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OBTENCION DE UNA PROTEINA AISLADO DE ESPIRULINA (Arthrospira maxima) Y
SU APLICACION EN PRODUCTOS CARNICOS
Mariana Inés Acateca Hernandez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2023.
RESUMEN

La espirulina (Arthrospira maxima) es una microalga fotosintética que produce una biomasa con
alto contenido de proteinas (50-60%) y valor nutricional, con proporciones de aminodcidos
esenciales que representan el 47% del contenido total de proteina. Estas caracteristicas reflejan su
potencial para la obtencién de una proteina aislado para su uso en la industria alimentaria con fines
funcionales. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue obtener una proteina aislado de
espirulina (SpPI) mediante el método de solubilizacién y precipitacion isoeléctrica, evaluar sus
propiedades funcionales para su inclusién en un embutido cdrnico. El método de solubilizacion
alcalina (pH 11) y precipitacion isoeléctrica (pH 4.2) utilizado permitié obtener una SpPI con un
contenido de proteina del 77.58%, lo cual representa un incremento del 16.63% en comparacion
con la biomasa en polvo de espirulina (SpPb) con un contenido de proteina del 60.96%. La
extraccion de proteinas resultd en mejoras significativas (p < 0.05) en las propiedades de
solubilidad de proteinas (PS), capacidad emulsionante (EC) y espumante (FC) de SpPI en
comparacion con SpPb y la proteina aislado de soja (SPI) utilizada como control. La inclusién
parcial de SpPI en la formulacién de un embutido cdrnico se realiz6 a diferentes concentraciones:
T1 (15% SpPI, 85% SPI), T2 (10% SpPIL, 90% SPI), T3 (5% SpP1, 95% SPI) y T4 (0% SpPI, 100%
SPI), como control. Efectos significativos (p < 0.05) en los pardmetros de color (L* y a*),
contenido de proteinas y carbohidratos de los embutidos carnicos fueron observados. El contenido
de proteina mds bajo (p < 0.05) fue observado en T1; sin embargo, mostré mayor contenido de
aminodcidos totales, esenciales y no esenciales en comparacion con T4 (p < 0.05). Estos resultados
demuestran el potencial que tienen las propiedades funcionales de SpPI para ser incorporado en la
formulaciéon de un embutido cdrnico, mejorar su calidad nutrimental, sin afectar sus atributos de

textura.
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OBTAINING A PROTEIN ISOLATE FROM SPIRULINA (Arthrospira maxima) AND ITS
APPLICATION IN MEAT PRODUCTS
Mariana Inés Acateca Hernandez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2023.
ABSTRACT

Spirulina (Arthrospira maxima) is a photosynthetic microalgae that produces a biomass with a
high protein content (50-60%) and nutritional value, with proportions of essential amino acids
representing 47% of the total protein content. These characteristics reflect its potential for
obtaining an isolated protein for use in the food industry for functional purposes. Therefore, the
objective of this research was to obtain a spirulina isolated protein (SpPI) by means of the
solubilization and isoelectric precipitation method, to evaluate its functional properties for its
inclusion in a meat sausage. The alkaline solubilization (pH 11) and isoelectric precipitation (pH
4.2) method used allowed obtaining a SpPI with a protein content of 77.58%, which represents an
increase of 16.63% compared to the biomass in spirulina powder (SpPb). with a protein content of
60.96%. Protein extraction resulted in significant improvements (p < 0.05) in the protein solubility
(PS), emulsitying (EC) and foaming (FC) properties of SpPI compared to SpPb and the soy protein
isolate (SPI) used. as control. The partial inclusion of SpPI in the formulation of a meat sausage
was carried out at different concentrations: T1 (15% SpPI, 85% SPI), T2 (10% SpPI, 90% SPI),
T3 (5% SpPI, 95% SPI). and T4 (0% SpPI, 100% SPI), as a control. Significant effects (p < 0.05)
on the color parameters (L* and a*), protein and carbohydrate content of the meat sausages were
observed. The lowest protein content (p < 0.05) was observed in T1; however, it showed a higher
content of total, essential and non-essential amino acids compared to T4 (p < 0.05). These results
demonstrate the potential of the functional properties of SpPI to be incorporated into the
formulation of a meat sausage, improve its nutritional quality, without affecting its textural

attributes.
Keywords

Arthrospira maxima, protein isolate, functional properties, meat sausage.
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OBTENCION DE UNA PROTEINA AISLADO DE ESPIRULINA (Arthrospira maxima) Y
SU APLICACION EN PRODUCTOS CARNICOS

1. INTRODUCCION GENERAL
Planteamiento del problema

Debido a que la poblacidon mundial se encuentra en constante aumento, para el afio 2050 se espera
que alcance los 10,000 millones de personas, lo que significa una mayor demanda de alimentos
principalmente de proteinas de origen animal (Nadathur et al., 2017). La produccién de proteina
de origen animal conlleva un severo impacto ambiental, por lo que es necesario explorar nuevas
fuentes alternativas y sostenibles de proteinas para la alimentacién humana. Se estdn estudiando y
evaluando diversas fuentes de proteinas vegetales, incluidas las proteinas de insectos,
microorganismos, hongos, algas y microalgas (Fasolin et al., 2019). El potencial de las microalgas
como fuente prometedora de proteinas se centra en su rapida tasa de crecimiento y produccion, asi
como en su capacidad de crecer en espacios reducidos y agua salada. Ademas, las microalgas no
compiten con los cultivos de la agricultura convencional por el uso de tierra y agua. Esto ha
permitido una produccién de proteina mds sostenible y amigable con el ambiente convirtiéndolas
en el candidato perfecto para satisfacer la demanda de proteinas con menor impacto ambiental y

mayores beneficios a la salud (De Mendonga et al., 2021; Geada et al., 2017).

La espirulina (Arthrospira maxima) es una microalga fotosintética que hace uso de la energia solar
para producir una biomasa de alta calidad nutritiva debido a que sus proteinas generadas (50 al
60% en peso seco) mantienen una composicion de aminodcidos completa con un buen indice de
digestibilidad (Wu, 2009). Este aspecto refleja su alto potencial para la obtencién de una proteina
aislado como posible ingrediente funcional en la industria alimentaria (Benelhadj et al., 2023). La
inclusion de la proteina aislado en la formulacidn de productos cdrnicos como retenedor sirve para
emulsionar, dar textura e incrementar rendimientos (Boskovi¢ et al., 2023; Marti-Quijal et al.,
2019). Sin embargo, el conocimiento de las propiedades funcionales de la proteina aislado de
espirulina permite explorar nuevas aplicaciones en la industria cdrnica como ingrediente funcional,
con la finalidad de mejorar la calidad nutricional y desarrollar nuevos productos cérnicos

saludables.



La produccién de proteinas sostenibles se ha convertido en un tema de importancia en el contexto
de los Objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS) establecidos por la ONU. En este sentido, la
proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) surge como una alternativa prometedora que
puede promover el alcance de varios ODS, de manera simultanea. El objetivo 2 “hambre cero”, se
ve respaldado al proporcionar una fuente de proteinas, que puede contribuir a mejorar la seguridad
alimentaria y promover una agricultura sostenible. Ademads, la produccion de la proteina aislado
de espirulina (Arthrospira maxima) se alinea con los objetivos 12 “produccion y consumo
sostenible” y 13 “accidn con el clima” (ODS, de la Agenda, 2030) que buscan promover practicas
sostenibles en la produccién y consumo de alimentos, teniendo en cuenta la proteccion del
ambiente, eficiencia de recursos naturales, reduccion de residuos y emisiones de gases de efecto

invernadero (ONU, 2015).

En consecuencia, utilizar tecnologias sostenibles para producir proteinas, no s6lo contribuye a la
sustentabilidad del planeta, sino que también tiene el potencial de satisfacer las necesidades
nutricionales. En este contexto, es fundamental continuar investigando y promoviendo el uso de
ingredientes funcionales para impulsar la transformacién hacia sistemas alimentarios mas
sostenibles, promover el bienestar humano y ambiental. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue obtener una proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) mediante el
método de solubilizacion y precipitacion isoeléctrica, evaluar sus propiedades funcionales para su

inclusién en un embutido carnico.



2. HIPOTESIS

La proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) obtenida mediante el método de
solubilizacién alcalina y precipitacidn isoeléctrica posee propiedades funcionales potenciales para
su inclusion en la formulacién de un embutido carnico, mejorar su calidad nutrimental, sin afectar

sus atributos de textura.
3. OBJETIVOS

Obtener una proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) mediante el método de
solubilizacién y precipitacion isoeléctrica, evaluar sus propiedades funcionales para su inclusién

en un embutido carnico.
3.2 Particulares

1. Obtener una proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) cultivada en el drea de
Cérdoba, Veracruz, México, utilizando el método de solubilizacion y precipitacion
isoeléctrica.

2. Evaluar las propiedades funcionales de la proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima),
tales como solubilidad de proteinas, capacidad de absorcién de agua y aceite, capacidad
emulsionante y estabilidad de la emulsion, capacidad espumante y estabilidad de la espuma,
para determinar su aplicacion en productos carnicos.

3. Evaluar la inclusién de la proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) en la
formulacion de un embutido carnico, mejorar su calidad nutrimental, sin afectar sus atributos

de textura.



4. INNOVACION

El término innovacién juega un papel fundamental en el desarrollo de nuevos conocimientos y
soluciones a los desafios actuales y futuros en distintas dreas. El término innovacién segin
Schumpeter (1911), fue definido formalmente en su obra “teoria del desarrollo econdmico”. Segiin
el autor, la innovacion hace referencia a “la introduccion de nuevos bienes o servicios, métodos
de produccion, mercados, fuentes de suministro de materias primas o creacion de nuevas
organizaciones en la industria”. El manual de Oslo guia desarrollada por la Organizacidn para
la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico, establece que la definicién de innovacién incluye la
introduccioén de nuevos productos y procesos, la implementaciéon de nuevos cambios o formas de

marketing y la organizacion de una empresa (OCDE, 2018).

Algunos autores han ampliado este concepto en la industria agroalimentaria como la “generacion,
difusién y aplicacién de nuevos conocimientos y tecnologias para la creacién de nuevos productos,
procesos, servicios incluyendo modelos de negocios con el objetivo de mantener la calidad, crear

valor para el consumidor y mejorar la competitividad de la empresa (Bigliardi & Filippelli, 2022).

En este sentido, la innovacién de este proyecto se enfoca en generar conocimiento para la creacion
de un nuevo producto, en este caso, una proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima), y su
inclusién en un embutido cdrnico. Esta iniciativa innovadora se enfoca en ofrecer alimentos
saludables, con alto valor nutrimental y sostenibles para los consumidores. De esta manera, el
proyecto contribuye a abordar los desafios globales relacionados con la sustentabilidad, ofreciendo

alternativas viables a las fuentes de proteinas convencionales.



5. SUSTENTABILIDAD

La sustentabilidad es un concepto fundamental para abordar los desafios globales del siglo XXI,
como la pérdida de biodiversidad, desafios nutricionales, impactos ambientales y falta y demanda
de alimentos, entre otros (Allievi et al., 2019). En el informe de Brundtland, la Comisién mundial
sobre el medio ambiente y el Desarrollo de las Naciones Unidas defini6 que el desarrollo sostenible
engloba un enfoque integral que busca “satisfacer las necesidades del presente sin
comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias

necesidades” (WCED, 1987).

El desarrollo sustentable se asocia a tres dimensiones vinculadas con el desempefio econémico,
ambiental y social. La dimension econdmica, se basa en encontrar el equilibrio entre el
crecimiento econdémico y la sustentabilidad ambiental que a su vez implica cambios en la
organizacion de las empresas y de la sociedad en general; la dimensién ambiental busca alcanzar
un balance entre el crecimiento econémico y la calidad del medio ambiente sin comprometer la
integridad de los ecosistemas, la biodiversidad y el equilibrio ecolégico y por dltimo la dimensiéon
social tiene como objetivo mejorar la calidad de vida y el bienestar de la sociedad mediante una
distribucién equitativa de bienes y servicios promoviendo el desarrollo humano, medios de vida,

salud y educacién (Roy, 2021).

Por tanto, se propone utilizar la biomasa de espirulina (Arthrospira maxima) como materia prima,
que forma parte de un proceso de produccion sostenible que contribuye a la preservacion de los
recursos naturales y la reduccion del impacto ambiental para la obtencion de una proteina aislado
y su inclusion en el desarrollo de nuevos productos. Esto no sélo pretende mejorar la calidad de
vida de las personas a nivel nutricional, sino también promover un modelo de consumo sostenible,
que contribuya a los ODS 12 y 13, al cubrir las necesidades nutricionales de una poblacién

creciente y ofrecer alimentos que proporcionen una dieta segura y saludable.



6. SEGURIDAD ALIMENTARIA

La seguridad alimentaria surge como una respuesta a la preocupacion de las personas y el derecho
a la alimentacion de las personas. La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion establece que la seguridad alimentaria a nivel individuo, hogar, nacién y global,
se logra cuando las personas tienen acceso tanto fisico como econémico a alimentos suficientes,
nutritivos y seguros para satisfacer sus necesidades alimentarias y preferencias, permitiéndoles

llevar una vida activa y saludable en todo momento (FAO, 1996).

La seguridad alimentaria abarca cuatro elementos bdsicos: disponibilidad, estabilidad, acceso y
control, consumo y utilizacién bioldgica. Con el aumento de la poblacién mundial y la demanda
de alimentos en crecimiento, es prioridad que los sistemas alimentarios sostenibles tengan en
cuenta la seguridad alimentaria. Por lo anterior, serd necesario el desarrollo de nuevas tecnologias
de produccién y la exploracion de fuentes alternativas de alimentos no sélo para satisfacer las
necesidades alimentarias de la poblacidn, sino para dar solucién a problematicas de sostenibilidad

ambiental y seguridad alimentaria (EFSA, 2021).

La obtencién de la proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) y su aplicacién en un
embutido cdrnico contribuye al impulso de sistemas alimentarios sustentables. Estos sistemas
buscan garantizar la seguridad alimentaria a través de la mejora del valor nutricional de alimentos,
la reduccién del impacto ambiental, y la mejora de la eficiencia en los sistemas de produccion de
acuerdo con el ODS 2 (ONU, 2015). El uso de proteinas de fuentes alternativas también puede
tener un impacto positivo en el ambiente, ya que la produccién de proteinas convencionales a
menudo tiene un mayor impacto ambiental lo que podria comprometer la seguridad alimentaria a
largo plazo. La bisqueda y diversificacion de fuentes alternativas de proteinas puede garantizar la

disponibilidad de alimentos nutritivos y seguros para el futuro.



7. MARCO TEORICO
7.1 Proteinas

Las proteinas son moléculas de gran tamafo; polimeros formados a partir de unidades estructurales
llamadas aminodcidos que se ensamblan a través de enlaces amida, comtinmente conocidos como
enlaces peptidicos (Godbey, 2022). Las secuencias de aminodcidos y el tamafio de la cadena
peptidica dan lugar a la geometria, estructura y funcidn especifica de las proteinas; por lo que sus
caracteristicas bioldgicas, nutricionales y fisicoquimicas dependen de estas. Los aminodcidos,
componentes basicos de las proteinas, son moléculas orgdnicas compuestas por un grupo funcional
amina (-NH>), un 4cido carboxilico (-COOH) y una cadena lateral R, unidos a un mismo dtomo de
carbono (Figura 1). Los aminodcidos difieren de acuerdo con la cadena lateral R que presenten y
estas son las que determinan las propiedades unicas de cada aminodcido. Existen 20 aminoécidos
comunes que se unen entre si para formar largas cadenas peptidicas y comprender las estructuras

de las proteinas (Litwack, 2018).

En nutricidn, los aminodcidos se clasifican como esenciales y no esenciales, dicha clasificacion se
da como resultado de los primeros estudios sobre la nutricién humana que han demostrado que el
organismo requiere de ciertos aminodcidos para el crecimiento (Wu, 2009). Los aminodcidos
esenciales son aquellos que el organismo no puede obtener por si mismo y por tanto precisa de su
ingesta directa mediante la dieta, ya que carece de vias metabdlicas necesarias para poder sintetizar

aminodcidos (Hou et al., 2015; Hou y Wu, 2018).

Grupo amino Grupo carboxilo

Figura 1. Representacion de la composicion de un aminodcido.
Fuente: Tomado de Gromiha (2010).

Mientras que los aminodcidos no esenciales, también conocidos como prescindibles, son aquellos
que el organismo es capaz de sintetizar. En el Cuadro 1 se muestra la clasificacién de los

aminodcidos que comprenden la estructura de las proteinas.
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Cuadro 1. Clasificacion de los aminoacidos.

Aminoacidos esenciales  Aminoacidos no esenciales

Leucina Isoleucina Acido glutdmico  Alanina
Lisina Metionina Arginina Cisteina

Treonina  Triptéfano Acido aspartico  Tirosina

Fenilalanina Glicina Glutamina
Valina Serina Asparagina
Histidina Prolina

Fuente: Tomado de Wu (2009).

7.1.1 Clasificacion de las proteinas

Las proteinas se clasifican de acuerdo con su forma estructural, a partir de cuatro niveles de
organizacion (estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria). Asi mismo, se pueden
dividir en tres clases principales, que se encuentran relacionadas a sus estructuras terciarias:
proteinas globulares, proteinas fibrosas y proteinas de membrana. Donde la mayoria de las

proteinas globulares son solubles y cumplen ciertas funciones como enzimas.
7.1.1.1 Forma estructural

La estructura de las proteinas es compleja, estas presentan cuatro niveles de organizacion;
estructura primaria definida por la secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, que
solo pueden formar estructuras lineales. La estructura secundaria se define como la distribucion
espacial regular y repetitiva de la secuencia de aminodcidos en la cadena peptidica, unida por
enlaces hidrégeno. La estructura terciaria describe la distribucion espacial que sucede cuando una
secuencia primaria, con segmentos de estructuras secundarias, se pliegan para formar una
estructura tridimensional compacta. Mientras que la estructura cuaternaria se aplica sélo a las
proteinas formadas por dos o mas cadenas peptidicas, haciendo referencia a la distribucién espacial

de las cadenas y eslabones establecidos entre ellas (Litwack, 2018).

7.1.1.2 Forma molecular

Las proteinas en su estado original presentan ciertas formas moleculares caracteristicas, donde se
pueden diferenciar tres tipos de proteinas: globulares, fibrilares y proteinas de membrana. Las

proteinas globulares presentan una estructura terciaria compleja, ya que se encuentran plegadas



formando un esferoide compacto u ovoide que presenta tres ejes de longitud similares. Asi mismo
son conocidas como proteinas funcionales activas ya que cumplen ciertas funciones como

hormonas, enzimas, anticuerpos y proteinas de sangre (Litwack, 2018).

Los residuos apolares de estas proteinas se orientan hacia el interior (hidréfobos), y los polares
hacia el exterior (hidréfilos), por lo que se dispersan bien en medios acuosos. Las proteinas
fibrilares son moléculas compuestas a partir de cadenas polipeptidicas paralelas que se ensamblan
para formar fibras. Principalmente son proteinas estiticas que proporcionan soporte mecinico a
las células y organismos, no se dispersan en agua y forman parte de estructuras que requieren
grandes esfuerzos fisicos. Mientras que las proteinas de membrana son moléculas de proteinas que
se encuentran unidas/asociadas a la membrana celular o en un orgdnulo. Dichas proteinas asisten

a otras sustancias o moléculas para cruzar la membrana celular (Godbey, 2022).
7.1.2 Importancia de las proteinas

Las proteinas en el organismo cumplen con ciertas funciones importantes tales como componentes
estructurales y funcionales que permiten mantener el crecimiento y el funcionamiento de los
organos y del sistema inmunitario. Por lo tanto, se debe tener en cuenta la calidad de la proteina
que se consume para el mantenimiento de una buena salud (Adenekan et al., 2018). La calidad de
la proteina hace referencia a la cantidad, biodisponibilidad y digestibilidad de los de aminoécidos
esenciales en la proteina, lo que determina su capacidad para satisfacer las demandas metabdlicas

de aminodcidos y nitrégeno del organismo (S4 et al., 2020).

La industria alimentaria se ha enfocado en la bisqueda de proteinas de calidad con caracteristicas
nutricionales, funcionales y sensoriales apropiadas para su aplicacion en el desarrollo de productos
alimenticios (S4 et al., 2020). Que puedan competir con las que se encuentran en el mercado, por
lo tanto, la forma mds frecuente de obtener estas proteinas es mediante procesos de
fraccionamiento en seco o en himedo para mejorar su calidad. Permitiendo la obtenciéon de
ingredientes, como harinas (20-30% de proteina), harinas enriquecidas (30-50%), concentrados
(50-80%) y aislados (>90%) (Stone et al., 2019). El procesamiento de las proteinas ocasiona su
desnaturalizacién, genera ciertos cambios en las estructuras cuaternaria y terciaria, lo que
contribuye en la mejora de su susceptibilidad a ser hidrolizadas por enzimas digestivas (proteasas)

y el aumento de su digestibilidad (Lopez et al., 2018).



7.2 Proteina aislado

La proteina aislado es un producto del proceso de refinacion de ciertas materias primas; presentan
un contenido bajo en grasa, carbohidratos y no presentan fibra dietética. Poseen una cantidad
sustancial de proteinas con mejor digestibilidad; principalmente se utilizan para el mejoramiento
de la calidad nutrimental y sensorial en numerosos productos alimenticios (Benelhadj et al., 2016).
Se han obtenido a partir de diversas fuentes vegetales, animales, algas y microalgas, las mds
conocidas son a partir de leguminosas, tales como la soja, almendras, mani y frijoles pintos, por
mencionar algunos (Shrestha et al., 2023). La proteina aislado es una fuente potencial de proteina
que juega un papel importante en la formulaciéon de diversos productos alimenticios cuya
aceptabilidad depende del valor nutrimental, calidad sensorial y propiedades funcionales de estos

(Lafarga, 2019).
7.2.1 Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion son fundamentales para maximizar el aislamiento de proteinas de una
muestra, debido a que influirdn principalmente en la biodisponibilidad, bioactividad y
funcionalidad de las proteinas extraidas (Bleakley y Hayes, 2017). Entre los métodos de extraccion
se encuentran los procesos fisicos que permiten la rotura de la membrana celular y la liberacion de
los constituyentes intracelulares mediante métodos de desintegracién mecdnica, tales como los
campos eléctricos pulsados, ultrasonidos y microondas. Mientras que los procesos no fisicos
permiten la desintegracion de la membrana celular mediante el uso de procesos quimicos y
métodos novedosos, tales como la solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica, hidrdlisis
enzimdtica y micelizacidn, con el fin de evitar problemas frecuentes en los métodos tradicionales,

principalmente la desintegracién de las proteinas (Postma et al., 2018).
7.2.1.1 Campos eléctricos pulsados

El campo eléctrico pulsado (PEF) es una tecnologia emergente no quimica, no térmica y
energéticamente eficaz para el procesamiento de alimentos. En la industria alimentaria se utiliza
en la extraccion de ciertas moléculas a partir de diversas fuentes de biomasa, como plantas,
bacterias, microalgas, entre otros (Golberg et al., 2016). El funcionamiento del PEF consiste en la
aplicacion de pulsos eléctricos de corta duracidén (micro o nanosegundos) y de alto voltaje (rango

kV) que ocasionan la electroporacion (formacion de poros reversibles o irreversibles) de las
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membranas celulares (Nowosad et al.,, 2021). La electroporacion se inicia por medio de la
introduccién de moléculas de agua a la bicapa lipidica de las membranas celulares (procariotas y
eucariotas), ocasionando la reorientacion de los lipidos mediante los grupos polares de sus cabezas
hacia las moléculas de agua (Nowosad et al., 2021) y por consiguiente ocurre la formacion de
poros que permiten el transporte transmembrana de iones, moléculas y compuestos intracelulares,
incluido el ADN. Cuando la membrana celular experimenta un aumento temporal de su
permeabilidad y posteriormente recupera su permeabilidad selectiva (la célula sobrevive), presenta
una electroporacion reversible (Castejon et al., 2021). En su defecto si la célula muere, la

electroporacién es irreversible (Figura 2).

E
Célula viable — Exposicion al
campo eléctrico

Irreversible [ Reversible ]
+ Dielectroforesis

AL + Electroforesis
© @ @

+Introduccionde  Extraccion de Introduccion de .
Muerte celular . moléculas pequefias  moléculas moléculas grandes Fusion celular

Figura 2. Representacion esquematica de células expuestas a campos eléctricos pulsados.
Fuente: Modificado de Mahni¢-Kalamiza et al. (2014).

La eficacia del PEF depende de los ajustes establecidos de ciertos pardmetros, tales como la
intensidad aplicada del campo eléctrico (forma, nimero, amplitud y duracion de los pulsos), la
cantidad de energia total especifica que entra y de técnicas adicionales de manejo celular (Arnal
etal., 2018). Mediante la aplicacion de PEF es posible la obtencién de extractos con mayor pureza,
la mejora del transporte de moléculas pequefias, el aumento de extracciébn de compuestos
bioactivos y la eliminacién del uso de solventes organicos (Golberg et al., 2016). Ademas de ser
una técnica ambientalmente segura, econdmica y sostenible, para la produccion de alimentos

frescos sin afectar sus propiedades nutricionales y sensoriales.
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7.2.1.2 Ultrasonidos

El ultrasonido se refiere al uso de ondas mecdnicas sonoras con frecuencias superiores del umbral
de la audicién humana (>20 kHz). Su aplicacién se puede dividir en dos rangos de intensidad y
frecuencia; es decir, alta intensidad-baja frecuencia (I = 10-1000 W cm 2y F = 20-100 kHz) y baja
intensidad-alta frecuencia (I < 1 W cm ™2y F = 100 kHz—1 MHz). Ambos rangos son capaces de
generar presiones bajas y altas alternadamente ocasionando ciclos de compresion y expansion
(rarefaccion) en el medio conduciendo la cavitacion actstica de burbujas de vacio (Carrillo-Lopez

etal., 2021).

Dichas burbujas crecen durante varios ciclos de rarefaccion hasta que no pueden absorber més
energia por lo que colapsan violentamente generando temperaturas (5000 K) y presiones (1000
atm) extremas que inducen ondas de energia de corte intensas (Fu et al., 2022). El colapso violento
de las burbujas da lugar a efectos quimicos y fisicos en la zona de cavitacién, como la agitacion,
turbulencia, micro flujos, micro chorros, generacion de radicales libres altamente reactivos, entre
otras (Carrillo-Lopez et al., 2021). Ademds de favorecer la ruptura de la pared celular, la
introduccidn del solvente en el material celular, la transferencia de masa desde y hacia la interfase
(Kadam et al., 2015). Los principales mecanismos que generan la cavitaciéon de las burbujas

mediante ultrasonidos se muestran en la Figura 3.

— - Transductor

Micro chorro O T

S \ N’ / - Trar;smisi(’m acustica
\?\._\ E:>(‘_—> <:|

w@ Q/ [// Ondas de ultrasonido \;\ H i KS

Micro transmision — Burbuja Micro transmision— Burbuja
aumenta en tamaro disminuye en tamafio

Figura 3. Mecanismo del fendmeno de cavitacién de burbujas.
Fuente: Modificado de Kadam et al. (2015).
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El ultrasonido se ha utilizado en el procesamiento de alimentos, principalmente en la extraccion
de componentes bioactivos y en la mejora de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las
proteinas (Nikbakht Nasrabadi et al., 2021). Debido a que el tratamiento ultrasénico se considera
como una tecnologia répida, de alta eficiencia, bajo consumo de energia y respetuosa con el medio

ambiente, ademas de ser econdmicamente factible (Kadam et al., 2015).
7.2.1.3 Extraccion asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (MAE) es un método que hace uso de ondas
electromagnéticas que varfan en frecuencia desde los 300 MHz hasta los 300 GHz
(radiofrecuencias) y en longitud de onda que oscila entre 1 mm y 1 m en espacios abiertos. Existen
dos frecuencias utilizadas en la investigacion cientifica: 2450 MHz (en equipos de laboratorio y
microondas domésticos) y 950 MHz (para equipos industriales y médicos) (Llompart et al., 2019).
Durante este proceso, los cambios en el campo electromagnético generados por radiaciéon de
microondas ocasionan el movimiento de moléculas i6nicas y/o rotacién de moléculas dipolares de
las células. La friccion generada entre moléculas induce al aumento de la presién y calentamiento
intracelular ocasionando la disrupcion celular, liberacion y extraccion rapida de las moléculas de

interés (Zhao et al., 2020).

Debido a que la radiaciéon de microondas no es ionizada la interaccién que se produce con el
material es a partir de su calentamiento, por lo tanto, solo se pueden calentar aquellos materiales
que absorban la energia del microondas. Por lo general, se refiere a materiales dieléctricos que
absorben energia y la convierten en calor. La eficiencia y el rendimiento de dicho calentamiento
por microondas estd influenciado por la frecuencia, temperatura, tiempo y solvente utilizados en
la extraccién, ademds de depender de la capacidad del material para absorber energia y disipar el

calor (Aparamarta et al., 2020).

Las ventajas en el uso de este método se basan en la reduccion de materia prima, solventes, energia
y tiempo necesarios para la extraccion, por lo que se ha definido como un método con impacto
ecoldgico, eficiente, rentable y sencillo para la extraccion de ciertas moléculas bioactivas (Liu et
al., 2018). Sin embargo, las aplicaciones de microondas para la extracciéon de compuestos
bioactivos requieren de disefios apropiados de la cdmara de calentamiento con respecto a las

moléculas que se deseen extraer.
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7.2.1.4 Solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica

Las proteinas en agua tienden a presentar ciertas cargas positivas o negativas cuando son ajustadas
a condiciones de pH 4cido o alcalino, respectivamente. Debido a las repulsiones generadas por la
presencia de cargas similares se da lugar a las interacciones con el agua, lo cual favorece la
solubilizacién de las proteinas, permitiendo la eliminacién de la materia insoluble. La extraccion
de proteinas mediante solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica se lleva a cabo mediante
la dispersion de proteinas en agua, ajustando a pH alcalino con hidréxido de sodio, calcio o potasio

(Lam et al., 2018).

La solucién se deja reposar durante un determinado tiempo para aumentar la solubilidad de las
proteinas, posteriormente se centrifuga y se recoge el sobrenadante para ser ajustado a pH
isoeléctrico utilizando é4cido clorhidrico o sulftrico. Con el fin de cambiar la solubilidad de los
componentes del sobrenadante y poder separar el componente objetivo. Las proteinas precipitadas
se recuperan mediante centrifugacion y decantacion, finalmente se aisla el sedimento que contiene
proteinas, se lava y seca mediante liofilizacién o cualquier otro método de secado (Boye et al.,

2010).

El método de solubilizacién alcalina y precipitacion isoeléctrica es eficiente, da como resultado
proteinas funcionales y estables desprovistas de lipidos y fibra, por lo que puede ser aplicado a
gran escala logrando altos rendimientos (Lui et al., 2021). Ademds de presentar ciertas ventajas,
tales como bajo costo, operacion simple, eficiencia de concentracion efectiva, entre otros;
enfatizando que la proteina aislado obtenida posee un estatus generalmente considerado como

seguro (GRAS) en los EE. UU. (FDA, 2004).
7.2.1.5 Hidrolisis enzimatica

La hidroélisis enzimética se describe como una reacciéon quimica catalizada por una enzima que
hace uso de moléculas de agua para romper ciertas moléculas en dos o mds fracciones. Por lo tanto,
cuando se aplica en un medio que contiene proteinas el proceso consiste en la hidrdlisis de enlaces
peptidicos catalizada por enzimas proteasas que rompen las proteinas en cadenas de aminoécidos
mads pequefias y aminodcidos libres (Liceaga y Hall, 2019). El proceso de hidrdlisis enzimadtica de
proteinas conduce a la exhibiciéon de grupos hidréfobos e ionizables, aumentando la actividad

interfacial debido a una alta tasa de difusion, mejora la digestibilidad y las propiedades funcionales
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de las proteinas (Evangelho et al., 2017). Se puede llevar a cabo en dos pasos; 1) la exposicién de
las proteinas a condiciones de hidrdlisis optimas (temperatura y pH) con enzimas durante cierto
tiempo con el fin de obtener el grado de hidrdlisis deseado. 2) El calentamiento de los hidrolizados
obtenidos (85-100 °C) para la inactivacién enzimdtica y por consecuente la detencién de la
hidrélisis. Cabe destacar que la obtencién de los hidrolizados (paso 1) se puede llevar a cabo
mediante dos mecanismos (cremallera y uno por uno), en el mecanismo “cremallera” las moléculas
de proteina son hidrolizadas al mismo tiempo dando como resultado una amplia variedad de
péptidos. Mientras que en el mecanismo “uno por uno” las moléculas de proteina se hidrolizan una

tras otra hasta la obtencién de péptidos de bajo peso molecular (Jia et al., 2022; Yang et al., 2021).

En la produccién de hidrolizados a partir de proteinas vegetales se ha utilizado una amplia gama
de enzimas, incluidas la quimosina (Bara¢ et al., 2011), tripsina (Wani et al., 2015), alcalasa
(Jamdar et al., 2010) y papaina (Yust et al., 2010), principalmente para el mejoramiento del valor
nutricional y las propiedades funcionales de las proteinas. Sin embargo, la hidrélisis enzimadtica
no siempre conduce a estas mejoras debido a que la composicion y propiedades de los hidrolizados
obtenidos se ven afectadas por las condiciones de hidrdlisis enzimatica, que incluyen la seleccion

de una enzima adecuada, tiempo, temperatura, pH y grado de hidrélisis (Barati et al., 2020).
7.2.1.6 Micelizacion

El método de micelizacidn implica la extraccion de proteinas mediante el aprovechamiento de sus
propiedades hidrofébicas con el fin de obtener aglomerados de estructura micelar que excluyen el
material no proteico. El material proteico se suspende en una solucién salina (cloruro de sodio,
calcio o potasio) de baja fuerza idnica para solubilizar fracciones de proteinas a temperatura
moderada (15-35 °C), que mediante centrifugacién se logran separar del material insoluble (Sun
y Arntfield, 2011). La recuperacion de las proteinas se lleva a cabo mediante precipitaciéon por
dialisis o dilucion en agua fria (1-4 °C) para disminuir la fuerza idnica de la solucion (Figura 4),
donde las proteinas solubilizadas para adaptarse al entorno se reajustan al agregarse y precipitarse
(Lam et al., 2018). Los agregados se asocian en micelas y la centrifugacién permite la recuperacion

de las proteinas.
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La micelizacién permite la extracciéon de proteina aislado, conocida como proteina de masa
micelar, que puede estar compuesta tanto de albiminas como de globulinas, dispuestas en
estructuras micelares estabilizadas por enlaces de hidrégeno (Lee, 2017). Mediante este método
las proteinas sufren menos desnaturalizacién en comparacién con otros métodos, debido a las
condiciones suaves utilizadas que permiten la conservacién de la estructura original de las
proteinas. Sin embargo, la solubilidad de los materiales proteicos suspendidos en solucién salina
puede verse afectada principalmente por la fuerza idnica, la concentracion y tipo de sal utilizada,
el tiempo de extraccion y la presencia de ciertos componentes que ocasionan enlaces

intermoleculares (Jain et al., 2019).
7.2.2 Propiedades funcionales de la proteina aislado

La proteina aislado presenta diversas propiedades fisicoquimicas que dependen del nimero, tipo,
propiedades fisicas, quimicas y estructurales de las proteinas presentes (Shevkani et al., 2014). A
partir de las propiedades funcionales de la proteina aislado se decide su aplicacién final en los
sistemas alimentarios, ya que brindan ciertas caracteristicas y comportamientos fisicoquimicos a
los alimentos durante su preparacion, procesamiento, almacenamiento y consumo (Shevkani et al.,
2019). Las posibles aplicaciones que pueden comprender dependen de su funcionalidad, aunque

es incluida en mezclas complejas, donde ocurren diversos fendmenos simultineamente.
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Existen diferentes métodos de clasificacion de las propiedades funcionales, sin embargo, solo se
presenta la propuesta de Cheftel et al. (1989) que las ha clasificado segiin el mecanismo de accion

en tres grupos principales.

1. Propiedades de hidrataciéon: Son aquellas propiedades que dependen de las relaciones
proteina-agua y proteina-aceite, tales como la solubilidad, dispersabilidad, capacidades
de humectacion, hinchamiento, sorcién, absorcion y retencidon de agua/aceite.

2. Propiedades dependientes de las relaciones proteina-proteina y caracteristicas
reoldgicas: Se trata de propiedades de gelificacion, precipitacidn, elasticidad, viscosidad,
adhesividad, cohesividad, coagulacién, capacidad de formaciéon de masa, peliculas y
fibras.

3. Propiedades de superficie: Son aquellas propiedades dependientes de interaccion
superficial de la proteina con dos fases inmiscibles, agua/aceite y agua/aire, de las cuales
dependerda su capacidad de ligar grasas y aromas respectivamente. Las principales
propiedades relacionadas con los fendmenos de superficie son la capacidad espumante,

emulsionante, formacién de pelicula lipoproteica y batido.

La evaluacion de las propiedades funcionales permite conocer el comportamiento de la proteina
aislado en una matriz alimentaria; en donde se encontrardn interrelacionadas. Por ejemplo, la
capacidad de gelificacion no solo comprende aquellas interacciones proteina-proteina sino también
proteina-agua, mientras que propiedades como la solubilidad y viscosidad dependen de las

interacciones proteina-proteina y proteina-agua.
7.2.2.1 Solubilidad de proteinas (PS)

Un indicador del rendimiento de la proteina aislado incluida a matrices alimentarias es la propiedad
de solubilidad de proteinas (PS) que se encuentra relacionada con las interacciones hidrofilicas e
hidrofébicas con el agua (Grossmann et al., 2020). La PS resulta del equilibrio entre las
interacciones proteina-proteina (disminucién de la solubilidad promovida por las interacciones
hidrofébicas) y proteina-solvente (aumento de la solubilidad promovida por las interacciones
i6nicas). Depende de la composicién de aminoécidos que conforman las proteinas; particularmente
de la cantidad, distribucién en la superficie y de su estado desnaturalizado, asi mismo de factores

como el pH del disolvente, fuerza idnica (tipo y concentracion de sales), temperatura e
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interacciones con otros componentes alimenticios (Zheng et al., 2020). La PS aumenta a valores
de pH superiores e inferiores del punto isoeléctrico debido a la repulsion electrostitica en la
superficie de la proteina que presenta cargas netas positivas o negativas respectivamente. Mientras
que la PS, especificamente globulares, es minima en su punto isoeléctrico debido a que presentan
cargas netas cero lo que permite minimizar las fuerzas de repulsion electrostitica. En dicha
situacion, se da paso a las interacciones hidrofobicas entre las proteinas vecinas lo cual conduce a
la agregacion de estas; una vez que los agregados alcanzan cierto nimero y tamafio suficiente se

genera su precipitacion (Zayas, 1997; Damodaran et al., 2008).

Numerosas proteinas presentan alta solubilidad a pH alcalino (8-9) generalmente en el que se
realiza la extraccidon de proteinas de fuentes vegetales, tal como en la obtencién de la proteina
aislado principalmente de leguminosas como la soya, guisantes, frijol y arvejas. En general, la PS
es un excelente indicador de las posibles aplicaciones de la proteina aislado, ademds de ser
importante debido a que impacta en otras propiedades funcionales, como la capacidad espumante,

emulsificante y el estado de agregacion (Grossmann y McClements, 2023).
7.2.2.2 Capacidad emulsionante (EC) y estabilidad de la emulsién (ES)

La capacidad emulsionante (EC) es una propiedad sumamente importante que se basa en la
hidrofobicidad (apolar) e hidrofilicidad (polar) de los compuestos emulsionantes para formar una
fase estable, ya que diversos alimentos presentan fases lipidicas y acuosas (Badui, 2006). Una
emulsion es la dispersion o suspension homogénea de dos liquidos inmiscibles, generalmente de
aceite en agua, que se forma a partir de la dispersion mecdnica de un liquido dentro de la fase
continua de otro liquido mediante la adiciéon de un emulsionante (Shevkani et al., 2019). Debido a
que la estructura del emulsionante presenta una parte polar y una parte no polar es capaz de
absorberse en la interfaz de ambos liquidos con el fin de minimizar la tensién interfacial y
estabilizar termodindmicamente el sistema (Alzagtat y Alli, 2009). La EC hace referencia a la
cantidad maxima de aceite que se puede dispersar en una solucién emulsionante, sin que el sistema
sea termodindmicamente inestable (Shevkani et al., 2019). En cuanto a la estabilidad de la
emulsion (ES) es la capacidad de la emulsion para resistir los cambios de estructura o separacion
mediante mecanismos como la floculacién, coalescencia, cremado o sedimentacién durante un

tiempo definido (Figura 5) (Kumari et al., 2014).
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Figura S. Principales mecanismos implicados en la desestabilizacion de la emulsion.
Fuente: Modificado de Ravera et al. (2021).

La floculacién es el proceso de agregacion de particulas dispersas que logran formar cierta cantidad
de grumos, debido a un desequilibrio entre las fuerzas de atraccion y repulsion. La coalescencia se
lleva a cabo cuando las particulas individuales de la fase dispersa se fusionan irreversiblemente
para dar paso a particulas mds grandes (Damodaran, 2006; Dickinson, 2010). Mientras que el
cremado es el ascenso de las particulas de la fase dispersa ocasionado por las diferencias de

densidad entre las dos fases (Damodaran, 2006).

Las emulsiones se pueden clasificar en torno a las fases que se encuentren presentes en la emulsion
(simples y multiples) y por su naturaleza (aceite en agua y agua en aceite). Las emulsiones simples
se caracterizan por presentar una fase dispersa y una continua (Pal, 2011), mientras que las
emulsiones multiples se caracterizan por la presencia de emulsiones aceite en agua (O/W) o agua
en aceite (W/O) constituyendo glébulos que a su vez se encuentran dispersos en el interior de una

fase continua oleosa o acuosa.

Las emulsiones estabilizadas con proteinas se ven influenciadas por caracteristicas propias de la
proteina, tales como su naturaleza, masa molar, densidad, concentracién, estabilidad
conformacional, solubilidad e hidrofobicidad (Grossmann et al., 2018). Por factores intrinsecos,
como el pH, temperatura, fuerza idnica, adicion de cationes divalentes, interacciones

electrostéticas, volumen de la fase oleosa, presencia de surfactantes y polisacdridos (Schwenzfeier
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et al., 2013). Asi mismo, por factores extrinsecos, como el método de preparacion de la emulsion,
nivel de agitacion, velocidad de incorporacién de la fase oleosa y equipo utilizado para formar la
emulsiéon (Grossmann et al., 2020). Dichos factores dificultan la estandarizacién de los procesos

de emulsificacion y la comparacion de resultados.

La proteina aislado como emulsionante se utiliza para la formulacién de emulsiones alimentarias
aceite en agua o agua en aceite, debido a su capacidad de absorberse y estabilizar la interfaz,
favoreciendo mayor resistencia a los cambios estructura o separacion (Dickinson, 2019). Esta
propiedad es de suma importancia, debido a que una gran cantidad de alimentos de forma natural
o procesados se componen a partir de fases lipidicas y acuosas, tales como aderezos para ensaladas,
leche, mantequilla, margarina, mayonesa, productos untables, helados, salchichas, por mencionar

(Ravera et al., 2021).
7.2.2.3 Capacidad de absorcion de agua (WAC)

La capacidad de absorcion de agua (WAC) se define como la cantidad total de agua que se puede
absorber por gramo de material proteico (Boye et al., 2010), o como la capacidad de las proteinas
para retener el agua en su estructura tridimensional (Shevkani et al., 2015). Esta propiedad se basa
en la interacciéon que ocurre entre las moléculas de proteina con el agua, a partir de una
combinacidén de interacciones, tales como ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo inducido por dipolo e
interacciones hidrofobicas (Damodaran et al., 2008). La asociacién entre proteina y agua se ve
afectada por la estructura de la matriz proteica, principalmente por el tamafio de los poros (Hall,
1996). Por la composiciéon de aminoécidos de la proteina, debido a que las moléculas de agua se
unen a los grupos cargados (grupos amida, peptidicos, hidroxilo y residuos no polares) que varian
en su capacidad molecular para unir agua (Damodaran et al., 2008). Factores intrinsecos,
extrinsecos y ambientales, como el pH, la fuerza i6nica y la temperatura afectan la WAC de las
proteinas. Se encontrd que la desnaturalizacion provocada por calor suele mejorar la capacidad de

atrapar y retener agua (Stone et al., 2015).

La WAC mds baja se presenta en el punto isoeléctrico de una proteina, pH al cual la molécula
presenta una carga neta cero debido a que la suma de todas las cargas positivas iguales a las cargas
negativas, dominando las interacciones proteina-proteina (Yada, 2018). La WAC juega un papel

importante en el desarrollo de productos alimenticios, debido a que estos generalmente presentan
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mas del 50% de agua. Una WAC deficiente contribuye a la pérdida de agua de los alimentos
durante su procesamiento, mientras que, una WAC alta deshidrata a los demds componentes del
sistema alimentario. Ambas WAC pueden alterar desfavorablemente la textura de los alimentos,
por lo tanto, la seleccion de proteinas con una WAC adecuada para la formulacién de alimentos es

de gran importancia (Hall, 1996; Damodaran et al., 2008).
7.2.2.4 Capacidad de absorcion de aceite (OAC)

La capacidad de retencidn de aceite, también conocida como la capacidad de absorcion de aceite
(OACQ), se define como la cantidad de aceite absorbido por gramo de proteina, debido a la unién
de las cadenas alifdticas de los lipidos con las cadenas laterales no polares de las proteinas
(Shevkani et al., 2015). Por lo tanto, la tasa de OAC depende de factores intrinsecos como la
composicion de la proteina, la disponibilidad de aminodcidos no polares y el tipo de lipido
presente; como este se dispersa y estabiliza (Brishti et al., 2017). Este dltimo se ve influenciado

por su tamafio y distribucién de las gotas, asi mismo de la presencia de emulsionantes (Hall, 1996).

La comprension de la OAC es importante ya que se relaciona con la capacidad emulsionante de
las proteinas, ademds de ser una propiedad funcional que favorece la sensacién en boca
manteniendo el sabor de los alimentos (Lam et al., 2018). La proteina aislado u otros ingredientes
proteicos con alta capacidad de unién con los aceites los hace ttiles en la elaboracién de ciertos
alimentos donde se desee una absorciéon Optima del aceite. Tales como embutidos, pasteles,

coberturas batidas, bizcochos, horneados, aderezos, por mencionar (Tiwari y Singh, 2012).
7.2.2.5 Capacidad espumante (FC) y estabilidad de la espuma (FS)

Las espumas son sistemas coloidales de burbujas de gas dispersas en la fase continua liquida o
sOlida, rodeadas por delgadas ldminas de proteina liquida que se forman al romperse. Se pueden
crear mediante el rociado (forzando el paso del gas por medio de una abertura a la fase liquida),
batiendo, agitando o vertiendo, con el fin de remover el aire ambiental hacia la fase liquida con
cierta rapidez y energia (Mleko et al., 2007). Mediante la incorporacion de la fase gaseosa
distribuida uniformemente se crean celdas de aire atrapado que modifican la textura de los
alimentos, impartiendo cuerpo y suavidad, sensacién en boca, ademds de facilitar la dispersion del

sabor (Sangamithra et al., 2015). En la Figura 6 se muestra un disefio esquematico de las espumas.
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Fase gaseosa

Figura 6. Un disefio esquematico de la estructura general de espumas tipicas en alimentos.
Fuente: Tomado de Razi et al. (2023).

En la estructura tipica de la espuma, las burbujas de gas se capturan entre laminillas (paredes de
burbujas) que al encontrarse entre si forman el borde de la meseta, mientras que la interfaz entre
dos burbujas colindantes es una pelicula liquida (Nguyen, 2002). Existen dos tipos de espumas
que se forman a partir de burbujas esféricas y burbujas poliédricas, cuya formacion depende de la
relacion entre las cantidades de volumen de gas y liquido. Cuando el volumen de gas es bajo se
forman burbujas esféricas de didmetro pequefio, por el contrario, cuando el volumen de gas es alto

y existe una baja tension superficial se forman burbujas poliédricas (Drenckhan y Hutzler, 2015).

Las espumas son termodindmicamente inestables debido a la alta energia libre presente en la
interfaz gas-liquido, llevando a cabo la transferencia de gas de las burbujas pequenas a las grandes
(coalescencia y desproporcion) debido a la alta presion para reducir el drea interfacial (Razi et al.,
2023). La fuerte tension superficial del agua ocasiona que las burbujas recién formadas se rompan
inmediatamente. Por lo tanto, es indispensable el uso de agentes de superficie activos para la
generacion de espumas cinéticamente estables. Por ejemplo, la adsorcién de proteinas
solubilizadas en la interfaz gas-liquido contribuye a la reduccién de la tension superficial, debido

a que forman una pelicula interfacial eldstica y densa (Drenckhan y Hutzler, 2015).

La FC se refiere a la capacidad de la proteina para crear drea interfacial durante la formacion de
espuma y se cuantifica mediante el aumento en el volumen de la espuma (Damodaran et al., 2008).
Esta propiedad se determina por la velocidad en la que se crean y estabilizan las burbujas de gas

en comparacion con la velocidad de colapso. Y se correlaciona con la hidrofobicidad promedio de
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las proteinas cuando se exponen a solventes no polares debido a la desigualdad de energia libre de
las cadenas laterales de los aminodcidos (Kinsella, 1981). Dicha correlacién indica que las
proteinas se encuentran mas desplegadas, debido a que la hidrofobicidad promedio se determina a

partir del uso de todos los aminoacidos de la proteina (Kaur y Ghoshal, 2022).

La FC depende de la hidrofobicidad de la superficie, la flexibilidad molecular y la estabilidad de
la estructura de las proteinas que forman la pelicula interfacial para mantener la suspension de las
burbujas de gas y disminuir la tasa de coalescencia (Grossmann et al., 2020). Mientras que la
estabilidad de la espuma (FS) hace referencia a la capacidad de la proteina para mantener estables
las burbujas de gas frente a tensiones mecdnicas y estrés gravitatorio durante un tiempo especifico

(Kinsella, 1981; Razi et al., 2023).

Las espumas estables son resistentes a la expansion del gas, a los choques mecanicos, al vaciado
y disolucién de la pelicula liquida interfacial que debe ser cohesiva por medio de enlaces de
hidrégeno, interacciones electrostéticas e hidrofébicas. La minima repulsion electrostética de las
espumas a pH isoeléctrico de la proteina favorece al aumento de las interacciones proteina-
proteina, la adsorcién a la interfaz, la formacion de la pelicula liquida y una mayor estabilidad
(Grossmann et al., 2018). La proteina aislado u otros ingredientes proteicos con buena FC y FS
son destinados a utilizarse en la produccion de diversos productos, como tortas, pan, galletas,
muffins, merengues, helados, etc., que consisten en dispersiones de gas en fase liquida o sélida

debido a su comportamiento anfifilico (Grossmann et al., 2020).
7.3 Fuentes de obtencion de proteinas

Debido a que la poblaciéon mundial se encuentra en constante aumento, para el afio 2050 se espera
que alcance los 10,000 millones de personas, lo que significa un aumento en la demanda de
alimentos principalmente de proteinas de origen animal (Nadathur et al., 2017). La buisqueda de
nuevas fuentes alternativas de proteinas no solo para satisfacer las necesidades alimentarias de la
poblacién, sino para dar solucién a problemadticas de sostenibilidad ambiental y seguridad
alimentaria, se ha convertido en un objetivo de suma importancia (Sé et al., 2020). Por consecuente
se estdn estudiando y evaluando diversas proteinas vegetales, incluidas las proteinas de insectos,

microbianas, hongos, algas y microalgas (Fasolin et al., 2019).
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7.3.1 Microalgas

Como recurso proteico potencial, las microalgas son una excelente alternativa ya que presentan
ciertas ventajas sobre las fuentes de proteinas agricolas convencionales como fécil cultivo, mayor
disponibilidad, tasa de crecimiento y produccién. Ademds de presentar un alto valor nutricional y
producir diversos compuestos bioactivos a partir de bajos consumos de agua, presencia de luz,
CO» y nutrientes inorgédnicos para su crecimiento en espacios reducidos. Convirtiéndolas en el
candidato perfecto para satisfacer la demanda de proteinas con menor impacto ambiental y

mayores beneficios a la salud (Geada et al., 2017; De Mendonga et al., 2021).

Las microalgas son microorganismos autotréficos fotosintéticos que hacen uso de CO», nitrégeno
atmosférico y luz solar para producir biomasa celular con altos contenidos de proteinas que van
del 40 al 60% (base seca) y, por lo tanto, puede ser utilizada como ingrediente funcional en la
industria alimentaria (Lafarga, 2019; Sathasivam et al., 2019). Las propiedades funcionales y el
valor nutricional de las proteinas de microalgas son comparables, y en ciertos casos superiores, al

de las fuentes convencionales de proteinas vegetales.

Para el consumo humano las microalgas de las especies Arthrospira maxima y Arthrospira
platensis estan aprobadas por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
reconocidas como un “superalimento” y generalmente reconocido como seguro (GRAS) por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en el 2002. Y, por lo
tanto, los alimentos que contienen estas microalgas son comercializados (Comision Europea, 2018;

Lafarga et al., 2020).
7.4 Espirulina (Arthrospira maxima)

Arthrospira maxima, comercialmente conocida como espirulina, es una cianobacteria que se
caracteriza por su color azul-verdoso y particular geometria (Figura 7) en espiral de tricomas
multicelulares que llegan a medir aproximadamente de 3 a 13 micras de didmetro y de largo entre
100 a 200 micras (Zheng et al., 2020). Se cultiva en ambientes acudticos controlados que permiten
garantizar su calidad y seguridad alimentaria, mostrando un 6ptimo crecimiento y productividad
de biomasa a temperaturas de 30-35 °C, pH alcalinos entre 8-11, radiacion solar fotosintéticamente

activa (400 a 700 nm), presencia de oxigeno disuelto, salinidad y disponibilidad de nutrientes.
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Cabe destacar que un estricto control y seguimiento de calidad de estos pardmetros en el cultivo
de la espirulina permite garantizar la ausencia de cualquier otra cianobacteria o contaminantes

microbianos (de Jesus et al., 2018).
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Figura 7. Micrografia de la microalga espirulina (Arthrospira maxima), Ampliaciéon 100x.
Fuente: Propia, (2023).

7.4.1 Composiciéon bioquimica

La espirulina es una microalga fotosintética que produce una biomasa rica en macro y
micronutrientes (Lopez-Rodriguez et al., 2021), incluye proteinas (50-60 %) con un buen indice
de digestibilidad (80-93% en base seca) y alto valor nutrimental con proporciones de aminodcidos
esenciales que representan el 47% del contenido total de proteina. Ademds de la composicidn de
hidratos de carbono (15-24 %), acidos grasos (6-7 %) ricos en 4cidos grasos poliinsaturados,

pigmentos, compuestos antioxidantes, vitaminas y nutrimentos inorgdnicos (Jung et al., 2019).
7.4.1.1 Contenido de proteinas

El contenido de proteinas de la espirulina puede variar de acuerdo con las condiciones ambientales
y de los cultivos; asimismo de los métodos de andlisis utilizados en su estudio. La calidad de las
proteinas principalmente se determina a través de su valor bioldgico (porcién absorbida y
sintetizada en el cuerpo), utilizacién neta de proteinas (porcién de proteinas que permanece dentro
del organismo), digestibilidad (porcién digerida en el intestino) y eficiencia proteica (Lopez-
Rodriguez et al., 2021). Dichos valores de calidad caracteristicos de las proteinas de espirulina se

muestran en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Valores proteicos de la espirulina (Arthrospira maxima) comparada con una proteina de

referencia.
Caracteristica Espirulina Proteina de referencia % de referencia
(Caseina)
Valor biolégico 75 87 86.20
Utilizacion neta de proteinas 62 83 74.69
Digestibilidad 85 95 89.47
Eficiencia proteica 1.9 2.5 76.00

Fuente: Tomado de Soni et al. (2017).

Las proteinas de espirulina en general estin compuestas por fracciones proteicas unidas a
pigmentos (complejo pigmento-proteina) que se presentan en arreglos moleculares llamados
ficobilisomas, este complejo sirve al fotosistema II (FSII) como antenas captadoras de luz. Los
ficobilisomas se componen a partir de polipéptidos pigmentados (ficobiliproteinas
heterodiméricas) y no pigmentados (polipéptidos enlazadores) (Yu y Glazer, 1982; Arteni et al.,
2009). Las ficobiliproteinas son proteinas fluorescentes (de color azul brillante y fucsia)
compuestas de subunidades polipeptidicas (aloficocianina, ficocianina y ficoeritrina) ensambladas
en forma de discos, que presentan una cavidad central donde los polipéptidos enlazadores se unen

(Figura 8) (Sidler, 1994; Chang et al., 2015).
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Figura 8. Un disefio esquematico de la estructura general de los ficobilisomas.
Fuente: Modificado de Vermaas, (2001).
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La funcién de las ficobiliproteinas es capturar energia luminosa y transferirla cuesta abajo desde
la ficoeritrina a la ficocianina y después a la aloficocianina que interviene como transmisor de
energia final hacia los polipéptidos enlazadores. Estos tltimos optimizan la absorcidn de energia
luminosa y su transferencia a los fotosistemas dentro de la membrana para llevar a cabo la
fotosintesis y posteriormente la obtencién de biomasa celular con altos contenidos de proteinas
(Dagnino-Leone et al., 2022). Por lo tanto, la espirulina se encuentra clasificada como una fuente
completa de proteinas, principalmente por componerse a partir de todos los aminodcidos esenciales

que son necesarios para llamarse proteina completa.
7.4.1.2 Perfil de aminoacidos

Las proteinas de espirulina presentan una distribucién bien equilibrada de aminoacidos esenciales
y no esenciales, con niveles significativos de alanina, glicina, prolina, leucina, isoleucina, valina,
arginina, dcido glutdmico y aspartico (Bohdérquez-Medina et al., 2021). El Cuadro 3 muestra el

perfil de aminodcidos esenciales y no esenciales de la espirulina.

Cuadro 3. Perfil de aminoacidos de la biomasa de espirulina (Arthrospira maxima)

Aminoacidos esenciales (g/100 g proteina) Aminoacidos no esenciales (g/100 g proteina)

Leucina 6.17 £0.23 Acido glutdmico 847 £0.19
Lisina 3.40 £0.02 Arginina 447 £0.05
Treonina 3.31 £0.07 Acido aspartico 6.31 £0.16
Fenilalanina 333+£0.12 Glicina 343 £0.10
Tirosina 3.07 £0.05 Serina NE

Valina 422 +0.10 Prolina 2.53£0.04
Histidina 1.13+0.04 Alanina 5.02 £0.07
Isoleucina 3.64 £0.20

Metionina 1.71 £0.11

Cisteina 0.64 +£0.03

Triptéfano 0.85+£0.02

Fuente: Bashir et al. (2016).

27



A pesar de presentar bajos contenidos de metionina, histidina, triptéfano y cisteina, el contenido
de estos 4 aminodcidos es superior a los que presentan ciertas semillas, vegetales y leguminosas.
Ademas de que la pared celular de espirulina estd formada por polisacaridos con alta digestibilidad
(86%) y los aminoacidos son absorbidos facilmente por el organismo (Lupatini et al., 2017). Lo
que refleja su alto potencial de aplicacién en la industria alimentaria, ya que mediante el consumo
de al menos 20 g de biomasa en polvo de espirulina es posible cubrir los requerimientos diarios de
aminodcidos esenciales para el organismo. Con funciones bioldgicas, por encima de su valor
nutricional, como actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales, anticoagulantes,
antihipertensivas, anticancerigenas y neuro protectoras (Bohorquez-Medina et al., 2021) y, por lo
tanto, ha sido utilizada en el desarrollo de alimentos funcionales que puedan contribuir a la salud

(Roohinejad et al., 2017).
7.5 Aplicaciones de las microalgas en alimentos

Para la industria alimentaria, el uso de la biomasa de microalgas representa una oportunidad
valiosa para desarrollar nuevos productos alimenticios que sean mds saludables y sostenibles
(Figura 9). Debido a las propiedades nutricionales, funcionales, fisicoquimicas y texturales que
poseen pueden ser incorporadas en diversos productos alimenticios como aperitivos, bebidas,

pastas, galletas, productos lacteos y carnicos tal como se muestra en el Cuadro 4 (Lafarga, 2019).
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Figura 9. Alimentos que contienen biomasa de microalgas.
Fuente: Modificado de Lafarga, (2019).
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Cuadro 4. Innovaciones en el desarrollo de nuevos productos alimenticios que incorporan biomasa de

microalgas en diferentes concentraciones.

Producto alimenticio | Descripcion del producto Contenido de microalgas

Aperitivos Barrita de frutas ricas en proteinas | Arthrospira platensis (5%)
Snacks extruidos

Arthrospira platensis (2.6%)

Bebidas Jugo de vegetales Chlorella vulgaris (2.4%)
Batidos verdes Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis
(2.2%)
Pastas Pastas Dunaliella salina (1 - 3%)
Pasta de trigo harinero Arthrospira platensis (5 - 20%)
Sopa de brécoli Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris

y Tetraselmis sp. (0.5 - 2.0%)

Sopa deshidratada Arthrospira platensis (15%)
Galletas y productos | Pasteles de avena y arroz Arthrospira platensis (1%)
de panaderia Galletas de espirulina Arthrospira platensis (2'y 6%)
Dulce orgénico Arthrospira platensis (1%)
Masa de harina de trigo y pan Chlorella vulgaris (1 - 5%)
Pan Arthrospira platensis (1'y 3%)
Masa de pan Chlorella vulgaris (0.6, 1.2, 1.8%)
Crostini de masa fermentada Arthrospira platensis (2'y 6%)
Chocolate Chocolate vegano de algas Arthrospira platensis (5 g)
Trufas de chocolate con limén Arthrospira platensis (1.2%)
Productos lacteos Queso Chlorella vulgaris 2,4y 6%)
Yogur Arthrospira platensis (0.25 - 1 %)
Mezcla de helado Arthrospira platensis (0.075 - 0.3%)
“Ayran” bebida de yogur Arthrospira platensis (1%)
Productos cérnicos Hamburguesas vegetales Arthrospira platensis (1.5%)

Salchichas frescas de cerdo y | Chlorella vulgarisy Arthrospira platensis
Hamburguesas de pavo (1%)

Chorizos espaioles fermentados Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis
(3%)

Fuente: Adaptado de Bernaerts et al. (2019); Geada et al. (2021); Lafarga, (2019); Nova et al. (2020).
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Debido al potencial de las microalgas como fuente prometedora de proteinas, se utilizan para la
obtencién de proteinas concentrados y aislados (Lupatini et al., 2019). Dichos compuestos han
sido estudiados como ingredientes alimentarios funcionales y nutricionales que sugieren su posible
aplicacion en el procesamiento de productos cérnicos, ldcteos, conservas, postres y jaleas. Debido
a sus propiedades emulsionantes, gelificantes, espesantes y estabilizantes (Lafarga et al., 2019).
Las proteinas extraidas de microalgas se utilizan a menudo como retenedores de productos
carnicos emulsionados (salchichas, jamén y empanadas) porque mejoran su textura y valor
nutricional (Geadaetal., 2021). Sin embargo, sus propiedades texturales dependen de la formacién
de una matriz de proteina, entre la proteina miofibrilar de la carne y el retenedor, al calentar y

después del enfriamiento (Torgersen y Toledo, 1977).
7.6 Carne

La carne es el resultado de un proceso complejo que implica cambios energéticos, bioquimicos y
fisicos que ocurren en el tejido muscular poco después del periodo post-mortem (Matarneh et al.,
2023). La carne es un alimento de alto valor nutricional que puede consumirse como parte de una
dieta equilibrada y saludable. Proporciona una fuente valiosa de proteinas, vitaminas y minerales,
ademads de ser rica en potasio especialmente la carne de vacuno (Damodaran y Parkin, 2017). Se
considera como un sistema de diversos compuestos quimicos que presentan un efecto de forma
independiente o en combinacién con los atributos fisicos en la calidad de la carne (Gaudette y
Pietrasik, 2017). La carne se procesa en multiples formas antes de su consumo, dichas formas
pueden incluir desde simples cortes hasta operaciones de procesamiento complejas con el fin de

obtener un producto especifico (Coombs et al., 2017).
7.6.1 Productos carnicos

El origen de cualquier producto carnico se encuentra vinculado a sus pardmetros unicos de calidad,
que los distinguen por presentar caracteristicas tnicas de color, sabor, aroma y textura (Coombs et
al., 2017). Los productos cédrnicos son aquellos productos elaborados a partir de tejidos animales
destinados al consumo humano y que generalmente son sometidos a procesos de cortes, molienda,
troceado, coccidn, salado, ahumado, adicién de condimentos, tales como ingredientes cdrnicos y

no carnicos, entre otros (Bolger et al., 2017).
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Muchos de los productos cdrnicos utilizan tecnologias de procesamiento similares; sin embargo, a
nivel mundial existen cientos de productos que cuentan con nombres especificos y caracteristicas

de calidad tnicas. Los productos carnicos se encuentran clasificados principalmente en:

e Productos carnicos crudos: Consisten en productos de carne cruda y tejido graso, a los
cuales se les afiaden especias, sal comin y en algunos casos también aglutinantes. Las
versiones econdmicas de estos productos presentan la adicién de retenedores o rellenos
para aumentar su volumen. Cuando este tipo de productos son envasados en tripas se
definen como embutidos, mientras que en otro tipo de porciones estos son conocidos como

empanadas o kebabs (Bolger et al.,, 2017).

e Productos cédrnicos curados: Generalmente en este tipo de productos se utilizan piezas de
musculos que se subdividen en carnes curadas crudas y carnes curadas cocidas. El
procesamiento de curado para ambos grupos es similar, se basa en la aplicacion de ciertas
cantidades de sal de curado mediante la salazén en seco, inyectada o sumergida de la carne
en solucion de sal de curado. Las carnes curadas crudas no son sometidas a tratamientos
térmicos y su procesamiento se basa en su curado, secado, fermentacién y maduracion.
Mientras que las carnes curadas cocidas son sometidas a tratamientos térmicos después de

un corto proceso de curado a fin de lograr la palatabilidad deseada (Wall y Kennedy, 2011).

e Productos carnicos cocidos: En este grupo de productos, la carne e ingredientes no carnicos
(salmuera) se procesan primero crudos triturando, picando y mezclando. La masa viscosa
obtenida es incorporada cruda, sufriendo el tratamiento térmico (coagulacion de las
proteinas) y ahumado opcional, luego de ser embutidos. Entre los que se encuentran los
embutidos cdrnicos como las salchichas, jamén cocido, vienesas, mortadela, entre otros

(Kamenik et al., 2017).

Los productos cdrnicos cocidos son muy populares en muchos paises del mundo, dicha
popularidad se atribuye a ciertas caracteristicas, tales como sus propiedades texturales, sensoriales
y aspectos nutricionales superiores (Jiang et al., 2020). Dentro de estos productos las salchichas
son uno de los productos carnicos procesados mas populares en el mundo; sin embargo, las
tecnologias de procesamiento para su produccion pueden cambiar de acuerdo con las materias

primas y condiciones de procesamiento utilizadas (Kamenik, 2017).
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7.6.1.1 Embutido carnico tipo salchicha

El embutido carnico tipo salchicha es un alimento que se prepara a partir de carne picada, especias
y condimentos, es moldeada en formas simétricas y se cocinan de diferentes maneras segun su
variedad; estos dos factores influyen en la diversidad de salchichas (Lonergan et al., 2019).
Originalmente, este embutido cdrnico se cre6 como una forma de aprovechar y dar valor a los
cortes de menor valor y como un medio de conservacion de la carne. Algunos tipos de salchichas
que se popularizaron tomaron el nombre de la ciudad o pueblo donde se originaron, como las
salchichas Frankfurt de Frankfurt, Alemania, o las salchichas Bolonia de Bolonia, Italia (Knipe,

2014).

El proceso de elaboracién del embutido cérnico tipo salchicha comienza con la trituracion de la
carne de ave, res o cerdo, la cual es sometida a una serie de modificaciones para lograr una pasta
homogénea y consistente. En primer lugar, se afiade la sal e ingredientes no cédrnicos (agua/hielo,
azucares, proteinas, féculas, aromas y especias) y una mezcla de aditivos (nitritos y nitratos,
fosfatos, colorantes, antioxidantes, potenciadores del sabor, conservantes). La grasa ademads de
presentar un papel importante en la formacién de la emulsidn cdrnica se encuentra relacionada con
la intensidad del sabor, jugosidad y ternura de las salchichas. Mientras que el agua realiza diversas
funciones, tales como curar, regular la temperatura de la masa, ademds de impactar en la textura y
jugosidad del producto (Lonergan et al., 2019). Luego, se procede a aplicar accion mecénica para
lograr la unién de los ingredientes y formar una estructura similar a la de una emulsion (Keenan,
2016). Esta emulsion o embutido cdrnico se distingue de una emulsién verdadera por ser una
dispersion de particulas de grasa en una matriz de proteinas solubilizadas, ingredientes no carnicos

y agua.

Las proteinas solubles en sal (proteinas miofibrilares) son los emulsionantes primarios en la
emulsion cérnica. La interaccion de los iones de sodio y cloruro presentes en una solucién salina
y los grupos cargados de las proteinas miofibrilares produce proteinas solubles, que se liberan atin
mads durante el proceso de corte y mezcla para interaccionar con las particulas de grasa. Como
resultado, de las proteinas solubilizadas y el agua se obtiene una matriz estable que encapsula las
particulas de grasa y forma una masa estable para los embutidos carnicos tipo salchichas tal como

se ejemplifica en la Figura 10 (Lonergan et al., 2019).
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Figura 10. Ejemplo de la estructura fisica de la matriz de emulsion en salchichas.
Fuente: Modificado de Lonergan et al. (2019).

La masa viscosa resultante es embutida en tripas de coldgeno y atada en eslabones de salchicha
para someterlas a tratamiento térmico que permite la estabilizacién de la mezcla manteniendo su
forma y textura deseada inducida por la desnaturalizacién y gelatinizacién de las proteinas

termoldbiles (coldgeno) en la mezcla (Keenan, 2016).

Las investigaciones en el procesamiento productos cdrnicos emulsionados se enfocan en crear
nuevas y novedosas formas de elaborar embutidos cdrnicos tipo salchichas saludables, practicas,
que agreguen valor al producto final y mejoren sus cualidades al tiempo que se promueven las
propiedades fisicas, apariencia visual y seguridad microbiana (Smetana et al., 2019). Una de estas
propuestas ha sido la adicién de nuevos aditivos no cdrnicos, tales como almidones, gomas
hidrocoloides, fibras, féculas, aislados y concentrados de proteinas vegetales y de microalgas
(Jiang et al., 2020; Rocchetti et al., 2023). Bajo este contexto, el uso de microalgas como
ingredientes funcionales puede proporcionar proteinas y otros nutrientes importantes para la
nutriciéon humana. Marti-Quijal et al. (2019), concluyeron que la adicién de microalgas (Chlorella
y Spirulina) aument6 los perfiles nutricionales, enriqueciendo las salchichas. Boskovi¢ et al.

(2023), exploraron el potencial de aplicacion de Chlorella vulgaris blanca y miel, creando
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salchichas sensorialmente aceptables y ricas en micronutrientes (K, Ca, P y Zn), fortificadas en el
perfil de aminoécidos esenciales. La inclusion de estas microalgas es adecuada para el desarrollo

de nuevos productos cérnicos (Figura 11), ya que mejora su perfil nutricional.

Figura 11. Apariencia visual de salchichas Frankfurt. a. Salchichas preparadas con proteina Chlorella; b.
salchichas preparas con proteina de espirulina; c. Salchichas preparadas con proteina Chlorella blanca y d.
Salchichas preparadas con proteina Chlorella miel.

Fuente: Adaptado de Marti-Quijal et al. (2019) y Boskovi¢ et al. (2023).

7.6.1.2 Aplicacion de algas y microalgas en productos carnicos

La industria carnica se adapta a los nuevos conceptos de salud y nutricién, donde la inclusion de
ingredientes alimentarios funcionales en la formulacién de productos cédrnicos representa una
excelente oportunidad para satisfacer la demanda de alimentos con beneficios a la salud mas alla
de la nutricién basica (Lafarga et al., 2020). La inclusion de algas y microalgas en la reformulacion
de productos cérnicos ofrece oportunidades tecnoldgicas que permiten la mejora de su valor
nutricional, funcional y atributos de calidad, asi como la reduccién de costos (Cofrades et al.,
2017). Ademds de mejorar la textura y jugosidad de los productos finales, por lo tanto, han sido

incorporadas en la formulacion de diversos productos carnicos (Cuadro 5) (Boskovi¢ et al., 2023).

Al consumo de la biomasa de Arthrospira maxima y alimentos incorporados, se le atribuyen
diversas funciones bioldgicas por encima de su valor nutricional, sin embargo, vale la pena
investigar las propiedades funcionales y estructurales de las proteinas extraidas (proteinas
concentrados y aislados) de esta microalga (Lupatini et al., 2019). Ya que se ha informado que
poseen importantes propiedades funcionales (principalmente de absorciéon de agua y aceite,
capacidad de emulsion y estabilizacion) deseadas en la formulacién de diversos productos carnicos

(Benelhadj et al., 2016; Bertsch et al., 2021).
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Cuadro 5. Aplicacién de algas y microalgas en el desarrollo de productos cérnicos.

Descripcion del producto Contenido de algas y microalgas
Empanadas de carmne Algas Wakame (Undaria pinnatifida) (3%)
Filetes de aves Espaguetis de mar (Himanthalia elongata) (3%)

reestructurados frescos

Carne picada de cerdo Laminaria digitada (3 'y 6 mg/mL)

Hamburguesas de carne de | Espaguetis de mar (Himanthalia elongata) (10 - 40%) Wakame

vacuno (Undaria pinnatifida) (3%)

Filetes de pollo Espaguetis de mar (Himanthalia elongata) (3%)

Pollo rotti Chlorella y spirulina (1%)

Came molida de pechuga | Wakame (Undaria pinnatifida) (200 mg/kg)

de pollo

Productos pesqueros Fucus vesiculosus (300 mg/kg)

Tilapia picada Nori (Porphyra tenera) y Hijiki (Hijikia fusiformis) 25y 50 g de
equivalentes de dcido gilico/g de muestra)

Chuleta de pescado Eucheuma (5,7.5,10, 125y 15%)

Cecina de pescado Sargassum wightii (0.3 y 5%)

Frankfurters Espaguetis de mar (Himanthalia elongata), wakame (Undaria

pinnatifida) y nori (Porphyra umbilicales) (0y 5.5%)
Espaguetis de mar (Himanthalia elongata) (3.3%)
Lamina japonica (1,2,3y 4%)

Frankfurters bajas en grasa | Himanthalia elongata (5%)

y en sal

Fuente: Adaptado (Cofrades et al. 2017; Roohinejad et al. 2017; Parniakov et al. 2018).
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CAPITULO I
OBTENCION DE AISLADOS PROTEICOS DE ESPIRULINA (Arthrospira maxima)
CULTIVADA EN ZONA TROPICAL

1.1 RESUMEN

Los aislados proteicos (AP) son proteinas extraidas de alimentos enteros; el de soya es el aislado
vegetal mas conocido y utilizado en la industria alimentaria. Dentro de las fuentes emergentes para
la obtencion de AP se encuentran las microalgas; el género Arthrospira maxima es fuente
importante de proteinas con un contenido entre 50-60% en peso, de facil digestion y puede ser
cultivada con poca inversion de infraestructura. El objetivo de este trabajo fue obtener espirulina
(A. maxima) en polvo (EP) de la produccion de los cultivos a cielo abierto en una zona tropical de
la region de Coérdoba, Veracruz, México. La EP presenté un contenido de proteina de 60.958 +
0.505%, se utilizd el método de solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica para la
obtencion del AP el cual presentd un contenido proteico del 77.583 £ 0.505%. La EP como el AP
se caracterizé fisicoquimicamente, se compard su estructura quimica mediante espectroscopia
infrarroja FTIR observandose un aumento en la absorcion en la region de las proteinas (1647-1539
cm™); lo cual se asocia con un incremento en la concentracion de proteinas del AP. Se concluye
que el AP de espirulina tiene potencial para ser considerado una fuente de consumo alterna de

proteinas animal y vegetal.
Palabras clave: Proteinas, aislados proteicos, alimentos, espirulina.
1.2 INTRODUCCION

Las proteinas son componentes principales de los alimentos, debido a su importancia nutricional
y comercial, han sido estudiados con detalle por la industria alimentaria con fines tecnoldgicos y
funcionales (Fernandez et al., 1997). Derivado del incremento de la demanda proteinica en el
mundo, las proteinas alternativas a la proteina animal han llegado para innovar a la industria
alimentaria. Entre ellas las de origen vegetal, cuyas caracteristicas principales y que a diferencia

de la proteina animal es que es no aportan colesterol y son ricas en fibra (Lee et al., 2020).

La proteina vegetal mas estudiada y utilizada ha sido la de soya seguido de las legumbres, cereales,

frutos secos y setas (Nagano et al., 1996, Henn et al., 1998). El desarrollo de estas nuevas fuentes
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de proteina presenta ventajas como un rendimiento superior, la reduccion en los costes de
produccion, la disminucion considerable del impacto ambiental (si las comparamos con sus
homologas procedentes de animales), la solucion a uno de los retos mas decisivos de la industria:
el acceso a alimentos sanos, seguros y comprometidos con el medio ambiente a una poblacion
mundial en constante aumento (Lee et al., 2020). Una fuente alimentaria econémica, sostenible y
de alto rendimiento de biomasa por unidad de superficie es la microalga espirulina (4. maxima),
el proceso de produccion de biomasa es rapido y econdomico ya que puede ser utilizada para su

cultivo agua potable, de rio y lluvia etc. (Torres et al., 2020).

La espirulina es una cianobacteria microscopica, multicelular, fotosintética y filamentosa de color
verde—azulado (Wan et al., 2016). En la tierra surgié aproximadamente hace 3.6 millones de afios
por un proceso evolutivo entre las bacterias y las plantas verdes (Zaid et al., 2015). Los aztecas la
conocian como “tecuitlatl”’-excremento de piedra en ndhuatl, y era parte de su dieta basica, su
produccion natural se realizaba en el Lago de Texcoco, México, un lago alcalino (Ramirez y
Olvera, 2006). En cuanto a su composiciéon quimica contiene proteina (50-60 %) de alto valor
bioldgico y de facil digestibilidad (Garcia et al., 2017), lo que la hace un candidato viable para la
obtencion de aislados proteicos. El proceso de produccion de un aislado proteinico consiste
basicamente en una concentracion y/o purificacion de la proteina de un 70 al 90%. Para conseguir
dicho proposito se realiza una extraccion, concentracion y deshidratacion de la proteina. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue la obtencion de un aislado proteico no convencional de

espirulina (4. maxima), la cual se ha cultivado en zona tropical.
1.3 DESCRIPCION DEL METODO
1.3.1 Produccién de espirulina

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus
Cordoba, Veracruz, México, en el area experimental de cultivo. Se utilizo el medio Jourdan para
la produccion de la espirulina (4. maxima), las sales nutritivas sulfato de magnesio pentahidratado
y nitrato de potasio se adquirieron de Fermont (Monterrey, México), el bicarbonato de sodio y
fosfato de sodio dibésico de Sigma Aldrich (Toluca, México) y se utilizd agua potable baja en
sales. Se utilizaron fotobiorreactores con capacidad de 5 L en condiciones de invernadero con

aeracion e iluminacion solar natural (disefio propio), durante 15 d. La recoleccion de la biomasa
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se realizd mediante un proceso de filtrado (tela de 40 micras, 200 hilos/cm3) de un 1/3 del volumen
del medio cultivo; posteriormente, la espirulina se lavo con agua potable a fin de retirar el exceso
de las sales nutritivas. La biomasa fresca y limpia se sometido a un proceso de deshidratacion
(Excalibur, 2900ECB, Estados Unidos) a 46 °C durante 4 h y la materia seca obtenida se triturd en
un procesador de alimentos (Nutribullet, NB101B; China).

1.3.2 Obtencion del aislado proteico de Arthrospira maxima

La obtencion del aislado proteico se llevo a cabo mediante la extraccion alcalina de las proteinas
solubles presentes seguido de la precipitacion acida cercana a su punto isoeléctrico, de acuerdo

con la metodologia de Pereira et al. (2018), con ciertas modificaciones.
1.3.3 Caracterizacion fisica y quimica de la espirulina en polvo y el aislado proteico

El rendimiento de la espirulina en polvo se obtuvo por diferencias de peso, con base en la siguiente
ecuacion: % Rendimiento= (Peso del polvo de la espirulina deshidratada / Peso de la biomasa
fresca) *100; donde el peso de la biomasa fresca corresponde al material recolectado después del
filtrar el medio de cultivo. La humedad se determin6 de acuerdo la metodologia propuesta por
AOAC (Método 925.09) y se expreso en porcentaje (%), la actividad de agua se analiz6 con un
medidor marca Aqualab (Series 3TE; Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA); para la
determinacion del color se utilizé un colorimetro Konica Minolta, CR-400 bajo el analisis de los
valores L* (Luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul) de la escala CIELab; el contenido
de cenizas se realizd segun la Norma Mexicana NMX-F-066-S-1978, % de grasas en base a la
norma PROY-NMX-F-615-NORMEX-2018 y la determinacion del contenido proteico segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-F-68-S-1980.

1.3.4 Caracterizacion estructural de la espirulina en polvo y el aislado proteico

Para la identificacion de los grupos funcionales presentes en la espirulina (4. maxima) en polvo y
el aislado proteico se utilizd un espectrometro Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)
(Bruker, Vertex, Wisconsin, EE.UU.) mediante el método de muestreo de Reflectancia Total
Atenuada (ATR). Los espectros se obtuvieron por triplicado y se promediaron. Se utilizaron 64
barridos con una resolucion de 4 cm™! en la region espectral de 4000-400 cm™!. Para el analisis de

los espectros se utilizo el programa Origin 6.1 (OriginLab Corpooration, EE.UU.).
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1.4 RESULTADOS
1.4.1 Produccion de espirulina

En la Figura 1-1 a) se muestra el cultivo de la espirulina (4. maxima) a cielo abierto en
biorreactores con aeracion e iluminacion solar natural, bajo las condiciones de temperatura entre
18 y 28 °C, ciclo de luz: oscuridad de 12:12 h, aireacion continua, pH entre 10 y 11 e intensidad
luminosa 40,000 lux. Valores similares han sido reportados por otros autores (Vazquez etal., 2016;
Fernandez et al., 2020). En la Figura 1-1 b) se muestra el proceso de obtencion de biomasa con un
periodo de 15 d entre cosecha, con base a la fase estacionaria de la curva de crecimiento celular
obtenida en una investigacion previa de Fernandez et al. (2022). Este proceso consiste en cosechar
la biomasa por un método fisico (filtracién) para posteriormente deshidratarla a una temperatura
de 40 °C durante 5 h, una vez deshidratada, la biomasa es triturada y almacenada en frascos de

vidrio oscuro en un lugar fresco y seco hasta su analisis.

Figura 1-1. a) Cultivos de espirulina (4. maxima) que se encuentran en el area experimental del Colegio
de Postgraduados Campus Cordoba, Veracruz, México b) proceso de cosecha de espirulina (4. maxima).
Fuente: Propia, (2023).

1.4.2 Obtencion del aislado proteico de espirulina

En la Figura 1-2 a) se presenta la espirulina en polvo y el aislado proteico obtenido. Para la
espirulina en polvo se obtuvo un polvo fino y un rendimiento del 10% peso seco, el cual se asocia

con la naturaleza de la espirulina ya que su cultivo se da en condiciones acuosas. La espirulina en
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polvo presentd visualmente un color verde que debe su tonalidad a la clorofila, su contenido
depende de la etapa de crecimiento en la que se haga la cosecha de la biomasa, obteniendo una
cantidad mayor en la fase estacionaria que en la fase exponencial (Hoseini et al., 2013). En la
Figura 1-2 b) se presenta el aislado proteico donde se obtuvo un polvo fino visualmente de color

café, color similar encontrado en otros aislados proteicos extraidos de guisante, frijol y garbanzo

(Subagio, 2006; Kaur y Singh, 2007).

Figura 1-2. Imagenes de a) espirulina (A. maxima) en polvo y b) aislado proteico de espirulina (A. maxima).
Fuente: Propia, (2023).

1.4.4 Caracterizacion fisica y quimica de la espirulina en polvo y el aislado proteico

Los valores de la caracterizacion fisica y quimica de la espirulina en polvo y el aislado proteico se
presentan en el Cuadro 1-1. Se obtuvo un contenido de humedad para la espirulina en polvo de
10.719 £ 0.145% y del aislado de 8.731 £ 0.020%, este valor se encuentra dentro de lo reportado
por la Norma Mexicana NMX-F-508-1988. Ambos valores de humedad evitan que el producto
final sea susceptible a contaminacidén por microorganismos (Stramarkou et al. 2017). La actividad
de agua fue de 0.406% para la espirulina en polvo y de 0.350 % para el aislado, resultado que
favorece a la estabilidad de la espirulina y el concentrado durante almacenamiento. En cuanto al
contenido de cenizas en la espirulina en polvo se obtuvo un valor de 9.637 + 0.138% valor que
disminuy¢ en el aislado proteico; sin embargo, se encuentra dentro del valor establecido por la
Norma Mexicana NMX-F-508-1988 (valor minimo del 2 % y méximo del 9%). Da Silva et al.
(2019) obtuvieron un contenido de cenizas del 6.2% en base seca y dicho valor lo asocian por su
riqueza en minerales. El contenido de proteina en la espirulina en polvo fue de 60.958+0.505 %.
La FAO (2008), menciona que la espirulina tiene alto contenido en proteinas (50-60 %), de alto
valor bioldgico y estos resultados son similares a lo reportado por otros autores (Fernandez et al.
2022; Marin et al. 2015, Garcia et al. 2003). Para la obtencion del aislado proteico, las proteinas

se solubilizaron a un pH 11 y se precipitaron a un pH 4.2 (punto isoeléctrico de la proteina) y se
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obtuvo un valor de 77.583+0.505 % de proteina, el cual aumentd en comparacion con el valor de
la espirulina en polvo. Pereira et al. (2018), menciona que el método de extraccion por
precipitacion isoeléctrica permite conseguir altos rendimientos. La espirulina es un alimento con
bajo contenido de grasa menor al 5% y es libre de colesterol (FAO, 2008). La espirulina en polvo
presentd un valor de grasa de 1.283 + 0.040%, el cual fue mayor al obtenido al aislado. En cuanto
a su composicion en carbohidratos, la espirulina en polvo presentd un valor por debajo del
contenido proteico: sin embargo, forma parte de los componentes mayoritarios, el valor de
contenido de carbohidratos en el aislado proteico disminuye. Los aislados proteicos por su
naturaleza quimica resultan de un enriquecimiento del material en su contenido proteinico,
mediante una separacion paulatina de sus componentes no proteinicos como los lipidos, fibra,

carbohidratos, minerales, entre otros (Nazari et al., 2018).

Cuadro 1-1. Caracterizacion fisicoquimica de la espirulina en polvo y del Aislado proteico de

Arthrospira maxima.

Humedad aw Cenizas Proteina Grasa Carbohidratos Color
Biomasa 10719+ 0460 9.637+ 60958+ 1283+ 28.121 + L 8.383 +
0.145% + 0.138%  0.505%  0.040% 0.569% 1.165
0.000 a* 7433+
0.633
b* 3.580 +
0.541
Aislado 8.731 0350 3347+ 77583+ 0.713+ 18.355 + L 10.270 +
0.020% + 0170 % 0.505% 0.011 % 0.379 % 0.280
0.000 a*  -0.696 =
0.236
b* 4.16 +
0.223

En cuanto al color los resultados mostraron que la luminosidad (L*) es baja; es decir, posee un
color caracteristico verde oscuro para la espirulina en polvo y para el aislado un color marrén. En
el caso del indice a*, los valores negativos son definidos por el contenido de clorofila y las
coordenadas de b* dentro de pardmetros negativos, son resultado del color azul que le confiere la
ficocianina y la aloficocianina, de ahi que la espirulina se denominada una alga verde - azulada.
Lupatini et al. (2019) reportan parametros de color del alga en polvo de 19.73 = 0.340 (L*), -7.29

+0.26 (a*) y 3.59 £ 0.09 (b*) y dichos valores los asocian a la coloracion verde - azul del alga por
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la presencia del pigmento de ficocianina. El aislado presentd cambio de color derivado de la

oxidacion de la ficocianina y reacciones de Maillard (Pereira, 2008).
1.4.5 Caracterizacion estructural de la espirulina en polvo y el aislado proteico por FTIR

Los espectros FTIR de la espirulina en polvo (4. maxima) y del aislado proteico se presentan en
la Figura 1-3 ambos espectros presentaron similitud en las bandas de absorcion de grupos
funcionales asociadas a la presencia de proteinas, carbohidratos, lipidos y éacidos nucleicos,

I asociado al enlace

sobresaliendo en la region de las proteinas las bandas amida I en 1647 cm”
C=0 y amida II en 1539 cm™! enlace N-H. La presencia de carbohidratos se observo en la region
de 1200-800 cm™' que corresponden a los enlaces C-O-C y C-O. La presencia de lipidos se
corroboro con las bandas en 1457 y 1747 cm ! asociadas a los enlaces CH3 y C=0. Por otra parte,
el aislado proteico presentd una disminucion de la absorcion en la region de los carbohidratos y un
aumento en la region de las proteinas, causado por el efecto de aislar las proteinas de los demas

componentes de la espirulina en polvo. Estos resultados son similares a los reportados por Lupatini

etal,, (2019).

Amida Ten 1647 cm?
enlace C=0

\' Amida II en 1539 cmt
enlace N-H

4

<
= Lipid
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Figura 1-3. Espectros FTIR de espirulina en polvo y aislado proteico de espirulina (Arthrospira maxima)
en la region de 2000 a 700 cm™'.
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1.5 CONCLUSIONES

Este estudio demostré que es posible obtener aislados proteicos de espirulina (4. maxima) con un
contenido superior al 65 % utilizando el método de solubilizacién alcalina y precipitacién
isoeléctrica. El andlisis FTIR nos permitié identificar las bandas de absorcién de los grupos
caracteristicos de la espirulina sobresaliendo la region de las proteinas e identificar un aumento en
la absorcion de esta region derivado de la concentracidon de proteinas. Este aislado proteico de
fuentes no convencionales tiene potencial como alternativa econdmica, rapida y de facil obtencion
de proteinas sin embargo es necesario evaluar sus propiedades funcionales para determinar su

aplicacion como ingrediente alimentario.
1.6 RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio electroforético para determinar qué tipo de proteinas se encuentran
presentes, asi como un perfil de aminoacidos. Por ultimo, el uso de aislados de proteina tiene
bastante interés en la industria alimentaria, dada sus cualidades como la capacidad gelificante
(formar geles), emulsificacion, adherencia, entre otros, los cuales contribuyen al desarrollo de la
cremosidad, textura, propiedades que podrian ser aprovechados para obtener una variedad de

alimentos.
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CAPITULO 11

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE UNA PROTEINA
AISLADO DE ESPIRULINA (Arthrospira maxima) Y SU APLICACION EN UN
EMBUTIDO CARNICO

Acateca-Herndndez Mariana Inés?®, Herndndez-Cé4zares Aleida Selene?, Hidalgo-Contreras Juan

Valente?, Jiménez-Munguia Maria Teresa®, Rios-Corripio Marfa Antonieta®*
2.1 RESUMEN

La espirulina (Arthrospira maxima) es una fuente potencial de proteinas de alto valor biolégico
ideal para la obtencién de componentes funcionales. Se obtuvo una proteina aislado de la biomasa
en polvo de espirulina (SpPb), mediante solubilizacién alcalina (pH 11) y precipitacion isoeléctrica
(pH 4.2). La proteina aislado de espirulina (SpPI) presenté mayor contenido de proteina (77.58%)
y aminodcidos totales (66.39 g/100g) en comparacién con SpPb (60.96% y 59.85 g/100g,
respectivamente). Se evaluaron las propiedades funcionales de SpPb, SpPl y de la proteina aislado
de soya (SPI) como control. El aislamiento de proteinas permitié6 un aumento significativo (p <
0.05) en las propiedades de solubilidad de proteinas, capacidad emulsionante y espumante de SpPI
en comparacion con SpPb y SPI. Se evalué la inclusién de SpPI como sustituto parcial al SPI en
la formulacién de un embutido cérnico, bajo cuatro tratamientos T1 (15% SpPI, 85% SPI), T2
(10% SpPI, 90% SPI), T3 (5% SpPI, 95% SPI) y T4 (0% SpPI, 100% SPI) como control. La
inclusion de SpPI afect6 significativamente (p < 0.05) los pardmetros de color (L* y a*), contenido
de proteinas y carbohidratos de los embutidos carnicos. El T1 presento el contenido de proteina
mas bajo (p <0.05), pero resulté con mayor (p < 0.05) contenido de aminoécidos totales, esenciales
y no esenciales en comparacion con T4. Los resultados demuestran que SpPI tiene el potencial de
mejorar la calidad nutrimental de los embutidos carnicos, a través de su contenido de aminoécidos,

sin afectar sus atributos de textura.

Palabras clave

Arthrospira maxima, proteina aislado, propiedades funcionales, embutido cérnico.
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2.2 INTRODUCCION

Las nuevas tendencias de consumo relacionadas con la sustitucion parcial o total de la proteina
animal por vegetal exponen la necesidad de explorar nuevas fuentes alternativas y sostenibles de
proteinas para la alimentaciéon humana (Nadathur et al., 2017). Las microalgas surgen como una
fuente prometedora de proteinas, su potencial se centra en su rdpida tasa de crecimiento y su poca
competencia con los cultivos convencionales por el uso de tierra y agua, esto permite una
produccion mds sostenible y amigable con el ambiente (de Medeiros et al., 2021). La espirulina
(Arthrospira maxima) es una microalga fotosintética que hace uso de la energia solar para producir
una biomasa de alta calidad nutritiva con un contenido de proteinas (50-60%) que mantienen una
composicion de aminodcidos completa, con un buen indice de digestibilidad (80-93%) y con
proporciones de aminodcidos esenciales que representan el 47% del contenido total de proteina
(Jung et al., 2019). Este aspecto refleja el alto potencial de la espirulina para el aislamiento de

proteinas como posibles ingredientes funcionales en la industria alimentaria.

Las proteinas aisladas son utilizadas en la industria alimentaria principalmente como retenedores
en la formulacién de productos cdrnicos para emulsionar, dar textura e incrementar rendimiento.
Investigaciones previas se han enfocado en el aislamiento de proteinas de la microalga Arthrospira
platensis y evaluacion de sus propiedades funcionales (Benelhadj et al., 2016; Lupatini et al., 2019;
Pereira et al., 2018). Asi también el uso de microalgas de la especie Chlorella vulgaris (Boskovié¢
et al., 2023) y Spirulina (Marti-Quijal et al., 2019) como ingredientes funcionales sustentables
incorporados a salchichas Frankfurt y salchichas frescas de cerdo, respectivamente. No obstante,
es necesario evaluar el potencial de la espirulina debido a la variabilidad entre sus propiedades y
composicion. Por lo que este estudio tiene el objetivo de obtener una proteina aislado de espirulina
(Arthrospira maxima) mediante el método de solubilizacidn y precipitacion isoeléctrica, asi como

evaluar sus propiedades funcionales para su inclusién en un embutido carnico.
2.3 MATERIALES Y METODOS

La biomasa fresca de espirulina (FbSp) se obtuvo del drea experimental del cultivo ubicado en el
Colegio de Postgraduados Campus Coérdoba, Veracruz, México. La FbSp se secdé en un
deshidratador de alimentos (Excalibur, 2900ECB, Estados Unidos) a 41 °C durante 4 h, se triturd

en un procesador de alimentos (Nutribullet, NB101B, China) y se almacené hasta su andlisis. Para
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la elaboracién del embutido carnico, la carne y grasa dorsal de cerdo se obtuvieron de un comercio
local de Cérdoba, Veracruz, México; mientras que los ingredientes y aditivos utilizados fueron

adquiridos de una casa comercial de insumos e ingredientes de la region.
2.3.1 Obtencion de la proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima)

La obtencion de SpPI se llevé a cabo mediante el método de solubilizacion alcalina y precipitacion
1soeléctrica, segun lo indicado por Pereira et al. (2018), con modificaciones. La extraccion alcalina
serealizé aun pH de 11, la SpPb se homogeniz6 por 15 min con agua destilada en proporcion 1:20
(p/v) con un turbolicuador de alta velocidad (Rhino, TURLIC-280, México) y se utilizé una
solucion de 1 mol L' de NaOH para ajustar el pH. Posteriormente se sometié a centrifugacion
(Eppendorf™, Centrifuge 5810/5810R, México) a 2602 x g, 25 °C, durante 15 min. El
sobrenadante se recuperd mediante decantacion, el precipitado se resuspendié en agua destilada y
se sometid a solubilizacién alcalina una vez mas. Los sobrenadantes obtenidos se ajustaron a un
pH de 4.2 utilizando una solucién 1 mol L de HCI y se agité con un turbolicuador de alta
velocidad (Rhino, TURLIC-280, México) durante 15 min. Posteriormente se centrifugd
(Eppendorf™, Centrifuge 5810/58 10R, México) a 2602 x g, 25 °C, durante 15 min y se eliminé el
sobrenadante. La proteina precipitada se sec6 en un deshidratador de alimentos (Excalibur,
2900ECB, Estados Unidos) a 41 °C durante 4 h, se tritur6 en un procesador de alimentos

(Nutribullet, NB101B, China) y se almacené hasta su andlisis.
2.3.1.1 Rendimiento

El rendimiento del proceso de obtencion de la SpPb se calcul6 por diferencia de peso entre FbSp
y SpPb. El rendimiento del proceso de obtencion de SpPI se determind por diferencia de peso entre

SpPb y SpPI, expresados en porcentaje (%).
2.3.1.2 Composiciéon proximal

El contenido de humedad, grasa, proteina y ceniza de SpPb y SpPI se determiné segtin los métodos
estandar propuestos por la Asociaciéon de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 2000); mientras

que el contenido de carbohidratos se calculd por diferencia, expresado en porcentaje (%).
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2.3.1.3 Caracterizacion estructural

Para la identificacioén de los grupos funcionales presentes se utilizd un espectrémetro infrarrojo
con transformada de Fourier (FTIR) (ThermoScientific©, iS50, Bruker, Vertex, Wisconsin, EE.
UU.) mediante el método de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Para el andlisis de los espectros
se utiliz6 el programa Origin 6.1 (OriginLab Corporation, EE. UU.) siguiendo la metodologia de

Blume et al. (2015), con modificaciones.
2.3.1.4 Perfil de aminoacidos

El perfil de aminodcidos del SpPb y SpPI se determiné por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) mediante el método interno INS-SM/US-260 de aminodacidos totales en

alimentos, harinas y concentrados proteicos.

2.3.2 Propiedades funcionales

2.3.2.1 Solubilidad de proteinas (PS)

La PS se determiné segtn lo establecido por Morr et al. (1985), con modificaciones. Muestras de
SpPb, SpPI y SPI (0.1 g) se homogenizaron con 20 mL de agua destilada y se agitaron
magnéticamente (Thermo Fisher Scientific, SP131325Q Cimarec, Estados unidos) a 250 rpm
durante 10 min a 25 °C. Las soluciones se ajustaron a diferentes valores de pH (1, 2, 3,4,5,7, 9,
11,12, 13) con 0.1 mol L' de HCl 0 0.1 mol L' de NaOH. Las muestras se transfirieron a tubos
Falcon de 20 mL y se centrifugaron (Eppendorf™, Centrifuge 5810/5810R, México) a 2602 x g
durante 15 min a 25 °C. Del sobrenadante se tom6 una alicuota de 600 uL para cuantificar el
contenido de proteinas solubles. El control se prepar6 en las mismas condiciones, sin ajustar el pH
ni centrifugar. El contenido de proteina soluble (g L) del sobrenadante de las muestras y del
control se determind seguin el método establecido por Lowry et al. (1951). La solubilidad de
proteinas se expreso en % de acuerdo con la Ec. (1).

PS (%) = (proteina soluble del sobrenadante / proteina soluble del control) x 100 (1)

Se utilizo una curva de calibracién de albiimina de suero bovino (BSA) (1.5 g L', pureza > 96%)
con la siguiente ecuacion lineal y = 0.204545 + 0.001008x, R? = 0.98. Las absorbancias se

midieron a 750 nm en espectrofotémetro (Jasco Inc., V-730, Tokio, Jap6n).
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2.3.2.2 Capacidad de absorcion de agua (WAC)

La WAC se determiné utilizando el método descrito por Kohn et al. (2015), con modificaciones.
Las muestras de SpPb, SpPI y SPI (0.3 g) se homogenizaron con 10 mL de agua destilada. La
solucidn se ajusto a diferentes valores de pH (1, 2, 3,4,5,7,9, 11, 12, 13) con 0.1 mol L' de HCI
0 0.1 mol L'! de NaOH y se agitaron en vortex (Eppendorf™, México) a 25 °C durante 10 min.
Las muestras se dejaron reposar durante 30 min y se centrifugaron (Eppendorf™, Centrifuge
5810/5810R, México) a2602 x g durante 15 min a 25 °C. El sobrenadante se retird por decantacion
y los tubos se secaron en horno de aire forzado durante 25 min a 50 °C. La WAC se calcul6 con la
Ec. (2), y se expres6 como g de agua absorbida por 100 g de muestra.

WAC (g /100 g) = (Agua absorbida / peso inicial de la muestra) x100 (2)
2.3.2.3 Capacidad emulsionante (EC) y estabilidad emulsionante (ES)

La EC y ES se determiné mediante el método descrito por Yasumatsu et al. (1974), con
modificaciones. Muestras de SpPb, SpPI y SPI (0.5 g) se homogenizaron con 50 mL de agua
destilada en agitacion constante (Thermo Fisher Scientific, SP131325Q Cimarec, Estados unidos)
a 500 rpm durante 30 min a 25 °C. Las soluciones se ajustaron a diferentes valores de pH (1, 2, 3,
4,5,7,9,11,12,13) con 0.1 mol L' de HCI 0 0.1 mol L' de NaOH. Un volumen de 50 mL de
aceite puro de canola se afadi6 lentamente a las soluciones con agitacién constante, con un
turbolicuador de alta velocidad (Rhino, TURLIC-280, México) a 20,000 rpm durante 2 min, hasta
formar la emulsion de aceite en agua. En tubos de centrifuga (50 mL) se vertieron volimenes de
emulsién fijos (40 mL, volumen total (Tv)) y se centrifugaron (Eppendorf™, Centrifuge
5810/5810R, México) a 2602 x g durante 5 min, se anot6 el volumen de la fraccién emulsionada
(Ev) y la capacidad emulsionante se calculé mediante la Ec. (3).

EC (%)= (Ev/Tv)x 100 (3)

Para la evaluacion de la ES, se realizaron emulsiones de aceite en agua como se describid
anteriormente. En tubos de centrifuga se vertieron volimenes fijos de emulsién de 40 mL y se
incubaron a 80 °C durante 30 min; posteriormente se centrifugaron (Eppendorf™, Centrifuge
5810/5810R, México) a 525 x g durante 2 min, se anot6 el volumen de la fraccién emulsionada

(Ev) después de la centrifugacion. La ES se calculé de acuerdo con la Ec. (3).
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2.3.2.4 Capacidad espumante (FC) y estabilidad de la espuma (FS)

La FC y FS se determiné mediante el método descrito por Coffman y Garcia (1977), con
modificaciones. Muestras de SpPb, SpPI y SPI (0.5 g) se homogenizaron con 50 mL de agua
destilada. Las soluciones se ajustaron a diferentes valores de pH (1, 2, 3,4,5,7,9, 11, 12, 13) con
0.1 mol L' de HCI 0 0.1 mol L' de NaOH. Posteriormente las soluciones se homogenizaron con
un turbolicuador de alta velocidad (Rhino, TURLIC-280, México) a 20,000 rpm durante 2 min. Se
registraron los volimenes de espuma (mL) y la FC se calcul6 de acuerdo con la Ec. (4).

FC (%) = (Volumen de espuma / Volumen de la solucién antes de agitar) x 100 (4)

La FS se evalué mediante la medicién del volumen de espuma restante después del intervalo de
tiempo (FV tiempo t) alos 5, 10, 15, 30 y 60 min a 25°C, de acuerdo con la Ec. (5).
FS (%) = (FV tiempo t / Volumen de la solucién antes de agitar) x 100 (5)

2.3.2.5 Capacidad de absorcion de aceite (OAC)

La OAC se determin6 mediante el método descrito por Lin et al. (1974), con modificaciones. Las
muestras de SpPb, SpPI y SPI en proporciones de 0.4%, 0.9%, 2.2%, 3.5%, 4.0%, 6.0%, 8.0% y
10.0% (p/v) se mezclaron con 5 mL de aceite puro de canola. La solucién se agitdé en vortex
(Eppendorf™, México) durante 10 min, se centrifugé a 3000 x g durante 15 min, se decant6 el
sobrenadante y el residuo se pes6. La OAC se calcul6 con la Ec. (6), y se expresé como g de aceite
retenido por 100 g de muestra.

OAC (g /100 g) = (Aceite retenido / peso inicial de la muestra) x100 (6)
2.3.3 Obtencion del embutido carnico

El embutido cdrnico se elabord sustituyendo parcialmente el SPI, con base en los siguientes
tratamientos: T1 (15% SpPI, 85% SPI), T2 (10% SpPI, 90% SPI), T3 (5% SpPIL, 95% SPI) y T4
(0% SpPI, 100% SPI) como control. El proceso de elaboracion de las pastas carnicas se llevo a
cabo por tiempos en un procesador de alimentos (Ninja Intelli®, BN801, México), se incorpord
inicialmente la carne (previamente molida con un cedazo de 3/8”), condimentos y nitritos
(disueltos en 70 g de agua fria), transcurrido 1 min se afiadio la grasa, fosfatos (disueltos en 30 g
de agua fria), el 50% de los retenedores (SpPI y SPI) y hielo, se proces6 durante 1 min,

posteriormente se incorpord el 50% restante. El proceso continud hasta alcanzar un tiempo total
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de 5 min. Las pastas carnicas obtenidas se embutieron en tripas de coldgeno (calibre 26 mm) con
embutidora manual de salchichas (Estilo Modern, marca 7). La coccion del embutido se realizé
en bafio Maria a 80 °C, hasta alcanzar una temperatura interna de 71 °C y se mantuvieron por 15
min. El embutido carnico se enfrié en bafio de agua fria durante 20 min, se empacd y almaceno a

4 °C, los andlisis fisicoquimicos se realizaron transcurridas las 24 h en refrigeracion.
2.3.3.1 Estabilidad de la emulsion (ES) de las pastas carnicas

La ES de las pastas cédrnicas se determind seguin el método de Hughes et al. (1997), se estimé el
porcentaje de fluido expulsado total (% TEF; Ec. (7)), el porcentaje de grasa liberada (%FR; Ec.
(8)) y el porcentaje de agua liberada (%WR; Ec. (9)).
TEF = (Peso del tubo + muestra) - (Peso del tubo + sedimento)
%TEF = TEF / peso muestra x 100 (7)
9%FR = (Peso del crisol + sobrenadante seco) - (Peso del crisol vacio) / TEF x 100 (8)
%WR = (Peso del crisol + Muestra) - (Peso del crisol + sobrenadante seco) / TEF x 100 (9)

2.3.3.2 Capacidad de absorcion de agua (WAC) de las pastas carnicas

La WAC de las pastas carnicas se determind mediante el método descrito por Lin y Huang (2003),
con ligeras modificaciones. Muestras de pastas cdrnicas (5 g) se homogeneizaron con 10 mL agua
destilada en vortex (Eppendorf™, México) a 1,200 rpm durante 1 min. Posteriormente se
centrifugaron (Eppendorf™, Centrifuge 5810/5810R, México) durante 15 min a 717 x g, se
decanto6 el sobrenadante y el residuo final se pes6. La WAC de las pastas cdrnicas se calculé con
la Ec. (10) y se expresé en g de H,O absorbida por g de carne.

WAC = (peso final de la muestra/peso inicial de la muestra) / peso inicial de la muestra (10)
2.3.3.3 Caracterizacion fisicoquimica del embutido carnico

La pérdida y rendimiento de coccidn se determiné mediante la metodologia descrita por Choi et
al. (2010), el embutido cédrnico se pesé antes de la coccidon (W), después de la coccion (Wy) y
almacenamiento a 4 °C durante 24 h (Wj). Se calculd la pérdida de peso (Ec. (11)) y el rendimiento
(Ec. (12)) de coccion.
Pérdida de coccion = (Wi - Wy) / W;) *100 (11)
Rendimiento de coccion = (Ws/ Wi) * 100 (12)
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El color se determind de acuerdo con el sistema de color CIELab utilizando un colorimetro (Konica
Minolta Sensing, Inc., CR-400, Osaka, Japon) en la parte interna del embutido cdrnico. Los
resultados se expresaron segtin los pardmetros de color L*, a* y b*. La actividad de agua (a.) se
determiné a 25 °C utilizando un medidor de a, (Aqualab Pawkit, USA). Mientras que el pH se

determiné con un medidor multiparamétrico de pH Edge® (HANNA® instruments, Costa Rica).
2.3.3.4 Caracterizacion proximal del embutido carnico

La composicion proximal se determiné de acuerdo con los métodos oficiales de la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 2000). El contenido de humedad se calcul6 por pérdida de
peso mediante secado en estufa a 103 + 2 °C durante 24 h (método 950.46); el contenido de grasa
se determind a partir del método de extraccion Soxhlet utilizando éter de petréleo como disolvente
(método 31.4.02). El contenido de proteina se determiné por el método Kjeldahl (método 992.15),
empleando un factor de conversién de 6.25. El contenido de cenizas se determiné en horno de
mufla a 600 °C (método 923.03). El contenido de carbohidratos se calculd por diferencia de
acuerdo con la Ec. 13.

9% Carbohidratos = 100 — (humedad + proteina + grasa + ceniza) % (13)
2.3.3.5 Analisis de perfil de textura (TPA) y fuerza de corte

Los embutidos cédrnicos de los diferentes tratamientos se evaluaron transcurridas las 24 h de
refrigeracion (4 °C) y se mantuvieron a temperatura ambiente (25 °C) 1 h previo a la medicion. El
TPA se realizé en un texturémetro (EZ Test Texture Analyzer - Shimadzu) con placas de
compresion (118 mm de didmetro). Rebanadas cilindricas (20 x 20 mm) de los embutidos carnicos
se sometieron a una compresion de 2 ciclos hasta el 50% de su altura original, con una velocidad
de 2 mm/s y un tiempo de espera de 1 s entre cada compresion con una fuerza de 500 N. Las curvas
de deformacidn en el tiempo y valores para los parametros del perfil de textura que incluyeron:
dureza (N), elasticidad (mm), masticabilidad (N.mm), gomosidad (N) y cohesién se obtuvieron
mediante el software TRAPEZIUM?2 version 2.20 (Copyright 1999-2003). Para la determinacion
de la fuerza de corte, el embutido se cortd en segmentos centrales de 30 mm de largo y 20 mm de
didmetro y se utiliz6 una navaja Warner-Bratzler conectada a la celda de compresién con una
fuerza de 500 N, a una velocidad de 2 mm/s y un desplazamiento de 30 mm, la fuerza de corte

méxima se consideré como el punto méximo registrado en la gréfica y se expresé en Newtons (N).
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2.3.3.6 Perfil de aminoacidos de los tratamientos T1 y T4 de los embutidos carnicos

El perfil de aminodcidos de los tratamientos T1 y T4 de los embutidos cédrnicos se determiné por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) mediante el método interno INS-SM/US-260

de aminodcidos totales en alimentos, harinas y concentrados proteicos.
2.3.4 Anadlisis estadistico

Para evaluar las propiedades funcionales de SpPb, SpPI y SPI, asi como para llevar a cabo la
caracterizacién de las pastas cdrnicas y de los embutidos cérnicos se utilizaron disefios
completamente al azar (CRD) independientes. Todos los andlisis se realizaron por triplicado. La
normalidad de los datos fue verificada con una prueba de Shapiro-Wilk la cual permite analizar
muestras en un rango de 3<n <5000 (Razali y Wah, 2011). Para verificar la homogeneidad de la
varianza de los datos, se realiz6 una prueba estadistica de Levene, que permite comparar la
homocedasticidad entre grupos para determinar la precision de un ANOVA (Gastwirth et al.,
2009). Se realizaron anélisis de varianza multivariante (MANOVA) y andlisis de varianza
(ANOVA) de un solo factor para cada una de las variables respuestas evaluadas. La comparacion
de medias se realiz6 con la prueba de Tukey para un nivel de significancia del 5% (p < 0.05). El

andlisis de datos se realiz6 utilizando el software estadistico Minitab® 19.
2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Obtencion de la biomasa en polvo de espirulina y de la proteina aislado

El rendimiento de SpPb (10.13%) se asocia al indice de conversion de biomasa fresca a biomasa
seca, debido a la naturaleza de la espirulina que en su totalidad es agua. Por lo tanto, después del
secado SpPb present6 un bajo contenido de humedad (10.72%), valor que se encuentra dentro de
lo reportado por la Norma Oficial Mexicana NOM-F-508-1988, para la conservacion y estabilidad
de la espirulina. El método de solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica empleado
permitié la obtencién de SpPI con un rendimiento del 33.37%. Resultados similares fueron
reportados por Pereira et al. (2018) en una proteina aislado de espirulina (33%) obtenida mediante

extraccién quimica.

65



2.4.1.1 Composicion proximal

La composicion proximal de SpPb y SpPI se presenta en el Cuadro 2-1, los resultados obtenidos
fueron consistentes con los reportados por Lupatini et al. (2019) en biomasa de Arthrospira
platensis (59.50% proteina, 0.81% grasa, 13.25% cenizas y 26.44% carbohidratos). Sin embargo,
la composicién proximal de las microalgas puede variar segin el género, especie, condiciones de

cultivo o ambientales (Bertsch et al., 2021).

Cuadro 2-1. Composicién proximal de biomasa en polvo de espirulina (SpPb) y de proteina aislado de

espirulina (SpPI).
Pardametros proximales (%) SpPb SpPI
Rendimiento 10.13 £0.32 33.37+1.33
Humedad 10.72 £0.15 8.73 £0.02
Proteina 60.96 £0.51 77.58 £0.51
Grasa 1.28 £0.04 0.71 £0.01
Cenizas 9.64 £0.14 335+£0.17
Carbohidratos 28.12 +0.57 18.36 +£0.38

Cada valor representa la media + desviacion estandar.

El contenido de humedad, grasa, cenizas y carbohidratos de SpPI fue menor respecto a SpPb;
mientras que el contenido de proteina de SpPI (77.58%) mostré un aumento del 16.63% en
comparacion con SpPb (60.96%). El contenido de proteina de SpPI es mayor a lo reportado por
Benelhadj et al. (2016) para una proteina aislado de Arthrospira platensis (69.62%). La
composicion proximal de SpPI indica la falta de un pretratamiento de SpPb para eliminar aquellos
componentes que logran solubilizarse (carbohidratos y minerales) durante la obtencién de la
proteina aislado, ademds de no descartar la posibilidad de que exista poca rotura celular, lo que

dificulta la extraccién de proteinas (Lupatini et al., 2019).
2.4.1.2 Caracterizacion estructural

En la Figura 2-1 se presentan los espectros FTIR de SpPb, SpPI y SPI, en la regién de 2000-700
cm!. Se identificaron las regiones espectrales asociadas a la presencia de proteinas, carbohidratos

y lipidos, presentando cierta similitud entre las bandas de absorcion.
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Figura 2-1. Espectros FTIR; a) biomasa en polvo de espirulina (SpPb), b) proteina aislado de espirulina
(SpPI) y c) proteina aislado de soya (SPI) en la regién de 2000-700 cm™.

Se observaron bandas asociadas a amida I en 1647 cm™ y amida IT en 1539 cm!, inducidas por
vibraciones de estiramiento de los enlaces C=0 y N-H, reflejando la estructura secundaria de las
proteinas. En la region de 1200-800 cm™! se observé la presencia de carbohidratos asociada a los
enlaces C-O-C y C-O, mientras que las bandas en 1457 y 1747 cm™! confirmaron la presencia de
lipidos que corresponden a los enlaces CH3; y C=0. Debido a que durante el proceso de obtencién
de la proteina aislado esta se separa de los compuestos no proteicos, se logré observar un aumento
de la absorbancia en la region de las proteinas y una disminucion en la region de los carbohidratos
para ambas proteinas aisladas (SpPI y SPI). Resultados similares fueron reportados por Lupatini
et al. (2019), quienes evaluaron espectros FTIR de la biomasa y de la proteina concentrado de

Arthrospira platensis.
2.4.1.3 Perfil de aminoacidos

Las proteinas de microalgas del género Arthrospira presentan una distribucién equilibrada de
aminodcidos esenciales y no esenciales, clasificindose como una proteina completa por disponer
de todos los aminodcidos esenciales (Bashir et al., 2016). El perfil de aminoacidos de SpPI se

compar6 con SpPb y SPI (Zhang et al., 2022), los resultados se presentan en el Cuadro 2-2.
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Cuadro 2-2. Perfil de aminoécidos de la biomasa en polvo de espirulina (SpPb) en comparacion con la

proteina aislado de espirulina (SpPI) y de soya (SPI).

Aminodcidos (g /100 g) SpPb SpPI SPI*
Esenciales
Valina 3.29 £0.00 3.57 £0.00 4.20+0.13
Treonina 2.87 £0.00 3.07 £0.00 3.62£0.15
Isoleucina 3.18 £0.00 3.69 +0.00 4.29 £0.08
Leucina 6.34 £0.00 7.38 £0.00 7.99 £0.27
Lisina 2.09 £0.00 2.31 £0.00 526 £0.17
Metionina 0.001 £0.00 0.001 £0.00 0.75 £0.12
Histidina 0.81 £0.00 0.92 £0.00 249 £0.05
Fenilalanina 2.61 £0.00 3.03 £0.00 5.32 £0.38
Triptéfano 0.01 £0.00 0.002 £ 0.00 -
No esenciales
Glicina 247 £0.00 2.86 £0.00 3.80 £0.12
Alanina 6.51 £0.00 6.87 £0.00 4.01+£0.14
Serina 3.12 £0.00 3.35£0.00 495 +0.22
Prolina 4.82 £0.00 6.01 £0.00 4.86 £0.37
Cisteina 0.01 £0.00 0.001 £0.00 0.15 +£0.07
Asparagina 0.001 £0.00 0.001 £0.00 -
Acido aspartico 5.66 £0.00 6.37 £0.00 495 +0.22
Glutamina 0.001 £0.00 0.001 £0.00 -
Acido glutdmico 8.01 £0.00 8.12 £0.00 17.85 +0.67
Arginina 5.47 £0.00 5.82 £0.00 7.36 £0.15
Tirosina 2.59 £0.00 3.02 £0.00 349 £0.10
Totales 59.85 £0.004 66.39 +0.001 85.34 +3.84
Esenciales 21.19£0.001 23.97 £0.00 33.92+2.14
No esenciales 38.66 +0.003 42.42 +0.001 51.42+493
Relacién E/NE 0.55 + 0.00 0.57 £0.00 0.66 £0.00

Cada valor representa la media + desviacion estdndar. *Zhang et al. (2022).

Los aminodcidos esenciales de SpPb y SpPI registraron altos contenidos de leucina seguido de
valina e isoleucina, mientras que metionina y triptéfano presentaron los contenidos més bajos. La

contribucion de aminodcidos esenciales fue comparativamente mas alta en SpPI (23.97 g/100 g)
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que en SpPb (21.19 g/100 g). En cuanto a los aminodcidos no esenciales, el dcido glutdmico
seguido de alanina, 4cido aspdartico y arginina exhibieron los valores mds altos mientras que
cisteina, asparagina y glutamina presentaron los valores mds bajos. Una comparacioén entre los
perfiles de aminoacidos no esenciales mostré contenidos mayores para SpPI (42.42 g/100 g) que
para SpPb (38.66 g/100 g). Resultados similares fueron reportados por Bashir et al. (2016) y
Lupatini et al. (2019) quienes determinaron que la proteina concentrado de Spirulina platensis
presentaron mayores contenidos de aminodcidos que la biomasa en polvo. El perfil de aminoacidos
de SpPI en comparacion con el SPI mostré valores mas bajos, a excepcion de alanina, prolina y
acido aspdrtico. Sin embargo, debido a que SpPI contiene todos los aminodcidos esenciales puede

considerarse como fuente para proveer estos nutrientes.
2.4.1.4 Propiedades funcionales

El efecto del pH sobre las propiedades funcionales (PS, WAC, EC y FC) de SpPb, SpPIy SPI se
muestran en el Cuadro 2-3. La minima PS se detecté a un pH 3 para SpPb y SpPI, mientras que
para SPI fue a un pH 4, pH que corresponden al punto isoeléctrico (pI) de las proteinas evaluadas,
por el contrario, la maxima PS alcanzada se observ6 a un pH 12. SpPI en comparacién con SpPb
mostré un aumento significativo (p < 0.05) alcanzando valores comparables a SPI (p > 0.05). En
general la PS aumento significativamente (p < 0.05) a pH superiores e inferiores al pI respectivo
para cada muestra. Benelhadj et al. (2016) encontraron el mismo comportamiento (con valores
maés bajos de solubilidad) en una proteina aislado de Arthrospira platensis obtenida mediante

extraccion quimica.
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Cuadro 2-3. Propiedades funcionales de la biomasa en polvo de espirulina (SpPb), proteina aislado de espirulina (SpPI) y proteina aislado de soya

(SPD) en funcién del pH.
Propiedad pH
funcional
(%) Muestras 1 2 3 4 5 7 9 11 12 13
Soph 2188+ 1781+ 320+ 2499+ 3128+ 4283+ 4983+ 5839+ 6225+ 4882+
Solubilidad p 0.03¢ 0.66" 065  0.54% 0.30™ 1.48 0.55" 0.25¢ 0.19° 0.63"
dé’ “roltelinaas Sopl 3065+ 2292+ 913+ 3460+ 4445+ 5664+ 6850+ 8287+ 8778+ 7381+
p(PS) p 0.13™ 0.4  (032° 0.09' 0.22 0.14 0.46° 0.04" 0.31° 0.37¢
SPI 5047+ 458+ 2795+ 1160+ 3906+ 5101+ 6465+ 7960+ 8605+ 7972+
0.60" 0897 028"  0.09° 0.81¥ 1.42" 040 0.22°¢ 0.45° 021¢
Gopy  22425% 28455% 16747% 18428+ 21830+ 30625+ 33976+ 36148+ 400.26+ 33464+
Capacidad p 0.63" 0.45° 057" 078" 0.67" 0.46° 0.69™ 071 0.82! 0.43"
deabsorcion 27395+ 36392+ 21947+ 26059+ 27673+ 357.82+ 51369+ 679.14+ 82849+ 636.07 %
de agua p 0.49¢ 046 073" 0.64" 0.40° 0.69' 0.65' 0.44¢ 0.48° 0.29"
(WAC) - 74415+ 98396+ 63920+ 22858+ 30684+ 91669+ 112132+ 142875+ 4371+ 1688+
0.24f 0.69° 0.39" 0.79° 0.22° 0.63¢ 0.94 0.61° 0.34* 0.57
Cabacidad Soph 4825+ 5017+ 000+ 000+ 5025+ 5992+ 5642+ 4767+ 3933+ 2804+
a(‘gg)l & p 0.29' 0.30" 0.00° 0.00° 0.29" 0.36° 0.22¢ 0.307 0.30" 0.11°
estabi]iga . Sopl 4375+ 4796+ 000+ 000+ 5508+ 6979+ 6688+ 5517+ 4633+ 3408+
ES) p 0.14' 0115 0.000 0.00¢ 0.22¢f 0.15° 031 0.36% 0.22 0.15°
emulionanie SPI 4679+ 5458+ 4792+ 000+ 000+ 5617+ 6708+ 5975+ 5275+ 4221+
0.29% 0220 0220 0.00° 0.00° 0.22°% 0.25 0.14¢ 0.52¢ 023"
Sop 13220+ 12273+ 10498+ 11569+ 13000+ 13889+ 14870+ 16667+ 17606+ 152.32+
Canacidad p 196™ 157  1.89° 1.70° 17399 160™° 158 128" 163" 128N
N P;mame Sopl 16548 + 14647+ 12640+ 13889+ 15897+ 17983+ 19250+ 22613+ 238.10% 214.64+
p(F o p 2.84i 1.95™  144pd 118 (320K 2.11% 1.44% 2.08 1.25% 0.98¢
- 14574+ 14940+ 13519+ 12296+ 13791+ 14767+ 16052+ 18788+ 19489+ 183.86z+
1.48™ 2508 214% 246" 229%  233m 2530 2.64%" 1640 1.61°%

Cada valor representa la media + error estdndar. ***, Diferentes superindices en las mismas filas de cada propiedad funcional indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).
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El WAC mas alto para SPI se registré a pH 11, mientras que para SpPb y SpPI fue a pH 12 con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), el WAC de SpPI fue més del doble en
comparaciéon con SpPb. Este aumento podria atribuirse a numerosos sitios de unién hidréfilos
superficiales, debido a que los cambios de pH conducen a la exposicién o captura de los sitios de
unién al agua (Benelhad] et al., 2023). La minima WAC se obtuvo a pH 3 para SpPb y SpPI,
mientras que para SPI fue a pH 13, cambios de pH cercanos al pl o extremadamente alcalinos

afectan la estructura de las proteinas ocasionando el entierro de los sitios de unidn hidréfilos

(Bertsch et al., 2021).

La méaxima EC se registré a pH 7.0 para SpPb y SpPI, mientras que para SPI fue a pH 9, con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). Mientras que a pH de 4-5 para SPI y a pH
de 3-4 para SpPb y SpPI no se formaron las emulsiones, debido a que en estos pH las proteinas
presentan su minima solubilidad por lo que no lograron desplazarse rdpidamente a la interfaz
agua/aceite. La carga eléctrica de las proteinas disminuy6 ocasionando una baja intensidad de las
fuerzas repulsivas electrostdticas entre las gotas de aceite que se asociaron formando agregados

(Benelhadj et al., 2016; Damodaran, 1996).

En cuanto a la ES al efecto del calor sobre las emulsiones formadas en funcién al pH (1-13), no se
vieron afectadas significativamente (p > 0.05) por el tratamiento térmico (80 °C) al cual fueron
sometidas durante 30 min. A pH por encimay por debajo del pH isoeléctrico, las emulsiones fueron
estables a la formacion de crema y floculacion. Sin embargo, a pH isoeléctricos no se lograron
formar las emulsiones, observdndose la separacion completa de las fases cuando las muestras
fueron centrifugadas. SpPI puede ser aplicado en la industria cdrnica por su capacidad de mejorar
la formacidn y estabilidad de las emulsiones cérnicas que se caracterizan por presentar pH de 5.0-
7.0, donde la EC de SpPI fue significativamente mayor (p < 0.05) que SPI, ampliamente utilizado

en esta propuesta.

La maxima FC se registré a pH 12 con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre
las muestras evaluadas (Cuadro 2-3). La mayor FC de SpPI (238.095%) obtenida en el presente
estudio fue comparable con una proteina concentrado de Spirulina platensis (226.460%) a pH 8
(Lupatini et al., 2019). La minima FC se observé a pH 4 para SPI, mientras que para SpPb y SpPI
fue a pH 3. A valores por debajo o por encima del pl de las proteinas evaluadas la FC aumenta, de

manera similar a los hallazgos mencionados anteriormente en las propiedades funcionales de PS y
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WAC. Este comportamiento se debe al aumento de la carga eléctrica y a la repulsion electrostatica
ocasionada por las cargas netas de las proteinas que tienden a difundirse con rapidez en la interfaz
aire-agua para rodear a las burbujas de aire (Damodaran, 1996). Benelhadj et al. (2016) reportaron
que la FC de una proteina aislado de Spirulina platensis depende del pH, alcanzando valores
mayores al 250% a pH alcalinos. Mientras que los efectos del pH (3,7 y 12) en la FS de SpPb,
SpPIy SPI a diferentes tiempos en el rango de 0 a 60 min se muestran en la Figura 2-2. El volumen
de espuma registrado después de los 30 min de reposo para las muestras evaluadas fue mayor (p <

0.05) a pH 12 en comparacién a pH 3.

\. AAAAA o - Sppb (pH 3)

AAAAA SpPb (pH 7)
& SpPb (pH 12)
--@- - SpPI (pH 3)
--®-- SpPI (pH 7)

--A-- SpPI (pH 12)

Foam stability (%)

—e@ —SPI (pH3)
—m—SPI (pH7)

— & —SPI (pH 12)

Time (min)

Figura 2-2. Estabilidad de la espuma (FS) de biomasa en polvo de espirulina (SpPb), proteina aislado de
espirulina (SpPI) y proteina aislado de soya (SPI). ®**, Diferentes superindices indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).

La FS de las muestras evaluadas disminuy6 significativamente (p < 0.05) con el tiempo en cada
uno de los pH evaluados, drasticamente a partir de los primeros 5 min donde se redujo alrededor
del 100%. La baja FS podria atribuirse a que SpPb, SpPI y SPI no lograron formar peliculas
interfaciales eldsticas y densas que permitieran una mayor FS y, por lo tanto, la fuerte tension
superficial del agua ocasion6 que las burbujas formadas se rompieran inmediatamente (Benelhad
et al., 2016). Sin embargo, a partir de los 10 min las espumas formadas se conservaron estables

durante mas tiempo.
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En cuanto a la OAC de SpPb, SpPI y SPI se determiné en funcién a su presencia en diferentes
concentraciones en el rango de 0.4 a 10.0% de muestra (Figura 2-3). Los valores de OAC mads
altos se registraron a 0.4% de SpPb, SpPly SPI (649.59%, 736.15%, 814.79%, respectivamente),
con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). A causa de la mayor disponibilidad de
grupos lipofilicos que permitieron la facil penetracion y retencion de aceite en la concentracion

minima de las muestras evaluadas (Lupatini et al., 2019).
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Figura 2-3. Capacidad de absorcion de aceite (OAC); A biomasa en polvo de espirulina (SpPb), @ proteina

abced

aislado de espirulina (SpPI) y m proteina aislado de soya (SPI) en el rango de 0.4 a 10.0% de muestra. *,
Diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Las diferencias de OAC se deben principalmente a la existencia de aminodcidos con cadenas
laterales no polares que presentan mayor afinidad por moléculas lipidicas en cada una de las
muestras (Lin et al., 1974). Debido a que, durante la obtencién de la proteina aislado, la
desnaturalizacion parcial de las proteinas permite la exposicion de las cadenas laterales no polares
que interactian con las cadenas aliféticas de los lipidos, contribuyendo en una mayor absorcion de
aceite (Mao y Yufei, 2012). Por otro lado, los valores de OAC minimos se produjeron al 10.0% de
las muestras evaluadas, con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). Lupatini et al.

(2019) reportaron resultados similares para una proteina concentrado de Spirulina platensis
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(75.97% proteina), el OAC méaximo (845.77%) se produjo al 0.4%, mientras que el minimo valor

(353.36%) se obtuvo al 4.0%, porcentaje mds alto evaluado.
2.4.2 Caracterizacion de las pastas y del embutido carnico

La estabilidad de la emulsion de las pastas carnicas antes de la coccion, expresada en pardmetros
de liquido total liberado, liberacion de grasa y agua, es un factor importante que afecta la calidad
de los embutidos carnicos (Jeong y Han, 2019). Como se muestra en el Cuadro 2-4, los
tratamientos evaluados mostraron diferencias significativas (p < 0.05), T4 present6 los valores mds
bajos de liquido total liberado, liberacion de grasa y agua; mientras que T1 mostro los valores mas
altos. En cuanto a la WAC de las pastas cdrnicas (T1-T4), no se registraron diferencias
significativas (p < 0.05), esto podria deberse al contenido de carbohidratos de SpPI. En un estudio
reciente, Boskovic et al. (2023) resaltaron la importancia de los carbohidratos en la WAC de las

salchichas Frankfurt de cerdo.

Cuadro 2-4. Estabilidad de la emulsion (ES) de las pastas carnicas formuladas con la inclusién de SpPI al

15, 10y 5%, y pasta cérnica control (100% SPI).

Tratamientos
Parametros de estabilidad
T1 T2 T3 T4
Liquido total liberado (%) 6.95 + (.03 5.65+0.02° 4.22+0.03° 3.51+0.03¢
Liberacion de grasa (%) 0.66 £0.01° 038 +£0.01> 0.23 +£0.002¢ 0.13 +0.001¢
Liberacién de agua (%) 6.29 + (.03 527 £0.03° 3.99 +0.03° 3.37 +0.03¢

WAC-Pc (g H20 absorbida/g
) 0.20 £0.002“  0.20 £0.001“ 0.20 £ 0.002“ 0.20 +0.001¢
carne

T1: 15% SpPI, 85% SPI; T2: 10% SpPL, 90% SPI; T3: 5% SpPI, 95% SPI; T4: 0% SpPI, 100% SPI; SpPI:
proteina aislado de espirulina; SPIL: proteina aislado de soya. Cada valor representa la media + error
estdndar. **, Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0.05).

En el Cuadro 2-5 se muestra la caracterizacion fisicoquimica, proximal, el anélisis de perfil de
textura y fuerza de corte de los embutidos carnicos con la inclusién parcial de la proteina aislado
de espirulina y soya (Figura 2-4). Las pérdidas por coccién y el rendimiento de coccién del
embutido carnico se relacionan principalmente con los pardmetros de estabilidad de la emulsion
de las pastas cdrnicas formuladas durante el tratamiento térmico. Aunque los valores obtenidos no

mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05), se observé que con el aumento de
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la concentraciéon de SpPI las pérdidas por coccién disminuyeron y por consiguiente aumenté el

rendimiento de coccion.

Cuadro 2-5. Caracterizacion fisicoquimica, proximal, andlisis de perfil de textura y fuerza de corte de

embutidos cdrnicos con la inclusién de SpPI al 15, 10 y 5%, y embutido cdrnico control (100% SPI).

Tratamientos
T1 T2 T3 T4
Parametros fisicoquimicos

Pérdida por coccion (%) 279 £0.11¢ 2.95+0.11¢ 3.08 £0.10° 3.25 £0.20°
Rendimiento de coccién (%) 97.290 £0.11  97.14£0.11  97.02+0.09° 96.86 £0.19°
Color L* 5928 £0.48°  6738+0.37° 69.80+0.40" 7822+0.31
a* 748+0.16°  -620+0.17° -4.80+0.05"  1.00 +0.03
b* 18.08 £0.06° 1848 £0.50  18.21+£0.20° 18.78 +0.07¢

aw 0.99 £0.002  0.99 £0.002“  0.99 £0.001“  0.99 +0.001°

pH 6.28 £0.002  6.29 £0.002“  6.29 £0.002“  6.28 +0.002°

Parametros proximales
Humedad (%) 65.73 £0.63“  66.18 £0.26" 6645+0.14° 6643 +0.18"
Grasa (%) 1349 +£0.24° 13.17+0.23“  13.18 £0.18 13.04 £0.16"
Proteina (%) 1255+0.22¢ 13.79+0.06° 14.81+0.06" 16.33 +0.02
Cenizas (%) 1.89 +0.02° 1.93 £0.01" 1.93 £0.004”  1.99 +0.01°
Carbohidratos (%) 6.34 +£0.17¢ 493 £0.07" 3.63 £0.03° 2.22 +0.06¢
Parametros de TPA
Dureza (N) 2124 £0.38° 22544 +0.355“ 2141+029° 21.38+0.35°
Elasticidad (mm) 1.04 £0.03“  1.034+£0.022 1.02+0.01¢ 1.04 £0.02°
Masticabilidad (N) 839 +0.24 8415+0.284" 7.96 £0.12° 8.69 £0.19°
Gomosidad (N) 8.12£0.25  8.187+£0.208°  7.79 £0.12° 8.44 £0.41°
Cohesion (adimensional) 0.25+£0.03“  0.352+0.080“ 0.32 £0.02¢ 0.23 +0.06"
Parametro de WBSF

Fuerza de corte (N) 523 +£0.10° 5.462+0.062°  5.53 £0.02° 5.28 £0.10°

T1: 15% SpPI, 85% SPI; T2: 10% SpPI, 90% SPI; T3: 5% SpPI, 95% SPI; T4: 0% SpPI, 100% SPI; SpPIL:
proteina aislado de espirulina; SPI: proteina aislado de soya. Cada valor representa la media + error

estdndar. **, Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0.05).
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Figura 2-4. Aspecto visual de los embutidos carnicos formulados a. T1 (15% SpPI, 85% SPI), b. T2 (10%
SpPL, 90% SPI), c. T3 (5% SpPIL, 95% SPI), d. T4 (0% SpPl, 100% SPI). SpPI: proteina aislado de
espirulina; SPIL: proteina aislado de soya.

La aceptabilidad y calidad de los productos cérnicos estdn influenciadas por su color. Los
pardmetros de color (L* y a*) de los embutidos cdrnicos se vieron afectados significativamente (p
< 0.05) por la inclusién de SpPl (Cuadro 2-5). Los valores de color L* y a* mds bajos se
presentaron en T1 en comparacién con T4, que dio como resultado un color més claro y amarillo.
Parniakov et al. (2018) reportaron que el reemplazo total de la proteina de soya por proteina de
microalgas (Spirulina y Chlorella) en embutidos cdrnicos resultaron en valores mds bajos debido
a la presencia de pigmentos de clorofila, ficocianina y carotenoides presentes. En el presente
estudio la inclusién de SpPI fue parcial por lo que el indice b* (niveles de amarillo) no se vio
afectado significativamente (p > 0.05) en T1, T2 y T3 en comparacién con T4, por la ausencia de

SpPL.

El pH, la a, y humedad de T1, T2 y T3 no fue estadisticamente diferente (p > 0.05) de T4
Resultados similares fueron reportadas por Parniakov et al. (2018) quienes evaluaron el impacto
de la sustitucion de la proteina de soya por proteina de microalgas (Spirulina y Chlorella) en la
formulacién de rotti de pollo. Asi mismo, la inclusién de SpPI no ejercié efectos estadisticamente
significativos (p > 0.05) en el contenido de grasa (Cuadro 2-5), como lo indica Marti-Quijal et al.

(2019) en salchichas frescas de cerdo elaboradas con proteina de Spirulina (13.80%).

El contenido de proteina fue significativamente mayor (p < 0.05) en T4 mientras el mdas bajo fue
en T1. Sin embargo, ninguno de los tratamientos presenté contenidos menores a la cantidad

minima indicada en la Norma Oficial Mexicana (NMX-F-065-1984), que establece el 9.5% de

76



proteina en salchichas. Parniakov et al. (2018) y Marti-Quijal et al. (2019) indicaron que el
contenido proteico de embutidos elaborados con proteina de soja es significativamente mayor (p
< 0.05) en comparacién con diferentes fuentes proteicas como Spirulina, Chlorella, guisantes,
habas y lentejas. El contenido de cenizas en T4 presenté mayor porcentaje (p < 0.05) en
comparaciéon con el resto de los tratamientos. Mientras que el contenido de carbohidratos
incrementd conforme aumenté la concentracion de SpPI en los embutidos carnicos (p < 0.05).
Contenidos de ceniza similares (1.96-2.04%) fueron reportados por BoSkovi¢ et al. (2023) en
salchichas Frankfurt de cerdo adicionadas con Chlorella vulgaris blanca y amarilla, indicando que

la adicién de estas microalgas incrementé también el contenido de carbohidratos.

Los valores de TPA y fuerza de corte se muestran en el Cuadro 2-5. Todos los tratamientos
mostraron valores similares (p > 0.05), esto indica que la inclusidn parcial de la proteina aislado
de espirulina no tuvo ninguin efecto sobre las propiedades texturales analizadas en comparacion
con el T4. Este comportamiento se debe posiblemente a las propiedades funcionales que presentd
SpPI, cuya EC evaluada a pH de 6.0 a 7.0 fue significativamente mayor (p < 0.05) en comparacion
al SPI. Por lo tanto, SpPI a pH de 6.29 en T1, T2 y T3 proporciond una alta estabilidad
emulsionante que permitid mantener la matriz proteica y la fase continua de las emulsiones
carnicas como en T4 (Ferndndez-Lodpez et al., 2019). Resultados similares fueron reportados por
Marti-Quijal et al. (2019) en salchichas frescas de cerdo elaboradas con proteina de Spirulina
(24.49 N, 0.77 mm, 5.38 N.mm, 6.98 N, 0.28) en cuanto a pardmetros texturales de dureza,

elasticidad, masticabilidad, gomosidad y cohesion, respectivamente.

El Cuadro 2-6 muestra el contenido de aminodcidos de los tratamientos T1 y T4 del embutido
carnico. El contenido de cisteina, metionina, asparagina y triptéfano no mostré diferencia
significativa (p > 0.05) entre los tratamientos; sin embargo, presentaron las concentraciones mas
bajas (< 0.002 g/100 g). Los aminodcidos no esenciales como el dcido glutdmico y prolina fueron
los aminodcidos de mayor concentraciéon en ambos tratamientos. El 4dcido glutdmico fue
significativamente més alto (p < 0.05) en T4, mientras que prolina presentd valores mds altos en
T1. En cuanto a los aminoécidos esenciales, lisina y leucina fueron los aminodcidos predominantes
en ambos tratamientos. Lisina presentd valores significativamente altos (p < 0.05) en T1, mientras
que leucina fue significativamente mas alta (p < 0.05) en T4. Los valores mas altos (p < 0.05) de

aminodcidos totales, esenciales y no esenciales se presentaron en T1, mientras que T4 mostrd
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valores mds bajos. La relacion entre aminodcidos esenciales y no esenciales fue mds alta en T4
que en T1. Por lo tanto, la sustitucién parcial del SPI por SpPI genera un incremento en el
contenido de aminodcidos, presentando valores superiores a los reportados en la literatura

(Cofrades et al., 2017).

Cuadro 2-6. Composicion de aminodcidos (g /100 g) de los embutidos cadmicos con 15% SpPI, 85% SPI
(T1)y 100% SPI (T4)

Aminodcidos (g /100 g) Tratamiento
T1 T4
Esenciales
Valina 4.16 £0.00? 3.99 +0.00°
Treonina 2.26 +£0.002 2.20 +0.00°
Isoleucina 3.85 +£0.00? 3.81 £0.00°
Leucina 5.23 £0.00° 5.42 +0.002
Lisina 5.86 +0.002 5.75 +£0.00°
Metionina <0.001 £0.00 <0.001 £0.00
Histidina 2.94 +0.00# 2.70 +£0.00°
Fenilalanina 4.01 +£0.00? 3.97 £ 0.00°
Triptéfano 0.002 £0.00 0.002 £ 0.00
No esenciales
Glicina 2.66 +0.00% 2.63 +£0.00°
Alanina 4.72 +0.002 3.97 +0.00°
Serina 2.64 +0.00° 2.68 +0.002
Prolina 8.04 £0.00* 6.99 +0.00°
Cisteina <0.001 £ 0.00 <0.001 £0.00
Asparagina <0.001 £0.00 <0.001 £0.00
Acido aspértico 5.04 +0.00° 4.70 + 0.00°
Glutamina 0.02 +0.00° 0.03 £ 0.002
Acido glutdmico 8.49 +0.00° 8.60 +0.00*
Arginina 5.44 +0.002 5.14 +£0.00°
Tirosina 2.96 +0.00? 2.75 £0.00°
Totales 68.32 +0.0022 65.35 +£0.01°
Esenciales 28.31 £0.0012 27.85 +0.003°
No esenciales 40.01 £0.0012 37.50 £0.01°
Relacion E/NE 0.71 £0.002 0.74 +0.00°

SpPI: proteina aislado de espirulina; SPI: proteina aislado de soya. Cada valor representa la media + error
estandar. ™, Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0.05).
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Diversos autores han reportado que la adiciéon de microalgas (Spirulina y Chlorella) en bajas
concentraciones a productos carnicos genera un incremento en el contenido de la mayoria de los
aminodcidos (Parniakov et al., 2018; Marti-Quijal et al., 2019; Zug¢i¢ et al., 2018). El presente
estudio demostré que la inclusion de SpPI en la formulacion de los embutidos cérnicos
proporciond un mayor contenido de aminodcidos en comparacién con SPI. Por lo tanto, este
enriquecimiento podria generar importantes beneficios para la salud, principalmente por satisfacer

las demandas metabdlicas de aminodcidos esenciales del organismo (Cofrades et al., 2017).
2.5 CONCLUSIONES

El proceso de extraccion de proteinas de espirulina por el método de solubilizacion alcalina y
precipitacion isoeléctrica permitié obtener un contenido de proteina aislado del 77.58%. SpPI
presentd importantes propiedades funcionales (PS, FC y EC) significativamente mayores (p <
0.05) en comparacién con SpPb y SPI, este ultimo aplicado principalmente en la industria carnica
para emulsionar, dar textura e incrementar rendimientos a una amplia variedad de productos
cérnicos. La inclusidn parcial de SpPI en la formulacion de embutidos carnicos presento una EC a
pH de 6.0 a 7.0 significativamente mayor (p < 0.05) en comparacion con SPI. Por lo tanto, SpPI a
pH de 6.29 en T1, T2 y T3 proporciond una alta estabilidad emulsionante, y su inclusién a
diferentes concentraciones en los embutidos cdrnicos no tuvo efectos significativos (p > 0.05)
sobre las propiedades texturales analizadas. Pese a que T1 tenia la mayor inclusiéon de SpPI
presentd un contenido de proteina mds bajo, sin embargo, su contenido de aminoécidos totales fue
mayor que T4. Los resultados demuestran que la proteina aislado de espirulina en un 15 % de
inclusion tiene gran potencial para mejorar la calidad nutrimental de los alimentos,

especificamente en los embutidos cdrnicos, sin afectar sus atributos sensoriales de textura.
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CONCLUSIONES GENERALES

El método de solubilizacién alcalina (pH 11) y precipitacion isoeléctrica (pH 4.2) permitié obtener
una proteina aislado con un contenido del 77.58% a partir de la biomasa de espirulina (Arthrospira
maxima). La proteina aislado de espirulina presenté propiedades funcionales (solubilidad de
proteinas, capacidad emulsionante y espumante) significativamente mayores (p < 0.05) en
comparacion con la biomasa en polvo de espirulina y una proteina aislado de soya. La inclusion
de la proteina aislado en la formulacién de un embutido cdrnico mejoré su calidad nutrimental, sin
afectar sus atributos de textura. Finalmente, es indispensable realizar mds investigacion para
determinar si el SpPI podria ser utilizado para el reemplazo total del SPI, principalmente utilizado

para la formulacién de productos carnicos emulsionados.
RECOMENDACIONES GENERALES

e Llevar a cabo un pretratamiento de la biomasa en polvo de espirulina para eliminar aquellos
componentes que lograron solubilizarse (carbohidratos y minerales) durante la obtencién de la
proteina aislado.

e Llevar a cabo un andlisis sensorial de los embutidos cdrnicos formulados para determinar la
aceptabilidad de los consumidores.

e Evaluar la vida util y estabilidad de los embutidos cérnicos para determinar el impacto del
almacenamiento y obtener informacion sobre la calidad del producto.

e Explorar nuevas aplicaciones de la proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) en
alimentos, basidndose en la informacién obtenida sobre sus propiedades funcionales. Esto
permitiria ampliar su uso en la industria alimentaria y potencialmente mejorar la calidad
nutricional de los productos alimenticios.

e Se sugiere evaluar la posible presencia de alérgenos alimentarios en la biomasa en polvo de
espirulina (Arthrospira maxima) y su proteina aislado, especialmente cuando se utiliza como

ingrediente funcional en alimentos con el fin de garantizar la seguridad de los consumidores.
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ANEXOS

Al. Evaluacion de las propiedades funcionales de una proteina aislado de espirulina

(Arthrospira maxima) y su aplicacion en un embutido carnico.

|__Obietivo especificoryn__ | [ - Humedad

Cenizas
Proteina
Humedad Grasa
Caifess Carbohjdral(_)s o
Proteina
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Obtencion de la

Solubilizacion

biomasa en polvo : Obtenci(?n de la
de espirulina alcalina y proteina aislado de
(Arthrospira precipitacion espirulina (Arthrospira
_maxima - SpPb isoeléctrica i

Figura 1. Diagrama de trabajo realizado en esta investigacion.
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A2.0bjetivo especifico I y II

P 2

Figura 1. Solubilizacién alcalina para la obtencién de una proteina aislado de espirulina
(Arthrospira maxima) (SpPI). a. Biomasa en polvo de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPb); b.
Homogenizacién de SpPb y c. Aspecto visual de la mezcla final después de la homogenizacidn.

i
i

Figura 2. Precipitacion isoeléctrica para la obtencién de una proteina aislado de espirulina
(Arthrospira maxima). a. Ajuste de pH de la mezcla; b-c. Precipitacion de las proteinas antes y
después de la centrifugacion.

a b

Figura 3. Apariencia visual. a. Biomasa en polvo de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPb) y b.
Proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPI).
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Figura 4. Capacidad espumante (FC) y estabilidad de la espuma (FS) a diferentes valores de pH
(13,12,11,9,7,5,4, 3,2, 1). a. Biomasa en polvo de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPb), b.
Proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPI) y c. Proteina aislado de soya (SPI).
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Figura S. Solubilidad de proteinas (PS) en agua a diferentes valores de pH (13,12, 11,9, 7, 5, 4,
3,2, 1). a. Biomasa en polvo de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPb), b. Proteina aislado de
espirulina (Arthrospira maxima) (SpPI) y ¢. Proteina aislado de soya (SPI).
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Figura 6. Capacidad emulsionante (EC) y estabilidad de la emulsién (ES) a diferentes valores de
pH (13,12,11,9,7,5,4,3,2, 1). a. Biomasa en polvo de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPb),
b. Proteina aislado de espirulina (Arthrospira maxima) (SpPI) y c. Proteina aislado de soya (SPI).
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A3.0bjetivo especifico III.

Figura 1. Elaboracién de los tratamientos del embutido carnico. a-b. Seleccién y pesaje de los
ingredientes.

[PPSRy
Figura 3. Incorporacién de los ingredientes. a. Lardo de cerdo y Proteina aislado de soya (SPI);

b. Apariencia visual de la pasta cdmica y c. Inclusiéon de la proteina aislado de espirulina
(Arthrospira maxima) (SpPI).
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Figura 4. a. Embutido de la pasta cdrnica. b. Enfriamiento de los embutidos carnicos ¢. Apariencia
visual del embutido cdrnico (T4) después del cocimiento.

a b [ d

Figura 5. Aspecto visual de los tratamientos del embutido carnico a. T1(15% SpPI, 85% SPI), b.
T2 (10% SpPIL, 90% SPI), ¢. T3 (5% SpPIL, 95% SPI), d. T4 (0% SpPI, 100% SPI). SpPI: Proteina
aislado de espirulina (Arthrospira maxima); SPI: Proteina aislado de soya.
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Figura 6. Andlisis de las pastas cdrnicas. a-b. Determinacion de la estabilidad de la emulsion de
las pastas carnicas.
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Figura 7. Anadlisis de las propiedades texturales de las muestras del embutido carnico. a. Muestras
del embutido carnico (T1); b. Medicién de la fuerza de corte utilizando el método Warner-Bratzler
y ¢. Medicion de las propiedades fisicas de la textura mediante la técnica de Andlisis de Perfil de
Textura (TPA).

Figura 8. Caracterizacion fisicoquimica de los embutidos carnicos. a. Determinacion del
contenido de cenizas; b. Cuantificacion del contenido de grasa y ¢. Medicion pH y acidez titulable.
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Obtencion de Aislados Proteicos de Espirulina (Arthrospira maxima)
Cultivada en Zona Tropical

Ing. Mariana Inés Acateca Herndndez!, Dra. Aleida Selene Herndndez Cézares?,
Dr. Juan Valente Hidalgo Contreras®, Dra. Marfa Teresa Jiménez Munguia®, Ing. Zuemy Hernandez Nolasco 3 y Dra.
Maria Antonieta Rios Corripio®

Resumen— Los aislados proteicos (AP) son proteinas extraidas de alimentos enteros; el de soya es el aislado
vegetal mas conocido y utilizado en la industria alimentaria. Dentro de las fuentes emergentes para la obtencién
de AP se encuentran las microalgas; el género Arthrospira maxima es fuente importante de proteinas con un
contenido entre 50-60% en peso, facil digestion y puede ser cultivada con poca inversion de infraestructura. El
objetivo de este trabajo fue obtener espirulina (A. maxima) en polvo (EP) de la produccién de los cultivos a cielo
abierto en una zona tropical de la regién de Cérdoba, Veracruz, México. La EP presentd un contenido de proteina
de 60.958 £ 0.505 %, se utiliz6 el método de solubilizacidn alcalina y precipitacion isoeléctrica para la obtencién
del AP el cual present6 un contenido proteico del 77.583 + 0.505 %. La EP como el AP se caracterizé
fisicoquimicamente, se compard su estructura quimica mediante espectroscopia infrarroja FTIR y se observé un
aumento en la absorcién en la regién de las proteinas; lo cual se asocia con un incremento en la concentracién de
proteinas del AP. Se concluye que el AP de A. maxima tiene potencial para ser considerado una fuente de consumo
alterna de proteinas animal y vegetal.

Palabras clave—Proteinas, aislados proteicos, alimentos, espirulina

Introduccion
Las proteinas son componentes principales de los alimentos, debido a su importancia nutricional y comercial,
han sido estudiados con detalle por la industria alimentaria con fines tecnoldgicos y funcionales (Fernandez et al.,
1997). Derivado del incremento de la demanda proteinica en el mundo, las proteinas alternativas a la proteina animal
han llegado para innovar a la industria alimentaria. Entre ellas las de origen vegetal, cuyas caracteristicas principales
y que a diferencia de la proteina animal es que es no aportan colesterol y son ricas en fibra (Lee et al., 2020).

La proteina vegetal mds estudiada y utilizada ha sido la de soja seguido de las legumbres, cereales, frutos secos y
setas (Nagano et al., 1996, Henn et al., 1998). El desarrollo de estas nuevas fuentes de proteina presenta ventajas como
un rendimiento superior, la reduccién en los costes de produccion, la disminucion considerable del impacto ambiental
(si las comparamos con sus homdlogas procedentes de animales), la solucién a uno de los retos mas decisivos de la
industria: el acceso a alimentos sanos, seguros y comprometidos con el medio ambiente a una poblacién mundial en
constante aumento (Lee et al., 2020). Una fuente alimentaria econdmica, sostenible y de alto rendimiento de biomasa
por unidad de superficie es la microalga espirulina (Arthrospira maxima), el proceso de produccién de biomasa es
rapido y econdémico ya que puede ser utilizada para su cultivo agua potable, de rio y lluvia etc. (Torres et al., 2020).
La espirulina es una cianobacteria microscOpica, multicelular, fotosintética y filamentosa de color verde —azulado
(Wan et al., 2016). En la tierra surgié aproximadamente hace 3.6 millones de afios por un proceso evolutivo entre las
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bacterias y las plantas verdes (Zaid et al., 2015). Los aztecas la conocian como “tecuitlatl”’-excremento de piedra en
nahuatl, y era parte de su dieta basica, su produccién natural se realizaba en el Lago de Texcoco, México, un lago
alcalino (Ramirez y Olvera, 2006). En cuanto a su composicién quimica contiene proteina (50-60 %) de alto valor
bioldgico y de facil digestibilidad (Garcia et al., 2017), lo que la hace un candidato viable para la obtencién de aislados
proteicos.

El proceso de produccién de un aislado proteinico consiste bdsicamente en una concentracion y/o purificacién de la
proteina de un 70 al 90%. Para conseguir dicho propdsito se realiza una extraccién, concentracién y deshidratacion de
la proteina. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue la obtencién de un aislado proteico no convencional de espirulina
(A. maxima), la cual se ha cultivado en zona tropical.

Descripcion del Método
Produccion de espirulina

La investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, Veracruz,
MEéxico, en el drea experimental de cultivo de A. mdxima.Se utiliz6 el medio Jourdan para la produccién de la espirulina
A. maxima, las sales nutritivas sulfato de magnesio heptahidratado y nitrato de potasio se adquirieron de Fermont
(Monterrey, México), el bicarbonato de sodio y fosfato de sodio dibasico de Sigma Aldrich (Toluca, México) y se
utiliz6 agua potable baja en sales. Se utilizaron fotobiorreactores con capacidad de 5 L en condiciones de invernadero
con aeracién e iluminacion solar natural (disefio propio), durante 15 d.

La recoleccion de la biomasa se realiz6 mediante un proceso de filtrado (tela de 40 micras, 200 hilos/cm3) de un
1/3 del volumen del medio cultivo; posteriormente, la espirulina se lavé con agua potable a fin de retirar el exceso de
las sales nutritivas. La biomasa fresca y limpia se sometié a un proceso de deshidratacién (Excalibur, 2900ECB,
Estados Unidos) a 46 °C durante 4 h y la materia seca obtenida se trituré en un procesador de alimentos (Nutribullet).

Obtencion del aislado proteico de Arthrospira maxima

La obtencion del aislado proteico se llevo a cabo mediante la extraccion alcalina de las proteinas solubles presentes
seguido de la precipitacion acida cercana a su punto isoeléctrico, de acuerdo con la metodologia de Pereira et al. (2018),
con ciertas modificaciones.

Caracterizacion fisica y quimica de la espirulina en polvo y el aislado proteico

El rendimiento de la espirulina en polvo se obtuvo por diferencias de peso, con base en la siguiente ecuacioén: %
Rendimiento= (Peso del polvo de la espirulina deshidratada / Peso de la biomasa fresca) *100; donde el peso de la
biomasa fresca corresponde al material recolectado después del filtrar el medio de cultivo. La humedad se determiné
de acuerdo la metodologia propuesta por AOAC (Método 925.09) y se expresé en porcentaje (%), la actividad de agua
se analiz6 con un medidor marca Aqualab (Series 3TE; Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA); para la
determinacién del color se utiliz6 un colorimetro Konica Minolta, CR-400 bajo el andlisis de los valores L*
(Luminosidad), a*(rojo-verde) y b* (amarillo-azul) de la escala CIELab; el contenido de cenizas se realiz6 segutn la
Norma Mexicana NMX-F-066-S-1978, % de grasas en base a la norma PROY-NMX-F-615-NORMEX-2018 y la
determinacién del contenido proteico segin la Norma Oficial Mexicana NOM-F-68-S-1980.

Caracterizacion estructural de la espirulina en polvo y el aislado proteico por FTIR

Para la identificacion de los grupos funcionales presentes en la espirulina en polvo y el aislado proteico se utilizé
un espectrofotémetro Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) (Bruker, Vertex, Wisconsin, EE.UU.) mediante
el método de muestreo de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Los espectros se obtuvieron por triplicado y se
promediaron. Se utilizaron 64 barridos con una resolucién de 4 cm™' en la region espectral de 4000-400 cm™'. Para el
andlisis de los espectros se utiliz el programa Origin 6.1 (OriginLab Corpooration, EE.UU.).
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Comentarios Finales
Resumen de resultados

Produccion de espirulina

En la Figura 1 a) se muestra el cultivo de la espirulina (A. maxima) a cielo abierto en biorreactores con aeracién e
iluminacién solar natural, bajo las condiciones de temperatura entre 18 y 28 °C, ciclo de luz: oscuridad 12:12h,
aireacion continua, pH entre 10 y 11 e intensidad luminosa 40,000 lux. Valores similares han sido reportados por otros
autores (Vazquez et al., 2016; Fernandez et al., 2020). En la Figura 1 b) se muestra el proceso de obtencién de biomasa
con un periodo de 15 d entre cosecha, con base a la fase estacionaria de la curva de crecimiento celular obtenida en
una investigacién previa de Fernandez et al. (2022). Este proceso consiste en cosechar la biomasa por un método fisico
(filtracién) para posteriormente deshidratarla a una temperatura de 40 °C durante 5 h, una vez deshidratada, la biomasa
es triturada y almacenada en frascos de vidrio oscuro en un lugar fresco y seco hasta su analisis.

Figura 1. a) Cultivos de espirulina (A. maxima) que se encuentran en el drea experimental del Colegio de
Postgraduados Campus Cérdoba, Veracruz, México b) proceso de cosecha de espirulina A. maxima
Fuente: Propia (2023)

Obtencion del aislado proteico de espirulina

En la Figura 2 a) se presenta la espirulina en polvo y el aislado proteico obtenido. Para la espirulina en polvo se
obtuvo un polvo fino y un rendimiento del 10 % peso seco, el cual se asocia con la naturaleza de la espirulina ya que
su cultivo se da en condiciones acuosas, presentd visualmente un color verde que debe su tonalidad a la clorofila, su
contenido depende de la etapa de crecimiento en la que se haga la cosecha de la biomasa, obteniendo una cantidad
mayor en la fase estacionaria que en la fase exponencial (Hoseini et al., 2013). En la Figura 2 b) se presenta el aislado
proteico donde se obtuvo un polvo fino visualmente de color café, color similar encontrado en otros aislados proteicos
extraidos de guisante, frijol y garbanzo (Subagio, 2006; Kaur y Singh, 2007).

Figura 2. Imédgenes de a) espirulina (A. maxima) en polvo y b) aislado proteico de espirulina (A. maxima)
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Caracterizacion fisica y quimica de la espirulina en polvo y el aislado proteico

Los valores de la caracterizacion fisica y quimicas de la espirulina en polvo y el aislado proteico se presentan en
el Cuadro 1. Se obtuvo un contenido de humedad para la espirulina en polvo de 10.719+0.145 % y del aislado de
8.73120.020, este valor se encuentra dentro de lo reportado por la Norma Mexicana NMX-F-508-1988. Ambos valores
de humedad evitan que el producto final sea susceptible a contaminacién por microorganismos (Stramarkou et al.
2017). La actividad de agua fue de 0.406% para la espirulina en polvo y de 0.350 % para el aislado, resultado que
favorece a la estabilidad de la espirulina y el concentrado durante almacenamiento. En cuanto al contenido de cenizas
en la espirulina en polvo se obtuvo un valor de 9.637 +0.138 % valor que disminuyo en el aislado proteico; sin embargo,
se encuentra dentro del valor establecido por la Norma Mexicana NMX-F-508-1988 (valor minimo del 2 % y maximo
del 9%). Da Silva et al. (2019) obtuvieron un contenido de cenizas del 6.2% en base seca y dicho valor lo asocian por
su riqueza en minerales. El contenido de proteina en la espirulina en polvo fue de 60.958+0.505 %. La FAO, (2008)
menciona que la espirulina tiene alto contenido en proteinas (50-60 %), de alto valor biolégico y estos resultados son
similares a lo reportado por otros autores (Ferndndez et al. 2022; Marin et al. 2015, Garcia et al. 2003). Para la
obtencién del aislado proteico, las proteinas se solubilizaron a un pH 11 y se precipitaron a un pH 4.2 (punto
isoeléctrico de la proteina) y se obtuvo un valor de 77.583+0.505 % de proteina, el cual aumento en comparacién con
el valor de la espirulina en polvo. Pereira, (2018) menciona que el método de extraccion por precipitacion isoeléctrica
permite conseguir altos rendimientos. La espirulina es un alimento con bajo contenido de grasa menor al 5 % y es
libre de colesterol (FAO, 2008). La espirulina en polvo presenté un valor de grasa de 1.283%0.040 %, el cual fue
mayor al obtenido al aislado. En cuanto a su composicién en carbohidratos, la espirulina en polvo presenté un valor
por debajo del contenido proteico: sin embargo, forma parte de los componentes mayoritarios, el valor de contenido
de carbohidratos en el aislado proteico disminuye. Los aislados proteicos por su naturaleza quimica resultan de un
enriquecimiento del material en su contenido proteinico, mediante una separacién paulatina de sus componentes no
proteinicos como los lipidos, fibra, carbohidratos, minerales, entre otros (Nazari et al., 2018).

Cuadro 1. Valores de la caracterizacién fisicoquimica de la espirulina en polvo y del Aislado proteico de Arthrospira
maxima

Humedad it Cenizas Proteina Grasa @ Carbohidratos Color
Biomasa L 5383 +1.165
10719+ 0460 9637+ 60958+ 1283+  28121% -
0.145 % 0138% 0505%  0040%  0569% & -7433:0633
b* | 3.580 £ 0.541
Aislado L 10270 £ 0.280
8731+ 0350 3347+ 77583+ 0713+ 18.355 + i
0.020 % 0170%  0505% | 0011%  0379% & 069620236

En cuanto al color los resultados mostraron que la luminosidad (L*) es baja; es decir, posee un color caracteristico
verde oscuro para la espirulina en polvo y para el aislado un color marrén. En el caso del indice a, los valores negativos
son definidos por el contenido de clorofila y las coordenadas de b dentro de parametros negativos, son resultado del
color azul que le confiere la ficocianina y la aloficocianina, de ahi que la espirulina se denominada una alga verde —
azulada. Lupatini et al. (2019) reportan pardmetros de color del alga en polvo de 19.73 + 0.340 (L *), =7.29 £ 0.26 (a
*)y 3.59 £0.09 (b *) y dichos valores los asocian a la coloracién verde — azul del alga por la presencia del pigmento
de ficocianina. El aislado present6 cambio de color derivado de la oxidacién de la ficocianina y reacciones de Maillard
(Pereira, 2008).

b* | 416 £ 0.223
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Caracterizacion estructural de la espirulina en polvo y el aislado proteico por FTIR

Los espectros FTIR de la espirulina en polvo de A. maxima y del aislado proteico se presentan en la Figura 3 ambos
espectros presentaron similitud en las bandas de absorcion de grupos funcionales asociadas a la presencia de proteinas,
carbohidratos, lipidos y 4cidos nucleicos, sobresaliendo en la regién de las proteinas las bandas amida I en 1647 cm !
asociado al enlace C=0 y amida II en 1539 cm ' enlace N-H. La presencia de carbohidratos se observé en la regién de
1200-800 cm! que corresponden a los enlaces C-O-C y C-O. La presencia de lipidos se corrobord con las bandas en
1457 y 1747 cm ! asociadas a los enlaces CH3 y C=0. Por otra parte, el aislado proteico present6 una disminucién de
la absorcién en la regién de los carbohidratos y un aumento en la regién de las proteinas, causado por el efecto de aislar
las proteinas de los demds componentes de la espirulina en polvo. Estos resultados son similares a los reportados por
Lupatini, (2019).

amida | en 1647
enlace C=0
l amida il en 1539 cm 1
erface N-H
©
=) cilos
plos 1200800
g region de carbahidratos
g aislado de proteina
e de A. m axim 3
(=}
w
Q
<
A maxim3
) T % T T T o T J T % T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

namero de onda cm’’

Figura 3. Espectros FTIR de espirulina en polvo y aislado proteico de espirulina (Arthrospira maxima) en la
regién de 2000 a 700 cm’!

Conclusiones

Este estudio demostré que es posible obtener aislados proteicos de espirulina Arthrospira maxima con un
contenido superior al 65 % utilizando el método de solubilizacién alcalina y precipitacion isoeléctrica. El analisis FTIR
nos permitié identificar las bandas de absorcién de los grupos caracteristicos de la espirulina sobresaliendo la regién
de las proteinas e identificar un aumento en la absorcién de esta regién derivado de la concentracion de proteinas. Este
aislado proteico de fuentes no convencionales tiene potencial como alternativa econdémica, rapida y de facil obtencion
de proteinas sin embargo es necesario evaluar sus propiedades funcionales para determinar su aplicacién como
ingrediente alimentario.

Recomendaciones

Se recomienda hacer un estudio electroforético para determinar qué tipo de proteinas se encuentran presentes,
asi como un perfil de aminodcidos. Por tdltimo, el uso de aislados de proteina tiene bastante interés en la industria
alimentaria, dada sus cualidades como la capacidad gelificante (formar geles), emulsificacién, adherencia, entre otros,
los cuales contribuyen al desarrollo de la cremosidad, textura, propiedades que podrian ser aprovechados para obtener
una variedad de alimentos.
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