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RESUMEN

Las macroalgas marinas son recursos naturales muy ricos en diversos compuestos
bioactivos con propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales,
anticarcinogénicas. En particular, el alga parda Undaria pinnatifida es una de las especies
mas consumidas mundialmente. Se procesan principalmente sus laminas para producir
“wakame”, producto que no forma parte de nuestra dieta habitual. El wakame es rico en
alginatos (~40%), y por ello, un buen recurso para conferir cuerpo y caracteristicas
reologicas deseadas a distintas matrices alimentarias tradicionales. Sin embargo, las
condiciones ambientales del alimento (en particular el pH) pueden alterar sus propiedades
resultando en caracteristicas indeseadas. El objetivo del trabajo fue analizar el efecto del
pH y la concentracion de harina de lamina de Undaria pinnatifida (HA) sobre las
caracteristicas reoldgicas y funcionales de sistemas alimenticios modelo. Se utiliz6 HA
obtenida por deshidratacion y molienda a partir de laminas cosechadas en la costa de
Puerto Madryn en abril-mayo 2018. Se determind la granulometria de la HA y su
composicion: humedad (método indirecto), cenizas (calcinacion a 550°C), proteinas
(Kjeldahl), grasa (Soxhlet) y fibra dietaria total (kit enzimatico). Se elaboraron
suspensiones acuosas de HA a distintos pH (2,5-7,5) y concentraciones (5-9%)
empleando un Diseno Central Compuesto, con nueve combinaciones, triplicando el punto
central. Se realizaron ensayos reoldgicos de barrido de esfuerzo y de frecuencias para
determinar la evolucion de los moddulos eléastico (G’) y viscoso (G’’), y ensayos
rotacionales para determinar su comportamiento de flujo. También se analiz6 el contenido
de polifenoles totales y capacidad antioxidante, asi como su estabilidad determinando el
volumen de liquido liberado por centrifugacion.



La HA mostré una distribucién tamafios monomodal con un D43 = 453 um. Asimismo,
present6 9,4% de humedad, 29,4% de cenizas, 11,6% de proteinas, 41,8% de fibra dietaria
total, 1,3% de lipidos y un 6,5% de hidratos de carbono (por diferencia).

Todas las suspensiones de HA se comportaron como fluidos pseudoplasticos,
aumentando el indice de consistencia con el incremento en la concentracion,
independientemente del pH. Asimismo, todas las suspensiones mostraron un
comportamiento tipico de so6lidos viscoelasticos (G>G’’) con una leve dependencia de
ambos moddulos con la frecuencia, que fue disminuyendo con la concentracion de harina
de alga en suspension. Los barridos de esfuerzo mostraron que a medida que disminuy6
el pH, mayor fue G’ y menor el esfuerzo de cruce entre ambos moédulos. Esto podria
deberse a que a bajos pH, los grupos COO- del alginato estarian completamente
protonados, la extension de los enlaces de hidrégeno se incrementaria y, en consecuencia,
aumentaria G’.

La estabilidad de las suspensiones disminuyé a pH bajos, posiblemente por la baja
solubilidad del alginato en medio acido, provocando la precipitaciéon del mismo,
formando aglomerados. En cuanto a la capacidad antioxidante y cantidad de polifenoles
totales no se encontraron diferencias significativas entre los distintos puntos del disefio,
presentando valores de 12,45 pmoles Trolox/g HA y 4,37 mg Acido Galico/g HA,
respectivamente. Esto demostrd la potencialidad de incorporar harina de Undaria
pinnatifida a matrices alimentarias para conferir diferentes caracteristicas reologicas, sin
alterar las propiedades antioxidantes que aporta la HA atin en condiciones.
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1. Introduccion

Las algas marinas (macroalgas) son los principales productores primarios en
ecosistemas costeros del Mar Argentino. Desde el punto de vista nutricional, son ricas en
vitaminas, minerales, oligoelementos y proteinas, y poseen la capacidad de equilibrar el
organismo al actuar como estimulantes del metabolismo, incrementando la actividad de
las glandulas endocrinas, circulacion sanguinea, intercambios de minerales y eliminacioén
de toxinas (Mohy El-Din & El-Ahwany, 2016). En particular, la macroalga parda Undaria
pinnatifida, originaria de las costas de Japon, sur de China y Corea, es una de las cinco
especies de algas marinas invasoras mas peligrosas debido a su impacto ecoldgico y
economico (Nyberg & Wallentinus, 2005). A raiz de introducciones accidentales o
voluntarias, en la actualidad se encuentra ampliamente distribuida en las costas de
Europa, Nueva Zelanda y Australia (Zenetos y col., 2005; Russell y col., 2008). En
Argentina, U. pinnatifida se introdujo en 1992 en el Golfo Nuevo y estd expandiéndose
rapidamente a diversas localidades de la costa patagonica, probablemente produciendo
dafios ecoldgicos a la diversidad de la flora nativa (Casas y col., 2004). En el afio 2008,
el gobierno de la Provincia del Chubut declard el estado de Emergencia Ambiental en el

golfo San José por la invasion del alga Undaria pinnatifida (Decreto 1071/08). A partir



de esto, fue calificada por la Secretaria de Pesca de la provincia como recurso factible de
ser cosechado en forma artesanal. La aplicacion de este criterio implicaria un beneficio
socio-econdémico, en particular para la comunidad de pescadores artesanales, para quienes
podrian generarse nuevas fuentes de trabajo, asimismo, redundaria ademas en un
beneficio ambiental por contribuir a la conservacion de la biodiversidad autdctona,
mediante el control de una especie invasora (Casas y col., 2004).

El producto comercial elaborado en Japon con la lamina de Undaria se denomina
"Wakame". Dado que los habitos de consumo en nuestro pais no abarcan a este recurso
como parte de la dieta, una posible via para su incorporacion seria la reformulacion de
matrices alimentarias tradicionalmente consumidas. El Wakame es rico en alginatos
(~40%), y por ello, un buen recurso para conferir cuerpo y caracteristicas reologicas
deseadas a distintas matrices.

Siendo la utilizacion en dieta humana un destino de la biomasa cosechada, se evidencia
la necesidad de conocer su aptitud para el mismo, ya que las condiciones ambientales del
alimento (en particular el pH) pueden alterar sus propiedades resultando en caracteristicas
indeseadas. En ese marco, el objetivo del trabajo fue analizar el efecto del pH y la
concentracion de harina de ldmina de Undaria pinnatifida (HA) sobre las caracteristicas

reologicas y antioxidantes de sistemas alimenticios modelo.

2. Materiales y métodos
2.1 Obtencion de harina de algas

La harina de algas (HA) se obtuvo por deshidratacion y molienda de ldminas del alga
parda Undaria pinnatifida cosechadas en la costa de Puerto Madryn entre abril-mayo
2018.
2.2 Composicion proximal de la harina obtenida

Se emplearon métodos AOAC (1984): la humedad se evalué mediante el método
indirecto (24.002), el contenido de cenizas totales por calcinacion en mufla (24.009), el
porcentaje de proteinas con el método de Kjeldahl-Arnold-Gunning (24.027) en equipo
digestor y destilador Biichi 320 (Suiza), y el contenido de lipidos mediante una extraccion
semi continua con éter de petrdleo (Soxhlet, 24005).

La fibra dietaria total se evalu6 mediante un ensayo basado en el método 32-05.01 de
la AACC y el método 985.29 de la AOAC (1990) usando el kit enzimatico Megazyme
(Megazyme International Ireland Ltd., Bray, County Wicklow, Irlanda).

2.3 Caracterizacion de suspensiones de harina de algas



Se elaboraron suspensiones acuosas modelo de harina de lamina de Undaria
pinnatifida en diferentes condiciones mediante dispersion en agua destilada haciendo uso
de un agitador magnético. El pH de las suspensiones se ajustd con soluciones diluidas de
HCl1 y NaOH. Las suspensiones se dejaron bajo agitacion toda la noche controlando la
historia térmica para evitar un sobrecalentamiento de las mismas por encima de los 35°C.

El estudio se realiz6 utilizando un Disefio Central Compuesto con nueve
combinaciones, triplicando el punto central cuyas variables independientes fueron el pH
de la suspension (2,5 - 7,5) y la concentracion de HA (5% - 9%), como se muestra en el

esquema de la Figura 1.
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Figura 1. Esquema del Disefio Central Compuesto.

Sobre cada uno de los puntos del disefio se realizaron:

Determinacion del contenido de polifenoles totales: empleando el método
espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau. La absorbancia del color azul
desarrollado se midié a 725 nm y los resultados se expresan en mg de acido gélico por g
de HA. Aunque existen estudios que comparan la cantidad de polifenoles segun el
solvente de extraccion que se utilice, en éste trabajo solo se determind sobre extractos
etanolicos de HA, ya que los extractos acuosos adquirian un aspecto muy viscoso, que
dificultod los pasos posteriores a la extraccion.

Capacidad antioxidante: se determin6 sobre extractos etanolicos de HA empleando dos
métodos: el método de DPPH" y el método de ABTS'". En ambos casos, los resultados
obtenidos se expresan en equivalente a Trolox (umoles Trolox/g HA), un antioxidante

sintético de referencia que se ensaya en las mismas condiciones.



Ensayos reolégicos: en un reometro de esfuerzo controlado Haake RS600 (Haake,
Alemania) utilizando una geometria de platos paralelos de 60 mm de didmetro. Se
realizaron ensayos rotacionales en estado estacionario barriendo velocidades de
deformacion entre 5x10% y 1x10° s para determinar la evolucion de la viscosidad
aparente de las suspensiones. Por otra parte, se realizaron ensayos oscilatorios de barridos
de esfuerzos para determinar el rango viscoelastico lineal (RVL) y de frecuencia (dentro
del RVL) para estudiar la evolucion de los modulos elastico (G”) y viscoso (G’’) de cada
formulacion. Los ensayos se llevaron a cabo a temperatura controlada de 25 °C y se

realizaron las determinaciones al menos por triplicado para cada muestra.

3. Resultados y discusion
3.1 Composicion porcentual

Los resultados obtenidos para la composicion proximal de la harina de lamina de
Undaria pinnatifida se presentan en la Tabla 1, destacandose su bajo contenido lipidico
pero elevado contenido en fibra dietaria total, cenizas y proteinas, que coinciden con lo
reportado en bibliografia.

Las algas marinas poseen un elevado contenido mineral (8 — 40 % del peso seco) en
comparacion con los vegetales terrestres, lo que coloca a las algas como una importante
fuente de minerales. Han sido utilizadas también como fuente de proteinas por varias
décadas, especialmente en paises desarrollados. Su contenido proteico se ve influenciado
por diversos factores y puede variar mucho entre los grandes grupos, e incluso entre partes
del alga analizada, siendo en algas pardas generalmente bajo (5 — 24% del peso seco),
excepto el Wakame (fraccion de lamina de Undaria pinnatifida) que suele contener
niveles mayores (Kumar y col., 2015).

Asimismo, son consideradas como importante fuente de fibra y para Wakame se han
reportado niveles de 38,8 + 0,5 % (base seca) (Palasi, 2015), algo inferior a lo obtenido

en este trabajo.

Tabla 1. Composicion proximal de la harina de lamina de Undaria pinnatifida.

Componente g/100g




Humedad 9,4 (0,05)

Cenizas 29,4 (0,05)
Proteinas 11,6 (0,10)
Fibra dietaria total 41,8 (0,84)
Lipidos 1,27 (0,02)
Hidratos de carbono 6,53* (1,06)

* Este valor se determiné por diferencia

3.2 Polifenoles totales y capacidad antioxidante

Las algas marinas son consideradas una buena fuente de polifenoles ya que pueden
presentar en su composicion cantidades apreciables de estos compuestos, y que ademas
han demostrado poseer actividades bioldgicas importantes tales como propiedades
antioxidantes, antiproliferativas, antibidticas, antidiabéticas, antiVIH, antialérgicas y
antiinflamatorias (Li y col., 2011).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos varia en funcion del grupo de
compuesto estudiado y de su solubilidad en diferentes solventes asi como por el método
de analisis, Por ello, se suele utilizar méas de un método a la hora de evaluar la capacidad
antioxidante in vitro de un alimento o de un compuesto.

En éste trabajo, el contenido de polifenoles determinado sobre extractos etandlicos de
la harina resulto de 4,37 (0,17) mg Acido Galico/g HA, no encontrandose diferencias
significativas para los distintos puntos del disefio. Por otro lado, los valores medios
obtenidos para la capacidad antioxidante sobre extractos etandlicos utilizando los
métodos de ABTS™ y DPPH" fueron 13,53 (0,03) y 11,37 (0,11) umoles Trolox/g HA,
respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre los distintos puntos del
disefio. Muchos trabajos han informado de la alta correlacion entre el contenido fendlico
total y la actividad antioxidante determinada, atribuyendo a los polifenoles de las algas
marinas, principalmente florotaninos en algas pardas como Undaria sp esta actividad

(Wang y col., 2009).

3.3 Comportamiento de flujo

Todas las suspensiones de HA mostraron un comportamiento pseudoplastico en un
amplio rango de velocidades de deformacion (). Pese a que el ensayo fue realizado en
condiciones de estado estacionario, en ningin momento pudo obtenerse un valor de

viscosidad constante, lo que refleja una estructura débil y facilmente deformable aun a



esfuerzos bajos. El comportamiento de los distintos sistemas pudo ser satisfactoriamente

ajustado mediante la ley de la potencia:

n=Ky"+ €))

donde 7 es la viscosidad aparente de las suspensiones, K el indice de consistencia y n el
indice de comportamiento de flujo.

En la Figura 2 se observan a modo de ejemplo, tres curvas de flujo correspondientes a
las suspensiones de pH = 5. En todos los caso se detect6 un marcado aumento del indice
de consistencia con el incremento en la concentracion (9,06, 24,5 y 180 Pa.s" para 5, 7y
9% de HA, respectivamente). Asimismo, también se detectd un incremento en la
pseudoplasticidad de las suspensiones, evidenciado por la disminucién en el valor de n
con el aumento en la concentracion de harina de alga. Contrariamente, los cambios en el
pH de las suspensiones no modificaron significativamente el comportamiento de flujo,

independientemente de la concentracion de HA.
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Figura 2. Curvas de flujo de una suspension de harina de ldmina de Undaria pinnatifida
a pH =5 y diferentes concentraciones (M5%; B7%; M9%).

3.4 Comportamiento viscoelastico
La Figura 3a muestra los barridos de esfuerzo de suspensiones acuosas con 7% de HA
formuladas con distintos pH. Cualitativamente todas las suspensiones analizadas

presentaron el mismo comportamiento, esto es, un comportamiento constante de ambos



modulos con el esfuerzo (G’=G’oy G’’=G o), hasta alcanzar un valor critico de 6, donde
la estructura sufre una abrupta ruptura. Al realizar un analisis de superficie de respuesta
sobre los valores de G’o se observd una marcada dependencia del valor del médulo
elastico con la concentracion de HA (Figura 3b). Este comportamiento es esperable ya
que tanto la concentracion de particulas insolubles como el incremento en la viscosidad
debido a la presencia de alginato (principal hidrocoloide en lamina de Undaria sp) en la

soluciéon conducen a un sistema densamente empaquetado con mayores caracteristicas

solidas.
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Figura 3. a) Barrido de esfuerzo de una suspension de harina de ldmina de Undaria
pinnatifida 7% a distintos valores de pH (M2,5; M5; W7.5). Simbolos llenos: modulo
elastico (G’), simbolos vacios: modulo viscoso (G’’). b) Superficie de respuesta del
modulo elastico en el RVL (G’¢g) en funcion de la concentracion y el pH de las
suspensiones.

Por otra parte, los barridos de esfuerzo mostraron que a medida que disminuyo el pH,
mayor fue G’o, lo que pudo ser evidenciado principalmente cuando la concentracion de
HA fue baja (Figura 3b). Esto podria deberse a que a bajos pH, los grupos COO- del
alginato estarian completamente protonados, la extension de los enlaces de hidrogeno se
incrementaria y, en consecuencia, aumentaria G’ y resultando menor el esfuerzo de cruce
entre ambos mddulos. A pH neutro la fraccion molar del acido alginico es muy pequefia,
por lo cual la extension de los enlaces de hidrogeno serd menor en comparacion con los
hidrogeles acidos, disminuyendo la proporcién de enlaces cruzados intermoleculares
efectivos en la red de hidrogel y, en consecuencia, se obtiene un valor menor de G'. En el

rango basico, los grupos carboxilato estarian completamente disociados, mejorando la



repulsion entre ellos y, por lo tanto, desestabilizando la red polimérica y disminuyendo el
valor de G' (Figura 3a) (Jabeen y col., 2016).

Asimismo, todas las suspensiones mostraron un comportamiento tipico de solidos
viscoelasticos (G’>G’’) con una leve dependencia de ambos modulos con la frecuencia,

que fue disminuyendo con la concentracién de HA en suspension (Figura 4).
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Figura 4. Barrido de frecuencia de una suspension de harina de lamina de Undaria
pinnatifida a pH 5 y diferentes concentraciones (HM5%; M7%; M9%).

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron la potencialidad de incorporar harina de lamina
de Undaria pinnatifida a matrices alimentarias con diferentes valores de pH para conferir
diferentes caracteristicas reoldgicas sin que se vean alteradas sus propiedades

antioxidantes.
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