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RESUMEN

La aplicacion de Spirulina maxima para la formulacion de alimentos utilizdndola como pigmento ha aumentado
en los dltimos afios por sus propiedades y beneficios a la salud. Ademas, es de interés la utilizacion de la
ficocianina por sus efectos antinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos, actuando directamente en la
reduccion del estrés oxidativo, la apoptosis y los procesos inflamatorios en modelos in vivo. Sin embargo, uno
de los problemas del uso de la ficocianina en alimentos es optimizar la extraccion a una maxima concentracion
y con una buena estabilidad. En este estudio se utiliz6 un método de extraccién en buffer de fosfatos con
agitacion como objetivo la optimizacion de los parametros del proceso tales como pH, cantidad de biomasa y
concentracion de buffer para maximizar la concentracion de ficocianina extraida, pureza y obtencion de polvos
de interés comercial, utilizando un andlisis de superficie de respuesta. El estudio mostr6 que un incremento de
la cantidad de biomasa y baja concentracion de buffer de extraccién potencializaba la produccién de ficocianina,
estos resultados dirigen hacia el uso de colorantes naturales en la industria alimentaria.
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ABSTRACT

The application of Spirulina maxima for food formulation using it as a pigment has increased in recent years
due to its properties and health benefits. In addition, the use of phycocyanin is of interest for its anti-
inflammatory, antioxidant and anticancer effects, acting directly on the reduction of oxidative stress, apoptosis
and inflammatory processes in in vivo models. However, one of the problems with the use of phycocyanin in
food is to optimize the extraction at maximum concentration and with good stability. In this study, an extraction
method in phosphate buffer with agitation was used with the objective of optimizing process parameters such
as pH, amount of biomass and buffer concentration to maximize the concentration of extracted phycocyanin,
purity and obtaining powders of commercial interest, using a response surface analysis. The study showed that
an increase in the amount of biomass and low concentration of extraction buffer potentiated the production of
phycocyanin, these results lead to the use of natural colorants in the food industry.
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INTRODUCCION

Ante la ola del movimiento de los super alimentos que lleva unos cuantos afios, se ha hecho un
enfoque en ellos para aplicarlos en la innovacion y desarrollo de la industria alimentaria, un ejemplo
de esto es la cianobacteria Spirulina platensis, la cual ha sido investigada por su aportacion
nutrimental, entre otros compuestos de interés. Esta microalga existe en el planeta desde unos tres
mil quinientos millones de afios antes del presente. Las variedades méas conocidas son la Spirulina
maxima y la Spirulina platensis. El alga se divide en dos cada 7 horas, en condiciones ideales
tedricamente puede generar unos 15.000 kg/ha anuales de material seco, pero con tecnologia
apropiada los rendimientos mejoran (Ponce, 2013). La Spirulina tiene cualidades inmunoldgicas,
antioxidantes, antiviral, protector contra el cancer, retiene metales pesados por lo que es un antitdxico.
Se ha demostrado que es un regulador contra la hiperglicemia y la hiperlipidemia (Belay, 2002).

Uno de los compuestos mas importantes en Spirulina platensis son las proteinas, en su mayor parte
son ficobiliproteinas, los cuales son pigmentos fotosintéticos, estas ficobiliproteinas se pueden
clasificar en tres grupos principales: ficocianinas (C-PC), ficoeritrinas (C-PE) y aloficocianinas (C-
APC) dependiendo del color y propiedades de absorbancia. Las c-ficocianinas son las que se
encuentran en mayor medida (Antelo et al., 2010). La extraccion de ficobiliproteinas implica la
ruptura celular y la liberacion de estas proteinas desde el interior de la célula. Las paredes celulares
de las criptofitas se rompen facilmente, pero las de las cianobacterias son extremadamente resistentes
(Zhejiang Binmei Biotecnologia Co., Ltd, 2018). Las c-ficocianinas son un pigmento soluble en agua
de color azul, ademas de ser utilizado como pigmento en la formulacion de productos alimenticios ya
gue hay opciones limitadas para la obtencion del color azul de manera natural, también se le ha dado
mayor importancia y uso por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y actividad
anticancerigenas (Chentir et al., 2018; Fernandez-Rojas, Hernandez-Juarez, & Pedraza-Chaverri,
2014).

Un problema que enfrenta la extraccion de ficocianina es las limitaciones que existen en los métodos
de extraccion ya que esto da origen a extractos con poca pureza y baja estabilidad en su
almacenamiento y durante el procesamiento de los alimentos en los cuales se utiliza. La temperatura
es vital para la extraccion de ficocianina ya que esta modifica los compuestos que se encuentran de
manera intracelular, por lo tanto esto influencia en la tasa de transferencia de masa de los compuestos
intracelulares hacia el medio de extraccion, la temperatura ideal para el mayor rendimiento en la
extraccion va de 30 a 50°C, a temperaturas mas altas hay una disminucién del rendimiento (Su, Liu,
Yang, Syu, & Chiuh, 2014). EI pH tiene un efecto negativo si no se controla en los medios con los
gue se piensa extraer, ya que afecta la estructura de las proteinas presentes; un rango de pH reportado
en el que las condiciones son Optimas para la microalga es de 6 a 7 (Su et al., 2014; Vali Aftari,
Rezaei, Mortazavi, & Bandani, 2015). Para controlar el pH del medio de extraccion se usa
generalmente una solucion buffer como solvente dentro del rango de pH de estabilidad del pigmento.
La solucion buffer mas comun es a basa de fosfato de sodio, la cual se ajusta a un pH entre 6y 8 (llter
et al., 2018; Silveira et al., 2007).

Existen diferentes métodos de extraccion de ficocianina: ciclos de congelacion y descongelacion,
mezclado y homogeneizacion, “bead milling”, homogeneizacion a alta presion, procesamiento a alta
presion, ultrasonificacion, microondas, campos de pulsos eléctricos, entre otros, este es un factor de
mucha importancia ya que de esto depende la pureza y el rendimiento del resultado final.
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El método de ciclos de congelacion y descongelacion consiste en que el liquido intracelular se congela
y por consecuencia crece su volumen y se forman cristales de hielo, luego se contrae la célula
mediante la descongelacidn; esto dafia la membrana celular y por ende, cambia las condiciones de
presion dentro y fuera de la célula (Acker & McGann, 2003; Roquebert & Bury, 1993).

Método de extraccion simple que consiste en agitar la biomasa disuelta en el solvente de extraccion,
con eso se hacen cambios en la presidn osmotica y con esto se induce a la muerte de las células que
llega a la ruptura de la membrana celular, para esto se utilizan normalmente agitadores magnéticos o
rotatorios (Chaiklahan, Chirasuwan, Loha, Tia, & Bunnag, 2011; Silveira et al., 2007).

El aumento de la temperatura durante el mezclado y la homogeneizacion mejora el rendimiento de
extraccion pero promueve la disminucién de la pureza del extracto (Silveira et al., 2007).

Se basa en el paso de ondas ultrasénicas (frecuencias de 20 kHz a 10 MHz) a través del material
biolégico objetivo. La propagacién de ondas ultrasénicas en cualquier medio da lugar a diversos
fendmenos quimicos y fisicos, como agitacion, cavitacion, fuerzas de cizallamiento, ondas de choque
y formacion de radicales libres (Tiwari, 2015).

Cuando se utiliza ultrasonido (US) para mejorar la extraccién de compuestos intracelulares, la
cavitacién acustica es la principal fuerza impulsora. El paso de ondas ultrasénicas induce la formacion
de zonas de compresion y rarefaccion, que provocan la formacién de burbujas en los liquidos. El
volumen de estas burbujas disminuye y aumenta durante los ciclos de las olas hasta su colapso. Este
fendmeno se conoce como cavitacion acustica. El colapso de las burbujas de cavitacion promueve
altas temperaturas localizadas (hasta 5000 K) y presiones (hasta 50 MPa) a nivel microscopico; Las
turbulencias, las colisiones y la agitacion también son consecuencia de este fenémeno. Por lo tanto,
la cavitacion contribuye al adelgazamiento de la membrana celular y la ruptura celular, aumentando
las tasas de extraccion (Tiwari, 2015). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue realizar una
optimizacién de la extraccion y precipitacion de PC teniendo en cuenta la cantidad, pureza y
precipitacion utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para elevar
simultdneamente la pureza y la concentracion del producto.

MATERIALES Y METODOS

La cianobactaria Spirulina maxima fue obtenida en polvo de la empresa Organicos Monterrey y
preservada a temperatura ambiente. Para extraer PC de las células de Spirulina maxima, se afadio
diferentes cantidades de la biomasa seca, concentracién de tampon de fosfato de potasio y con pH
variantes, en un sistema agitacion orbital, en la tabla 1 se presenta los niveles estudiados en este
trabajo. Después de cada corrida experimental la suspension de centrifugd a temperatura ambiente
durante 5 min y se separd el sobrenadante azul, es decir, el extracto crudo de ficocianina (PC). Este
extracto fue posteriormente precipitado con citrato de sodio al 5% y 10%, fue ademas sometido a un
secado a 40°C por 24 horas, al finalizar este tiempo fue disuelto en agua para conocer el grado de
precipitacion de la ficocianina. La absorcion se midié en un espectrofotémetro UV-VIS (Thermo-
Scientific-Evolution-200). Los valores mas altos de absorcion de luz (Amax) de PC, ficoeritrina y
proteinas totales (proteinas contaminantes) fueron 618, 652 y 280 nm, respectivamente). Una vez
obtenido el extracto, se midié absorbancia a 562, 615 y 652 nm para determinar la cantidad de
ficoeritrocianina (PE), C-ficocianina (CPC) y allo-ficoocianina (APC), asi como las ficocianinas
totales (TPC) presentes en el mismo (Choi, 2018). La cantidad de cada una de ellas (mg/ml) se
determind por medio de las siguientes formulas:

CPC = (A615nm — 0.474A652nm)/5.34
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APC = (A652nm — 0.208A615nm)/5.08
PE = (A562nm — 2.41CPC — 0.849APC)/9.62
TPC = CPC + APC

Todos los datos se analizaron por medio del método de superficie de respuesta, utilizando el software
Design-Expert 13.

Tabla 1. Rango de niveles de variables.

Variables Independientes Bajo Medio (0) Alto (1)

Factor

(-1)
pH A 6 8 10
Biomasa (mg) B 0.2 0.4 0.6
Concentracion de buffer (mM) C 3 5 7

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos para las variables de respuesta analizadas, una distincion
entre ellas es mostrada por medio de un andlisis estadistico de metodologia de superficie de respuesta
mostrada a en las secciones posteriores.

Tabla 2. Disefio experimental con variables de respuesta.

PC (mg Pureza PC (mg PC (mg

-1 -1 -1

Experimento A B C ML) mL), mL),
polvo polvo

5% 10%

1 8 0.2 500 0.032 0.040 0.062 0.084
2 8 0.4 300 0.041 0.049  0.063 0.076
3 8 0.4 300 0.165 0.226  0.146 0.103
4 8 0.4 300 0.129 0.227  0.092 0.156
5 8 0.6 500 0.271 0.285 0.241 0.354
6 8 0.4 300 0.303 0.422 0.239 0.203
7 6 0.4 500 0.338 0.467  0.257 0.334
8 10 0.2 300 0.456 0.521 0.368 0.473
9 6 0.4 100 0.429 0.595 0.345 0.385
10 8 0.6 100  0.518 0.647 0.412 0.550
11 8 0.4 300 0.549 0.676 0.411 0.448
12 10 0.4 100  0.531 0.679  0.252 0.372
13 8 0.2 100 0.601 0.696 0.378 0.517
14 6 0.2 300 0.557 0.732  0.432 0.394
15 6 0.6 300 0.620 0.778  0.289 0.495
16 10 0.4 500 0.624 0.801 0.438 0.526
17 10 0.6 500 0.773 0.824 0.691 0.729
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Un analisis de varianza (ANOVA) mostro que los datos estadisticos presentan alta correlacién
estadistica (p-value <0.0001) para las variables de respuesta analizadas. La figura 1 muestra el efecto
encontrado en las dos variables independientes mas significativas, en este caso pH y la cantidad de
biomasa utilizada. Las graficas de superficie mostraron que al incrementar la concentracion de la
biomasa aumentaba la cantidad de ficocianina obtenida y la pureza. Por su parte al incrementar el pH
se observd una disminucion significativa de las variables de respuesta analizadas. La obtencion de
polvos de precipitados de ficocianina es de interés comercial debido a la presentacion la cual la hace
mas atractiva para la utilizacién en diversos productos alimenticios. El estudio de precipitacion con
sal de citrato de sodio mostré que el utilizar un 10% en masa es una opcion recomendada para la
precipitacion de este pigmento natural, como se observa en la Figura 2, al utilizar un 10% en masa de
citrato de sodio se obtiene una concentracion de ficocianina de 0.6 mg mL™* comparado con un 0.5
mg mL*al utilizar el 5% de citrato de sodio, este comportamiento es obtenido al incrementar la
concentracion de biomasa y utilizar un pH cercano al neutro.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de biomasa y el pH: izquierda) PC, derecha) pureza.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de biomasa y el pH: izquierda) polvo al 5%, derecha) polvo al
10%.

Un analisis de optimizacion de las variables dependientes en el rango y las variables de respuesta
maximizadas mostro valores optimizados de las variables del proceso, en este caso se obtuvo con un
pH= 7.83, cantidad de biomasa=600 mg y concentracion de buffer=100 mM una cantidad de

ficocianina extraida=0.78 mg mL?, pureza= 0.86, precipitacion en polvo de 5%= 0.67, precipitacion
en polvo de 10%= 0.72.
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CONCLUSION

PC es una proteina azul de origen natural con varias aplicaciones en alimento. Este estudio presentd
un analisis sobre la optimizacion de PC en extracto y precipitado usando RSM. En base al modelo
RSM obtenido, los factores mas significativos sobre la pureza y concentracion de PC fueron los
niveles de pH y cantidad de biomasa. Ademas, el alto nivel de cantidad de biomasa y bajo pH
confirmo consistentemente que el método propuesto podria aumentar significativamente la pureza y
concentracion de la PC. La fuerte relacion entre estas variables operacionales en la extraccion de PC
podria servir como una herramienta Util para analizar la calidad de PC en alimentos y otros productos.
En conclusién, el método presentado en este trabajo podria considerarse eficiente en términos tanto
de cantidad como de calidad de la PC obtenida para su comercializacion.
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