaxantina en H. pluvialis mediante la
disminucion de la cantidad de nitrégeno en el medio. Otra estrategia confirmada para el
aumento de produccién de astaxantina fue el aumento de la exposicién a la luz, tanto
artificial como solar. Sin embargo, este proceso metabdlico de generacion de carotenoides
como efecto protector frente al estrés luminico es reversible cuando las condiciones

cambian en el medio (adicidn de sustrato o disminucion de la exposicion a la luz).

Como problemas detectados, es de especial interés mencionar la efectividad de introducir

puntos de observacién morfolégica para detectar colonias extrafias de microalgas en los

biorreactores. En concreto se detecto la presencia de una cianobacteria local tanto en los
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matraces, como en el fotobiorreactor y el biorreactor tipo raceway. Asi mismo se
identificaron una serie de mejoras para evitar la contaminacion de los biorreactores. Entre
ellas mencionar la necesidad de avanzar en las instalaciones para mantener los problemas
de seguridad completamente resueltos, y la introduccion de mas equipos de control de

cultivos.

5.2 La ficocianina obtenida de A. platensis reduce el DPPH

Se purifico con éxito la ficocianina. Para su extraccidon se utilizaron 5g de A.platensis, se
extrajo la ficocianina mediante el UT(Ultraturrax) a pH7 y luego se estudio su absorbancia.

La absorbancia se calcula segun la formula que se describe a continuacién:

_ _ (A4615—(0.474%A652))
[€~-Fcl= 534

Donde, 615y 652 nm son el rango de absorbancia de la ficocianina, mientras que 0.474 y

5.35 son nimeros empiricos que nos permiten conocer el indice de pureza de la ficocianina.

Utilizando la ficocianina a pH7 se obtiene un resultado de 7.75mg/mL

Tabla 1. Datos de absorbancia a pH7 de la A.platensis

Datos AB615 A280 A520 Ratio 615/280 Resultado
mg/mL
UT pH7 (2) 0.807 0.38 0.352 2.12 7.75mg/mL

También se ha estudiado la capacidad antioxidante de la ficocianina a través del método

DPPH. (Figura 11)
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Figura 11. Analisis mediante el método DPPH de la muestra de ficocianina

En este caso vemos que aumentando la concentracion de ficocianina aumenta su poder

antioxidante, es decir el DPPH se reduce mas.

5.3 Andlisis bioquimico de las microalgas

Se realizo el analisis de algunos biocompuestos de H. pluvialis y C. vulgaris, A.
platensis, para ello se llevaron a cabo extracciones mediante el método Folch o por
liquidos a presién (PLE), y el analisis se llevé a cabo por cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas (GC-MS).

Para H. pluvialis se estudié el contenido en lipidos, asi como el perfil de acidos grasos de
esta alga. En este caso se aplico el método Folch, que es Util y eficaz para realizar la
extraccion de lipidos en frio, lo que ayuda a mantener todo el contenido de lipidos sin alterar
su cantidad o calidad, como se haria con la técnica convencional en caliente de Soxhlet.
Este método indicé que el alga H. pluvialis tenia un extracto medio de 0.2902g de lipidos,
con un rendimiento total de 28.31% + 0.71. El estudio de PLE indicé que el contenido medio
de carotenoides totales era de 2.98 + 0.57 mg/ml. En dltimo lugar, GC-MS permitié separar,
identificar y cuantificar los acidos grasos presentes en la biomasa. En resumen, la
microalga liofilizada fue extraida mediante el método tradicional Folch para analizar su
contenido en acidos grasos y carotenoides, los compuestos bioactivos de interés del
presente trabajo, mediante GC-MS y HPLC-ELSD/DAD.
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Como se puede ver la muestra de A.platensis tiene un rendimiento del 8% y una desviacion
estandar de 0.21. El rendimiento de H. pluvialis obtenido es mayor rendimiento en lipidos

respecto tanto a la C. vulgaris como a la A. platensis. (Figura 12)

Rendimiento Método Folch

30
25
20
15
10
5
0 . .
Chlorella vulgaris Haematococcus A.platensis
pluvialis

W Rendimiento (%) ®SD
Figura 12. Rendimiento de la A.platensis, C. vulgaris, H. pluvialis
La Tabla 2 muestra los resultados cromatograficos obtenidos, dénde se identifica que el

acido graso mayoritario presente en H. pluvialis era el acido palmitico (16:0) seguido del

acido oleico (18:1 n9 cis).

Tabla 2. Resultados de la extraccion de lipidos por GC-MS de H. pluvialis (método 175b
1,5 ml/min split 1 10 agilent)

TIEMPO DE RETENCION (min) ACIDO GRASO CONTENIDO %
11,603 Ac. Palmitico (16:0) 258+1,3
14,563 Ac. Esteérico (18:0) 1,8+0,1
15,623 Ac. Oleico (18:1 n9 cis) 21,1+0,9
17,271 Ac. Linoleico (18:2 n3 cis) 19,6 + 0,4
19,235 Ac. Linolénico (18:3 n cis) 19,2 +0,4

La C. vulgaris present6 un rendimiento total de lipidos de 3.46% + 0.32, mucho menor que
H. pluvalis. La PLE indic6 que el contenido medio de carotenoides totales era de 31.17 +
1.74 mg/ml. Finalmente, la GC-MS indicé que el acido graso mayoritario presente en C.
vulgaris era el acido linoleico (18:2 n3 cis) seguido del acido linolénico (18:3 n cis). (Tabla
3).
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Tabla 3. Resultados de la separacion de lipidos por GC-MS de la C. vulgaris (método
175b 1,5 ml/min split 1 10 agilent)

TIEMPO DE RETENCION (min) ACIDO GRASO CONTENIDO %
11,63 Ac. Palmitico (16:0) 20,8 + 0,56
12,35 Ac. Palmitoleico 55+0,2
14,55 Ac. Miristico 1,1+0,6
17,32 Ac. Linoléico (18:2 n3 cis) 23,1+04
19,33 Ac. Linolénico (18:3 n cis) 22,7+0,4

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos en el cromatograma de la A. platensis; donde
se identifico el acido graso mayoritario acido palmitico seguido por el acido linolénico. Por
ualtimo, se realizé la analitica de la A. platensis para evaluar la composicién nutricional de
la misma, ya que finalmente fue la que mejor rendimiento de producciéon obtuvo en el
proceso de crecimiento de microalgas (Tabla 4). También se vio la composicién nutricional

de la A. platensis. (Tabla 5)

Tabla 4. Resultados de la separacion de lipidos por GC-MS de la A.platensis (Método
175B 1,5 ml/min split 1 10 agilent)

TIEMPO DE RETENCION (min) ACIDO GRASO CONTENIDO %
11,605 Ac. Palmitico (16:0) 52%
12,536 Ac. Palmitoleico (16:1 n-7) 5,3%
15,586 Ac. Oleico (18:1 n9 cis) 2,52%
17,228 Ac. Linolénico (18:2 n-6 cis) 20,3%
18,456 Ac. Linoleico (18:3) 18,7%
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Tabla 5. Composicién nutricional de A. platensis

COMPUESTO PRINCIPAL COMPUESTO ESPECIFICO CANTIDAD (g)
Grasa (9/100g) 4.4
Perfil de acidos grasos Ac. grasos saturados (g/100g 40,6
grasa)
Ac. grasos monosaturados 11,42

(g/100g grasa)

Ac. grasos poliinsaturados 41,59
(9/100g grasa)

Ac. grasos trans totales (g/100g 6,34
grasa)
Ac. grasos omega 3 (g/100g 2,25
grasa)
Ac. grasos omega 6 (g/100g 39,34
grasa)
Hidratos de carbono(g/100g) 4
Reparto de azucares Fructosa (g/100g) <0,10
Glucosa (g/100g) <0,10
Sacarosa (g/100g) 0,19
Maltosa (g/100g) <0,10
Lactosa (g/100g) <0,10
Fibra alimentaria (g/100g) 9,8
Proteina (g/100g) 53,7
Ficocianinas Ficocianina-A (mg/qg) 7,95
Ficocianina-C (mg/g) 30,646

Como se puede ver en el gréafico de barras (Figura 13) la concentracién de carotenoides
totales es mayor en la C. vulgaris que en la muestra de A.platensis; mientras que en el
caso de la concentracion total de clorofila vemos una mayor concentracioén en A.platensis

que en la C. vulgaris.
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Figura 13. Contenido en carotenoides totales (CTC) y clorofilas en la muestra de
A.platensis y en la muestra de C. vulgaris.

5.4 Formulacién preliminar y andlisis sensorial de las bebidas y los geles

Se realizé una sesién de ideacion con chefs para identificar potenciales sabores o
combinaciones de ingredientes para desarrollar 5 prototipos de bebidas y geles
innovadores. Sus caracteristicas principales han sido, en el caso de las bebidas, evitar la
decantacion de la ficocianina mientras que en los geles encontrar el punto de densidad del
producto y también en este caso evitar que la ficocianina pierda el color. En la primera parte
de laideacion los chefs realizaron una lluvia de ideas sobre posibles aromas dulces, citricos
y frescos para las bebidas y geles. A continuacion, el equipo de chefs trabajoé en generar
posibles combinaciones de aromas interesantes, innovadoras y poco habituales para el
usuario. En total, los chefs realizaron 12 posibles combinaciones entre aromas dulces,
citricos y frescos:

Cassis-Vainilla; Chocolate-Café; Acai-Eucalipto; Limon-Hierba luisa; Toffe-Regaliz;
Naranja sanguinea; Mandarina-Lima; Grosella-Pomelo; Vainilla-Café; Manzana-Lima;

Limén; Melocotdn-Menta.

Las fuentes utilizadas para estas combinaciones y formulaciones se buscaron en Web y

Scopus.

A continuacion, se hicieron los analisis preliminares para determinar ventajas e
inconvenientes de la adicién de la espirulina y de la ficocianina. Seguidamente se opto por

la pasteurizacién (consiste en el tratamiento del calor de un producto para matar todas las
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bacterias patdgenas y reducir la actividad enzimatica) como método de conservacidony se
midio el pH. En la Tabla 7 se informan de los resultados comparando ventajas e
inconvenientes tanto de la espirulina como de la ficocianina. Ademas, se eligié la

pasteurizacion para no dafiar el producto en cuanto es para alimentacion.

Sucesivamente al proceso de desarrollo de las férmulas, se realiz6 un estudio de mercado;
también con una busqueda bibliogréfica partiendo de los grupos focales con consumidores
para determinar los ingredientes que deban estar dentro de la formulacion.

El Proceso de elaboracion de una de las bebidas isotonicas fue el siguiente:
a) Se mezclan todos los azucares: azlcar blanco, dextrosa, maltodextrina y fructosa.
b) Se afiade el agua al tanque de mezclado y se mezcla en frio durante 4 minutos.

¢) A continuacion, se afiade el resto de los ingredientes manteniendo la bebida fria: BCAAs
(aminoacidos ramificados), &cido citrico, bicarbonato de sodio, ficocianina, aromas,

tripolifosfato sddico y el citrato de sodio.

d) Se mezcla durante 4 minutos a velocidad baja para evitar introducir aire a la mezcla

hasta que todos los elementos estén integrados.
e) Filtrado.
f) Envasado.

En el diagrama de flujo que se muestra en la Figura 14 se muestra el proceso de produccion

de las bebidas deportivas independientemente de la variante de sabor.

9 Cuba de Adiccion del
Recepcion de
» » i";::?etri]l . » Mezcado [~ 3

Figura 14. Diagrama de flujo de la produccién de la bebida

El Proceso de elaboracion de otras bebidas isotdnicas fue el siguiente:
a) Se mezclan todos los azlcares: azucar blanco, dextrosa, maltodextrina y fructosa.
b) Se afiade el agua al tanque de mezclado y se mezcla en frio durante 4 minutos.

¢) A continuacion, se afiade el resto de los ingredientes manteniendo la bebida fria: BCAAs,
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acido citrico, bicarbonato de sodio, ficocianina, tripolifosfato sédico y el citrato de sodio.

d) Se mezcla durante 4 minutos a velocidad baja para evitar introducir aire a la mezcla

hasta que todos los elementos estén integrados.
e) Se aflade el aroma durante el mezclado.
f) Filtrado.

g) Envasado.

El Proceso de elaboracién de los geles deportivos fue el siguiente:

a) Se mezclan todos los jarabes: jarabe de glucosa y jarabe de fructosa.

b) Se afade el agua al tanque de mezclado y se mezcla en frio durante 4 minutos.
¢) A continuacion, se afade el resto de los ingredientes manteniendo la bebida fria:
maltodextrina, BCAAS, acido citrico, ficocianina y Helaphos P (tripolifosfato sddico).

d) Se mezcla durante 4 minutos a velocidad baja para evitar introducir aire a la mezcla

hasta que todos los elementos estén integrados.
e) Se afade el aroma durante el mezclado.

f) Filtrado.

g) Envasado

En el diagrama de flujo de la Figura 15 se muestra el proceso de produccién de los geles

deportivos independientemente de la variante de sabor.
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Figura 15. Diagrama de flujo del proceso de produccién del gel deportivo

Finalizado tanto el proceso de elaboracion como las formulas de las bebidas y de geles, el

equipo de analisis sensorial realizo un panel focal con el equipo de chefs y gastronomos
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especializados en productos y técnicas culinarias del centro (n 28) para investigar el sabor
de los diferentes prototipos, asi como de las correcciones a aplicar para mejorar el perfil de

aceptacion del producto.

En paralelo a la evaluacion sensorial, se analizaron fisicoquimicamente las principales
caracteristicas de las bebidas y los geles. Los resultados de los andlisis de los productos
se muestran en las Tablas de 14 a 19 en el apartado de Formulacién desarrollo de bebidas

y geles.

5.5 Estudio de aceptacion de los geles y bebidas isotbnicas.

El objetivo principal es poder determinar la percepcién, aceptacion e interés generado por
los prototipos de bebidas y geles elaborados a partir de ficocianina.

Para cumplir este propdsito se llevé a cabo un estudio cuantitativo de consumidores de tipo
Home-Use-Test. Los Home-Use-Test son estudios de consumidores que se llevan a cabo
en contexto real del hogar. Cada usuario recibe un set de muestras con sus instrucciones
donde se le explica el procedimiento de la prueba, asi como el formulario o cuestionario
que deben de cubrir (Figura 16). Ademas, para transmitir al usuario el concepto de que se
trataba de un producto elaborado a partir de ingredientes naturales como la ficocianina, la
hoja de instrucciones incluia el enlace a un video que contextualizaba al consumidor sobre
gue la procedencia del color azul de las bebidas se debia a un compuesto natural presente

en las microalgas como la A.platensis (espirulina), y que es la ficocianina.

Figura 16. Fotografia de los sets de bebidas y geles distribuidos entre los
participantes
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Para el proyecto se reclutaron un total de 60 participantes, todos ellos deportistas y
consumidores habituales de suplementos como las bebidas y los geles deportivos. Los
voluntarios que participaron fueron reclutados a partir de la base de datos de consumidores

de Basque Culinay Center Innovacion y en colaboracién con Cianoalgae SL.

El cuestionario que se disefié para este estudio constaba de: 1) una pregunta para medir
la aceptacion del producto empleando heddnica de 9 puntos con incrementos de 1 punto,
siendo 1 = me disgusta extremadamente, 5 = ni me gusta ni me disgusta, y 9 = me gusta
extremadamente, 2) preguntas tipo Likert de 5 puntos para hacer un diagnéstico de los
atributos sensoriales de sabor general, de dulzor y de textura en geles (valores 1y 2 indican
que el atributo es insuficiente, 3 indica que se encuentra en el punto correcto y adecuado
para el consumidor, y valores 4 y 5 indican gque el atributo evaluado se encuentra en exceso
para el gusto del consumidor), 3) preguntas abiertas para investigar la percepcion del sabor
del producto y del listado de ingredientes y comentarios generales. Para recoger los datos
del cuestionario (recogido en Anexo), este se program6 en el software RedJade®
(RedJade Sensory Solutions, LLC, Palo Alto, USA)

5.6 Formulacion y desarrollo de bebidas y geles

Se realizé una sesién de ideacion con chefs para identificar potenciales sabores o
combinaciones de ingredientes para desarrollar 5 prototipos de bebidas y geles

innovadores.

En la sesion de ideacién, los chefs coincidieron con los consumidores, en que, debido al
alto contenido de glucosa de este tipo de productos, lo interesante seria combinarlas con
aromas que fueran acidos y frescos a nivel aromatico para facilitar la bebida del producto

y que no generase sed a los deportistas.

La Tabla 6 recoge los aromas que se mencionaron por el equipo de chefs.
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Tabla 6. Aromas dulces, citricos y frescos obtenidos durante la sesion de ideacién con los

chef
Aromas dulces Aromas citricos Aromas frescos
Cassis Naranja Menta
Grosella Naranja sanguina Eucalipto
Vainilla Limon Regaliz
Melocotdn Lima Hinojo
Chocolate Pomelo Hierba luisa
Caramelo Mandarina Hierba buena
Toffe Manzana Granny Smith
Café
Acai

A continuacion, el equipo de chefs trabajé en generar posibles combinaciones de aromas

interesantes, innovadoras y poco habituales para el usuario. En total, los chefs realizaron

un total de 12 posibles combinaciones entre aromas dulces, citricos y frescos.

Tras la elaboracion del listado de posibles combinaciones aromaticas, el equipo de chefs
prioriz6 aquellas ideas que se adaptasen a un publico mas general, es decir que fueran
reconocibles, pero que a la vez no fueran sabores clasicos y recurrentes en este tipo de
productos. Las combinaciones seleccionadas para los prototipos fueron Cassis —

Vainilla, Naranja sanguina, Melocotén — Menta, Manzana — Lima, y Limon.

Una vez elegidos los sabores con potencial interés para ser incluidos en los prototipos y
geles, el equipo culinario de BCC (Basque Culinary Center) Innovation trabajé en elaborar

las formulaciones paralos posibles prototipos de geles y bebidas isoténicas.

Debido al resultado positivo obtenido en la produccién de espirulina en cuanto a biomasa
y rendimiento, se selecciond esta microalga para la elaboracion de los prototipos. Asi

mismo, se trabajo con el extracto de ficocianina.

En primer lugar, se seleccionaron los ingredientes funcionales espirulina y ficocianina para
la elaboracion de los posibles geles y bebidas isotonicas. Para determinar el limite de
espirulina y ficocianina a afiadir, se realizé una busqueda bibliografica en las bases de
datos de publicaciones cientificas como Web of Knowledge y Scopus. En cuanto a

espirulina, se ha demostrado que dosis de 80/90 g/dia no resulta toxico para el organismo,
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ni por acumulacion de metales pesados, ni por acumulacion de acido drico. (Santillan,
1974)

Por otro lado, en cuanto a la ficocianina, la Unica regulacion conocida al respecto es la
proporcionada por la Administracion de Drogas y Alimentos de estados unidos (FDA). Esta
indica que la dosis de 1 g de ficocianina al dia se reconoce generalmente como segura.
(Keefe, 2012)

Se realizaron varias pruebas en los laboratorios para determinar las ventajas e

inconvenientes del uso de espirulina, asi como de ficocianina (Tabla 7).

Tabla 7. Ventajas e inconvenientes de A. platensis y ficocianina

INGREDIENTE VENTAJAS INCONVENIENTES
Arthrospira e Presenta un color atractivo. o No diluye bien
platensis e Sus beneficios para el o Altiempo precipita creando
rendimiento deportivo posos.

o Presenta unaromay un
sabor de origen “marino”
desagradable

o Se oxida al aplicar
temperatura

o Se oxida al aplicar
temperatura

Presenta un color atractivo

Se diluye perfectamente sin
crear posos

No presenta ni olor ni sabor, lo
cual facilita el saborizar de la
bebida.

Sus beneficios para el
rendimiento deportivo

Ficocianina

Aunque ambas tienen un color atractivo, y su consumo supone un beneficio para el
rendimiento deportivo, es importante destacar que la ficocianina es mas soluble que la

espirulina, no precipita y no tiene sabores ni olores extrafios.

Después del testeo en laboratorios, y comparar las ventajas y desventajas de la aplicacion
en bebidas en base agua de A. platensis (Figura 17) y ficocianina (Figura 18), el equipo de
chefs de BCC Innovation tomd la decision de trabajar con la ficocianina ya que posee los
mismos beneficios en cuanto a propiedades funcionales, pero carece del sabor y olor

marino de la espirulina. De la misma manera, la ficocianina se diluye en los liquidos
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inmediatamente y no crea ningun sedimento pasado un tiempo considerable de reposo.
Por otro lado, debido a que el color que presentan tanto las bebidas como los geles suele
ser eléctrico o bastante vivo, el equipo de trabajo consideré que podia resultar mas

interesante al usuario la bebida con ficocianina.

Una vez definido el ingrediente con propiedades funcionales de interés para elaborar los
prototipos, se realizaron diferentes pruebas para evaluar la resistencia del color de las

bebidas de ficocianina a la temperatura, asi como al paso del tiempo.

Figura 18. Bebidas elaboradas con ficocianina

Una vez desarrollados los primeros prototipos, se optd por realizar una pasteurizacion
como método de conservacion. Este tipo de prueba reveld que el color azul brillante inicial
se perdia instantaneamente al aplicar temperatura. En la Figura 19 se puede observar que
la bebida sin tratamiento térmico (izquierda) tenia un color azul mucho mas intenso y nada
verdoso en comparacion con las bebidas con tratamiento térmico (muestra central y
derecha). Debido al problema de oxidacion del color, se decidid no tratar térmicamente las
bebidas.
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Figura 19. Bebidas de ficocianina sin tratamiento térmico (izquierda) y con diferentes
tratamientos térmicos (centro y derecha)

Como alternativa para evitar la contaminacién de los productos, asi como para alargar la
vida til de los mismos, se buscaron ingredientes tecnoldgicos y aditivos para preservar la
bebida durante su estocaje. A continuacion, se indican los seleccionados tras la realizacion

de multiples prototipos y pruebas organolépticas.

En primer lugar, se aumenté la acidez de la bebida mediante la bajada de pH con acido
citrico. Ademas de sus propiedades conservantes, sensorialmente aportaba mas frescura
en boca, ayudando a disminuir la sensacién “empalagosa” de dulzor, ya que las bebidas
poseen un alto contenido en azucares necesarias para el deportista. Por el mismo motivo,
se afade citrato de sodio como corrector de acidez y efecto tampdn para mantener el pH

estable durante toda la vida util de la muestra.

Como conservante, se afiadio tripolifosfato soédico, actia como conservador y estabilizante,
puede mejorar el olor y el color en diversos productos alimenticios. Es utilizado en la

formulacién de chicles, refrescos, zumos y bebidas isoténicas entre otros (Ibafiez, 2003)

La cantidad empleada para la formulacion de las bebidas se defini6 a partir del Real decreto
142/2002 del 1 de febrero por el que se aprueba la lista positiva de aditivos distintos de
colorantes y edulcorantes para su uso en la elaboracion de productos alimenticios, asi

como sus condiciones de utilizacion.

En la segunda parte del proceso de desarrollo de las formulaciones, se realizé un estudio
de mercado, asi como una busqueda bibliogréfica partiendo de los resultados de los grupos
focales con consumidores para determinar los ingredientes que debian estar dentro de

la formulacion.

Las bebidas deportivas deben: hidratar y prevenir la deshidratacion durante la actividad
deportiva, aportar sales minerales e hidratos de carbono, ya que ambas tipologias de
nutrientes aumentan la absorcién de agua por la combinacién de sales minerales y

azucares (absorcion rapiday lenta).
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Las cantidades 6ptimas de absorcion intestinal de hidratos de carbono son de 60g de
glucosa (Rehrer, 2001) y hasta 90 g de maltodextrina y fructosa (Murray, 2007) por cada
600-800 mL/h de agua. Es importante tener en cuenta que la fructosa puede dar problemas
gastrointestinales, por lo que no se recomienda que la bebida contenga méas del 20-30%

de fructosa.

Las sales minerales para afiadir en bebidas deportivas contendran electrolitos como el
sodio y/o el potasio. El contenido de sodio en un individuo sano debe ser como maximo de
1610 mg al dia y el de potasio 3715 mg. Teniendo en cuenta esta recomendacioén, las
bebidas isoténicas para deportistas deberan tener un contenido en sodio entre 0.46-1.20g/L
y de potasio de 78 mg K/l. (Zapata, 2018)

En cuanto a los aminoacidos, los mas recomendados son los BCAAs (aminoacidos de
cadena ramificada), que unen leucina, isoleucina y valina. Constituyen aproximadamente,
un tercio de la proteina muscular del musculo esquelético, siendo los requerimientos
medios diarios de 40 (leucina), 20 (isoleucina) y 20 (valina) mg/kg peso/dia,

respectivamente, para personas sanas no clasificadas como deportistas. (Kurpad, 2006)

Una vez seleccionados los ingredientes tecnolégicos y los ingredientes esenciales para
estas bebidas para deportistas, se procedi6 a la elaboracion de las bebidas en los
laboratorios y cocinas de BCC Innovation. A continuacién, se describen los procesos e
ingredientes finales para cada una de las tipologias de producto: bebidas isoténicas y geles

deportivos.

La Tabla 8 muestra la formula de la bebida de cassis-vainilla, la Tabla 9 muestra la férmula
de la bebida de naranja, y la Tabla 10 muestra la de la bebida de melocotén y menta. Estas
formulas son las definitivas después de haber realizado las modificaciones pertinentes a

partir de los resultados obtenidos en el estudio anterior.

Tabla 8. Férmula bebida cassis-vainilla

Ingredientes % 10009
Agua 90,51 905,10
Azlcar 5,25 52,50
Dextrosa 1,45 14,48
Maltodextrina 0,91 9,05
BCAAs 0,58 5,79
Fructosa 0,36 3,62
Acido citrico 0,29 2,90
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Aroma cassis 0,18 1,81

Aroma vainilla 0,18 1,81
Bicarbonato de sodio 0,15 1,54
Ficocianina 0,07 0,72
Helaphos P (tripolifosfato sodico) 0,02 0,23
Citrato de sodio 0,05 0,45
Total 100,00 1000,00

Tabla 9. Férmula bebida naranja

Ingredientes % 1000g
Agua 90,83 908,29
Azlcar 5,27 52,68
Dextrosa 1,45 14,53
Maltodextrina 0,91 9,08
BCAAs 0,58 5,81
Fructosa 0,36 3,63
Acido citrico 0,29 2,91
Bicarbonato de sodio 0,15 1,54
Aroma de naranja 0,01 0,11
Ficocianina 0,07 0,73
Helaphos P (tripolifosfato sodico) 0,02 0,23
Citrato de sodio 0,05 0,45
Total 100,00 1000,00

Tabla 10. Férmula bebida melocotén-menta

Ingredientes % 1000g
Agua 90,62 906,25
Azucar 5,26 52,56
Dextrosa 1,45 14,50
Maltodextrina 0,91 9,06
BCAAs 0,58 5,80
Fructosa 0,36 3,62
Acido citrico 0,29 2,90
Aroma melocotén 0,18 1,81
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Bicarbonato de sodio 0,15 1,54

Ficocianina 0,07 0,72
Extracto seco de menta 0,05 0,54
Helaphos P (tripolifosfato sédico) 0,02 0,23
Citrato de sodio 0,05 0,45
Total 100,00 1000,00

La Tabla 11 muestra la formula del gel de manzana-lima y la Tabla 12 muestra la formula
del gel de limoén. Estas férmulas son las definitivas después de haber realizado las
modificaciones pertinentes a partir de los resultados obtenidos en el estudio de

consumidores.

Tabla 11. Férmula gel manzana-lima

Ingredientes % 1000g
Jarabe de glucosa 43,53 435,27
Jarabe de fructosa 29,02 290,18
Agua 23,21 232,14
Maltodextrina 2,90 29,02
BCAAs 0,62 6,19
Aroma de manzana 0,29 2,90
Acido citrico 0,27 2,71
Ficocianina 0,08 0,77
Aroma de lima 0,06 0,58
Helaphos P (tripolifosfato sodico) 0,02 0,24
Total 100,00 1000,00

Tabla 12. Férmula gel limén

Ingredientes % 1000g
Jarabe de glucosa 43,65 436,53
Jarabe de fructosa 29,10 291,02
Agua 23,28 232,82
Maltodextrina 2,91 29,10
BCAAs 0,62 6,21
Acido citrico 0,27 2,72
Ficocianina 0,08 0,78
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Aroma de limén 0,06 0,58
Helaphos P (tripolifosfato sodico) 0,02 0,24

Total 100,00 1000,00
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Una vez definidos tanto el proceso de elaboracién, como las formulas de las bebidas y de
los geles, el equipo de analisis sensorial realiz6 un panel focal con el equipo de chefs y
gastronomos especializados en producto y técnicas culinarias del centro (n = 8) para
indagar sobre el sabor de los diferentes prototipos, asi como de las correcciones a

aplicar para mejorar el perfil de aceptacioén del producto.

En general, los sabores escogidos tuvieron un impacto positivo en los chefs y gastronomos.
Como punto negativo, todos los participantes indicaron que las muestras tenian un
excesivo dulzor debido al alto contenido en hidratos de carbono (azUcares libres) en su

formulacién.

Puesto que ese contenido en azUcar no era posible rebajarlo, ya que estaba ajustado a las
necesidades de las actividades de alto rendimiento deportivo como el running, las carreras
de alta montafia o los triatlones, los chefs sugirieron aumentar la concentracion de acido
citrico para asi disminuir la sensacion de dulzor en las muestras. Por otro lado, se
recomendo subir la concentracion aromatica de citricos en las diferentes bebidas/geles que
los contenian para obtener el mismo efecto de disminucién percibida del dulzor que con la

adicion de acido citrico.

Las férmulas presentadas en las Tablas 8 a 12 recogen las cantidades e ingredientes
definitivos tras la reformulacién realizada después del panel focal. Con la compaosicién de
la Tabla 13 no se nota una diferencia significativa de los azucares en las diferentes
muestras, sin embargo, en la Tabla 14 notamos una diferencia del pH en los geles y en las

bebidas con limoén.

En la Tabla 15 se recogen los datos relativos al color combinando varios sabores, en la
Tabla 16 se recogen los datos de acidez de las combinaciones donde se aprecia que el
sabor con limén tiene mayor acidez respecto a las demas y en la Tabla 18 se muestra los
grados °Brix que sirven para determinar la cantidad de solidos solubles disueltos en un

liquido.
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Tabla 13. Composicion de azucares de las bebidas madre y variantes de sabor, y geles
madre y variantes de sabor. La letra B. indica la bebiday G. el gel

mg/g Glucosa g/L Fructosa mg/g Sacarosa mg Maltosal/g gel
Muestra Media DS Media DS Media Media DS
B. Madre g/L 16,000 0,022 6,635 0,025 54,047 ND ND ND
16,226 0,109 7,039 0,081 53,392 ND ND ND
B. Cassis-Vainilla g/L
B. Melocotén-Menta g/L 16,297 0,151 6,978 0,112 53,907 ND ND ND
B. Naranja g/L 15,848 0,037 6,813 0,085 52,062 ND ND ND
G. Madre mg/g 482,838 0,509 ND ND 235,390 343,992 349,125 7,260
G. Limén mg/g 479,222 0,101 ND ND 230,340 355,293 354,879 0,585
G. Lima-Manzana mg/g 491,256 0,666 ND ND 231,246 363,933 364,897 1,364

Tabla 14. pH de las bebidas madre y variantes de sabor, y geles madre y variantes

de sabor
Muestra Media DS
B. Cassis-Vainilla 451 0,03
B. Melocoton-Menta 4,49 0,03
B. Naranja 4,52 0,03
B. Madre 4,61 0,02
G. Limén 3,15 0,03
G. Lima-Manzana 3,14 0,06
G. madre 3,00 0,01
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Tabla 15. Coordenadas CIELAB de color de las bebidas madre y variantes de sabor y
geles madre y variantes de sabor

Muestra Media L* DS L* Media a* DS a* Media b* DS b*
B. Cassis-Vainilla 31,118 0,004 -1,326 0,043 -22,754 0,017
B. Melocoton-Menta 32,054 0,024 -1,842 0,072 -27,174 0,023
B. Naranja 33,938 0,013 2,780 0,047 -34,320 0,010
B. Madre 34,068 0,013 2,992 0,049 -34,764 0,023
G. Limén 33,864 0,011 -8,748 0,045 -26,746 0,015
G. Lima-Manzana 33,892 0,011 -8,648 0,013 -26,734 0,015
G. madre 33,680 0,020 -8,786 0,086 -26,608 0,033

Tabla 16. Porcentaje de acidez total (g-acido/100ml)

Muestra Media DS
B. Cassis-Vainilla 0,27 0,03
B. Melocoton-Menta 0,26 0,00
B. Naranja 0,26 0,00
B. Madre 0,24 0,01
G. Limén 0,44 0,04
G. Lima-Manzana 0,40 0,00
G. madre 0,43 0,00

Tabla 17. Solidos solubles totales (°brix) de las bebidas madre y variantes de sabory
geles madre y variantes de sabor

Muestra °Brix °Brix
B. Cassis-Vainilla 9,25 0,07
B. Melocoton-Menta 9,25 0,07
B. Naranja 9,1 0,00
B. Madre 9 0,00
G. Limén 54 0,00
G. Lima-Manzana 54 0,00
G. madre 54 0,00
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5.7 Estudio de la percepcion del consumidor de los prototipos desarrollados

Los datos de HUT correspondientes al estudio de los geles y bebidas isoténicas se
analizaron mediante andlisis de la varianza (ANOVA) y el post-hoc test Tukey LSD. Las
Tablas 18 y 19, asi como las Figuras 20 a 23 muestran los resultados correspondientes a

las muestras de bebidas y geles deportivos respectivamente.

Tabla 18. Medias y p-valores resultantes del analisis de datos de aceptacion JAR (Just-
About-Right) de sabor y JAR de dulzor de los prototipos de bebidas evaluados resultante
del analisis Anova y Turkey

Bebida Aceptacion JAR Sabor JAR-JAT Dulzor
B Cassis vainilla 6,281 a 2,875a 3,344 a

B Melocotén menta 5,484 ab 3,032 a 3,129 a

B Naranja 4,516 2,774 a 2,903 a
p-value 0,001 0,552 0,141
Significativo Si No No

Las letras a y ab en la Tabla 18 son del test de Turkey e indican si hay diferencias
significativas en la comparacién de los sabores. Si comparten las dos letras no hay
diferencia significativa, sin embargo, si no comparten letras entonces si hay diferencias

significativas.
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Variables dependientes
B B Cassis vainilla B Melocotén menta B Naranja

Figura 20. Grafico de medias de datos de aceptacion, JAR de sabor y JAR de dulzor
de los prototipos de bebidas evaluadas
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Segun el analisis ANOVA y el post-hoc test Tukey LSD de las bebidas deportivas, Tabla
18 y Figura 20, los consumidores detectaron diferencias significativas entre bebidas en
cuanto a la aceptacion, gustando unas significativamente mas que otras. En cambio, en
cuanto al diagnéstico de atributos JAR, no se encontraron diferencias significativas, lo que
indica gque tanto el sabor como el dulzor de las bebidas se encuentra en el punto justo para

el usuario (puntuaciones proximas a 3).

Medias (Aceptacion)

Aceptacion
——

B Cassis wainilla B Melocotén menta B Maranja

Bebidas

Figura 21. Grafico de medias y desviacion de la aceptacién de los diferentes
prototipos de bebidas deportivas

Tanto en la Tabla 18 como en la Figura 21, se puede observar que el prototipo que mas
gust6 a los consumidores fue el de Cassis-Vainilla, ya que obtuvo una puntuacién media

superior a 6, lo que se traduce en la escala heddnica a “Me gusta ligeramente”.

Por otro lado, la muestra de Naranja fue la que menos gustd. Esto se puede deber a que
se trata del sabor mas habitual en el mercado para este tipo de productos, y que, por lo

tanto, los usuarios prefieren sabores mas innovadores para las bebidas deportivas.
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La percepcién del sabor, recogida a través de una pregunta abierta, fue la siguiente para

cada una de las bebidas:

¢ La bebida deportiva de Cassis-Vainilla evocaba al consumidor sabores vegetales-
florales de eucalipto, violeta y bosque, y sabores frutales de arandanos, cereza,
fresa, frambuesa, mora, limén, melocoton y pifia. Asi mismo, se identificaron
sabores menos agradables y artificiales como el metalico o medicinal.

¢ La bebida deportiva de Melocoton-Menta se describié con sabor a frutas de hueso
como la cereza, ciruela y melocoton, y con sabores refrescantes a menta que
recordaban a dentifrico, colutorio y/o bebidas isoténicas similares a Powerade®. En
cuanto a los defectos detectados, algunos consumidores encontraron sabores que
recordaban a medicina o a gel de bafio, y otros como metalico, amargo y
astringente.

¢ La bebida deportiva de naranja fue la peor valorada. Aungue recordaba a Fanta® de
naranja, mandarina o citricos, otros la encontraron medicinal, excesivamente dulce
y con un final amargo. El comentario més repetido es que no gusta el olor ni el sabor

del producto.

En cuanto a los geles deportivos, el analisis ANOVA y el post-hoc test Tukey LSD indicaron
gue no habia diferencias significativas entre geles en cuanto a la aceptacion del producto
o al diagnostico de atributos Tabla 19 y Figura 23.

Tabla 19. Medias y p-valores resultantes del analisis de datos de aceptacion JAR de
sabor, JAR de dulzor y JAR de textura de los prototipos de geles deportivos evaluados
resultante del analisis Anova y Turkey

Categoria Aceptacion JAR sabor JAR dulzor JAR textura
G-Lima manzana 6,167 a 3,300 a 3,633 a 3,467 a
G-Limo6n 5333 a 3,133 a 3,567 a 3,367 a
p-value 0,136 0,427 0,769 0,636
Significativo No No No No

Tanto en la Tabla 19 como en la Figura 23, se puede observar que el gel de lima-manzana
recibié puntuaciones en torno a 6, lo que se traduce en la escala hedoénica a “Me gusta
ligeramente”, mientras que el gel de limén obtuvo una puntuacién de aproximadamente 5,

lo que corresponde con el anclaje “Ni me gusta, ni me disgusta”.
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Es importante mencionar que, en el diagnéstico de atributos en cuanto al dulzor, las
puntuaciones se encontraban por encima de 3,5, lo que indicaba que los geles se

percibieron mas dulces de lo que a los consumidores les gustaria.

Resumen (Medias)

Medias
t

Aceptacion AR Sabor JAR Dulzor JAR Textura
Variables dependientes

@G Lima manzana G Limdn

Figura 22. Grafico de medias de datos de aceptaciéon, JAR de sabor, JAR de
textura y JAR de dulzor de los prototipos de geles evaluados

Medias (Aceptacién)

Aceptacian

G Lima manzana G Liman

Geles

Figura 23. Gréfico de medias y desviacion de la aceptacion de los diferentes
prototipos de geles deportivos
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En cuanto a la percepciéon general del sabor de los geles, recogida a través de la

opinion de los participantes, fue la siguiente:

¢ El gel deportivo de lima-manzana result6 dulce, con unatextura algo viscosa. Aunque
tenia aromas principalmente citricos que recordaban a limén y a lima, también se
encontraron sabores manzana, kiwi y melon.

¢ El gel deportivo de limén presentaba un claro sabor a limén, miel y caramelo. Aunque
resultd rico segun los comentarios, podia llegar a resultar demasiado dulce para

consumir durante la actividad deportiva.

Por dltimo, el analisis de las etiquetas por parte de los consumidores indicé que sugerian
bajar el contenido en glucosa de las bebidas y la adicion de componentes en beneficio a la

salud del deportista, como amino&cidos o suplementos.

Los aminoacidos se afiadieron en la etapa final del proyecto (BCAAS), siendo el listado de
ingredientes el final y corregido tras el estudio de consumidores. Por otro lado, se sugirio
aumentar el contenido en ficocianina, pero no se atendio esa demanda para procurar un

consumo seguro del compuesto (1 g/dia ficocianina) (Keefe, 2012),

5.8 Pasos a sequir para adaptar los procesos a la Quimica Verde

Se consideran técnicas verdes aquellas que tienen minimo impacto ambiental, son
respetuosas con el medio ambiente y no generan residuos. Su principal inconveniente es

que son muy caras y no son escalables. (Barberio, 2019)

A continuacién, se describen algunas técnicas que se barajaron para la extraccién de

ficocianina.

La técnica de liquidos presurizados consiste en bombear un disolvente hacia la celda de
extraccion (la que se encuentra en un horno), que se calienta hasta alcanzar la presion

deseada.

Durante el periodo de estabilizacidn, una valvula de alivio abre y cierra para mantener la
presion y temperatura en la celda. Una vez alcanzadas las condiciones de temperatura y
presién procede una extraccion estatica (10-30 min). Finalmente, el disolvente con el

extracto se recoge en un vial. (Gallego y col., 2020)

La extraccion con fluidos supercriticos es una de las técnicas mas conocidas en el campo
de la extraccion de carotenoides en el mundo de las microalgas. Es una técnica que se

produce gracias a la alta solubilidad del CO> con los compuestos bioactivos como
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carotenoides, clorofila y acidos grasos, y no produce residuos. El CO; se trata con presion
y temperatura para transformarlo en un fluido supercritico, que es un fluido que se
encuentra bajo ciertas condiciones de temperatura y presion superior a su punto critico

donde no se puede distinguir entre el estado gaseoso del liquido. (Mendiola Leén, 2008)

Otro método es poder utilizar una solucién alcalina previo tratamiento con CacCl; y realizar

el método de extraccion con agua a baja temperatura.

5.9 Perspectivas futuras

En lineas futuras se estudiara la vida util que podria tener la ficocianina a lo largo del tiempo
para poder evitar el problema de la decantacion o pedida de color. Optimizacion de técnicas
avanzadas verdes como puede ser la extraccibn con liquidos presurizados (PLE) o
mediante fluidos supercriticos (SFE) para poder obtener compuestos bioactivos con un alto

grado de pureza.

Ademas, se utilizaran los mejores extractos obtenidos en pruebas de actividad biol4gica in
vitro o in vivo, asi como en la elaboracién de microcdpsulas con interés alimentario gracias

al contenido de ficocianina y lipidos de los extractos obtenidos.
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6 CONCLUSIONES

A continuacién, se exponen las principales conclusiones de este trabajo.

1. A. platensis es la microalga que ha tendido un mayor crecimiento respecto a las
otras microalgas como H.pluvialis y C.vulgaris debido a las caracteristicas de la
propria microalga y a las condiciones de temperatura y pH.

2. Laficocianina se ha extraido por cromatografia de adsorcion tras la lisis celular por
osmosis. El rendimiento es del 8%. Ha resultado ser el mejor método para reducir
los costes de extraccion; es un método mecanico, pero no muy caro para este
trabajo.

3. La ficocianina actla como reductor del DPPH, es decir aumentando la
concentracion de ficocianina aumenta su poder antioxidante y el DPPH se reduce.

4. Mediante el método de Folch, se ha comprobado el rendimiento lipidico total de las
microalgas; en caso de la A. platensis es del 8 + --- %, mientras que la C.vulgaris
es del 3.46 *.... % y en H.pluvialis se ha visto que tiene un rendimiento 28.31 *
0.71% superior tanto a la C.vulgaris como a la A.platensis.

5. La composicion de &cidos grasos en diferentes tipos de microalgas ha sido
analizada mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS). En
A. platensis, se observé que el acido graso predominante es el acido palmitico,
representando el 52% del total, seguido por el &cido linolénico con un 20,3%. Por
otro lado, en la microalga H. pluvialis, el anélisis mediante GC-MS revel6 una
concentracion mayor de acido palmitico, alcanzando un 25,8%, seguido del &cido
oleico con un 21,1%. En cuanto a C. vulgaris, se determiné a través de la misma
técnica que el acido graso mayoritario es el &cido linoleico, representando un 23,1%
del total, seguido muy de cerca por el acido linolénico con un 22,7%.

6. La concentracion total de carotenoides es mayor en la microalga C.vulgaris
respecto a la A.platensis. Sin embargo, se ha comprobado que la concentracién de
clorofila es mayor en la microalga A.platensis con respecto a la C.vulgaris.

7. En la formulacion de la bebida con ficocianina se afiadio trehalosa, un disacérido,
capaz de poder establecer el color tanto en la bebida como en los geles. Ha sido
muy Util a la hora de crear las formulaciones para las bebidas y geles.

8. Se estudiaron diversas formulaciones, con varios sabores para preparar nuevos
geles y bebidas isotdnicas. Las combinaciones seleccionadas fueron: Cassis —
Vainilla, Naranja sanguina, Melocoton — Menta, Manzana — Lima, y Limén. Los
nuevos geles y bebidas isotbnicas disefiadas tuvieron una buena valoracion de las

propiedades organolépticas, en una escala de 1-10 con un 6.
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9. Los resultados del andlisis sensorial revelan que los sabores Cassis-vainilla han
sido los preferidos por los consumidores, tanto en la bebida como en los geles; en
una escala de 1-10 con un 6. Por lo contrario, el sabor naranja fue calificado como
el menos favorable en las bebidas con una valoracion de 3,5 en una escala de 1-
10.

10. En cuanto a los geles, aguellos con sabor a Lima-Manzana han sido los mejor
valorados en términos de dulzor y sabor
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ANEXO. Cuestionario HUT para la evaluacién de bebidas
y geles deportivos

BEBIDAS
1. A continuacion, pruebe la muestra {{sample_code}} e indique cuanto le gusta en
general la bebida en la siguiente escala: o Me disgusta muchisimo

e Me disgusta mucho

e Me disgusta moderadamente o Me disgusta ligeramente
e Ni me gusta ni me disgusta

¢ Me gusta ligeramente

e Me gusta moderadamente

e Me gusta mucho

¢ Me gusta muchisimo

2. Por favor, vuelve a probar la muestra e indica cémo de apropiada considera la
intensidad de sabor en funcion de lo le gusta (marcando 3 cuando considere la

intensidad “6ptima”; 1 cuando sea demasiado baja; 5 cuando sea demasiado alta).

¢ Intensidad de sabor demasiado débil

e Un Poco débil

e Justo la intensidad de sabor correcta

e Un poco fuerte

¢ Intensidad de sabor demasiado fuerte

3. Por favor, vuelve a probar la muestra e indica como de apropiada considera la
intensidad de dulzor en funcién de lo le gusta (marcando 3 cuando considere la

intensidad “optima”; 1 cuando sea demasiado baja; 5 cuando sea demasiado alta).

e Intensidad de dulzor demasiado débil
e Un poco débil

e Justo el dulzor correcto

e Un poco fuerte

¢ Intensidad de dulzor demasiado fuerte
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4. Indica los sabores o aromas que encuentra o que le recuerda el producto:

ETIQUETADO BEBIDAS

Por favor, conteste las siguientes preguntas teniendo en cuenta el etiquetado y el
packaging de las BEBIDAS:

1. ¢Qué ingredientes busca en una bebida como las que acaba de probar?

2. El presente producto tiene el siguiente contenido en ingredientes en 50 mL:

Sacarosa (2.6 g)
Dextrosa (0.7 g)
Maltodextrina (1.8 g)

Aminoacidos leucina, isoleucina y valina (0.3 g)
Acido citrico (0.2 g)
Bicarbonato (0.1 g)
Ficocianina (0.1 g)

Indique qué elementos cree que faltan afadir, que deberian aumentarse o disminuirse en
cuanto a azucares/carbohidratos y proteinas/aminoacidos:
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GELES

1. A continuacioén, pruebe la muestra {{sample_code}} e indique cuanto le gusta en

general la bebida en la siguiente escala: o Me disgusta muchisimo

e Me disgusta mucho

¢ Me disgusta moderadamente
e Me disgusta ligeramente

e Ni me gusta ni me disgusta

e Me gusta ligeramente

e Me gusta moderadamente

e Me gusta mucho

¢ Me gusta muchisimo

1. Por favor, vuelve a probar la muestra e indica como de apropiada considera la
intensidad de sabor en funcion de lo le gusta (marcando 3 cuando considere la

“ 2

intensidad “Optima”; 1 cuando sea demasiado baja; 5 cuando sea demasiado alta).

e Intensidad de sabor demasiado débil
e Un poco débil

e Justo la intensidad de sabor correcta
e Un poco fuerte

e Intensidad de sabor demasiado fuerte

2. Por favor, vuelve a probar la muestra e indica como de apropiada considera la
intensidad de dulzor en funcion de lo le gusta (marcando 3 cuando considere la

intensidad “optima”; 1 cuando sea demasiado baja; 5 cuando sea demasiado alta).

e Intensidad de dulzor demasiado débil
e Un poco débil

e Justo el dulzor correcto

e Un poco fuerte

e |ntensidad de dulzor demasiado fuerte
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3. Por favor, vuelve a probar la muestra e indica como de apropiada considera la
textura en funcioén de lo le gusta (marcando 3 cuando considere la textura “6ptima”;

1 cuando sea demasiado liquida; 5 cuando sea demasiado viscosa).

¢ Demasiado liquida

e Un Poco liquida

e Justo la textura correcta
e Un poco viscosa

e Demasiado viscosa

4. Indica los sabores o0 aromas que encuentra o que le recuerda el producto:

ETIQUETADO GELES

1. ¢Qué ingredientes busca en un gel como los que acaba de probar?

2. El presente producto tiene el siguiente contenido en ingredientes en 50 mL:
Sacarosa y dextrosa (25.4 g)
Maltodextrina (1.8 g)
Aminoécidos leucina, isoleucina y valina (0.3 g)
Acido citrico (0.2 g)
Bicarbonato (0.1 g)
Ficocianina (0.1 g)

5. Indiqgue qué elementos cree que faltan afiadir, que deberian aumentarse o

disminuirse en cuanto a azlcares/carbohidratos y proteinas/aminoacidos:
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