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RESUMEN

Las microalgas son productos naturales, valiosos y con potencial para cubrir las necesidades de alimentacién. La R-Ficoeritrina
(R-PE) es un pigmento obtenido de la microalga P. cruentum que ha ganado interés como colorante rosa en alimentos. Por lo
tanto, esta investigacion se enfocé en optimizar los métodos de extraccion. Se utilizé Metodologia de Superficie de Respuesta
(RSM) con un disefio compuesto central y tres puntos centrales para evaluar la influencia del tiempo de homogenizacion,
concentracion y volumen del buffer en la obtencién de R-PE y un indice de pureza (PI) alto. Los métodos evaluados fueron
maceracion, maceracion con bafio ultrasénico y maceracion combinada con sonda ultrasonica. Las condiciones Optimas para
maceracion fueron 10 min de homogenizaciéon y 3 mL de buffer 0.1 M, para maceracion con bafio ultrasénico son 5 min de
homogenizacion con 3 mL de buffer 0.1 M y para maceracion con sonda ultrasonica fueron 7.9 min de homogenizacion con
5.7 mL de buffer 0.8 M. Los resultados mostraron el potencial de los métodos de extraccion de R-PE para ser usada como
colorante natural.
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ABSTRACT

Microalgae are natural, valuable products with the potential to cover food needs. R-Phycoerythrin (R-PE) is a pigment obtained
from the microalgae P. cruentum that has gained interest as a pink colorant in foods. Therefore, this research focused on
optimizing extraction methods. Response Surface Methodology (RSM) was obtained with a central composite design and three
central points to evaluate the influence of homogenization time, concentration and buffer volume in obtaining R-PE and a high
purity index (PI). The methods evaluated were maceration, maceration with ultrasonic bath and combined maceration with an
ultrasonic probe. The optimal conditions for maceration were 10 min of homogenization and 3 mL of 0.1 M buffer, for
maceration with ultrasonic bath they were 5 min of homogenization with 3 mL of 0.1 M buffer and for maceration with
ultrasonic probe they were 7.9 min of homogenization with 5.7 mL of 0.8 M buffer. The results showed the potential of R-PE
extraction methods to be used as a natural dye.
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INTRODUCCION

Las microalgas son productos naturales y valiosos por su contenido de compuestos bioactivos y nutrientes. Son
ricas en proteinas, aminoacidos, vitaminas, varios minerales, polisacaridos, esteroles y &cidos grasos (Durmaz et
al., 2020). Recientemente, la preocupacion por problemas de salud y seguridad en el consumo de alimentos
procesados ha aumentado, por lo que las microalgas han sido tendencia en aditivos naturales y se espera que también
lo hagan como nutracéuticos. Debido a esto, muchas empresas han iniciado en la comercializacion de alimentos
funcionales que contienen biomasa de microalgas (Levasseur et al., 2020). El alto contenido de proteina de varias
especies de microalgas ha sido una de las principales razones para considerarlas como una fuente de alimento
(Paggi, 2019).

La ficoeritrina (PE) es una proteina que se encuentra abundantemente en Porphyra sp. y representa del 1.3 a 1.5%
de la biomasa seca. Esta molécula es soluble en agua y también fluorescente, ademas de pertenecer a la familia de
las ficobiliproteinas (PBPs). La PE posee una buena estabilidad en un rango de pH de 3 a 10, pero un tratamiento
térmico encima de 40°C reduce notablemente la intensidad del color (Simovic et al., 2022). La PE se encuentra en
algunas cianobacterias unicelulares que viven en ciertas condiciones de luz, casi siempre son algas rojas. Estas algas
muestran una fuerte absorcion en la region verde del espectro visible de 480 nm a 570 nm y una emision de
fluorescencia densa a 575 nm aproximadamente. Estas proteinas se pueden clasificar segun los espectros de
absorcion, en tres subgrupos: B-PE (B-ficoeritrina) con un pico maximo de absorcion a 545 nm y un hombro a 495
cm, R-PE (R-ficoeritrina) con picos méximos de absorcion a 565, 545 y 495 nm, mientras que C-PE (C-ficoeritrina)
tiene picos maximos de absorcion a 563 0 543 y 492 nm (L. et al., 2020). Otra clasificacion es segln la fuente de
la PE en B, Ry C; “B” es para Bangiales, “R” para Rhodophyta y “C” para Cianobacteria (Mittal et al., 2017).

El pigmento R-PE, posee propiedades fluorescentes y antioxidantes. Este también ha ganado interés como colorante
rosa natural en alimentos, cosméticos y medicamentos. Solamente pocos estudios han usado R-PE directamente en
aplicaciones en alimentos (Garcia et al., 2021). Debido al potencial de la R-PE para la fortificacion y coloracion de
los alimentos, asi como la necesidad de reemplazar a los colorantes sintéticos, se ha comenzado a utilizar como
colorante alimentario en Asia (Simovic et al., 2022). Entre las aplicaciones de PBPs en alimentos se encuentran
postres de gelatina, puddings, masa madre, bebidas lacteas y refrescos, pero también se necesita soportar su uso con
pruebas de toxicidad. En Europa no existe una autorizacion para usar PE como colorante o aditivo alimentario. Por
lo que se necesita que, en un futuro, exista una mayor investigacion enfocada en la interaccién de PBPs con
alimentos, estabilizadores y su biodisponibilidad (Pereira et al., 2020).

Actualmente, la tendencia es impulsar la bisqueda de alternativas naturales para alejarse de los aditivos artificiales
y asi reemplazar los compuestos sintéticos. Desafortunadamente, los colorantes naturales son quimicamente mas
inestables. Estos muestran una gran sensibilidad al calor, pH, luz, oxigeno y condiciones de procesamiento (Pereira
et al., 2020). Las microalgas revelan su potencial de forma visible para cubrir las necesidades de alimentacion de
forma sostenible. La riqueza de sus compuestos puede favorecer al desarrollo de una industria alimentaria fundada
en microalgas con la finalidad de producir y usarlas para crear productos alimenticios funcionales e innovadores y
asi obtener beneficios viables para la salud (Caporgno & Mathys, 2018). Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar y optimizar diferentes métodos de extraccion para la obtencién de R-PE a partir de la
microalga Porphyridium cruentum.

MATERIALES Y METODOS

La microalga P. cruentum se obtuvo del Laboratorio de Remediacion Ambiental y Andlisis de Aguas, Suelos y
Plantas de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y se preservd a 26°C para la
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experimentacion. Esta se cultivé en Medio F2 modificado nutriente (Guillard and Ryther, 1962; Guillard, 1975) el
cual consisti6 en (g L?): NaNOs (75), NaH,PO4.2H,O (3.842), Na;EDTA (0.436), FeCls;.6H,O (0.315),
CuS04.5H,0 (0.01), ZnS04.7H20 (0.022), CoCl2.6H,0 (0.01), MnCl,.4H,0 (0.18). Se mantuvo el cultivo liquido
estéril a 26 + 2°C, bajo aireacion continua y con un fotoperiodo de 12 h con 1000 Klux.

Métodos de extraccion

Para la obtencion de R-PE se analizaron tres métodos de extraccion: maceracion, maceracion con sonda ultrasénica
y maceracion con bafio ultrasénico (Pereira et al., 2020). Para todos los experimentos se utilizaron 0.1 g de biomasa
liofilizada de P. cruentum, la cual se lavé con 10 mL de agua destilada y se homogeniz6. Se centrifugé (Civeq 80-
2, Velaquin) durante 10 min a 4000 rpm a 25 °C y el pellet se suspendi6 en diferentes concentraciones de buffer
NaH,PO4 (0.1, 0.5y 1 M, pH 6.8) con diferentes volimenes (3, 5y 7 mL), posteriormente se homogenizé con la
ayuda de un agitador magnético durante diferentes periodos de tiempo (5, 10 y 15 min). Para el tratamiento 1 que
fue maceracion, la suspension se molié con un mortero y un pistilo por 10 min (Fig. 1a). En el tratamiento 2 que
combind la maceraciéon con el bafio ultrasénico, la suspension previamente macerada se sometié a un bafio
ultrasonico frio (PS-08A, Generic) durante 30 min (Fig. 1b). Para el tratamiento 3 con sonda ultrasonica, la
suspensién previamente macerada se coloc6 en un bafio frio y se sonicé con una sonda ultrasénica (8M2004,
Generic) durante 4 min (Fig. 1c). Posteriormente las muestras se centrifugaron 10 min a temperatura ambiente a
4000 rpm (Civeq 80-2, Velaquin) y se descartd el pellet. El sobrenadante se analizé en un espectrofotometro
(Evolution 201, Thermo Scientific) a 564, 592, 455 y 280 nm.

Figura 1. a) Maceracion b) Bafio ultrasonico c) Sonda ultrasonica.

Cuantificacion de ficobiliproteinas

La cuantificacion de la R-PE extraida se hizo con la Ec. (1) (Pereira et al., 2020):
R — PE = [(Ases — Asoz) — (A4ss — Asez) * 0.2] x 0.12 @

Donde Asgs €s la absorbancia méaxima de R-PE. Asg, Y Asss son las absorbancias minimas para la correccion de linea
base, 0.12 es el coeficiente de absorcion para R-PE y 0.2 es la constante de correccién. El rendimiento de R-PE se
expres6 en mg R-PE/g de biomasa. La pureza de los extractos se determind mediante el indice de pureza (purity
index, PI) con la Ec. (2). Donde Ase. €s la absorbancia maxima de R-PE y Az es la absorbancia de proteinas totales
(Pereira et al., 2020).

Pl = Age4/A2s80 (2)
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Disefio experimental

Se utilizé Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) con un disefio compuesto central y tres puntos centrales.
Diferentes condiciones de tiempo de homogenizacion, concentracion y volumen de buffer fueron evaluadas. Los
rangos de las variables independientes entre los limites superior e inferior se establecieron de acuerdo a la Tabla 1.
Mediante el software Design Expert (Version 12) se investigaron los efectos de los pardmetros, asi como la
prediccion de las condiciones dptimas. Resultaron 17 corridas experimentales (Tabla 2).

Tabla 1. Rango de niveles de variables.
Variables Independientes  Factor Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)

Tiempo de homogenizacion A 5 10 15
Concentracion buffer B 0.1 0.5 1
Volumen buffer C 3 5 7

Tabla 2. Corridas experimentales.

Run A B C
1 15 1 7
2 10 0.5 3
3 10 0.5 5
4 10 0.5 5
5 15 0.1 3
6 10 0.1 5
7 10 0.5 5
8 5 1 7
9 15 0.5 5
10 5 1 3
11 5 0.1 7
12 15 0.1 7
13 10 0.5 7
14 5 0.1 3
15 15 1 3
16 10 1 5
17 5 0.5 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Modelo matematico para las respuestas basado en los resultados de ANOVA

Para las variables respuesta analizadas se utilizaron las ecuaciones polinomiales de segundo orden mostradas, segun
los resultados de ANOVA. Para el tratamiento con maceracion las Ec. (3) y (4) corresponden a R-PE y PI
respectivamente. Las Ec. (5) y (6) presentan el tratamiento con maceracion y bafio ultrasonico, R-PE y PI. Para el
tratamiento con maceracion y sonda ultrasénica, las Ec. (7) y (8) corresponden a R-PE y PI.
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R — PE,; = +0.223067 + 0.001504(A4) — 0.181295(B) — 0.051083(C) + 0.00226(A)(B) + 0.000473(A)(C) +
0.022629(B)(C) — 0.000138(A42) + 0.043217(B?) + 0.002712(C?) — 0.000666(4)(B)(C) (3)

Pl = +0.834922 + 0.025673(A) — 0.534188(B) — 0.200066(C) + 0.006284(A)(B) + 0.001429(4)(C) +
0.086424(B)(C) — 0.001411(A2) + 0.052029(B?2) + 0.012478(C?) — 0.002036(A)(B)(C) (4)

R — PEy.p- + 0.225493 — 0.003535(4) — 0.166264(B) — 0.042258(C) + 0.002536(A)(B) + 0.000216(4)(C) +
0.017579(B)(C) + 0.000125(A2) + 0.040599(B?2) + 0.002265(C2) — 0.000459(A)(B)(C) (5)

Ply.s = +0.820108 + 0.012034(A4) — 0.334381(B) — 0.169899(C) + 0.000194(4)(B) — 0.001099(A4)(C) +
0.031307(B)(C) — 0.000541(42) + 0.040362(B?) + 0.013475(C2) — 0.001085(4)(B)(C) (6)

R — PEy.s- + 0.170090 — 0.008748(4) — 0.184203(B) — 0.014912(C) + 0.007213(A)(B) + 0.001023(4A)(C) +
0.026074(B)(C) + 0.000178(A2) + 0.040229(B?) — 0.001227(C?) — 0.001382(4)(B)(C) 7)

Ply,s = +0.260159 + 0.008317(4) — 0.172152(B) + 0.054068(C) + 0.018901(4)(B) — 0.001660(4)(C) —
0.026801(B)(C) — 0.000572(A2) + 0.181331(B2) — 0.005896(C?2) + 0.000425(A4)(B)(C) (8)

Los resultados experimentales obtenidos de las 17 corridas y los predichos para R-PE y PI para los tres
tratamientos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento de R-PE y PI para maceracion.

R-PE (mg/g) Pl R-PE (mg/g) Pl R-PE (mg/g) Pl
Exp.2 Pred.’ Exp.? Pred.® Exp.2 Pred.” Exp.? Pred.’ Exp.2 Pred.® Exp.2 Pred.
0.019 0.175 0.237 0.654 0.021 0.164 0.260 0.645 0.019 0.118 0.307 0.258
0.046 0.132 0.330 0.492 0.045 0.157 0.332 0.641 0.027 0.108 0.238 0.252
0.039 0.095 0.282 0.355 0.040 0.169 0.288 0.675 0.044 0.114 0.432 0.256
0.016 0.063 0.206 0.242 0.015 0.184 0.227 0.715 0.020 0.122 0.365 0.264
0.101 0.036 0.461 0.155 0.100 0.152 0.437 0.651 0.070 0.094 0.342 0.247
0.045 0.015 0.283 0.092 0.044 0.178 0.274 0.714 0.030 0.115 0.216 0.259
0.045 0.000 0.327 0.055 0.038 0.173 0.282 0.706 0.042 0.114 0.426 0.258
0.024 -0.011 0.263 0.043 0.023 0.183 0.250 0.728 0.023 0.119 0.235 0.262
0.030 -0.016 0.291 0.055 0.033 0.179 0.250 0.717 0.032 0.119 0.252 0.262
0.040 -0.015 0.251 0.092 0.043 0.183 0.281 0.724 0.043 0.114 0.424 0.259
0.015 -0.009 0.202 0.155 0.028 0.188 0.294 0.729 0.000 0.112 0.302 0.258
0.032 0.002 0.247 0.242 0.032 0.178 0.234 0.701 0.018 0.121 0.178 0.263
0.032 0.019 0.314 0.354 0.030 0.165 0.301 0.664 0.017 0.112 0.251 0.255
0.101 0.041 0.465 0.491 0.103 0.141 0.457 0.601 0.088 0.091 0.402 0.245
0.043 0.069 0.249 0.654 0.050 0.163 0.291 0.640 0.052 0.114 0.545 0.255
0.028 0.102 0.282 0.841 0.029 0.152 0.268 0.604 0.040 0.117 0.395 0.255

Run
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17 0.019 0.141 0.182 1.053 0.030 0.157 0.248 0.604 0.031 0.120 0.256 0.257

aV/alores experimentales de respuesta.
®V/alores predichos de respuesta (RSM).

Tratamiento con maceracion

Los resultados reales y predichos del rendimiento de R-PE y Pl con el tratamiento de maceracion se muestran en la
Tabla 3. Se realiz6 un analisis de la aproximacion adecuada de los modelos sugeridos utilizando un gréfico de
residuos para R-PE y Pl (Fig. 2a y 3a). La correlacion lineal entre los residuos estudiados se grafico contra la
probabilidad normal y demostrd un buen ajuste entre los datos pronosticados y los datos reales del tratamiento con
maceracion, donde se observa que los datos se distribuyen sobre una linea. Por lo tanto, este modelo matematico
puede usarse para predecir la obtencién de R-PE y PI con maceracién. En la Fig. 2b se muestra el efecto del tiempo
de homogenizacién y la concentracion del buffer en el tratamiento con maceracién, donde se aprecia que la
disminucién en la concentracion del buffer hasta 0.1 M increment6 la obtencion de R-PE, mientras que, para el
tiempo de homogenizacion, con poca variacién, los valores mas altos fueron superiores a 10 min. En los valores de
Pl con maceracion (Fig. 3b) se vio una tendencia similar al aumentar con la disminucién de la concentracién del
buffer y mantenerse el tiempo de homogenizacion més de los 10 min.

R-PE estimada (mg/g de biomasa)
1

T T T T T I
0.02 o 0.06 008 01 0.12

R-PE real (mg/g de biomasa)

e

Pl estimada

Pl real
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Figura 3. a) Valores pronosticados de PI versus la respuesta real. b) Efecto de Ay B en PI.

Tratamiento con maceracién y bafio ultrasénico

Los resultados reales y predichos del rendimiento de R-PE y PI con el tratamiento de maceracion y bafio
ultrasénico se muestran en la Tabla 3. Para el tratamiento de maceracion y bafio ultrasénico se realizé un gréafico
de residuos donde se muestra un ajuste cercano a la linea de 45 grados. Esto indica un buen ajuste entre los datos
pronosticados y los datos reales de R-PE y Pl (Fig. 4ay 5a), por lo que este modelo matematico es Gtil para predecir
la obtencién de R-PE y Pl con maceracion y bafio ultrasonico. En la Fig. 4b se muestra el efecto del tiempo de
homogenizacion y la concentracién del buffer en el tratamiento con maceracion y bafio ultrasénico, donde se
aprecia que la disminucion en la concentracion del buffer hasta 0.1 M incremento la obtencion de R-PE, ademas
el tiempo de homogenizacion mostré resultados favorables en 5 min, descendieron cerca de 10 min y se
incrementaron en 15 min. En Pl (Fig. 5b) los mejores resultados fueron con la concentracién menor de buffer y
menor tiempo de homogenizacion.
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Figura 4. a) Valores pronosticados de R-PE versus la respuesta real. b) Efecto de Ay B en R-PE.
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Figura 5. a) Valores pronosticados de PI versus la respuesta real. b) Efecto de Ay B en PI.

Tratamiento con maceracion y sonda ultrasénica

Los resultados de los tratamientos con maceracion y sonda ultrasonica, se muestran en la Tabla 3. Por otro lado, se
realizé un andlisis de la aproximacion adecuada de los modelos sugeridos utilizando un grafico de residuos para R-
PEy PI (Fig. 6ay 7a). La correlacidn lineal demostr6 un buen ajuste entre los datos pronosticados y los datos reales
del tratamiento con maceracion y sonda ultrasdnica, ya que los datos se distribuyen sobre una linea de 45 grados.
Por lo tanto, este modelo matematico puede usarse para predecir la obtencién de R-PE y Pl con maceracion y sonda

ultrasénica.

R-PE estimada (mg/g de biomasa)
R-PE (mg/g de biomasa)

T T T T T T
0 002 004 008 008 01

R-PE real (mg/g de biomasa)

Figura 6. a) Valores pronosticados de R-PE versus la respuesta real. b) Efecto de Ay B en R-PE.

En la Fig. 6b se muestra el efecto del tiempo de homogenizacion y la concentracion del buffer en el tratamiento con
maceracion y sonda ultrasonica, donde se aprecia que los resultados més altos se ubican en los rangos altos y bajos
de la concentracion de buffer y tiempo de homogenizacion. En los valores de Pl (Fig. 7b) los mejores resultados
fueron con el menor tiempo de homogenizacion y con una concentracion de buffer baja y alta, los menores

resultados correspondieron a un buffer 0.5 M.
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Figura 7. a) Valores pronosticados de PI versus la respuesta real. b) Efecto de Ay B en PI.

Los resultados obtenidos mostraron que, para la extraccion del pigmento, la maceracion es un método eficiente por
si solo o si se combina con el bafio ultrasonico. El uso de buffer 0.1 M es también parte de las condiciones 6ptimas
encontradas, mientras que lo menos significativo fue el tiempo de homogenizacion. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Pereira et al. (2020), pero obtuvieron 3.6 mg R-PE/g de biomasa con la misma concentracion de
buffer y 10 min de homogenizacién y la variable menos significativa también fue el tiempo de homogenizacién.
Sin embargo, en el estudio antes mencionado se utilizd la macroalga roja Gracilaria gracilis, lo cual pudo influir
en que los resultados que obtuvieron fueron mayores que con la microalga P. cruentum.

En la Fig. 14 se muestran los colores obtenidos de las extracciones de las 17 corridas experimentales. Algunos de
los tratamientos con maceracién y sonda ultrasénica (Fig. 13b) tuvieron un color ligeramente naranja, por lo que se
descartaron al no ser similares al color normalmente obtenido. Pereira et al. (2020) mencionan que a un periodo de
tratamiento largo en la extraccion se puede observar una degradacion de PBPs, lo cual pudo afectar el color. Por
otro lado, los colores mas intensos y caracteristicos del pigmento fueron los experimentos 5 y 14, particularmente
maceracion y bafio ultrasénico con maceracion (Fig. 13. 5ay b, 14 ay b), quienes también mostraron los resultados
més altos en la R-PE.
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Figura 8. Color de R-PE de las 17 corridas experimentales. a) Maceracion. b) Maceracion y bafio ultrasonico. c)
Maceracion y sonda ultrasonica.

CONCLUSION

La maceracion y el bafio ultrasénico con maceracion fueron los tratamientos con mejores resultados. Con 3 mL de
buffer fosfato de sodio 0.1 M con 5y 15 min de homogenizacion se obtuvieron los resultados mas altos, y el tiempo
de homogenizacion fue lo que menos influy6. Las condiciones 6ptimas para la extraccion con maceracion fueron
10 min de homogenizacion y 3 mL de buffer 0.1 M para obtener 0.099 mg R-PE/g y PI de 0.48. La extraccion con
maceracion y bafio ultrasénico tuvo condiciones de 5 min de homogenizacién con 3 mL de buffer 0.1 M para obtener
0.097 mg R-PE/g y PI de 0.44. Para la extraccion con maceracién y sonda ultrasénica fueron 7.9 min de
homogenizacion con 5.7 mL de buffer 0.8 M para obtener 0.026 de mg R-PE/g y Pl de 0.321. Estos resultados
mostraron el potencial de los métodos de extraccion en la biomasa de P. cruentum para ser una buena fuente de R-
PE y usarse como un colorante alimenticio natural.
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