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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Las algas

El entorno marino es muy diverso y ofrece una amplia variedad de aplicaciones con
numerosas areas potenciales de explotaciéon. Las algas son una de las fuentes mas ricas y
prometedoras de recursos naturales renovables aun no utilizados en gran escala por el
hombre (Cofrades y col., 2013) que pueden aplicarse en muchos aspectos tales como
fertilizantes, en cosmética, medicina, en el area farmacéutica y en alimentos (Boraso,
2003).

El término “alga” se aplica a aquellos organismos autoétrofos (es decir, que realizan
fotosintesis) cuya vida se desarrolla ligada al agua dulce o salada y que no desarrollan
flores ni cuentan con sistema vascular desarrollado. Las algas ocupan el primer eslabon de
la cadena alimenticia en el ambiente acuatico y pueden vivir en dos condiciones muy
distintas: las algas planténicas que son aquellas que forman parte del fitoplancton y viven
libres en la masa de agua y las algas benténicas que crecen adheridas a rocas u otros
sustratos.

Las algas marinas bentdnicas, que viven sobre los fondos marinos, pertenecen a tres
divisiones que se diferencian principalmente por el tipo de pigmentos predominantes:

i.  Division Chlorophyta (algas verdes): Algunas son unicelulares, pero la mayoria de
las especies marinas son macroalgas. Si son pluricelulares se pueden organizar
formando talos de aspectos muy diferentes: filamentosos simples o ramificados,
laminares o cenociticos.

i. Division Phaeophyta (algas pardas): Son siempre pluricelulares y practicamente
marinas en su totalidad, presentan desde pequefios talos filamentosos
microscopicos hasta los enormes tamafios de las grandes algas que forman
bosques bajo el nivel del mar. Pueden medir desde 30 cm hasta 20 m de alto.

iii. Divisibn Rhodophyta (algas rojas): Hay unas pocas especies unicelulares ya en su
mayoria son pluricelulares. De las cuatro divisiones de algas marinas, ésta es la que
alcanza mayor variedad en cuanto a diversidad en la estructura de sus talos.
Generalmente oscilan entre unos pocos centimetros y alrededor de un metro de

longitud.
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1.2 Produccion mundial de algas

Las algas marinas tienen importantes funciones biolégicas, ambientales y econémicas
en el ecosistema costero (Brijesh y Declan, 2015). El cultivo de plantas acuaticas,
mayoritariamente de algas marinas, ha crecido rapidamente y actualmente se practica en
unos 50 paises (FAO 2016). Crecid un 8% anual durante el decenio 2005-2015, cifra
superior al 6,2% del decenio precedente, y la produccién durante este periodo se duplico
con creces.

Segun el informe de la FAO 2016 “El estado mundial de la pesca y la acuicultura” en el
afno 2014 se cultivaron 28.5 millones de toneladas de algas marinas y otras para consumo
directo o para la ulterior elaboracién de alimentos (tradicionalmente en Japén, Corea y
China) o para utilizarlas como fertilizantes y con fines farmacéuticos o cosméticos, entre
otros. Las algas marinas llevan mucho tiempo siendo utilizadas para alimentar al ganado y
en medicina, por ejemplo, para tratar la carencia de yodo y como vermifugo. Se procesan
industrialmente para extraer espesantes como el alginato, el agar y la carragenina o se
utilizan, normalmente en forma de polvo seco, como aditivo en los alimentos para
animales. Cada vez se esta prestando mayor atencion al valor nutricional de varias
especies de algas marinas, debido a su alto contenido de vitaminas, minerales y proteinas.
Estan saliendo al mercado numerosos alimentos y bebidas con sabor a algas (incluso
helados), cuyo principal mercado es la region de Asia y el Pacifico, pero también aumenta
el interés en Europa y América (FAO, 2016).

En Argentina, las macroalgas son recursos renovables del Mar Argentino y segun el
informe de la FAO, “Perspectivas para la industria de las algas marinas”, se han propuesto
varios proyectos con diferentes fines, los cuales incluyen desarrollar el cultivo de Gracilaria
sp. para la produccibn de agar, producir carragenina utlizando Gigartina
Skottsbergii y Sarcothalia crispata presentes en la provincia de Santa Cruz, y la
preparaciéon de alimentos para el consumo humano a partir de Porphyra columbina (nori),
Monostroma undulatum (nori verde) y Undaria pinnatifida (wakame), las cuales son
especies altamente consumidas en los mercados asiaticos (Japén, Corea y China, entre

otros).

1.3 Las algas marinas como alimentos: situacién actual y legislacion
El consumo de productos de origen marino siempre ha sido de gran interés y esta
ganando cada vez mas atencién, ya que las personas se vuelven mas conscientes de la

relacion entre la dieta y la salud (Roohinejad y col., 2016). Hoy en dia, se han desarrollado
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y comercializado muchos productos de origen marino nuevos, que ofrecen beneficios para
la salud y la posibilidad de disminuir el riesgo de algunas enfermedades. La venta de tales
alimentos ha aumentado significativamente en Europa y en otras partes del mundo
(Annunziata y Vecchio, 2011). Ademas, los alimentos de origen marino y sus ingredientes,
como aceites, y proteinas de pescado, péptidos bioactivos, algas marinas (macroalgas y
microalgas) se pueden agregar a diferentes productos alimenticios como carnicos, lacteos,
pescado o productos vegetales para darles valor agregado (Jiménez-Colmenero, 2007).

En culturas del pacifico (Indonesia, Filipinas, Hawaii, Nueva Zelanda) y de Asia (China,
Japon, Corea), las algas han sido consumidas desde la antigiedad en una amplia
variedad de platos como ensaladas, sopas, galletas, postres y condimentos (McHugh,
2003; Yuan, 2007). En Islandia, Gales, Francia y en algunos estados de Canada y los
Estados Unidos, también existe un consumo tradicional de alimentos a base de algas que
varia en importancia segun el pais y las regiones, pero que en general es menos
importante que en Asia (Chopin, 2015; Yuan, 2007).

En la actualidad, segun informe FAO 2016 en el balance de alimentos no se incluyen las
algas. Sin embargo, una parte importante de la produccién se consume como alimento en
diversas culturas, especialmente en Asia. Por ejemplo, en Japodn, el alga roja, nori (Pyropia
y Porphyra), es una envoltura tradicional para sushi y se utiliza en sopas. Ademas, las
algas marinas wakame (Undaria pinnatifida), laminaria del Japdon (LaminarialSaccharina
Japonica) y mozuko (Nemacystus spp.) se cultivan como alimento.

En la Argentina, el Cdédigo Alimentario Argentino admite a las algas como producto
alimenticio y en el Articulo 923 del Capitulo XI (Alimentos vegetales) define a las algas
como “tejidos celulares frescos o secos de las plantas marinas, constituidos por células
redondeadas o cilindricas semejantes entre si, que se reunen para formar tejidos como los
parenquimatosos. Las algas comestibles son unicamente las macroscopicas y en particular
las variedades de Porphyra, Rodophytas, Laminaria, Fucus, Macrocystis, Chondrus,
Gracilaria, Clopterix, entre otras. Las que se expendan desecadas no deberan tener un
contenido acuoso superior al 15%”.

La aplicacion de las algas en Argentina se podria agrupar en 3 conjuntos: a) energético;
b) industrial y c) alimentario. Con respecto a éste ultimo, el consumo directo de este tipo de
alimento en nuestro pais es practicamente desconocido debido a los recursos agricolas
ganaderos que posee, los cuales resultan muy competitivos frente a los productos del mar,
ademas de razones costumbristas e histéricas que, como la mayor parte de los paises
occidentales, hacen que esta clase de alimentos no forme parte de la dieta corriente. No
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obstante, han aparecido algunos productos nacionales, especialmente harina de Porphyra,
que se comercializa en muy pequeia escala y se consumen como productos dietéticos.
(Asensi, 1981). Asimismo, recientemente se ha desarrollado una pasta alimenticia con
algas del Golfo San Jorge, enmarcado en el proyecto “Elaboracion de fideos secos con
algas, recurso de la costa patagdnica argentina” de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, con el fin de lograr un alimento de
mayor valor agregado y utilizar un recurso de la costa patagonica argentina que no es
explotado en la actualidad para tal fin.

Sin embargo, si bien el consumo directo no es mucho, son innumerables los productos
que contienen hidrocoloides provenientes de algas marinas, sobre todo agar,
carragenanos, alginatos, etc., los cuales actuan sobre todo como gelificantes,
emulsificantes y estabilizantes en alimentos de uso corriente como flanes, mermeladas,

salsas, productos lacteos, pasteleria, etc. (Asensi, 1981).

1.4 Composicion nutricional de las algas

Los constituyentes nutricionales de las algas, incluyendo los macronutrientes (como
proteinas y minerales) y micronutrientes (como por ejemplo las vitaminas) proporcionan un
alto valor nutritivo a estos organismos y pueden contribuir favorablemente a los nutrientes
que se consumen a través de la dieta. Estos constituyentes nutricionales varian,
dependiendo del tipo de especie, el momento de la cosecha, el habitat geografico, y las
condiciones ambientales como la temperatura del agua y la intensidad de la luz, como asi
también la concentracidn de nutrientes en el agua. En varios articulos se han encontrado
diferencias significativas en la concentracién de los nutrientes entre géneros, y aun en el
mismo género, se pueden encontrar grandes diferencias en la concentracion de los

constituyentes nutricionales (Peng y col., 2015).

1.4.1 Proteinas

El contenido de proteinas varia ampliamente entre géneros. Generalmente, la fraccidon
proteica de las algas pardas es baja (3-15% del peso seco) comparado con las algas rojas
y verdes (10-47%) (Lordan y col., 2011). A modo de ejemplo, la cantidad de proteinas de
Porphyra tenera (alga roja) puede variar entre 28-47% y en el género Ulva (también
llamada “lechuga de mar”) el contenido de proteinas puede variar entre 6-32%.

Generalmente, el alto contenido de proteinas de las algas rojas son comparables con los
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que se encuentran en vegetales de alto contenido proteico como la soja (cuyas proteinas
representan el 35% del peso seco) (Pangestuti y Kim, 2015).

Las proteinas de las algas contienen todos los aminoacidos, y los niveles de
aminoacidos esenciales son comparables con los requerimientos establecidos por la
FAO/OMS (Pangestuti y Kim, 2015). Sin embargo, se sabe que hay variaciones en sus
concentraciones dependiendo del género que se trate (Lordan y col., 2011), ya que el
indice de aminoacidos esenciales por lo general son mas altos en las algas rojas que en
las algas pardas y verdes (Pangestuti y Kim, 2015).

Entre las proteinas de algas marinas, vale la pena sefalar la existencia de dos grupos
de proteinas funcionalmente activas llamadas lectinas y ficobiliproteinas (Pangestuti y Kim,
2011). Las lectinas son glicoproteinas, que se unen con carbohidratos y participan en
muchos procesos biolégicos, como la comunicacion intercelular. Pueden tener actividad
antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria y anticancerigena (Chojnacka y col., 2012). Por
otro lado, las ficobiliproteinas son complejos proteina-pigmento presentes en las algas, y
se ha demostrado que imparten propiedades antioxidantes que podrian ser beneficiosas en
la prevencidon o tratamiento de varias enfermedades asociadas con estrés oxidativo e
inflamacion (Lordan y col., 2011). Ademas, en algunos paises las ficobiliproteinas son
utilizadas como colorantes de alimentos naturales en productos como chicles, lacteos,
gelatinas y sorbetes (Rasmussen y Morrissey, 2007).

Con los afos, también se han identificado varios péptidos biolégicamente activos
derivados de algas marinas. Los péptidos bioactivos usualmente contienen 3-20 residuos
de aminoacidos y sus actividades se basan en su composicidon y secuencia de
aminoacidos (Kim y Wijesekara, 2010). Se informd que estos péptidos estan implicados en
diversas funciones biolégicas, como actividades antihipertensivas, inmunomoduladoras,
antitrombdticas, antioxidantes, anticancerigenas y antimicrobianas, ademas de la
utilizacion como nutrientes (Kim y Wijesekara, 2010). En particular, se ha demostrado que
existen péptidos bioactivos derivados de las algas pardas Undaria pinnatifida (wakame) y
las algas rojas Porphyra yezoensis (Suetsuna, y col., 2004; Harnedy y Fitzgerald, 2011).

1.4.2 Lipidos y acidos grasos

El contenido de lipidos de las macroalgas representan sélo el 1-5% por lo que su
contribucion como fuente de energia alimentaria pareciera ser baja (Lordan y col., 2011).
Sin embargo, las algas pueden aportar tanto acidos grasos monoinsaturados (MUFAs), los
cuales contienen solo un doble enlace en toda la cadena, y acidos grasos poliinsaturados
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(PUFAs), los cuales tienen mas de un doble enlace. Los aceites vegetales contienen
principalmente acidos grasos saturados e insaturados de 16- y 18-carbonos (C16-C18),
mientras que los lipidos de origen marino, especialmente de las algas, estan compuestas
por acidos grasos de C14-C22 (Hamid y col., 2015).

Los PUFAs presentes en las algas marinas pueden representar casi la mitad de la
fraccion lipidica, constituido por acidos grasos n-3 y n-6. Ademas, las algas marinas
pueden ser una fuente importante de acidos grasos esenciales como el acido linoleico
(C18:2 n-6), acido y-linolénico (C18:3 n-6), acido a-linolénico (C18:3 n-3), los cuales no
pueden ser sintetizados por el cuerpo humano (Hamid y col., 2015). Las algas rojas vy
pardas, por ejemplo, son particularmente ricas en los acidos grasos n-3, acido
eicosapentanoico y acido a-linolénico, y los acidos grasos n-6, acido araquidonico y acido
linoleico, junto con niveles relativamente altos de acido oleico y palmitico (Dawczynski y
col., 2007). Por el contrario, las algas verdes, como Ulva pertusa, se caracterizan por la
presencia de acidos hexadecatetraenoico (n-3), oleico y palmitico (Dembitsky y col., 1991).

Muchas enfermedades estan relacionadas con la ingesta dietética. Idealmente, la
proporcion de acidos grasos esenciales n-6/n-3 que consumimos deberia ser de alrededor
de 1, pero no siempre se cumple (Hamid y col., 2015). En las dietas occidentales se
consumen mas n-6 que n-3, alcanzandose relaciones de 15:1 y 17:1. En contraste, las
dietas mediterraneas que se consideran saludables tienen una relacidon equilibrada de n-6
a n-3. Un exceso de n-6 puede conducir a enfermedades cardiovasculares, cancer y
enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Simopoulos, 2008).

Los acidos grasos esenciales proveen de eicosanoides, los cuales producen una
actividad tipo hormonal y regulan diversas funciones del cuerpo (Meschino, 2007; Zhou y
Nilsson, 2001). Ademas, los PUFAs regulan una amplia gama de funciones en el cuerpo,
incluyendo la presion arterial, la coagulacion de la sangre y el correcto desarrollo y

funcionamiento del cerebro y el sistema nervioso (Wall y col., 2010).

1.4.3 Minerales

Las algas generalmente presentan una amplia variedad y altos niveles de minerales (8 —
40%) (Bocanegra y col., 2009), alcanzando concentraciones mas altas que las plantas
terrestres comestibles y productos de origen animal. Las algas contienen cantidades
significativas de minerales esenciales (Na, K, Ca, y Mg) y elementos traza (Fe, Zn, Mn y

Cu), los cuales juegan un papel importante en los tejidos y en la regulacién de reacciones
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vitales como cofactores de muchas metaloenzimas (Peng y col., 2015). Ademas, las algas
marinas son una de las fuentes vegetales mas importantes de calcio. Por lo tanto, el
consumo de algas también puede ser util para aquellos en riesgo de deficiencia de calcio,
es decir, para madres gestantes, adolescentes y ancianos.

Sin embargo, aunque algunos minerales son necesarios para la salud, otros son dafinos
(por ejemplo, metales pesados como As, Cd, Cu, Hg y Pb), por lo que su presencia en
altas concentraciones en algas puede limitar su uso en alimentos (Ruperez, 2002). Muse y
col. (1995) demostraron que la acumulacién de Pb y Cd fue evidente en Gigartina
Skottsbergii (alga roja) y otras algas pardas como Macrocystis pyrifera, Lessonia
fuscescens y otras del género Adenocystis, Leathesia, Colpomenia, las cuales fueron
recolectadas de dos localidades de la Provincia de Chubut, Argentina, a pesar de que los
niveles de estos metales pesados en el agua estaban dentro del rango de ambientes no

contaminados.

1.4.4 Polisacaridos

Entre todos los compuestos quimicos aislados de algas, los polisacaridos son los
mejores establecidos y han sido objeto de una gran cantidad de estudios debido a sus
extensas propiedades, tanto tecnolégicas como bioactivas (Ahmadi y col., 2015).

A pesar de que el contenido de carbohidratos puede ser relativamente alto, las
macroalgas por lo general no son consideradas como alimentos caldricos ya que la
digestibilidad de estos carbohidratos es baja (Bocanegra y col., 2009). Esto se debe a que
si bien las algas pueden contener polisacaridos de reserva tales como almidon florideano
(algas rojas), almidon (algas verdes) y laminarianos (algas pardas), como asi también
hidratos de carbono de bajo peso molecular (por ejemplo: manitol y sacarosa), las algas se
destacan por poseer, principalmente, un alto contenido de polisacaridos no digeribles que
forman parte de la fibra dietaria (Rioux y Turgeon, 2015).

La fibra dietaria es una mezcla compleja de entidades quimicas, y su concentracion y
composicién en diferentes fuentes no son constantes ni uniformes (Potty, 1996). Esta
diversidad fisica y quimica explica el numero y la complejidad de los roles fisiologicos
atribuidos a la fibra dietaria. Con respecto a los polisacaridos, cada tipo de fibra dietaria se
caracteriza por sus residuos de azucar y la naturaleza de los enlaces entre ellos.

La fibra dietaria de las algas pardas esta esencialmente compuesta por 4 familias de
polisacaridos: laminarianos, alginatos, fucanos y celulosa (Jiménez-Escrig y Sanchez-
Muniz, 2000).
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Los laminarianos, son parte de la familia de los B-glucanos. Son polimeros formados por
unidades de glucosa ((1,3)-B-D-glucosa) y la estructura y composicion varia, dependiendo
de la especie. La cadena de glucosa puede estar ramificada con unidades (1,6)-B-D-
glicésido (Peat y col., 1958) y (1,2)-B-D-glicésido (Rioux y col., 2010). Se revelaron
residuos de D-manitol (cadena M) al final de ciertas cadenas de laminarianos, mientras que

los otros extremos se componen de D-glucosa (cadena G) (Figura 1.1).

a
HOH,G ROH,C HOH,G HOHC

IE|:HDHI4
CH,OH

R =H or f-oglcp

Figura 1.1: Estructura de laminarianos con (a) residuos de D-manitol (cadena M) o (b)

residuos de D-glucosa (cadena G) al final de las cadenas.

El alginato es un polisacéarido, derivado del acido alginico, lineal, compuesto por acido
B-(1,4)-D-manurénico y el acido a-(1,4)-L-gulurénico unidos por enlaces  (1->4) de forma
alternada (Jiménez-Escrig y Sanchez-Muniz, 2000; Rioux y Turgeon, 2015). La proporcion
de acido manurénico y gulurdnico es generalmente 1:1, pero estas proporciones pueden
cambiar, dependiendo de la edad y la especie de alga, asi como de la estacién y la zona
de la cosecha (Graham y Wilcox, 2000).

Las estructuras quimicas de los fucanos son muy heterogéneas, y estos polisacaridos
pueden ser clasificados en 3 grupos, en los que el que se destaca los fucoidanos, los
cuales estan compuestos de (1,2)-L-fucosa-4-sulfato con ramificaciones o ésteres
sulfatados en el C-3, y pequeias cantidades de D-xilosa, D-galactosa, D-manosa y acidos
urénicos (Jiménez-Escrig y Sanchez-Muniz, 2000). Se ha demostrado que los fucoidanos
poseen numerosas propiedades fisiologicas y bioldgicas, incluidas actividades

anticoagulantes, antivirales, antitrombdticas, hipotensoras, antitumorales y antioxidantes,
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ademas de tener un efecto sobre los sistemas inflamatorio e inmunitario (Bocanegra y col.,
2009; De Jesus Raposo, y col., 2015; Lordan, y col., 2011).

Por otra parte, las algas rojas poseen en su pared otros polisacaridos distintos a los
anteriores, como son los galactanos sulfatados (agar y carragenanos), xilanos y mananos.

Carragenano es un término genérico para una familia compleja de polisacaridos, que se
extraen de numerosas algas rojas, que consisten en galactanos sulfatados lineales en los
que la a-(1,3)-galactosa se alterna con la 3-(1,4,3,6)-anhidro-D-galactosa (Jiménez-Escrig
y Sanchez-Muniz, 2000), unidas por enlaces a-(1-2>3) y B-(1->4) (Rioux y Turgeon, 2015).

Las estructuras principales de carragenano estan en la forma de kappa (k), iota (1) y
lambda (A) (Figura 1.2). Otras estructuras, como p y n-carragenanos, son precursores de k-
y I-carragenanos después de la modificacion con alcali durante la extraccion (Imeson,
2009). La diferencias entre cada tipo reside en la cantidad y la posicion de sus ésteres
sulfatados sustituyentes y en el contenido de (3,6)-anhidrogalactosa (Jiménez-Escrig y
Sanchez-Muniz, 2000).

“0380 CH?DHG 0 0,350 CHZDH HO CHgOH
~0
H ) -0350 ﬁ;
0SS0y HO
a b 0,80

Figura 1.2: Estructura basica de (a) 1-carragenano, (b) k-carragenano y (c) A-

carragenano.

El agar se compone de ésteres de calcio, magnesio, potasio y sulfato de sodio de
unidades D- y L-galactosa, unidos por unidades alternas de (1,3)-D-galactosa y 3-(1,4)-L-
galactosa (Lahaye y Rochas, 1991; Murano, 1995; Stanley, 2006). El agar es un
polisacarido heterogéneo y pueden existir residuos adicionales en la estructura. Pequenas
cantidades de grupos sulfato (<4,5%) se encuentran en la posicion seis de la B-(1,4)-
galactosa y algunas veces en las posiciones cuatro y seis de la unidad de a-(1,3)-galactosa
(Imeson, 2009; Murano, 1995). Los grupos metilo, piruvato, B-D-xilopiranosa entre otros
también pueden estar presentes (Rioux y Turgeon, 2015).

Las algas verdes contienen almidodn, celulosa, xilanos, mananos y polisacaridos ionicos
(ulvanos) que contienen grupos sulfato, L-ramnosa, D-xilosa, D-glucosa y acido D-

glucurdnicos (Jiménez-Escrig y Sanchez-Muniz, 2000).
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El contenido de fibra dietaria total de las algas varia entre 29,3-62,3%, porcentaje mayor
que el contenido de fibra de la mayoria de las frutas y vegetales (Lordan y col., 2011), con
lo cual estudios recientes sugieren que las algas comestibles se podrian utilizar para
diversificar las fuentes de fibra dietaria en las dietas occidentales (Gudiel-Urbano y Gofi,
2002). Esto es importante ya que se ha demostrado que el consumo de productos
enriquecidos con fibra de macroalgas promueve beneficios para la salud, incluida la
prevencion del cancer de colon, diabetes tipo |Il, obesidad y enfermedades

cardiovasculares (Cofrades y col., 2016).

1.4.5 Otros componentes minoritarios

Las vitaminas son compuestos organicos, que forman parte de los micronutrientes
esenciales. Las vitaminas estan involucradas en varias actividades biolégicas como
coenzimas o precursores, y en el sistema de defensa frente a la oxidacion (Hamid y col.,
2015).

Las macroalgas son una fuente de vitaminas y contienen tanto vitaminas hidro- como
lipo-solubles. Las vitaminas mas comunes en las algas son vitamina A, C, E (Hamid y col.,
2015) y principalmente las que pertenecen al grupo B, donde se destaca la vitamina B12,
que es particularmente recomendada en el tratamiento de los efectos del envejecimiento,
el sindrome de fatiga cronica y la anemia (Cofrades y col., 2016). La vitamina B12 se
encuentra en macroalgas rojas (por ejemplo, Porphyra tenera) y en ciertas algas verdes
(Burtin, 2003; Nisizawa, 2006). Las algas rojas y pardas también pueden contener altos
niveles de acido folico y derivados de folato, incluyendo 5-metil-tetrahidro-folato, 5-formil-
tetrahidro-folato y tetrahidro-folato. Por ejemplo, concentraciones altas como 150 pg de

acido félico/100 g alga seca se ha detectado en Undaria pinnatifida (Plaza y col., 2008).

Como se dijo anteriormente, las algas se clasifican en algas verdes (Chlorophyta), algas
pardas (Phaeophyta) y algas rojas (Rhodophyta) sobre la base de la composicion quimica
y de sus pigmentos. El color de las algas verdes se debe a la presencia de clorofilasa y b
en las mismas proporciones que las plantas "superiores", el B-caroteno (un pigmento
amarillo) y varias xantofilas caracteristicas (pigmentos amarillentos o parduscos). La
clorofila a (Figura 1.3a) es el cofactor principal del centro de reaccion, mientras que los
complejos de antenas (aparatos recolectores de luz) contienen cantidades variables de

clorofila a y b. La clorofila b (Figura 1.3b) esta involucrada sélo en la recoleccion de luz,
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mientras que la clorofila a esta involucrada en la transduccion de energia dentro de las

membranas de los cloroplastos.

COOH COOH

Ir(_":_
CHy HyC

=0

Figura 1.3: Estructura quimica de los principales pigmentos que se encuentran en algas

marinas: (a) clorofila a, (b) clorofila b, (c) ficoeritrina, (d) ficocianina y (e) fucoxantina.

Dentro del grupo de ficobilinas, la ficoeritrina (Figura 1.3c) y la ficocianina (Figura 1.3d)
son de importancia ya que son responsables del color de las algas rojas. La ficoeritrina
absorbe la luz verde, amarilla y roja, mientras que la ficocianina absorbe la luz azul, verde
y amarilla. Estas partes del espectro son el tipo de luz que penetra mas profundamente en
el agua de mar. Estos dos pigmentos pueden enmascarar los pigmentos como la clorofila a

y el B-caroteno.
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El predominio de la fucoxantina (Figura 1.3e) es responsable del color de las algas
pardas. Este compuesto puede enmascarar otros pigmentos como la clorofila a y c y otras
xantofilas. El contenido de fucoxantina en algas muestra una variacion estacional (Haugan
y Liaaen-densen, 1994) y también varia segun el ciclo de vida de las algas marinas (Mori y
col., 2004), lo que indicaria una posible importancia bioldégica de este pigmento en algas.
La fucoxantina, cuando esta presente en los talos de algas marinas, es bastante estable en
presencia de ingredientes organicos y puede sobrevivir el proceso de secado y el
almacenamiento a temperatura ambiente. Sin embargo, la fucoxantina en forma pura es
susceptible a la oxidacion. Por lo tanto, son necesarios métodos efectivos de estabilizacion
para aplicar fucoxantina en nutracéuticos y formulacién de alimentos funcionales (Delgado-

Vargas y Paredes-Lépez, 2002).

1.5 Propiedades tecnolégicas

Ademas del rol de algunos componentes que tienen beneficios potenciales para el
cuerpo humano, algunas ventajas tecnolégicas pueden derivar del uso de algas marinas
como ingredientes. Esto es basicamente gracias a su composicion, especialmente por las
propiedades fisicoquimicas de la fibra dietaria. Desde el punto de vista tecnoldgico, las
fibras son utilizadas como agentes de textura, particularmente en alimentos de bajas
calorias. Estas propiedades dependen principalmente en la capacidad de la fibra para
absorber y retener agua (Ruperez y Saura-Calixto, 2001).

Los polisacaridos presentes en las algas rojas, como agar y carragenanos, y en algas
pardas, como los alginatos, son los componentes mas explotados comercialmente en algas
marinas. Estos polisacaridos de almacenamiento exhiben propiedades texturales vy
estabilizantes; por lo tanto, se usan en aplicaciones alimentarias tales como soluciones
acuosas, espesantes, formadores de geles, peliculas solubles en agua y como
estabilizantes (Lordan y col., 2011).

La fibra dietaria de diferentes fuentes, han sido estudiadas por separado y en
combinacion con otros ingredientes de la formulaciones de diferentes productos carnicos
(productos triturados/reestructurados y emulsiones carnicas) con el fin de aumentar los
rendimientos de coccion gracias a sus propiedades de unién de agua y grasa, mejorando
la textura y reduciendo los costos de formulacién (Cofrades y col., 2000; Fernandez-Gines,
y col., 2004; Jiménez-Colmenero y col., 2005; Selgas y col., 2005; Thebaudin y col., 1997).
Al mismo tiempo, altas concentraciones de minerales en las algas sugieren la posibilidad
de usarlos para reducir la cantidad de NaCl en carnes procesadas. Dado que el consumo
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de sodio generalmente excede las recomendaciones nutricionales en los paises
industrializados y aproximadamente 20-30% del consumo de sal comun proviene de
productos carnicos (Wirth, 1991), existe un creciente interés entre los consumidores y

elaboradores en reducir el uso de sal (minimizando el sodio).

1.6 Capacidad antioxidante

El papel de la dieta en la salud humana esta ganando cada vez mas atencién en los
ultimos afos (Gupta y Abu-Ghannam, 2011). En respuesta a las demandas de la sociedad
de un mejor estilo de vida y una mayor longevidad, los consumidores han desarrollado un
creciente interés hacia el consumo de alimentos funcionales (Fung y col., 2013), ya que
éstos no solo son beneficiosos debido a la presencia de nutrientes esenciales, sino
también debido a la aparicion de otros compuestos bioactivos que son importantes para la
promocion de la salud y la prevencion de enfermedades (Gupta y Abu-Ghannam, 2011).
Estos efectos beneficiosos se pueden atribuir a la compleja mezcla de fitoquimicos que
poseen actividad antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena y antiviral. Los compuestos
responsables de estas actividades comprenden compuestos fendlicos, polisacaridos
sulfatados y acidos organicos (Apostolidis y col., 2008; Liu, 2003; Podsedek, 2007), entre
otros.

Los antioxidantes son metabolitos secundarios que evitan la oxidacién al transformar
radicales libres o radicales peroxi en no radicales mediante la donacion de electrones e
hidrégeno, la quelacion de metales de transicion y la disolucion de compuestos de
peroxidacion (Enrique y Lester, 2002). El resultado del estrés oxidativo en las células y
tejidos del cuerpo causado por especies reactivas del oxigeno (ROS) surge principalmente
como resultado de la actividad metabdlica del cuerpo humano durante el proceso de
envejecimiento. Estos ROS también resultan en la oxidacion de los lipidos, que es la razén
principal del deterioro de la calidad de los alimentos que contienen lipidos durante el
almacenamiento. El uso de compuestos con capacidad antioxidante es una forma efectiva
de minimizar o prevenir la oxidacién de lipidos en productos alimenticios, retardando la
formacién de productos de oxidacion, manteniendo la calidad nutricional y prolongando la
vida util de los alimentos (Gupta y Abu-Ghannam, 2011).

Los antioxidantes (BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) y TBHQ
(terbutilhidroxiquinona) son ampliamente utilizados en la industria alimentaria para

preservar la seguridad y la calidad de los alimentos. Sin embargo, se ha informado que
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estos antioxidantes sintéticos son toxicos y ejercen un efecto carcinogénico (Chen y col.,
1992).

Entre los organismos marinos, las macroalgas representan una de las fuentes mas ricas
de antioxidantes naturales (Barrow y Shahidi, 2008; Chen y col., 2009; Cox y col., 2010;
Taskin y col., 2007). Por lo tanto, el valor de las algas marinas como un nuevo ingrediente
funcional y de salud esta ganando popularidad.

Las fuertes actividades antioxidantes en las algas estan presentes como mecanismos de
proteccion quimica (Fung y col., 2013). Las algas marinas viven en un ambiente hostil en
donde estan frecuentemente expuestas a una combinacion de luz fuerte, fluctuaciones de
temperatura, estrés osmoético y desecacion que pueden conducir a la formaciéon de
radicales libres y otros agentes oxidantes fuertes (ROS) (Gupta y Abu-Ghannam, 2011).
Sin embargo, el dafio a los componentes estructurales (acidos grasos poliinsaturados) o
cualquier dano fotodinamico grave de las algas rara vez ocurren. Para sobrevivir a estos
duros ambientes marinos, las algas han desarrollado fuertes sistemas de defensa
antioxidante que consisten en una serie de compuestos que pueden funcionar o no de
forma sinérgica para limitar la oxidacidén. Las sustancias bioactivas que actuan como
compuestos antioxidantes son principalmente polifenoles y pigmentos, como los
carotenoides (Fung y col., 2013).

Las algas pardas contienen concentraciones mas altas de polifenoles que las algas rojas
o verdes (Cofrades y col., 2016). Los compuestos fendlicos que se encuentran en las algas
también incluyen los florotaninos, que se encuentran exclusivamente en las algas pardas.
La familia de los carotenoides también es importante debido a su alta actividad
antioxidante y gran diversidad estructural. Existen numerosos estudios que asocian la
actividad antioxidante de diferentes algas con sus contenidos de carotenoides. En este
sentido, los carotenoides obtenidos de Undaria Pinnatifida, ha demostrado cierta actividad

contra las enfermedades cerebrovasculares (lkeda y col., 2003).

1.7 Propiedad antimicrobiana

La expresion de la actividad antimicrobiana de un extracto natural o un compuesto
sintético es generalmente muy clara, pero el mecanismo para esta accion sélo se entiende
de forma moderada. Los compuestos fendlicos atacan las paredes celulares y las
membranas celulares de los organismos, o que da como resultado la liberacion de
constituyentes intracelulares. Ademas, se ha informado que la interferencia con la funcién

de la membrana, como la interrupcion del transporte de electrones, la absorcion de
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nutrientes, la sintesis de acidos nucleicos y la actividad enzimatica, son modos de accion.
Por lo tanto, los compuestos fendlicos activos podrian tener varios objetivos invasivos que
podrian conducir a la inhibicién de bacterias (Grupa y Abu-Ghannam, 2011).

Si bien muchos estudios in vitro afirman que los compuestos bioactivos, como
polifenoles y florotaninos de las algas poseen accidn antimicrobiana contra varias bacterias
Gram positivas y negativas, no existe literatura cientifica que demuestre la actividad
antibacteriana de los extractos de algas marinas en productos alimenticios (Moroney y col.,
2013; Gupta y Abu-Ghannam, 2011).

1.8 Algas en el desarrollo de alimentos carnicos

En los ultimos afos, ha aumentado el interés y la demanda de alimentos funcionales
(Lépez-Lépez y col., 2009). Estos Ultimos, son aquellos alimentos que se consumen como
parte normal de una dieta y que contienen componentes biolégicamente activos, los cuales
ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo a sufrir determinadas enfermedades
(Gago Cabezas y col., 2009). Por este motivo, las investigaciones se centran de forma
creciente en la identificacion de compuestos biolégicamente activos y en su interaccidén con
otros componentes de alimentos.

Para elaborar nuevos alimentos funcionales, normalmente se modifica la composicion
original de un alimento determinado y se introduce alguna variacion para incrementar los
componentes biolégicamente activos que aporten beneficios al organismo o para reducir
los que causan efectos negativos. Asimismo, un alimento funcional se puede obtener
incorporando ciertos elementos bioactivos que no contiene el alimento de forma natural (o
los tiene en baja proporcién) y se comprueba cientificamente el beneficio para la salud.

Se destacan entre ellos los alimentos funcionales a base de carne, que brindan una
oportunidad excelente para que la industria carnica aborde las demandas de los
consumidores, promoviendo la ingesta de ingredientes funcionales sin ningin cambio
radical en los habitos alimentarios (Lopez-Lépez y col., 2009). El desarrollo de alimentos
funcionales a base de carne implica en gran medida la modificacion de la composicion de
la carne procesada para optimizar la presencia de ciertos componentes mediante
estrategias de reformulacion. De esta forma, se han reformulado numerosos productos
carnicos utilizando diversos ingredientes no carnicos para promover la presencia de una
amplia variedad de compuestos bioactivos (Anandh y col, 2003; Arihara, 2006; Fernandez-
Ginés y col., 2005; Jiménez-Colmenero y col., 2001; Jiménez-Colmenero y col., 2006). Es

importante resaltar que la modificacion del producto carnico no daria lugar necesariamente
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a un alimento funcional ya que la legislacién exige la demostracion del efecto funcional y
esto es un aspecto primordial que de sebe tener en cuenta, ya que puede ser una tarea
larga y costosa.

El uso de las algas marinas como ingrediente funcional, al contener diversos
compuestos bioactivos con potenciales beneficios para la salud, abre posibilidades en el
procesamiento de alimentos, incluidos los productos carnicos (Lopez-Lépez y col., 2009).
Asimismo, las algas marinas suministran diversos ingredientes con aplicaciones
tecnoldgicas (por ejemplo, fibras utilizadas como agentes de textura) que se han utilizado
en el procesamiento de carne. Ademas, otros componentes de algas marinas como los
aceites de algas se han utilizado para producir productos carnicos enriquecidos con
PUFAs, como hamburguesas de pavo, salchichas de cerdo frescas y jamones

reestructurados (Lee y col, 2006).

1.9 La hamburguesa

La hamburguesa es un producto alimenticio consumido ampliamente en todo el mundo.
En los ultimos afios, la demanda de comida rapida ha aumentado rapidamente y la
mayoria de los productos incluidos en la comida rapida contienen altas concentraciones de
grasa, azucar, sal, colesterol y acidos grasos saturados, y son deficientes en carbohidratos
complejos (Lopez-Lopez y col., 2010).

El Codigo Alimentario Argentino (Capitulo VI, Articulo 302) define a los chacinados como
“los productos preparados sobre la base de carne y/o sangre, visceras u otros
subproductos animales que hayan sido autorizados para el consumo humano, adicionados
0 no con substancias aprobadas a tal fin.” Dentro de esta denominacién se encuentran las
hamburguesas, especificadas bajo el Articulo 330 (Resolucion Conjunta SPRel y SAV N° 1
- E/2017): “Se entiende por hamburgués o bife a la hamburguesa, al producto de forma
plana, elaborado exclusivamente con carne vacuna picada con un contenido graso
promedio en el lote no mayor al veinte por ciento (20%), sal, con o sin el agregado de
antioxidantes, aromatizantes, saborizantes, especias, exaltadores de sabor, estabilizantes,
(unicamente fosfatos y polifosfatos) estabilizantes de color (excluyendo nitritos y nitratos)
autorizados. En caso de utilizarse carnes distintas de la vacuna, debera denominarse

1

‘Hamburgués de...” o “Bife a la Hamburguesa de...” seguido de la denominacién de la o de
las especies que lo componen.”
Como la hamburguesa es uno de los alimentos principales que forma parte de las

comidas rapidas, y la investigacion epidemiologica ha demostrado una relacién entre el
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consumo de comidas rapidas y el aumento de una serie de enfermedades crénicas, que
incluyen cancer de colon, obesidad, enfermedades cardiovasculares y varios otros
trastornos (Beecher, 1999; Best, 1991; Kaeferstein y Clugston, 1995), se esta impulsando
a la industria de la carne a cambiar para mejorar la calidad de productos como
hamburguesas. Estos son productos carnicos comunes, ampliamente aceptados en ciertos
grupos de poblacion, y entre las ventajas que presentan es la posibilidad de inducir
cambios de composicién para mejorar su valor nutricional y sus propiedades benéficas

para la salud (Lopez-Lépez y col., 2010).

1.10 Reformulacién de productos carnicos

En la actualidad uno de los objetivos de la industria carnica es obtener productos con
menor contenido graso, mejor perfil de acidos grasos y con la incorporacion de
ingredientes saludables, tratando de evitar o reducir la incorporacion de compuestos
considerados riesgosos para la salud. Los productos carnicos pueden ser modificados por
adicién de ingredientes considerados beneficiosos para la salud o bien por eliminacién o
reduccion de ciertos componentes que son considerados perjudiciales (Fernandez-Ginés y
col., 2005; Ayo y col., 2007; Cofrades y col., 2008).

Para poder elaborar un producto carnico tipo hamburguesa, se debe comenzar con el
picado de la carne. En esta primera etapa, se produce la rotura del musculo, en donde se
intenta desintegrar su microestructura, a fin de liberar las proteinas miofibrilares. La
solubilizacion de estas proteinas antes de la coccion es esencial para la emulsificacion, la
gelaciéon y la retencion de agua (Xiong, 1994). El agregado de sal (NaCl) y polifosfatos
favorecen la solubilizacién de las proteinas miofibrilares que es de suma importancia ya
que son las que emulsionaran a los pequefios granulos de grasa que se obtienen durante
el picado, situandose como una fina pelicula en la superficie de separacion entre las dos
fases, impidiendo asi su coalescencia. Este tipo de productos se los consideran
emulsiones, ya que por microscopia se ha observado a los glébulos grasos rodeados por
una capa de proteina absorbida (Foegeding y col., 1996). Esta capa proteica se produciria
durante el picado. Sin embargo, después de calentar la grasa quedaria en parte atrapada
en la red continua de proteina gelificada.

Tradicionalmente, este tipo de alimentos carnicos procesados contiene un nivel elevado
de grasa animal (la cual estd mayoritariamente compuesta por acidos grasos saturados) y
de sodio, debido a la gran cantidad de sales de sodio incorporadas para lograr las
propiedades deseadas en estos productos. Sin embargo, la busqueda de alimentos mas
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sanos que respondan a las necesidades de la poblacion en cuanto a requerimientos
nutricionales y precio, hacen necesario el desarrollo de productos con otros ingredientes
tales como hidrocoloides, gomas y proteinas no carnicas en la formulacion, los cuales se
agregan durante el mezclado de los ingredientes, pre-emulsificado o no, logrando una
reduccion considerable en los niveles de sodio y grasa, gracias a las propiedades
funcionales de estos ingredientes. Asimismo, los procesos de sustitucion de grasa basados
en la incorporacion de proteinas parecen ofrecer ventajas sustanciales a los productos
bajos en grasa, pero normalmente se requieren mejoras en las caracteristicas texturales
que no pueden ser logradas unicamente por la incorporacién de proteinas (Keeton, 1994).
El agregado de gomas en combinacién con proteinas podria ser adecuado como sustituto
de grasa. A su vez, se puede sustituir parte de la grasa animal por aceites con una menor
cantidad de acidos grasos saturados, mayor contenido PUFAs y sin colesterol. Este
reemplazo implica una matriz carnica que sea capaz se retener esta fase grasa liquida mas
eficientemente, para lo cual la emulsificacién o pre-emulsificacién ha sido una alternativa
altamente empleada.

Finalmente, se moldean las hamburguesas con el tamafio y peso deseado, se envasan

y se refrigeran hasta su posterior coccién e ingesta.

Como se ha dicho anteriormente, la sal es uno de los ingredientes que contribuye a la
solubilizacién de las proteinas. Ademas, es un ingrediente necesario para la aceptabilidad
de estos productos por su efecto en sabor, textura, suavidad y jugosidad. La mayoria de
las formulaciones de productos carnicos contienen sal en un porcentaje de 0,3 a 2,0. Sin
embargo, su consumo en altas cantidades contribuyen a la hipertensién arterial y
aumentan el riesgo de cardiopatia y accidente cerebrovascular (OMS, 2016). En nuestro
pais, la iniciativa “Menos Sal Mas Vida” (Ministerio de Salud de la Nacién) del afio 2011,
tiene como objetivo disminuir progresivamente el consumo de sal de la poblacién, para
reducir asi la importante carga sanitaria que representan las enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y renales. Constituye una de las principales acciones
de promocion de la salud y forma parte de un plan integral de prevencién y control de
enfermedades cronicas no transmisibles. Esto ya ha entrado en vigencia, y hoy se refleja
en el Codigo Alimentario Argentino, estableciendo un contenido maximo de sodio para las
hamburguesas de 850 mg de sodio/100 g de producto, lo que representa una reduccién
minima de un 15% del contenido maximo de sodio en el producto. Ademas, la adicién de
fosfatos, como el tripolifosfato de sodio (NaszH2P30+¢), permite usar niveles mas bajos de
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sodio en productos emulsificados, ya que mejoran la solubilidad de las proteinas
miofibrilares (aumentando el ligado y reduciendo la pérdida de humedad y rendimiento en
los productos) por aumentar la capacidad de retencion de agua de las miofibrillas. Aunque
generalmente los fosfatos son sales sédicas, su aporte de Na* a la ingesta representa una
cantidad baja debido a la poca cantidad que se agrega de este aditivo (0,5 g/100g respecto
al 2 - 4 g/100g de NaCl).

Las proteinas de leche presentan calidades nutritivas de muy alto valor bioldgico. Estas
proteinas se pueden clasificar como caseinas, proteinas del suero y las que forman parte
de la membrana del globulo graso (solamente el 1% del total).

Las caseinas (0(81, 0(82, B y k caseina) suponen el 80% de las proteinas totales. Las

estructuras primarias revelan una distribucion particular de residuos polares e hidréfobos, y
la agregacion de estos residuos en diferentes dominios polares e hidréfobos originan una
estructura anfipatica. Las moléculas individuales de caseina se caracterizan en general por
tener un tamafo mediano, contar con pocos tramos con estructura secundaria organizada,
debido a la presencia de abundantes restos de prolina, y tener unidos covalentemente
grupos fosfato a algunos de los restos de serina, y muy ocasionalmente a restos de
treonina. Como resultado de su fosforilacidon y estructura anfifilica, las caseinas interactuan
entre si y con el fosfato calcico para formar grandes micelas esféricas, las cuales contienen
un 92% de proteina y un 8% de sales. Las micelas tienen como caracteristica la
hidratacion excepcional: pueden ligar 3,7 g de agua cada gramo de caseina. Las caseinas
tienen excelente solubilidad y estabilidad térmica por encima de pH 6. Estas proteinas
también tienen muy buenas propiedades emulsionantes por sus estructuras anfifilicas.

Las proteinas del suero representan un 17% del total de las proteinas de la leche. Las
estructuras de las proteinas de suero, B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, que constituyen
el 80% de las proteinas del suero, son tipicas de estas y otras proteinas globulares. Al
igual que las caseinas, tienen una carga negativa neta al pH de la leche; sin embargo, a
diferencia de las caseinas, la secuencia de distribucion de los residuos hidréfobos, polares
y cargados es bastante uniforme. Consecuentemente, estas proteinas se pliegan
intramolecularmente, para alojar interiormente la mayoria de sus residuos hidréfobos.

Los beneficios de las proteinas de la leche como ingredientes de otros alimentos surgen
de sus excelentes propiedades nutricionales y capacidad para contribuir esencialmente a
las propiedades funcionales de los alimentos. Las propiedades funcionales de las proteinas

estan relacionadas con diversas caracteristicas moleculares generales tales como la
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hidratacion, actividad de superficie y el tipo de interacciones proteina-proteina favorecidas
por estructuras parcialmente no desplegadas. La hidratacibn es un parametro
particularmente importante porque la solubilidad es un requisito de muchas propiedades
funcionales excelentes y la captacion de agua es una funcion esencial en muchos
alimentos. El orden de actividad de superficie de diversos componentes proteicos de la
leche es B caseina > micelas de caseina monodispersadas > albumina sérica > a
lactoalbumina > aS caseina — k caseina > 3 lactoglobulina (Mulvihill, 1992). En cuanto a la
interaccidn con otras proteinas, las caseinas son singulares porque sus estructuras
flexibles les permiten la interaccion con muchas estructuras parcialmente desplegadas de
otras proteinas por interaccion hidrofoba y/o por extension de la estructura secundaria. Por
ello, las proteinas de leche son utilizadas en productos carnicos para mejorar la capacidad
de retencion de agua, funcionar como emulsificantes, mejorar de las caracteristicas de
textura y jugosidad (Ellekjaer y col., 1996; Hermansson y Akesson, 1975; Barbut, 2006;
Andrés y col., 2006).

Para cumplir con las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud, no sélo
se debe disminuir el contenido de lipidos de los productos carnicos procesados sino
también modificar su perfil lipidico. El reemplazo de acidos grasos saturados por
insaturados (cis) produce una favorable disminuciéon del colesterol LDL y de la relacion
colesterol total/colesterol HDL. ElI consumo de acidos grasos saturados y trans aumenta la
colesterolemia, mientras que los acidos grasos insaturados producen un efecto contrario.

Existen diferentes métodos para modificar la cantidad y calidad de los acidos grasos de
alimentos carnicos procesados. Una de las estrategias es la utilizacion de aceites de
diferentes origenes. Se han utilizado tanto aceites de pescado como aceites vegetales
(parcialmente hidrogenados de maiz, semilla de algodén, palma, soja, mani, girasol de alto
contenido en acido oleico, semilla de algodén y oliva) en productos tales como
hamburguesas y salchichas (Liu y col., 1991; Marquez, y col., 1989; Park, y col., 1989).
Asimismo, los aceites vegetales son también una fuente importante de tocoferoles y
fitoesteroles, con efectos antioxidantes y efectos hipocolesterolémicos, respectivamente.

Dependiendo del tipo de aceite, los productos pueden presentar algunas diferencias,
ademas de las sensoriales, respecto de sus productos de referencia, pero estas diferencias
pueden reajustarse mediante una o mas estrategias para la produccion de productos bajos
en grasa (Jiménez-Colmenero, 1996). Por ejemplo la inclusién de aceite también altera la

textura de las emulsiones carnicas con una tendencia general hacia productos mas
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blandos (Alvarez y col., 2012), pero algunos investigadores han empleado gomas o
proteinas no carnicas o combinaciones de ambas, dando como resultado productos con
buenas propiedades funcionales y sensoriales (Andrés y col., 2009; Jiménez-Colmenero,
2013).

Liu, Huffman y Egbert (1991) reportaron de manera general que era posible la
sustitucion del 10 % de la grasa animal por aceites vegetales parcialmente hidrogenados
(maiz, algodon, mani y soja) ya que los efectos observados sobre la composicion y

aceptabilidad en pastas carnicas resultaban favorables.

En conclusion, el desarrollo de alimentos funcionales abre nuevas posibilidades para el
uso de algas. Una de ellas es la oportunidad para que la industria carnica mejore su
‘imagen” y aborde las demandas de los consumidores. Desde el punto de vista nutricional,
las algas pueden ayudar en la busqueda de productos carnicos que contengan menos
sodio y actuar como buenas fuentes de algunos minerales, ayudando a alcanzar la ingesta
diaria recomendada de algunos minerales esenciales y oligoelementos. De hecho, existen
estudios que estan analizando la utilizacion de las algas marinas como alternativa a la sal
(FAO, 2016). Ademas, la adicion de algas a productos carnicos procesados podria mejorar
el perfil de acidos grasos, ajustando al producto a objetivos de consumo mas saludable.

Desde el punto de vista tecnoldgico, la adicidon de algas a productos carnicos permite
modificar la capacidad de retencion de agua y aportar fibras y antioxidantes al producto. La
fibra dietaria (tanto soluble como insoluble) de las algas pueden incrementar el rendimiento
en coccion, mejorar la textura, la retencion de agua, la estabilidad de la emulsion y
disminuir los costos de la formulacion de productos carnicos (Moroney y col., 2013). Por
otra parte, la adicién de algas marinas podria aumentar el contenido de moléculas con
actividad antioxidante, las cuales pueden mejorar la estabilidad oxidativa durante el

procesamiento y almacenamiento del producto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

Realizar una caracterizacion quimica y nutricional de harinas de algas marinas de
importancia en las costas argentinas producidas por una industria nacional.

Evaluar la inclusion de la/s harina/s de macroalgas en un alimento carnico
empleando carne porcina magra, aceite vegetal como fuente de acidos grasos
insaturados, y contenido de sodio reducido para lograr productos carnicos

saludables.

2.2 Objetivos particulares

Sobre las harinas de algas marinas de diferentes géneros:
Determinar actividad acuosa y tamafo de particula.
Determinar la composicion centesimal (humedad, proteinas, lipidos, hidratos de
carbono, fibra y cenizas) y obtener el perfil lipidico para evaluar su potencial uso
como fuente de acidos grasos saludables.
Caracterizar mediante determinacion de capacidad de retencién de agua y aceite, y
grado de hinchamiento.

Evaluar su contenido de pigmentos, polifenoles totales y su capacidad antioxidante.

Sobre hamburguesas de carne porcina formulada con harina/s de algas:
Evaluar el reemplazo de concentrado de proteinas de leche por harina de algas
como ligante/emulsificante en sistemas carnicos procesados con aceite de girasol
alto oleico pre-emulsificado y reducido contenido de sodio.

Caracterizar los productos mediante parametros como rendimiento, encogimiento,
color, jugosidad, textura y estabilidad frente a la oxidacion lipidica durante su
almacenamiento congelado durante 6 meses.

Analizar si la incorporacién de harina de algas mejora las caracteristicas de calidad

de las hamburguesas asi como su capacidad antioxidante y perfil de acidos grasos.
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3. MATERIALES Y METODOS

PARTE I: Estudio y caracterizacion de harinas de algas marinas comestibles

3.1 Materia prima

Las harinas de algas que fueron estudiadas en este trabajo fueron provistas por la
empresa Soriano, Trelew, Argentina. Consistieron en harinas de algas de 3 géneros
diferentes, obtenidas de la costa patagonica:

» Undaria sp. = algas pardas

» Porphyra sp. = algas rojas

= Ulva sp. = algas verdes

Las muestras recibidas fueron fraccionadas y envasadas en bolsas Cryovac BB4L
(Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina; PO,: 35 cm® m? dia™ bar” a 23 °C) bajo vacio y

congeladas a -20 °C hasta su uso.

3.2 Determinaciones realizadas
Las determinaciones realizadas sobre las tres harinas de algas se describen a

continuacion.

3.2.1 Actividad acuosa

Para la determinacion de la actividad acuosa (ay) se utilizd un equipo AqualLabDew
Point Series 4 4TEV (Decagon Devices INC. MA, EE.UU.) (Figura 3.1). Las medidas fueron
realizadas a 25°C por duplicado.

Este equipo mide la a,, de las muestras siguiendo la metodologia de los sensores de
punto de rocio. En este tipo de instrumentos la muestra se equilibra dentro de una camara
sellada que contiene un espejo que permite detectar la condensacion en él. En el punto de
equilibrio, la humedad relativa del aire en la camara es igual a la a,, de la muestra. Una
célula fotoeléctrica y un termistor detectan el punto exacto en el que se produce la
condensacion y la temperatura, respectivamente. Un haz infrarrojo centrado en un
pequeio espejo determina la temperatura de punto de rocio precisa de la muestra. Esa

temperatura de punto de rocio se traduce entonces en la actividad de agua.
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Figura 3.1: Equipo AqualLab Dew Point Series 4 4TEV

3.2.2 Tamano de particula

Se determind la distribucidn de tamarfios de particulas en las harinas de algas mediante
un equipo de dispersion estatica de luz Malvern Mastersizer 2S, Malvern (Instruments Ltd.,
Reino Unido) (Figura 3.2), perteneciente a la Universidad de Quilmes (UNQUI, Bernal,
Argentina). El rango de medicion del equipo se encuentra entre los 0,1 ym a 1000 um. La
técnica de difraccién laser opera bajo la prediccion del comportamiento de las particulas
sobre la dispersion de luz. Las particulas dispersan luz en todas las direcciones con un
patron de intensidad que es dependiente de su tamafo. La luz dispersada tendra
diferentes intensidades segun el angulo de observacion. El equipo empleado utiliza la
teoria de Mie para determinar el tamano de las particulas. Esta teoria describe la radiacion
en y alrededor de una particula esférica en un medio homogéneo y no-absorbente en todas
las direcciones espaciales. Las particulas pueden ser transparentes o completamente
absorbentes. La Teoria de Mie postula que la difraccion de luz es un fendmeno de
resonancia. Si un rayo de luz con una longitud de onda determinada incide sobre una
particula, ésta creara oscilaciones electromagnéticas en la misma frecuencia que la luz
incidida, dependientes de la relacion entre la longitud de onda de la luz con el diametro de
la particula y el indice de refraccién entre las particulas y el medio. La particula es
susceptible a la recepcién de determinadas longitudes de onda y reemite la energia como
una estacion de emisién, en una distribucion espacial angular definida. Segun la Teoria de
Mie, son posibles multiples estados de oscilacion con diferentes probabilidades y existe
una relacion entre la seccidén dpticamente efectiva y el tamafo de la particula, la longitud

de onda y el indice de refraccion entre las particulas y el medio. Para aplicar la Teoria de
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Mie es necesario conocer el indice de refraccion y el coeficiente de absorcién de la
muestra y del medio. El indice de refraccion adoptado fue de 1,52 y el coeficiente de
absorcion considerado para las particulas fue de 0,1.

Para cada determinacién, aproximadamente 2 g de muestra se dispersaron en 500 mL
de agua con una unidad de dispersion Hydro 2000MU Malvern (Instruments Ltd;
Worcestershire, UK). La velocidad de la hélice se mantuvo en 2000 rpm. Asimismo luego
de haber registrado la medida sin sonicar, se aplico ultrasonido en un sonicador TestLAb
TB04n (Bernal, Argentina) durante 30 segundos a fin de evitar la agregacion de las
harinas. La distribucion del tamafo de particulas, antes y después de la sonicacidn
(TestLAb TBO04n, Bernal, Argentina) fueron realizadas por duplicado y expresadas como

frecuencia en volumen.

Figura 3.2: Equipo de dispersion estatica de luz para medir tamafo de particula.

3.2.3 Parametros fisico-quimicos

Para la determinacion de los parametros fisico-quimicos de las harinas de algas se
siguieron los métodos descriptos por Gomez-Ordéfiez y col. (2010). Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por duplicado.

I. Capacidad de retencion de agua y de aceite

Se pesaron aproximadamente 0,5 g de cada una de las harinas en tubos de centrifuga,
registrandose su peso exacto. A continuacion se anadieron 30 ml de agua destilada. Se
agité suavemente para lograr una hidratacién completa del polvo y se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 24 h en oscuridad. A continuacion, se centrifugaron las
muestras a 10000 rpm durante 20 minutos a 20°C, se descarto el sobrenadante y se peso
el precipitado. La capacidad de retencion de agua (CRA) se expres6 como g de agua

retenida/g harina de algas.
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Para la determinacion de la capacidad de retencion de aceite, se procedidé de igual
manera que el caso anterior, pero utilizando aceite de girasol alto oleico en lugar de agua.
Finalmente, la capacidad de retencion de aceite (CRAc) se expres6 como g de aceite

retenido/g harina de algas.

Il. Grado de hinchamiento

Se pesaron 0,125 g de cada harina en pequefas probetas graduadas y se afiadieron 2,5
ml de agua destilada. Se agité suavemente y se tapd con papel Parafilm. Se dejaron
reposar las muestras durante 24 h a temperatura ambiente. Finalmente, se leyd
directamente el volumen ocupado por las harinas de algas hidratadas. El grado de

hinchamiento (GH) se expres6 como ml ocupados/g de harina de algas.

3.2.4 Composicién centesimal
Se determind el contenido de humedad, cenizas totales, proteinas y lipidos empleando

métodos AOAC (1984). También se determinaron hidratos de carbono y fibra dietaria total.

I. Determinacién de humedad

La humedad se determiné mediante el método indirecto (método 24.002, AOAC, 1984).
Se pesaron 2 g de cada una de las muestras en cajitas de aluminio previamente pesadas y
se secaron a 105 £ 2°C en estufa de vacio (Instrumentacién Cientifica, Buenos Aires,
Argentina) hasta peso constante. Antes de pesar la masa seca (MS), las muestras fueron
conservadas en desecador, hasta alcanzar temperatura ambiente. Cada determinacion se
realizd por duplicado.

El contenido porcentual de humedad se calculd segun la formula:
Humedad (%) = 100 — MS

Donde MS se calcula segun:
M3 — M1

MS = (MZ — M1

>x100

Donde:
M1: peso en g de la caja de aluminio.
M2: peso en g de la caja de aluminio + muestra en g.

M3: peso en g de la caja de aluminio + muestra seca en g.
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Il. Determinacion de cenizas totales

Se determind el contenido de cenizas totales de cada muestra mediante su calcinacién
en mufla (Método 24.009, AOAC, 1984).

Primero, se pes6 1 g de cada muestra en capsulas de porcelana previamente calcinadas
y pesadas, y se procedio a la carbonizacion de la materia organica sobre triangulo de pipas
y mechero, hasta residuo carbonoso. Luego, los residuos se calcinaron en mufla a 550°C
hasta cenizas blancas o color gris claro. Se dejaron enfriar en desecador hasta
temperatura ambiente para luego pesar.

El contenido porcentual de cenizas totales se calculé segun la formula:

_ (M2 — M1)
cenizas totales (%) = | ———=—| x 100

M3

Dénde:
M1: peso en g de la capsula vacia.
M2: peso en g de la capsula + muestra calcinada.

M3: peso en g de la muestra.

lll. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas de cada muestra se determind mediante el método de
Kjeldahl-Arnold-Gunning (Método 24.027, AOAC, 1984) en equipo digestor y destilador
Buchi 320 (Suiza).

Se pesaron 0,5 g de muestra y se colocaron en tubo digestor con 2 g de mezcla
catalizadora (10 g de K;SO4 0 NaySO4 + 1 g de CuS04.5H;0) y 15 ml de HySO4
concentrado. Se conectaron los tubos en una trampa de vapores y luego se procedié al
calentamiento de los mismos hasta completar la digestion de la materia organica: se
observd en todos los tubos un color azul verdoso trasliucido. Se dejaron enfriar y
posteriormente cada tubo de digestidon se conectd al equipo destilador, colocando un
Erlenmeyer con 50 ml de H3BO3; 4% con unas gotas de indicador Mortimer (rojo de metilo -
verde de bromocresol) en la salida para recoger el NH3 destilado. El agregado de agua y
NaOH 32% al tubo digestor se realizé automaticamente, mediante interruptores, hasta que
la solucion tomo color marron, indicando la neutralizacion del acido y exceso de base. Se

destilé hasta alcanzar un volumen de 150 ml aproximadamente en el Erlenmeyer colector.
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Por ultimo, el destilado se tituld por retorno con H,SO,4 0,0924 N con agitacion constante
hasta el viraje del indicador (Vmuestra)-

Paralelamente se realizé6 un blanco en las mismas condiciones descriptas sin muestra
agregada (Vpianco)- TOdas las muestras se realizaron por duplicado.

Se utilizé el factor de conversion (f) propuesto para algas (Angell y col., 2015) de 5,00 g
proteinas/g N para calcular el contenido porcentual de proteinas de la muestra, mediante la

siguiente formula:

(Vmuestra — Vblanco) x N x 0,014 x f 100
g muestra x

% proteina = <
IV. Determinacion del contenido de lipidos y perfil de acidos graso
El contenido de lipidos de cada muestra se determiné mediante el método de Soxhlet
(Método 24005, AOAC, 1984) que consiste en una extraccion semi-continua de los lipidos
con éter de petroleo.

Preparacion de la muestra y extraccién de lipidos: En un cartucho de papel de filtro se

pesaron 2,5 g de muestra. Este, correctamente cerrado, se coloco en el tubo extractor.
Luego, se conectod el balon, previamente pesado, al tubo extractor. Por la parte superior de
este ultimo, se agregd éter de petréleo (Peb: 35-60°C) y se conectd a una linea
refrigerante. La extraccion se realizé a reflujo durante 7 ciclos de extraccion, sobre una
manta calefactora. Una vez finalizada la extraccion, se eliminé el solvente del balén por
evaporacion hasta peso constante, obteniéndose asi la fraccion lipidica de cada una de las
muestras. Todas las muestras se ensayaron por duplicado.

El contenido de lipidos se calcul6 segun la férmula:

o (Peso balon con lipidos — Peso baldén vacio)
% Lipidos = x 100

g muestra

La técnica para determinar el Perfil de acidos grasos consiste en una extraccion y
derivatizacién de los acidos grasos presentes en la muestra y su posterior cuantificacion
mediante cromatografia gaseosa.

Primero, se pesaron 0,2 g de la muestra a ensayar y se mezclaron con 20 ml de una
mezcla metanol/cloroformo 1:2 y se dejé en contacto por 24 h en heladera. Una vez

transcurrido ese tiempo, se filtr6 con papel de filtro en un tubo Falcon. Al filtrado se
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agregaron 3,5 ml de agua destilada y una vez que se separaron las dos fases, se descarté
la fase superior. El liquido resultante (mezcla de cloroformo con acidos grasos) se llevé a
sequedad en rotavapor (Buchi Rotavapor R-124, Essen, Alemania) a 45°C. El residuo del
balon se resuspendié con 4 ml de hexano, los cuales se transfirieron a otro tubo Falcon y
se mezclé en vortex por 30 segundos. Posteriormente, se agregaron 0,3 ml de una
solucion metandlica de KOH 2N con el fin de saponificar a los acidos grasos, se agitdé en
vortex y se agrego una pizca de NaySOq, el cual actué como desecante. Por ultimo, se
dejaron decantar los solidos y se tomé 1 ml de la fase superior, obteniendo asi la muestra
debidamente acondicionada.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos se analizaron en un equipo Agilent
Technologies 7890 A provisto de una columna capilar DB-23. El tiempo total de corrida fue
de 34,75 minutos. Se utilizdé un estandar externo de 37 acidos grasos C4-C24 (Supelco 37
component FAME MIX, 100 mg Neat).

Los resultados se expresaron como % de acidos grasos.

Con los resultados obtenidos se calcularon dos indices segun las siguientes férmulas:

Indice de Aterogenicidad (IA) = [C12:0 + (4.C14:0) + (C16:0)]
[(n-6 PUFA + n-3 PUFA)+MUFA]

Indice deTrombogenicidad (IT)= [C14:0+C16:0+C18:0]
[(0.5:MUFA) + (0.5«n-6 PUFA) + (3xn-3 PUFA) + (n-3 PUFA/n-6 PUFA)]

V. Determinacion de hidratos de carbono totales
La determinacién de los hidratos de carbono totales presentes en las muestras se
realizé por el método de Antrona/Sulfurico.

Preparacién de la muestra: Se realizé mediante una hidrdlisis acida parcial. Se pes6 una

cantidad adecuada de muestra y la misma se colocé en un balén de 500 ml.
Posteriormente, se agregaron 100 ml de agua y 20 ml de la soluciéon de HCI &: 1,125 g/mL.
El balén se conecté a un refrigerante y se calenté a reflujo durante 30 min. Una vez
transcurrido ese tiempo, se dejo enfriar y todo el contenido del balén se trasvas6 a un
matraz aforado de 500,00 ml. Se agito y se filtré por papel, desechando las primeras gotas.
Se realizaron diluciones apropiadas del filtrado.
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Determinacion: Se colocaron 0,2 ml de la diluciéon a ensayar en un tubo Hatch con tapa 'y

se agregaron 2 ml de reactivo de Antrona. Se tapé el tubo firmemente, se agité en vortex
para mezclar el contenido y luego se colocaron todos los tubos un bafo de agua a
temperatura ambiente para equilibrar la temperatura. Posteriormente, los mismos fueron
colocados en un bafo de agua a ebullicion durante 15 min. Una vez transcurrido ese
tiempo, se dejaron enfriar a temperatura ambiente en un bafio de agua en oscuridad por
aproximadamente 30 min. Finalmente, se midié la absorbancia a 620 nm en un
espectrofotometro Hach DR/2000 (Hach Company, USA). Paralelamente se realizé6 una
curva de calibracién con una solucion de glucosa estandar.

Todas las muestras se ensayaron por duplicado.

La cantidad de hidratos de carbono totales de cada muestra se expres6 como g

glucosa/100 g de harina de algas.

VI. Determinacion de fibra dietaria total

La determinacién se llevé a cabo 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 Magazine (Megazyme
International Ireland Ltd., Bray, County Wicklow, Irlanda).

Para la preparacion de la muestra se siguieron los siguientes pasos: Se pesé 1 g de
muestra, por duplicado, en vasos de precipitado de 400 ml. Se afiadieron 50 ml de buffer
fosfato (pH 6.0) a cada vaso y se ajusté el pH 6,0+0,1. Luego, se anadieron 50 pl de a-
amilasa estable al calor, se cubrieron los vasos con papel aluminio y se incubaron en un
bafo con agua hirviendo por 30 min. Una vez transcurrido ese tiempo, las soluciones se
dejaron enfriar hasta temperatura ambiente y se ajusté el pH a 7,5t0,1 mediante el
agregado de 10 ml de una solucién de NaOH 0,275 N. Luego, a cada vaso se agregaron
100 pl de proteasa, se cubrieron los mismos con papel aluminio y se incubaron a 60°C con
agitacion continua por 30 min. Pasado ese tiempo, se dejaron enfriar y se agregaron 10 ml
de una solucién 0,325 N de HCI. Se ajusté el pH a 4,5+0,2 y se agregaron 200 pl de
amiloglucosidasa. Los vasos se volvieron a cubrir con papel aluminio y se incubaron por 30
min. mas en un bano a 60°C con continua agitacion. Para precipitar la fibra de la muestra,
se agregaron 280 ml de etanol 96% precalentado a 60°C, y se dej6 precipitar por 1h.

Filtrado de la muestra: Se utilizaron filtros de vidrio fritado con 1 g de Celite, previamente
secados en estufa por 2 h a 130 °C y pesados. Los vasos fueron colocados en un kitasato

conectado a un mandmetro y éste a una bomba de vacio. Todo el contenido de los vasos

30



Materiales y métodos

de 400 ml fue filtrado y luego se procedio al lavado de la muestra remanente en el filtro con
20 ml de etanol 78% (3 veces), 10 ml de etanol 96% (2 veces) y 10 ml de acetona (2
veces).

Una vez realizado todo esto, los filtros que contenian los residuos se secaron una noche
en estufa a 70°C, luego se enfriaron y pesaron. Por diferencia se determiné el peso del
residuo. Para cada muestra, sobre uno de los residuos se determind el contenido
remanente de cenizas y al otro, el de proteinas, cada uno por los métodos descriptos
anteriormente (seccion 3.2.4 (ll) y 3.2.4 (lll) respectivamente) para hacer la correccion
correspondiente.

Los resultados se expresaron como g fibra dietaria total/100 g de harina de algas.

3.2.5 Determinacion cuantitativa de clorofilas y carotenoides

Preparacion de los extractos: se pesaron aproximadamente 0,4 g de cada harina de

algas en tubos Hatch y se procedio a la extraccion de los pigmentos con 2,5 ml de una
solucion acetona/agua (80/20). EI homogenato se agité durante 15 segundos en vértex y
se centrifugd a 5500 g por 5 minutos. Se recogid el sobrenadante, y sobre el pellet se
realizé una segunda extraccion con la adicion de 2,5 ml de la misma solucion anterior.

El contenido de clorofilas y carotenoides totales fue determinado mediante un
espectrofotometro Hach DR/2000 (Hach Company, EE.UU) segun Lichtenthaler (1987). Se
midio la Absorbancia de los extractos a 663 nm, 647 nm y a 470 nm. La cantidad de cada

pigmento en los extractos se calculd segun las siguientes férmulas (ug/ ml extracto):

Clorofila “a”: Ca=12,25, Assz— 2,79 x Ass7

Clorofila “b”: Cb = 21,50 x Asa7— 5,10 x Ass3

Clorofilas totales (a+b): Caww=7,15x Asez + 18,71 « Asaz
Carotenoides totales: Cx+c= 1000 x Ag70 — 19882 x Ca—85,02, Cp

Los resultados se expresaron como ug/g harina de algas.

3.2.6 Determinacion de polifenoles totales

El contenido de los compuestos fendlicos totales se determind empleando el reactivo de
Folin Ciocalteau (F-C) (mezcla de acidos fosfotungstico y fosfomolibdico en medio basico)
que oxida a los compuesto fendlicos originando 6xidos azules de wolframio y molibdeno,

los cuales son determinados espectrofotométricamente.
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Preparaciéon de los extractos: Se pesaron 0,5 g de cada harina de algas en frascos
pequefios y se agregaron 5 ml de etanol 96%. La extraccion se realiz6 con agitacion
continua, en oscuridad a temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente se transfirieron
los extractos a tubos eppendorff y centrifugaron a 3000 g por 15 min a 4°C. La extraccion
se realizé sobre cada muestra por duplicado.

Para la determinacién, se colocaron 0,2 ml de cada sobrenadante en tubo Hatch y se
adicionaron 2 ml de una solucién de Na,CO3; 2% (p/v) (en oscuridad). Pasados 2 minutos,
se agregaron 0,2 ml de reactivo de F-C diluido 1:1 en agua, se agitd en vortex y se dejo
reaccionar cada muestra en oscuridad por 30 minutos. Por ultimo, se leyo la absorbancia a
725 nm. En simultaneo se realizdé una curva de calibracion utilizando acido galico como
patron.

Los resultados se expresaron como mg de acido galico/g harina de algas.

3.2.7 Determinacion de la capacidad antioxidante
La determinacion de la capacidad antioxidante se realizO mediante dos métodos: el
método de DPPH’ y el método de ABTS™.

Preparacion de los extractos: se obtuvieron extractos etandlicos a partir de 0,5 g de

cada harina de algas y 5 ml de etanol 96% en frascos pequefos resguardados de la luz
con agitacion continua durante 2 h. Luego, el contenido de cada frasco se fracciond en
eppendorff, los cuales fueron centrifugados a 7000 rpm por 10 minutos. Se descart6 el
pellet y los ensayos se realizaron sobre el sobrenadante resultante.

Determinacion del tiempo de reaccion: Para cada uno de los métodos se realizd una

cinética de reaccién con el fin de determinar el tiempo de medida, ya que los tiempos de
reaccion encontrados en bibliografia fueron muy variables, por lo cual para la realizacién

de estos ensayos tubo que asegurarse una reaccion completa.

I. Ensayo de DPPH*

La técnica se basa en la reaccion de compuestos con supuesta actividad antioxidante
con el radical libre 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPH") en soluciéon metandlica. La forma
estable del DPPH" (que posee un color violeta) absorbe a una longitud de onda de 515 nm,
y al ser reducido por un compuesto antioxidante (AH) u otra especie radical (R’) la
absorcion disminuye (la solucibn se torna amarillo), representando la capacidad
antioxidante total del compuesto ensayado. En este estudio se uso el protocolo de Brand
Williams y col., (1995) con modificaciones. Se empled como solvente y medio de reaccion
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etanol 96% en lugar de metanol ya que otros autores demostraron que no existian mayores
diferencias entre ambos solventes.

Reactivo: El reactivo de DPPH" se prepard utilizando una concentraciéon de 25 mg
DPPH'/L en etanol. Para ello, se peso el polvo y se lo disolvio con etanol 96% en un bafo
agua-hielo con agitacion.

Estudio de la cinética de reaccion: se colocaron 0,1 ml de extracto etandlico y 3,9 ml de

reactivo DPPH" en una cubeta de vidrio y rapidamente se leyd la absorbancia a 515 nm
cada 10-20 min durante 4 h y una ultima medida a las 24 h, en espectrofotometro Hatch
DR/2000 (Hach Company, USA). Paralelamente se determiné un blanco (cubeta con

unicamente 4 ml de reactivo)

Determinacion sobre los extractos: se colocaron 0,1 ml de extracto etandlico y 3,9 ml
DPPH’ en tubos Hatch envueltos en papel aluminio para resguardarlos de la luz. Se
agitaron y se incubaron a 20°C durante 24 h (tiempo de reaccién establecido segun
cinética). Una vez transcurrido ese tiempo, se leyo la absorbancia a 515 nm.

En simultéaneo, se realizd una curva de calibracion utilizando TROLOX (acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

Se expresd la capacidad antioxidante en equivalentes TROLOX, medido en pmol
TROLOX/ g harina de algas.

Il. Ensayo de ABTS**

Reactivo: para preparar la solucion stock de ABTS*’, se pesaron 0,096 g de sal de
amonio de ABTS*" y 0,0165 g de K,S,0g. Con un matraz aforado, se llevd a 25 ml con
agua destilada. Para preparar la solucion de trabajo de ABTS**, se realizé una dilucion de
la solucion stock para obtener una absorbancia de 0,70 £ 0,03 a 734 nm.

Estudio de la cinética de reaccién: se colocaron 60 pl del extracto etandlico y 3 ml de la

solucion de trabajo de ABTS®" en una cubeta de vidrio y se leyo la absorbancia a 734 nm
cada 5 min durante 4 h en el espectrofotometro Hach DR/2000 (Hach Company, EE.UU).
Paralelamente se determiné un blanco (cubeta con unicamente 3 ml de la solucion de
ABTS*®).

Determinacion _sobre los extractos: Para realizar el ensayo se agregaron 60 ul de

extracto etandlico en tubos Hatch y se afiadieron 3 ml de la solucién de trabajo de ABTS*".
La mezcla se incubd 3 h en oscuridad (tiempo de reaccion establecido segun cinética). Una

vez transcurrido ese tiempo, se midio la absorbancia a 734 nm.
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En simultaneo, se realizd una curva de calibracién del antioxidante de referencia

TROLOX, con concentraciones desde 0 yM hasta 1000 yM usando etanol 96% como

solvente.
La capacidad antioxidante se expresé de la misma manera que para el ensayo de

DPPH": en ymol TROLOX/ g harina de algas.
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PARTE IlI: Aplicacion de las harinas de algas marinas en productos carnicos

3.3 Materias primas

Se utilizé nalga de origen porcino adquirida en comercio local. Este corte del cuarto
trasero puede considerarse magro, con un 2% de grasas totales (Garcia, INTA Castelar)
cubierta por una fina capa de grasa exterior. Ademas se utilizaron las siguientes materias
primas para completar la formulacion de las hamburguesas:

= Agua destilada.

= Aceite de girasol de alto oleico (C 18:1, 82,6%, Granix S.A. Vicente Lépez,

Argentina), elegida como fuente de acidos grasos n-9.

= Tripolifosfato de sodio (TTP).

= Cloruro de sodio (NaCl).

= Solucion de colorante natural rojo carmin (Nat-Car-01, Naturis S.A, Buenos Aires,
Argentina).

Como ligante/emulsificante se compararon las harinas de algas con un concentrado de
proteinas de leche (MPC) (80% proteina, Milkaut, Santa Fé, Argentina).

Todos los ingredientes o aditivos utilizados fueron de grado alimentario.

3.4 Diseio experimental
Para la formulacion de las hamburguesas con harina de algas marinas se tomé como
formulacion control base a la descripta por Ranalli (2009). Las formulaciones se describen

a continuacion (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Formulacion de hamburguesas de cerdo: con proteinas de leche (MPC), con
harina de Undaria sp. (UND)

MPC UND
Componente g/100 g de formulacion cruda
Carne 75,8 75.8
Concentrado de proteinas de leche 3 -
Harina de algas Undaria sp. - 3
Agua 10 9
Aceite de girasol de alto oleico 10 10
Rojo carmin - 1
TPP 0,2 0,2
NaCl 1 1

3.5 Elaboracion de las hamburguesas

Para la elaboracion de las hamburguesas, primero se acondicionaron todas las piezas
de carne antes del picado, retirando el tejido conectivo y grasa visible con utensilios
previamente sanitizados con alcohol 70%. El picado se realiz6 en una picadora comercial
manual con plato, con orificios de 0,95 cm diametro (Meifa32, Buenos Aires, Argentina),
también sanitizada, donde se agregd la carne previamente cortada en trozos. Una vez
picada la carne, ésta se fraccion6 en bolsas de polietiieno con cierre hermético y se
congeldé a -20°C.

Para la elaboracion de las hamburguesas, la carne se descongel6 en heladera 24 horas
antes de su utilizacién. Por un lado, se coloco la carne en una procesadora comercial
(Universo, Rowenta, Alemania) y junto a ella se agregaron la sal, y el TPP.

Por otro lado, se mezclé el ligante/emulsificante (MPC o harina de algas, segun
formulacion) con el agua a 4°C durante 30 segundos con homogeneizador manual
(Minipimer MR 390G Braun, Alemania) y se dejoé en contacto 10 minutos para su correcta
hidratacion. Transcurrido ese tiempo, se agrego el aceite de girasol de alto oleico y se
emulsiond 1,5 minutos mas utilizando el mismo homogeneizador. La emulsion obtenida se
incorporo a la mezcla de carne y sales, mezclando a velocidad media durante 4 minutos en

la procesadora.
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La mezcla obtenida se refrigerd a 4°C durante 1 h. Se armaron hamburguesas de 40+1
g utilizando un molde circular (diametro 5 cm, altura 1,2 cm), se colocaron en bandejas de

aluminio, con separadores y se envasaron en bolsas de polietileno con cierre hermético.

3.6 Almacenamiento congelado

Las hamburguesas se almacenaron crudas congeladas a -20°C durante 6 meses.
Periddicamente se extrajeron muestras de forma aleatoria de cada formulacién y se
realizaron los ensayos que se describen a continuacion luego de su coccidon en plancha
calefactora de doble contacto (Modelo 3882, Oster, China) precalentada durante 30
minutos. El precalentamiento se realizé con el fin de asegurar que la plancha siempre
alcance la temperatura maxima (210°C) en la superficie de las mismas antes de colocar las
hamburguesas.

El tiempo de coccion de las hamburguesas congeladas se determiné como el tiempo
necesario para que el centro de las mismas alcanzara y se mantuviera a 73°C por 15 s,
con el fin de asegurar la inocuidad microbiologica del producto. La correcta coccion de las
hamburguesas con esta plancha se logré en 3 minutos.

Una vez cocidas, las muestras se dejaron enfriar en bandejas de aluminio con papel

absorbente a temperatura ambiente, 6 minutos de cada lado.

3.7 Determinaciones realizadas durante el almacenamiento congelado

3.7.1 Rendimiento

El rendimiento de los productos de cada formulacion se determind, por quintuplicado, a
diferentes tiempos de almacenamiento a partir de la diferencia de peso antes y después de
la coccion. Se utilizd una balanza analitica para realizar las medidas de peso de las
hamburguesas crudas congeladas (g Hamburguesa cruda) Y, luego de la coccion, una vez frias,
se pesaron nuevamente (g Hamburguesa cocida)-

El rendimiento se calculd segun la formula:

g Hamburguesa cocida

Rendimiento (%) = ( )xlOO

g Hhamburguesa cruda
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3.7.2 Encogimiento

El encogimiento de los productos de cada formulacion por el proceso de coccion se
determind, como en el caso anterior, por quintuplicado, a los diferentes tiempos de
almacenamiento. Para el calculo, fue necesario determinar el espesor y el diametro de
cada muestra antes y después de la coccion, empleando un calibre digital.

El encogimiento se calculd segun la formula:

Encogimiento (%)

(Espesor crudo — espesor cocido) + (diametro crudo — diametro cocido)

N < Espesor crudo + diametro crudo >x100
3.7.3 Jugosidad por presion

La jugosidad se defini6 como el porcentaje de liquido extraido de hamburguesas
enteras cocidas sometidas a una determinada presion por un tiempo fijo.

Para su determinacion, fue necesario que cada muestra, entera, cocida y previamente
pesadas a temperatura ambiente, sea colocada entre dos laminas de papel de filtro de
10x10 cm, recubiertas por 2 laminas de papel aluminio de las mismas dimensiones,
previamente pesadas (Peso papeles inicial). Se utilizd un texturdmetro TA-xt2i (Texture
analyzer, Stable Micro Sistems, UK) que fue programado para ejercer una presion de 100
N durante 2 minutos (Zorrilla y col., 2000) sobre cada muestra. Las laminas de papel de
filtro junto a las de papel aluminio fueron pesadas después del ensayo (Peso papeles final).
La determinacién se realizé por triplicado.

La jugosidad se calculd segun la férmula:

] Peso papeles final — Peso papeles inicial
Jugosidad = ( )x 0

Peso hamburguesa cocida

3.7.4 Analisis de perfil de textura (TPA)

El analisis de perfil de textura es una metodologia objetiva, que presenta buena
correlacion con las evaluaciones de textura realizadas por paneles sensoriales entrenados.
Este tipo de analisis es una evaluacion que en cierto modo imita el proceso de masticacion,

por lo cual suele clasificarse como un test imitativo.
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El ensayo de TPA consta de dos ciclos de compresion entre los platos planos del equipo
separados por un tiempo de espera. Una grafica general del analisis de perfil de textura es

como la siguiente (Figura 3.3):

Primera compresion Segunda compresion
—p —~—
E F
=
Dureza
Fracturabilidad i
\ area| 1
B
area 2
area 4
area §
>
€ > by f|e— .
Tierpn

Distancia 1 Distancia 2
Adhesividad

Figura 3.3: Grafico de un Perfil de Textura modelo.

Para la realizacion del TPA se utilizé un texturémetro TA-xt2i acoplado con el programa
Texture Expert. Se extrajeron de cada hamburguesa cocida, con sacabocados, 4 cilindros
de 1,5 cm de diametro y sobre cada uno de éstos se realizé el ensayo. Se utilizé6 una
sonda de aluminio de 75 mm de diametro. La compresion aplicada a cada muestra fue
hasta el 30% de su altura original. El ensayo se realizé al menos ocho veces para cada
formulacion.
Los parametros mas relevantes que se pueden determinar del mismo son:
= Dureza: Fuerza necesaria para lograr una deformacion determinada. Se determina
como la maxima fuerza, en Newton, registrada durante el primer ciclo de
compresién (Figura 3.3).

= Adhesividad: Trabajo necesario para vencer la fuerza de atraccion entre la muestra
y una superficie. Se determina a partir del area negativa después del primer ciclo de
compresion. Representa el trabajo necesario para separar la superficie del equipo y

la muestra.
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Cohesividad: representa la resistencia de un material a una segunda deformacién

con relacion a como éste se comporté en un primer ciclo de deformacién. Se
determina como la relacion entre el area positiva del segundo ciclo de compresion
(A2) y el area positiva del primer ciclo (A1).

Elasticidad: Es la capacidad que tiene una muestra deformada para recuperar su
forma o longitud inicial después de que la fuerza ha impactado en ella. Se determina
como el cociente de la distancia 2 y la distancia 1.

Masticabilidad: Fuerza necesaria para masticar un alimento sélido hasta un estado

tal que permita su ingesta. Se determina como el producto de la dureza, cohesividad
y elasticidad.

Resilencia: Representa el trabajo del material para recuperar su geometria inicial, se
la puede interpretar como una elasticidad instantanea. Se calcula como area 5/area
4.

3.7.5 Color
La medida de color para de cada muestra se realiz6 con un colorimetro triestimulo
Minolta CR-400 (Minolta Corp., Ramsey, New Jersey, EE.UU) (Figura 3.4a).

Las medidas de color se realizaron usando el sistema de la CIE (Commission

International De I’ Eclairage, 1976) donde las tres coordenadas de color fundamentales son
L*, a* y b* (Figura 3.4b).

L*: Luminosidad. L* puede tomar valores que varian entre el 0 (negro) y el 100
(blanco).

a*: varia desde el color rojo (cuando toma valores positivos) al verde (cuando toma
valores negativos).

b*: varia desde el amarillo (cuando toma valores positivos) al azul (cuando toma

valores negativos).

Para la medicion se utilizaron cilindros de hamburguesas cocidas de 1,5 cm de

diametro, los cuales se cortaron a la mitad, haciendo la medida sobre la superficie de la

cara interna del cilindro (hamburguesa). Se realizaron 16 replicados por formulacion.
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+b +a

-b

A J
Figura 3.4: (a) Colorimetro Minolta Serie CR400; (b) Esquematizacion del sistema
cromatico CIELAB.

3.7.6 Oxidacion lipidica

Para el monitoreo de la oxidacion lipidica de las dos formulaciones de hamburguesas en
el tiempo se escogié el método de las Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitarico
(TBARS). Para su determinacion se utilizé el método del acido 2-tiobarbiturico (TBA) segun
Andrés y col. (2009). Para su realizaciéon, se tomaron 2 g de cada una de las muestras
cocidas trituradas y se prosiguid a la precipitacion de las proteinas presentes y la
solubilizacion de las TBARS con &acido tricloroacético (TCA) al 12%. La muestra junto al
TCA se colocé en un bafo de agua-hielo con agitacion constante durante 30 minutos.
Luego, se filtré por papel, se tomaron 2 ml de filtrado y se colocaron en un tubo con 2 ml
del reactivo TBA 0,5% (preparado en el dia de su uso y sonicado por 30 minutos). Los
tubos se incubaron en un bano termostatico a 70°C por 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se enfriaron los tubos bajo canilla y se midié la absorbancia a 523 nm en un
espectrofotometro Hach DR/2000 (Hach Company, EE.UU).

Las TBARS se calcularon segun la siguiente formula, y se expresan como mg
malonaldehido (MDA)/Kg producto:

PM* Vf*Ax*4x%1000

N° TBARS =
Val*x exm=*b

Doénde:

PM: masa molecular del malonaldehido (72 g).
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Vf: volumen del filtrado (16 ml).

Val: volumen de la alicuota (2 ml).

e: Coeficiente de extincién molar del complejo coloreado (1,56 x 10° M™).
b: camino optico (1 cm).

m: masa de la muestra.

A: Absorbancia a 523 nm.

3.8 Otras determinaciones realizadas
3.8.1 Recuentos microbianos

El recuento microbiano se realiz6 empleando la técnica de recuento en placa sobre las
dos formulaciones de hamburguesas crudas en dos situaciones diferentes:

1. Hamburguesas envasadas en polietileno y refrigeradas (4°C), en los tiempos inicial,

7 dias y 10 dias.

2. Hamburguesas envasadas en polietileno y congeladas a -20°C.

Bajo flujo laminar, se tomaron 10 g de muestra y se homogeneizaron en 90 ml de
peptona 0,1% en Stomacher (West Sussex, Reino Unido) durante 60 segundos a velocidad
normal. Se realizaron diluciones seriadas de las diferentes muestras en tubos con peptona
0,1%. Luego se sembré en profundidad, 1 ml de las diluciones correspondientes en el
medio de cultivo correspondiente, por duplicado.

Para la siembra en profundidad primero se fundieron los medios y cuando éstos
llegaron a una temperatura aproximada de 37°C se procedié a la siembra. Para ello, se
tomo 1 ml de la dilucidn a sembrar y se colocé en una placa de petri estéril, arriba del cual
se volco el medio de cultivo fundido, se homogenizé mediante movimientos circulares de la
placa, y se dejé solidificar por 10 min aproximadamente (Figura 3.5). La incubacion se
realizé en forma invertida a la temperatura correspondiente.

Medios utilizados:

» Plate _Count Agar (PCA): es un medio que se utiliza para el recuento de

microorganismos mesofilos totales (incubando a 30°C durante 48 h). El recuento de
microorganismos aerobios mesodfilos, en condiciones establecidas, estima la
microflora total sin especificar tipos de microorganismos. Refleja la calidad sanitaria
de los productos analizados, indicando ademas de las condiciones higiénicas de la
materia prima, la forma como fueron manipulados durante su elaboracion.

=  Agqgar Cloranfenicol, Extracto de levadura, Glucosa (YGC): es un medio selectivo

para hongos y levaduras. La importancia de la presencia de éstas en los alimentos
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estd determinada por la capacidad de producir diferentes grados de deterioro y
descomposicion de los mismos. Las placas sembradas se incubaron a 30°C por 48
h.

= Agar de Man Rogosa and Sharpe (MRS): es un medio selectivo que se utiliza para

el recuento de Lactobacillus sp. Las placas sembradas se incubaron a 30°C por 48
h.

= Agar bilis Rojo Verde Brillante (ABRV): es un medio que se utiliza para la deteccion

o enumeracion del grupo Enterobacteriaceae en alimentos. Este grupo incluye a las
bacterias coliformes fermentadoras de lactosa, cepas de E. coli no fermentadoras de

lactosa y especies no fermentadoras de lactosa tales como Salmonella y Shigella.

Figura 3.5: Placas sembradas en profundidad con la diluciéon y medio correspondiente en

flujo laminar.

Los resultados obtenidos fueron expresados como log UFC/g hamburguesa cruda para
los diferentes microorganismos analizados.

Durante el almacenamiento refrigerado a 4°C también se realiz6 el ensayo de TBARS
sobre las dos formulaciones crudas como se describié en la seccién 3.7.6 en los tiempos
inicial, 7 dias y 10 dias.
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3.8.2 Determinacion de la capacidad antioxidante

Preparacién de los extractos: Se realizaron los extractos siguiendo el protocolo de

Mancini y col (2015). Se pesaron 5 g de hamburguesa cocida y picada en tubo Falcon
recubierto con papel aluminio. Luego, se agregaron 10 ml de etanol 96% y se agitd a
velocidad maxima en vértex por 2 minutos. El liquido se transfirié a tubos eppendorf que
fueron centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos. Se descarté el precipitado y se trabajo
con el sobrenadante. Los extractos se realizaron por duplicado para cada formulacion.

La determinacién de la capacidad antioxidante de las hamburguesas se determind

mediante los ensayos de DPPH® y ABTS** ya descriptos (seccién 3.2.7).

3.8.3 Contenido lipidico y perfil de acidos grasos

La determinacion del contenido lipidico y del perfil de acidos grasos se realizé sobre
ambas formulaciones de hamburguesas cocidas después de 6 meses de almacenamiento.
El procedimiento que se utiliz6 es el mismo descripto en seccion 3.2.4 (IV), con la
diferencia que las hamburguesas picadas fueron mezcladas con sulfato de sodio anhidro

como desecante para poder realizar la extraccion mediante el método de Soxhlet.

3.9 Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza (ANAVA) para todas las variables dependientes
analizadas. Los factores considerados fueron el género de las algas de las harinas
estudiadas, la formulacion y el tiempo de almacenamiento segun corresponda. Para las
comparaciones pareadas simultaneas se eligid el test LSD, considerando un nivel de
significacidon de p<0,05. Se utilizé el programa SYSTAT (SYTAT, Inc., Evanston, IT).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE I: Estudio y caracterizacion de harinas de algas marinas comestibles

Las algas marinas contienen una gran cantidad de agua. En estado fresco, contienen
75-85% de agua y 15-25% de componentes organicos y minerales. Debido a ello, son
altamente perecederas y podrian deteriorarse pocos dias después de la cosecha. Para
evitar esto, el secado es un paso esencial antes de que puedan ser utilizadas en el
procesamiento industrial. El secado disminuye la actividad del agua, lo que finalmente
retarda el crecimiento microbiano, ayuda a conservar las cualidades deseables y reduce el
volumen de almacenamiento. En la actualidad, las algas marinas se venden en tiendas de
productos saludables en forma seca. Las algas marinas secas pueden usarse como parte
de una ensalada de vegetales crudos, como condimento natural o como refrigerio con jugo

fresco (Gupta y col., 2011).

4.1 Actividad acuosa

Si bien el contenido de agua de un alimento es un parametro que puede dar idea acerca
de su estabilidad frente al deterioro, la estabilidad, sanidad y otras propiedades pueden
predecirse de forma mas certera a partir de la actividad acuosa (a,) que en funcion del
contenido de agua. Esta situacion se atribuye, en parte, a diferencias en la intensidad con
que el agua se asocia con los constituyentes no acuosos; el agua implicada en
asociaciones fuertes es menos susceptible o propensa para las actividades degradativas,
tales como el crecimiento de microorganismos y las reacciones quimicas de hidrdlisis, que
el agua débilmente asociada. Por lo tanto, el término de a,, surgié para tener en cuenta la
intensidad con que el agua se asocia a los diferentes componentes no acuosos.

Los resultados obtenidos para la a,, de las harinas de algas se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Actividad acuosa (ay) a 25 °C de harinas de algas marinas estudiadas.

Harina de algas aw®
Undaria sp. 0,5495° (0,0005)
Porphyra sp. 0,5880? (0,0050)
Ulva sp. 0,5680" (0,0030)

*Diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05) segin ensayo LSD. Errores estandar

de las medias se muestran entre paréntesis.
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Valores de a,, de 0,50 o inferiores inhiben la proliferacién microbiana (Beuchat, 1981).
Por otro lado, valores de a, menores de 0,51 disminuyeron la oxidacion lipidica y
degradacion de polifenoles en estudios de laminas de Porphyra deshidratada y
almacenadas a 40 °C (Choe y Oh, 2013). Los valores obtenidos de a,, para las harinas de
algas estudiadas son considerablemente bajos (0,545 — 0,588) y difieren significativamente
entre géneros. Esto da indicio de que el agua que posee en su matriz no estaria tan
disponible para su utilizacién, lo que se ftraduciria en una estabilidad frente a
contaminantes biolégicos, pudiendo retardar el crecimiento microbiano, asi como la

oxidacion lipidica o de compuestos antioxidantes.

4.2 Tamano de particula

La evaluacién de las distribuciones de tamafo de particula se lleva a cabo, por lo
general, en una amplia gama de industrias y con frecuencia constituye un parametro critico
en la fabricacion de muchos productos. El tamano de particula tiene influencia directa
sobre las propiedades del material, tales como textura y tacto, apariencia, fluidez y
manipulacion. La medicion de las distribuciones de tamafio de particula y la comprension
de la forma en que afectan a los productos y procesos pueden ser elementos vitales para
el éxito de muchos procesos de fabricacion. La Figura 4.1 muestra la distribucion en
volumen de tamano de particula para las tres harinas de algas analizadas, para las dos
condiciones ensayadas: con y sin sonicacion. Asimismo, en la Tabla 4.2 se presentan las
distribuciones expresadas en frecuencia de volumen. Todas las distribuciones mostraron
una sola poblacion mayoritaria (monomodales), ademas en todos los casos se encontré

una pequefa poblacion que se aprecia en forma de hombro.
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Figura 4.1: Distribucion de tamafio de particulas para harinas de algas marinas: (a) Ulva

sp.; (b) Undaria sp.; (¢) Porphyra sp. () no sonicadas, (- -- sonicadas.

Tabla 4.2: Valores medios de Dv10, Dv50 y Dv90 para las tres harinas de algas

analizadas: NS: no sonicadas, S: sonicadas.

Harina de algas Dv10* (um) Dv50* (um) Dv90* (um)
Undaria sp. NS 30,0° (0,6) 295 (2) 721° (6)
Undaria sp. S 24,9% (0,5) 329° (6) 747° (5)
Porphyra sp. NS 127,2° (8,9) 509° (5) 822° (2)
Porphyra sp. S 43,6° (3,3) 469° (5) 805° (2)
Ulva sp. NS 17,4% (0,4) 175' (2) 471" (9)
Ulva sp. S 20,2°° (0,4) 200° (2) 513° (4)

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo

LSD. El error estandar se muestra entre paréntesis.

El analisis de varianza para los tres diametros (Dv10, Dv50 y Dv90) indicé que la

género, la sonicacion y la interaccion género x sonicacion fueron significativos para el Dv10

y el Dv90, mientras que el efecto de la género y la interaccion muestra x sonicacion fueron

significativos para el Dv50. Los menores diametros correspondieron al género Ulva sp.,

mientras que Porphyra sp. sin sonicar tuvo los mayores valores para los tres diametros
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analizados. El efecto de la sonicacion provocé una disminucion en los tres diametros de la
harina del género Porphyra sp., indicando una posible aglomeracion de la misma tras su
obtencidn.
4.3 Composicion centesimal

Los resultados obtenidos del analisis de composicion de las diferentes harinas de algas
estudiadas (humedad, proteinas, lipidos, hidratos de carbono totales, cenizas y fibra

dietaria total) se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Composicion porcentual (% base humeda) de las harinas de algas estudiadas.

Componente* Undaria sp. Porphyra sp. Ulva sp.
(%)
Humedad 7,93° (0,24) 11,112 (0,02) 11,432 (0,03)
Proteinas 6,00° (0,19) 18,107 (0,08) 8,37° (0,50)
Lipidos 4,812 (0,14) 0,19° (0,02) 0,39° (0,01)
Hidratos de carbono 5,9°(0,2) 27,6 (0,4) 20,0° (0,4)
Cenizas 24,4°(0,2) 17,4° (0,1) 31,9%(0,3)
Fibra dietaria total 37,091 (0,004) 46,235 (8,103) 41,302 (0,699)

*Diferentes superindices en la misma fila indican que los promedios difieren significativamente (p<0,05)

segun ensayo LSD. Errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Los valores de humedad de las harinas de algas estudiadas fueron relativamente bajos,
variando entre 7,9 y 11,5%. El género influyd significativamente sobre este parametro, ya
que el porcentaje de humedad obtenido para Undaria sp. fue menor que los obtenidos para
Porphyra sp. y Ulva sp.. Estos valores resultaron adecuados dado que las diferentes algas
fueron sometidas a un proceso de secado luego de su cosecha. Las técnicas de secado
pueden tener varios efectos en las propiedades nutricionales, funcionales y bioldgicas de
las algas. Sin embargo esto no fue evaluado ya que se recibieron y utilizaron directamente
las harinas, las cuales una vez recibidas fueron almacenadas inmediatamente al vacio y
congeladas para reducir posibles reacciones de deterioro.

Los bajos contenidos de humedad obtenidos para las diferentes harinas de algas
podrian considerarse apropiados para la preservacion de las harinas de algas con la
posibilidad de ser almacenadas por largo tiempo, disminuyendo la posible alteracion de su
calidad, y cumplen con lo establecido en el Codigo Alimentario Argentino.
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Las algas marinas poseen un elevado contenido mineral (8 — 40 % del peso seco) en
comparacién con los vegetales terrestres (Murata y col., 2001), ya que en la mayoria de las
plantas el contenido en cenizas varia entre 5 y 10% del peso seco, lo que coloca a las
algas como una importante fuente de minerales. Por lo tanto, las algas se pueden utilizar
como suplemento alimentario para contribuir y alcanzar las cantidades diarias
recomendadas de algunos macrominerales (Na, Ca, Mg, CI', SO,2, P, principalmente) y
elementos traza (I, Fe, Zn, Cu, Se, Mo, F’, Mn, B, Ni, Co) (Rupérez, 2002).

Segun los resultados obtenidos, el porcentaje de cenizas vario entre 17,4 y 31,9 % en
base humeda (19,6 — 36,0 % base seca) y difieren significativamente segun el género que
se trate (p<0,05). La harina de Porphyra sp. fue la que presentd el contenido mas bajo en
cenizas lo que coincide con otros estudios que ponen de manifiesto que las algas rojas
presentan menores contenidos de cenizas respecto a las pardas (Kumar y col., 2015;
Rupérez, 2002).

Las algas han sido utilizadas como una fuente de proteinas por varias décadas,
especialmente en paises desarrollados. Hoy en dia se han convertido en una fuente
alternativa de proteinas de alto valor biolégico, debido a que poseen aminoacidos
esenciales. El contenido de proteinas en algas se ve influenciado por diversos factores y
puede variar mucho entre los grandes grupos, siendo en algas pardas generalmente bajo
(5 — 24% del peso seco), mientras rojas y verdes presentan un contenido mayor (10 — 47 %
del peso seco) (Mohamed y col., 2012). Esto se condice con los resultados obtenidos, ya
que Undaria sp. (alga parda) presento el valor mas bajo de proteinas, seguido por Ulva sp.
(alga verde) y Porphyra sp. (alga roja), con diferencias significativas entre géneros. A su
vez, estos resultados coinciden con otros estudios, en los que las algas rojas, como el nori
(nombre coloquial de Porphyra sp.) se han asociado a niveles altos de proteinas, mientras
que las algas pardas se han relacionado con contenidos proteicos menores del 15%,
excepto el Wakame (fraccién de la lamina de Undaria pinnatifida) que suele contener
niveles mayores (Fleurence, 1999; Kumar y col., 2015; Kunio y col., 2000; Peinado y col.,
2014; Sanchez - Machado y col., 2004).

El contenido de polisacaridos de algas marinas puede alcanzar 76% aunque
generalmente promedia el 50%, y esta influenciado por varios factores bioldgicos, fisicos y
ambientales. Por ejemplo, el periodo de cosecha, la especie de algas y el protocolo de

extraccién influyen en los rendimientos de polisacaridos y sus estructuras.
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Las algas, dependiendo del género y especie que se trate, pueden poseer en su
composicidon hidratos de carbono de bajo peso molecular, polimeros de reserva y una gran
cantidad de polisacaridos complejos presentes en la pared celular, tales como celulosa,
hemicelulosa y fibra. Dentro de la fibra, hidrocoloides como alginatos, agar, carragenanos,
fucoidanos y laminarianos estan presentes en gran proporcion. Esta gran diversidad de
compuestos entre géneros de algas se ejemplifica en la Tabla 4.4, presentando los
principales grupos de polisacaridos de pared, de reserva e hidratos de bajo peso molecular

que se han descripto en cada uno de ellos (Rioux y Turgeon, 2015).

Tabla 4.4. Principales polisacaridos e hidratos de bajo PM en diferentes géneros de

algas marinas (% base seca) (Rioux y Turgeon, 2015).

Ulva sp. Undaria sp. Porphyra sp.
Polisacaridos | Almidén (en granulos | Laminarianos (en | Almidon florideano (en
de reserva dentro de cloroplastos) | vacuolas dentro de | citoplasma)

cloroplastos)

Hidratos de = Manitol

Manitol

carbono de = Sacarosa

bajo PM
Polisacaridos | = Celulosa (19-41 %) = Fucanos sulfatados | = Galactanos
de pared » Hemicelulosa y alginatos (45 %) sulfatados (agary
= Ulvanos (8-29%) = Celulosa (1-8 %) carragenanos)
= Hemicelulosa = Celulosa (3,5%)
= Xilanos
= Mananos

* Hemicelulosa
(glucomananos,

glucanos sulfatados)

El contenido de hidratos de carbono totales determinados por Antrona (Tabla 4.3) de
las diferentes harinas de algas estudiadas difirié significativamente con el género. Como se
puede observar, Porphyra sp. y Ulva sp. fueron aquellas que mayor porcentaje alcanzaron
(alrededor del 20%), mientras que para Undaria sp. el valor obtenido fue notablemente

inferior. Esto puede atribuirse a las diferencias mencionadas entre géneros para los
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principales polisacaridos e hidratos en cada uno (Tabla 4.4): Undaria sp. no posee almidon
entre sus hidratos de carbono principales, determinandose posiblemente mediante el
meétodo de Antrona mondmeros de polisacaridos, generados por la hidrolisis acida,
principalmente de laminarianos (compuestos por cadenas de unidades de (1,3)-b-D-
glucosa) (Barry, 1939) con ramificaciones que contienen unidades (1,6)-b-D-glicésido (Peat
y col., 1958) y (1,2)-b-d-glicésido (Rioux y col., 2010), o de fucanos sulfatados y alginatos
(Kloareg y Quatrano, 1988).

Los mayores valores de hidratos de carbono totales determinados para Porphyra sp. y
Ulva sp. se correspondieron con los mayores contenidos de almidén como polisacarido de
reserva citados en bibliografia (Tabla 4.4). Ademas, se ha demostrado que las algas
verdes, como Ulva sp., poseen manitol y sacarosa, y ulvanos sulfatados (polisacarido
compuesto principalmente por L-ramnosa, D-xilosa, D-glucosa y acido D- glucurénico
(Brading y col., 1954)) que también son cuantificados por el método empleado. En forma
analoga, para la Porphyra sp., ademas del almiddn, se cuantificaron por el método de
Antrona sus polimeros de pared como galactanos sulfatados (agar, alginatos), xilanos, y
mananos.

Las algas son generalmente reconocidas como buenas fuentes de fibra debido a su alto
contenido de polisacaridos no digeribles. El término fibra dietaria generalmente hace
referencia a carbohidratos no digeribles de origen dietario, que atraviesan intactos el
intestino delgado pudiendo ser total o parcialmente fermentados en el intestino grueso. Es
una mezcla compleja de entidades quimicas, y su concentracion y composicion en
diferentes fuentes no son constantes ni uniformes. El interés en la fibra de algas radica por
un lado en su contenido, siendo éstos valores mayores que los encontrados en la mayoria
de vegetales terrestres comestibles (Mabeau y col., 1993), y por otro, en su mayor
contenido de fibra soluble (Dawczynski y col., 2007; Holdt y Kraan, 2011) la cual puede ser
fermentada en alta proporcién en el tracto gastrointestinal y sus principales propiedades se
relacionan con disminucion de colesterol y glucosa en sangre y desarrollo de microbiota
intestinal (Cho y Drehar, 2001). De todos modos, estos contenidos son variable-
dependientes y pueden aparecer fluctuaciones en funcion de la especie, la estacion del
ano, zona geogréafica, etc., lo cual dificulta a la hora de hacer estudios en conjunto de todas
las macroalgas (Ordofiez, 2013).

Como se menciond, las algas de diferentes géneros difieren en sus polisacaridos de
reserva y de pared celular (Tabla 4.4). La fibra dietaria de las algas pardas se compone

esencialmente de cuatro familias de polisacaridos: laminarianos, alginatos, fucanos y
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celulosa. La celulosa, considerada como fibra insoluble, constituye las paredes celulares
de algas pardas. Sin embargo, las paredes celulares de las algas rojas estan compuestas
de galactanos sulfatados (carragenanos y agar), xilanos, mananos y celulosa, mientras que
su reserva de polisacaridos consiste principalmente en almidén. Las algas verdes
contienen almidon, celulosa, xilanos, mananos y polisacaridos idnicos que contienen
grupos sulfato y acidos uranicos (ulvanos).

Segun las determinaciones realizadas para las tres harinas de algas estudiadas se
obtuvieron elevados contenidos de fibra dietaria total, variando entre 37 y 46 % en base
hameda (40,3 — 52,0% base seca), comparable a datos bibliograficos que mencionan para
algas marinas niveles de fibra dietaria total entre 33 y 50% (base seca) (Lahaye, 1991;
Ruperez y Saura-Calixto, 2001). Los valores no presentaron diferencias significativas entre
géneros. El valor obtenido para Porphyra sp. en este trabajo fue mayor que el reportado
por Palasi (2015), quien obtuvo un 34,8 £ 0,8 % (base seca) de fibra dietaria total. Sin
embargo, para el caso del Wakame, el valor obtenido por Palasi (2015) fue de 38,8 + 0,5 %
(base seca), el cual es similar al obtenido para Undaria sp. en este trabajo.

Debido a esta diversidad de compuestos considerados a la vez hidratos de carbono y
fibra dietaria y que algunos de ellos pueden determinarse con ambos métodos empleados,
al realizar la suma de la totalidad de los macro componentes determinados (Tabla 4.3) se

encontrd un valor que supera el 100 % para las harinas de Porphyra sp. y Ulva sp.

El contenido lipidico en las algas marinas es minoritario, con niveles maximos
informados para Ulva sp. 1,6 %, Undaria sp. 4,5 % y Porphyra sp. 2,8 % (base seca)
(Roiux y Turgeon, 2015). Segun los resultados obtenidos (Tabla 4.3), el porcentaje de
lipidos para las tres harinas de algas estudiadas no superd el 5 % (en base humeda),
siendo el nivel para Undaria sp. entre 12 y 22 veces significativamente (p<0,05) mas alto
que para Ulva sp. y Porphyra sp., respectivamente.

Si bien el contenido lipidico es bajo, resulta interesante conocer su perfil de acidos
grasos, ya que Peinado y col. (2014) y Sanchez-Machado y col., (2004) demostraron que

las algas son ricas en acidos grasos poliinsaturados y su aporte podria ser significativo.

Los resultados del perfil de acidos grasos para las tres harinas de algas se muestran
en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5: Perfil de acidos grasos para harinas de algas de diferente género.

Contenido de cada acido graso (%) en
Acido graso harina de algas marinas®
Undaria sp. | Porphyra sp. Ulva sp.
Ac. Miristico (C14:0) 6,0352 1,7° 1,915°
Ac. Pentadecanoico (C15:0) 0,27 - -
Ac. Palmitico (C16:0) 37,105° 59,292 53,975°
Ac. Palmitoleico (C16:1) 2,035 3,04 2,67
Ac. Heptadecanoico (C17:0) 0,205 1,095 0,545
Ac. Cis-10-heptadecenoico (C17:1) 1,02 0,83 0,83
Ac. Estearico (C18:0) 4,435° 19,8052 17,55
Ac. Oleico (C18:1 cis n9) 34,575° 8,165° 16,29°
Ac. Linoleico (C18:2 cis n6) 4,4052 1,775° 2,205"
Ac. Y-Linolénico (C18:3 n6) 1,01 - -
Ac. a-Linolénico (C18:3 n3) 0,56 0,39 0,495
Ac. Eicosanoico (C20:0) 0,58 1,01 0,86
Ac. Eicosenoico (C20:1 n9) 0,55° 1,252 1,3952
Ac. Cis- 8,11,14-Eicosatrienoico 4,612 0,515b -
(C20:3 n6)
Ac. Cis-11,14,17-Eicosatrienoico 2,355 1,41 2,07
(C20:3 n3)

*Diferentes superindices en la misma fila indican que las medias difieren significativamente (p<0,05)

segun ensayo LSD.

Segun los resultados obtenidos, se pudo observar que las algas presentaron
principalmente acidos grasos de entre 14 y 20 carbonos, saturados e insaturados. Con
respecto a los acidos grasos saturados, los que mayormente estan presentes en las algas,
pueden incluir acido laurico (C12), acido miristico (C14), acido pentadecanoico (C15),
acido palmitico (C16), acido heptadecanoico (C17), acido estearico (C18) y acido
eicosanoico (C20) (Hamid y col., 2015).

Segun los resultados obtenidos (Tabla 4.5), los perfiles de acidos grasos de las harinas
de algas presentaron diferencias entre los géneros, principalmente en la proporcion de
acido palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) para los cuales Porphyra sp. y Ulva sp.
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mostraron niveles mayores respecto a Undaria sp., mientras que esta ultima presentd
mayor proporcion de oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y y-linolénico (C18:3 n6) respecto a
los otros dos géneros. Se ha reportado que el acido oleico es el principal MUFA en algas
marinas y para Undaria pinnatifida (especie muy abundante dentro del género Undaria)
puede representar el 22,64 % del acido graso total (Khotimchenko, 2003; Sanchez-
Machado y col., 2004). No obstante, el valor obtenido para el acido oleico en la harina de
Undaria sp. en este trabajo fue mucho mas alto (34,575 %).

Asimismo, la proporcion de algunos &acidos grasos no presentaron diferencias
significativas entre los géneros estudiados y estaban presentes en muy pequeia
proporcién (<5%), tales como el acido palmitoleico (C16:1), heptanodecanoico (C17:0), cis-
10-heptadecenoico (C17:1), a-linolénico (18:3 n3), eicosanoico (C20:0) y cis-11,14,17-
eicosatrieno (C20:3 n3). También se cuantifico la presencia de otros acidos grasos que se
encuentran en baja proporcion como el acido eicosenoico (C20:1 n9) en donde sélo el
valor obtenido para Undaria sp. difirié significativamente de las otras dos harinas, y el acido
cis-8,11,14-eicosatrienoico (C20:3 n6) que se encuentra en Undaria sp. en una proporcion
10 veces mayor que en Porphyra sp., mientras que no fue detectado en Ulva sp.

Los acidos grasos insaturados de cadena larga (MUFAs y PUFAs) presentes en mayor
proporcion en Undaria sp. respecto a los otros géneros, ademas de su mayor contenido
lipidico, hacen que esta harina pueda ser empleada como potencial fuente de acidos
grasos esenciales, principalmente acido oleico. La presencia de estos acidos grasos no
sélo juegan un papel critico en las propiedades nutricionales sino que también contribuyen
con efectos antiinflamatorios, anticancerigenos y podrian prevenir el riesgo a padecer

enfermedades cardiovasculares (Plaza y col., 2008).

4.4 Clorofilas y carotenoides
Los resultados obtenidos para los pigmentos de las harinas de algas estudiadas se

muestran en la Tabla 4.6.
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Tabla 4.6: Contenido de pigmentos (base humeda) de las harinas de algas.

Pigmento Contenido (pg/g) en harina de algas*
Undaria sp. Ulva sp. Porphyra sp.
Clorofila a 3577 (4) 310° (9) 217° (10)
Clorofila b 41° (1) 272% (9) 16° (1)
Clorofilas totales 399° (4) 5837 (18) 233° (11)
Carotenoides 123,12 (0,9) 34,0° (0,9) 17,9° (0,6)

*Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo LSD.

Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Segun los resultados obtenidos, para todos los pigmentos cuantificados el género influyo
significativamente, lo que se corresponde con que cada género estudiado pertenece a
diferentes clases. Porphyra sp., perteneciente a la clase Rhodophyta, fue el que menor
contenido de clorofilas totales y carotenoides. Sin embargo, Ulva sp., que pertenece a la
clase Chlorophyta (algas verdes), fue la que mayor contenido de clorofilas totales alcanzo;
de hecho, si bien predomind la clorofila a, la clorofila b representé un gran aporte al total de
clorofilas de este género, ya que alcanzé el valor mas alto de las tres harinas. Asimismo,
mostro bajo contenido de carotenoides, grupo en el cual se podrian encontrar 3-carotenos
y varias xantofilas caracteristicas.

Undaria sp. presentd valores elevados de clorofilas totales, en donde predominé la
clorofila a por sobre la b, y niveles significativamente mas elevados de carotenoides
respecto a los otros dos géneros, probablemente por la presencia de fucoxantina

(carotenoide predominante en algas pardas).

4.5 Polifenoles totales

Un gran numero de moléculas que tienen una estructura fendlica (grupos hidroxilo
unidos a anillos aromaticos) han sido identificadas en plantas superiores, los cuales se
pueden encontrar en diferentes alimentos, por ejemplo en las frutas (Manach y col., 2005;
Denny y col., 2017). Por su parte, las algas también se consideran una buena fuente de
polifenoles (Kadam y Prabhasankar, 2010). La presencia de compuestos fendlicos
(también conocidos como florotaninos) en algas fue reportada por primera vez por Crato

(1893) y posteriormente se demostré que estos compuestos poseen actividades bioldgicas
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importantes tales como propiedades antioxidantes, antiproliferativas, antibidticas,
antidiabéticas, antiVIH, antialérgicas y antiinflamatorias (Li y col., 2011).

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse en diferentes grupos, en funcion del
numero de anillos fenol que poseen y de los elementos estructurales que unen a estos
anillos entre si (Manach y col., 2005). Entre los principales grupos se encuentran los
flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos. Ademas de esta diversidad, los
compuestos fenolicos pueden estar asociados con varios carbohidratos y acidos organicos,
fibra dietaria, asi como entre ellos mismos.

Existen numerosos estudios que comparan la cantidad de polifenoles segun el solvente
de extraccion que se utilice. Por lo general, los trabajos comparan la extraccidn con agua
frente a la extraccion con disolventes organicos polares, como metanol o etanol. En éste
trabajo, el contenido de polifenoles solamente se realizé sobre extractos etandlicos, ya que
los extractos acuosos adquirian un aspecto muy viscoso, probablemente por los
hidrocoloides presentes en las harinas, lo cual hacia que los pasos posteriores a la
extracciéon sean sumamente dificiles de realizar. Ademas, en general, la concentracion de
polifenoles totales en los extractos acuosos son menores que los que se obtiene con otros
solventes de extraccion (Farvin y col., 2013; Jiménez y col., 2011; Wang y col., 2009).

En la Tabla 4.7 se presenta el contenido de polifenoles totales obtenidos para las

harinas de algas analizadas en este trabajo.

Tabla 4.7: Contenido de polifenoles (base humeda) en las harinas de algas estudiadas.

Harina de algas Polifenoles totales*

mg acido galico / g harina de algas

Undaria sp. 15,50% (0,52)
Ulva sp. 3,19° (0,21)
Porphyra sp. 1,15° (0,05)

*Diferentes superindices indican que los promedios difieren significativamente (p<0,05) segun ensayo

LSD. Errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

El contenido de compuestos fendlicos con potencial actividad antioxidante en algas varia
entre especies de algas rojas y pardas (Jiménez-Escrig y col., 2001). Algunos autores han
puesto de manifiesto que las algas rojas y verdes tienen menores niveles de compuestos

fendlicos que las algas pardas (Jiménez y col., 2011; Kumar y col., 2015). Segun los

56



Resultados y discusion

resultados obtenidos, los contenidos de polifenoles totales confirman lo anterior, ya que los
valores obtenidos difieren significativamente entre si y se observd que la harina de algas
con mayor contenido de polifenoles correspondié a Undaria sp., seguida por Porphyra sp. y
Ulva sp.

Se ha informado que un grupo de compuestos fendlicos encontrados en algas pardas
llamadas florotaninos, que son polimeros de floroglucinol, poseen una fuerte actividad
antioxidante y su capacidad de eliminacion de radicales libres es mas poderosa que la de
otros polifenoles derivados de plantas terrestres (Ahn y col., 2007). Ademas, a pesar de
que se ha prestado poca atencidon a los efectos fisiolégicos de los carotenoides en las
algas, las fucoxantinas presentes en las algas pardas como Undaria sp. recientemente ha
atraido mucha atencion debido a sus fuertes propiedades antioxidantes que mostraron
efectos anticancerigenos, antiobesidad y antiinflamatorios significativos (Miyashita y
Hosokawa, 2008).

Dicho esto, como Undaria sp. alcanzd el valor mas alto de polifenoles, su consumo
directo o incorporado en alguna matriz alimentaria podria suponer una ventaja no solo

tecnolégica sino también un beneficio nutricional.

4.6 Capacidad antioxidante

Una de las principales propiedades de los compuestos fendlicos es su capacidad
antioxidante. La capacidad antioxidante se puede considerar como la actividad bioldgica
responsable de inhibir la oxidacion de biomoléculas importantes promoviendo un efecto
preventivo sobre determinadas enfermedades (Soobrattee y col., 2005). Esta actividad de
los compuestos fendlicos parece estar relacionada con su capacidad quelante, inhibiciéon
de la lipoxigenasa y/o captura de radicales libres (Alamed y col., 2009).

A lo largo de estos ultimos afnos, las fuentes naturales de extractos antioxidantes de
algas fueron estudiadas y bien desarrolladas en muchos paises (Roohinejad y col., 2016).
La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos varia en funcion del grupo de
compuestos estudiados y de su solubilidad en diferentes solventes (Freile, 2001). Sin
embargo, en general se puede decir que esta propiedad va a depender de la estructura
quimica de los compuestos y de la presencia de grupos hidroxilo presentes en la molécula.
Ademas, la capacidad de ejercer el potencial efecto antioxidante de los compuestos
fendlicos va a depender de su bioaccesibilidad en el alimento y su biodisponibilidad en el

tracto gastrointestinal (Saura-Calixto, 2010).
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Asimismo, como la oxidacion en un alimento puede resultar en la produccién de olores
rancios, cambios de color, flavor indeseables, y reduccion del valor nutricional (Jittrepotch,
y col., 2006), los compuestos antioxidantes juegan un papel importante como factores
protectores frente a la oxidacion.

Por otro lado, la determinacion de la capacidad antioxidante se ve altamente afectada
por el método de analisis, tanto por la etapa de preparacidn de las muestras y extraccion
de los antioxidantes, como por el fundamento de la técnica. Por ello, se suele utilizar mas
de un método a la hora de evaluar la capacidad antioxidante in vitro de un alimento o de un
compuesto (Frankel y Meyer, 2000). En este trabajo, se evalud la capacidad antioxidante
sobre extractos etandlicos de las tres harinas de algas utilizando los radicales ABTS™ y
DPPH". Los valores obtenidos para cada harina de algas, para ambos ensayos, se

muestran en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8: Capacidad antioxidante de harinas de algas segun ensayos ABTS"" y DPPH".

Harina de Capacidad antioxidante (umoles TROLOX/g harina de algas)*
algas Ensayo de ABTS™ Ensayo de DPPHe
Undaria sp. 345022 (843) 294177 (287)
Porphyra sp. 1882°(123) 1063° (44)
Ulva sp. 5247 (348) 4238 (99)

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) segun ensayo

LSD. El error estandar se muestra entre paréntesis. El resultado se expresé en base humeda.

Segun los resultados obtenidos, se podria decir que las harinas de los tres géneros de
algas estudiadas poseen una alta capacidad antioxidante, en el orden Undaria sp. >> Ulva
sp. > Porphyra sp. Para ambos ensayos, los géneros difieren significativamente. Asimismo,
los valores obtenidos en ambos ensayos son relativamente similares entre si para cada
harina en cuestion.

Las algas marinas pueden presentar en su composicion cantidades apreciables de
compuestos antioxidantes. Los principales antioxidantes en las algas son los compuestos
fendlicos. Seguidamente, se pueden nombrar las vitaminas y los carotenoides, los cuales
se pueden encontrar en cantidades significativas en las algas (Pérez-Jiménez y col., 2008).

Muchos investigadores ya han informado de la alta correlacion entre el contenido
fendlico total y la actividad antioxidante (Athukorala, y col., 2003; Chew y col., 2008;
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Rajauria y col., 2010; Siriwardhana, y col., 2003; Wang y col., 2009). Se ha visto que los
polifenoles de las algas marinas como los florotaninos, los cuales estan presentes en las
algas pardas como Undaria sp., eliminan los radicales libres, los radicales superoxido
(Kuda y col., 2005), el radical peroxilo (Wang y col., 2009), los iones ferrosos quelatados
(Chew y col., 2008) y 6xido nitrico (Valentao y col., 2010). A su vez, los florotaninos tienen
hasta ocho anillos interconectados vy, por lo tanto, son antioxidantes mas potentes que los
polifenoles de las plantas (Wang y col., 2009).

En relacidn con ello, se encontré una relacién estrecha entre el contenido de polifenoles
totales y la capacidad antioxidante de las harinas de algas estudiadas en este trabajo
(Figura 4.2 a y b). Una mayor cantidad de polifenoles se tradujo en una mayor capacidad
antioxidante. Entre las tres harinas estudiadas, la que se destacé notablemente fue la de

Undaria sp.
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Figura 4.2: Correlacion entre capacidad antioxidante evaluada mediante (a) ensayo
de DPPH" y (b) ensayo de ABTS™" y el contenido de polifenoles totales de las harinas de
algas. Porphyra sp. (®); Ulva sp. (W) y Undaria sp. (A).
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Asimismo, en el presente trabajo se observd que la correlacion encontrada para la
capacidad antioxidante por los dos métodos ensayados y para polifenoles coincide también
con la correlacion existente entre capacidad antioxidante (por ambos meétodos) y el

contenido de carotenoides, siendo también Undaria > Ulva > Porphyra (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Correlacion entre capacidad antioxidante evaluada mediante (a) ensayo
de DPPH" y (b) ensayo de ABTS"" y el contenido de carotenoides de las harinas de algas.
Porphyra sp. (®); Ulva sp. (®) y Undaria sp. (A).

4.7 Determinacion de parametros fisico-quimicos
Las algas marinas contienen diversos compuestos bioactivos con potenciales beneficios
para la salud y su uso como ingredientes funcionales abre posibilidades en el
procesamiento de alimentos, incluidos los productos carnicos. Aunque la composicion
quimica de algas comestibles varia entre especies, habitat, madurez y condiciones
ambientales, generalmente contienen cantidades utiles de diversos compuestos bioactivos.
Asimismo, las algas marinas suministran diversos ingredientes con aplicaciones

tecnoldgicas (por ejemplo, fibras utilizadas como agentes de textura) que se han utilizado
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en el procesamiento de carne. Si bien el contenido de hidrocoloides de las algas esta
influenciado por numerosos factores bioldgicos, fisicos y medioambientales (Rioux y
Turgeon, 2015), la mayoria estan localizados en la pared celular. Los mas importantes son
el agar, alginatos y carragenanos (Roohinejad y col. ,2016). Estos hidrocoloides son
generalmente utilizados por sus funciones fisicas en la estabilizacién de emulsiones, para
gelificar, en suspensiones y espumas, para controlar la viscosidad y controlar el
crecimiento de cristales (Chapman, 2012).

Se evaluaron la capacidad de retencion de agua (CRA), la capacidad de retencion de
aceite (CRAc) y grado de hinchamiento (GH) de las diferentes harinas de algas. Los

resultados que se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Capacidad de retencion de agua (CRA), de aceite (CRAc) y grado de

hinchamiento (GH) para las harinas de distintos géneros de algas marinas estudiadas.

CRA* CRAc* GH*
Harina de algas | (g agua/g harina | (g aceite/g harina | (ml/g harina de
de algas) de algas) algas)
Undaria sp. 6,64° (0,14) 0,99° (0,07) 13,4% (0,3)
Ulva sp. 4,51° (0,07) 1,00° (0,02) 6,9° (0,2)
Porphyra sp. 4,00° (0,80) 1,29 (0,08) 10,9° (1,0)

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo

LSD. Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

La capacidad de retencion de agua de las algas varia de acuerdo con la especie en
cuestion (Suzuki y col., 1996). Segun los resultados obtenidos, se pudo observar que la
harina correspondiente al género Undaria sp. presentd la mayor CRA, con diferencias
significativas respecto a las otras dos harinas, las cuales mostraron valores similares. Si
bien en este caso la CRA de Undaria sp. alcanz6 un valor de 6,64 g/g harina de algas en
base humeda (7,22 g/g en base seca), Suzuki y col. (1996) demostraron que la CRA de
Wakame (parte correspondiente a la lamina de Undaria pinnatifida) era mayor comparada
con otras algas, variando entre 19 - 44 g/g peso seco de alga.

Las algas marinas secas pueden hincharse aproximadamente 20 veces su volumen en
materia seca cuando se exponen al agua (Kuda y col., 1997). Se pudo observar que
Undaria sp. presentd el mayor grado de hinchamiento, pudiendo tener relacion con la
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mayor cantidad de agua que pudo retener en su matriz en comparacién con las otras
algas.

Las diferencias en la CRA de las algas estan estrechamente relacionadas con la
cantidad de fibra de la muestra y la composicion de polisacaridos de las fracciones de fibra
dietaria (Suzuki y col., 1996). Ademas, también puede depender de otros factores tales
como la porosidad, el tamafio de particula, la fuerza iénica, pH, temperatura, tipo de iones
en solucion, etc. (Elleuch y col., 2011). Como se puede observar en la Tabla 4.3, el
contenido de fibra en las tres harinas vari6é entre 37 — 46 %, valores considerablemente
altos. Si bien en este trabajo no se diferencid la fibra soluble de la insoluble en la
cuantificacion de la fibra dietaria, Fleury y col. (1991) observaron que las propiedades de
afinidad por el agua aumentan conforme el aumento de la solubilidad de la fibra: la fibra
soluble en contacto con el agua forma un reticulo donde ésta queda atrapada, originando
soluciones de gran viscosidad. Si bien Undaria sp. fue la harina de algas con menor
contenido de fibra dietaria (37,09%) probablemente en su composicién posea una mayor
cantidad de fibra soluble, lo cual favoreceria la capacidad de retenciéon de agua como asi
también la capacidad de hinchamiento. De hecho, Lahaye (1991) observé que Wakame
(lamina de Undaria pinnatifida) poseia un 35,3% fibra dietaria total, donde el 30%
correspondia a fibra soluble y el 5,3% restante a fibra insoluble. Sin embargo, para Nori
(Porphyra sp.), la fibra soluble e insoluble se encontraban en una relacién 1:1 y para Ulva
latuta en una relacion 1:1,3.

Mas alla de las propiedades de hidratacion, la fibra posee la capacidad de retener
aceite. Segun los resultados obtenidos, las tres harinas presentaron bajos valores para
CRACc en relacion a la CRA, entre 0,99 y 1,29 g aceite / g harina de algas, y unicamente
Porphyra sp. difirid significativamente de los otros géneros. Fleury y Lahaye (1991)
informaron que esto esta relacionado con las propiedades superficiales de las particulas
pero también con densidad de carga total y con la naturaleza hidrofilica de los

constituyentes de las algas, por €j., alginato y fucanos.
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PARTE lI: Aplicacion de las harinas de algas marinas en productos carnicos

Para definir las formulaciones de hamburguesas de cerdo a estudiar se realizaron
ensayos preliminares con el objetivo de establecer cual/les de las harinas de algas de los
distintos géneros era posible utilizar y en qué porcentaje, con el fin de obtener un producto
carnico con sabor aceptable. En una primera instancia, se elaboraron las siguientes
formulaciones:

= Hamburguesas adicionadas con harina de Undaria sp. al 3%

» Hamburguesas adicionadas con harina de Porphyra sp. al 3%

» Hamburguesas adicionadas con harina de Ulva sp. al 3%

» Hamburguesas adicionadas con concentrado proteinas de leche al 3% (control)

Una vez cocidas, un grupo reducido de personas probaron una porcion de cada
hamburguesa y se decidié en conjunto que la formulacién que contenia Undaria sp. como
emulsificante/ligante, era la que mayor aceptacion general obtuvo, no sélo en textura, sino
también en apariencia, color, olor y principalmente sabor. El fallo en la aceptacién de las
otras dos formulaciones con harina de algas se debid principalmente a que el gusto era
desagradable (para Porphyra sp.) y una textura arenosa (para Ulva sp.).

Asimismo, segun los resultados presentados en la Parte |, la harina de algas del género
Undaria sp., arroj6 mejores resultados en cuanto a polifenoles (seccion 4.5), capacidad
antioxidante (seccién 4.6), asi como también en su perfil lipidico (seccion 4.3). Por las
razones antes mencionadas, la harina de algas del género Undaria sp. fue elegida para

continuar con la elaboracion de las hamburguesas.

En una segunda instancia, se evalud la incorporacion del colorante rojo carmin a fin de
mejorar el color, ya que las hamburguesas con Undaria sp. presentaban a la vista un color
mas verdoso respecto al control. Se observé que el colorante mejoraba el color de las
hamburguesas con harina de Undaria sp., sin embargo, fue contraproducente para la
formulacion control, ya que el producto resultaba muy rosa. Por esto, se decidié agregar

colorante en las hamburguesas con harina de Undaria sp., pero no asi en el control.
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4.8 Parametros de calidad: Rendimiento, jugosidad y encogimiento de
hamburguesas

Se determind el rendimiento, el encogimiento y la jugosidad para ambas formulaciones
para los tiempos: inicial (a los 4 dias de ser elaboradas y congeladas), 1, 3, 4, 5y 6 meses,

durante su almacenamiento congelado a -20°C.

Tabla 4.10: Rendimiento en coccidn (%) para hamburguesas con proteinas de leche
(MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcién del tiempo de almacenamiento a -
20°C.

Rendimiento (%)*
Formulaciéon | |Inicial 1 mes 3meses |4 meses| 5meses | 6 meses
MPC 80° (1) |[73,2(0,5)| 72°(1) 75°(2) | 72,19(0,7)| 75°(1)
UND 85,8%(0,8) | 81,5°(0,5) | 80,8 (0,6) | 82°(1) | 80,7° (1,8) | 81,3°(0,4)

*Diferentes superindices indican que los promedios difieren significativamente (p<0,05) segun ensayo

LSD. Errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

El rendimiento de los productos arrojé valores elevados para ambas formulaciones (72
- 85,8 %, Tabla 4.10). Segun el analisis de varianza, el rendimiento se vio afectado por la
formulacion y el tiempo de almacenamiento. En ambas formulaciones, el mayor
rendimiento se obtuvo al tiempo inicial, y si bien al mes disminuyo, luego se mantuvo
relativamente estable en el tiempo.

Con respecto a las formulaciones, la hamburguesa con harina de Undaria sp. presento
mayores rendimientos a lo largo del almacenamiento a -20°C, respecto a la elaborada con
proteinas de leche. Esto puede deberse a que la harina de algas incorporada, por su
elevado contenido de fibra, es capaz de retener mas agua en el producto. De hecho,
Undaria sp. alcanzé6 valores de 37,09 % de fibra dietaria total y fue la harina con mejor
capacidad de retencion de agua y grado de hinchamiento (seccion 4.7). Lépez-Lopez y col.
(2010) obtuvieron resultados similares, en donde las formulaciones con bajo contenido de
sodio (0,5%) y adicionadas con Wakame (Undaria pinnatifida) en un 3,3% poseian una
menor pérdida por coccion durante un tiempo corto de almacenamiento, lo cual se tradujo
en un mayor rendimiento. Segun Cofrades y col. (2008), la mejora en las propiedades de
unién puede estar relacionada con los componentes principales de las algas marinas, por

ejemplo fibra dietaria (41%) y minerales (36%). Se ha demostrado que estos dos
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componentes pueden ser utilizados para superar problemas con las propiedades de unidn
de agua de productos con bajo contenido de sal en sistemas carnicos tipo gel o emulsidn
(Cofrades y col., 2008; Lopez-Lépez, y col.,, 2009). Asimismo, Selani y col. (2015)
demostraron que la adicion de subproductos de frutas a hamburguesas reducia la pérdida
de peso luego de la coccion, como asi también el diametro y el espesor. Este fendmeno lo
han atribuido a que las hamburguesas adicionadas con estos subproductos, que eran ricos
en fibra, provocaba efectos positivos en el rendimiento, ya que la fibra posee una buena
capacidad de retencion de agua (CRA).

Con respecto al encogimiento, tanto la formulacion como el tiempo de almacenamiento

influyeron sobre este parametro. Los resultados se muestran en la Figura 4.4.
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Figura 4.4: Valores medios de encogimiento (%) de hamburguesas: con proteinas de leche
(MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcién del tiempo de almacenamiento a -

20°C. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun ensayo LSD.

El calculo de este parametro tiene en cuenta los diametros y espesores de las
hamburguesas crudas y cocidas y los relaciona para obtener un valor de cuanto se redujo
el tamarfo del producto (hamburguesa cocida) luego de la coccion respecto a su tamano
original (hamburguesa cruda). Como se puede observar, el encogimiento fue menor en
todos los tiempos en aquellas hamburguesas formuladas con harina de algas con respecto
al control. Por otra parte, se puede observar que el encogimiento obtuvo el menor valor en
el tiempo inicial para ambas formulaciones y luego aumenté moderadamente durante el
almacenamiento. Probablemente esto ultimo esté relacionado con el rendimiento en

coccion de las hamburguesas en donde el tiempo, al igual que para el encogimiento,
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influyé significativamente, mostrando un comportamiento inversamente proporcional entre
estos dos parametros a lo largo del almacenamiento a -20°C.

La reduccién del diametro de hamburguesas es resultado de la desnaturalizacién de las
proteinas de la carne con la consecuente pérdida de agua y grasa durante la coccion
(Besbes y col., 2008). El agregado de harina de Undaria sp. a los productos tuvo
resultados positivos, ya que las muestras control se encogieron al menos un 3% mas para
todos los tiempos analizados. Asi, la harina de algas del género Undaria sp., que presento
elevados contenido de fibra, resultd en efectos deseables, minimizando los cambios de
tamano en este tipo de productos carnicos procesados como son las hamburguesas.

El alto rendimiento de los productos cocidos resulta importante para asegurar una
adecuada jugosidad. Los resultados obtenidos para este parametro se muestran en la
Figura 4.5.
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Figura 4.5: Valores medios de jugosidad (%) para hamburguesas con proteinas de leche
(MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcion del tiempo de almacenamiento
congelado a -20°C. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun

ensayo LSD.

Segun los resultados, el tiempo de almacenamiento no influyd significativamente en la
jugosidad de los productos cocidos obtenidos (p>0.05). No obstante, fue evidente que la
jugosidad difirid significativamente entre formulaciones, siendo mucho mas baja en las
hamburguesas en las que se reemplazé el concentrado de proteinas de leche por harina
de Undaria sp.
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En base a estos resultados se pudo comprobar que el empleo de harina de algas en las
hamburguesas tuvo efectos positivos, incrementando el rendimiento, y en consecuencia,
reteniendo mayor cantidad de agua y lipidos, lo que se evidenciéo en menor jugo liberado,
reduciendo asi la perdida de compuestos importantes del producto.

La migracion del agua al exterior de la célula muscular, como puede ocurrir en la
congelacion, facilita la pérdida de agua del musculo. La coccion también induce la pérdida
de agua debido a la retraccion del enrejado de los filamentos y la vaina de colageno
endomisial. De acuerdo con Kastner y col. (1980), el picado de la carne durante el proceso
de elaboracion de las hamburguesas resulta en un producto tierno debido a la rotura de las
miofibrillas y del tejido conectivo, lo cual promueve la pérdida de peso durante el proceso
de coccion. Este factor resulta en la liberacion de fluidos, como agua, nutrientes hidro-
solubles, pigmentos y compuestos responsables del aroma y el flavor (Meira, 2013).

En las hamburguesas elaboradas en este trabajo, la grasa fue incorporada en forma de
aceite pre-emulsificado, por lo que también podria liberarse durante su almacenamiento
congelado o coccion si la emulsidn y/o la matriz obtenida lo permiten, evidenciandose por
bajos rendimientos, mayor encogimiento y jugosidad.

Las algas presentan en general una alta cantidad de fibra. En algas pardas como
Undaria pinnatifida, la fraccién soluble esta constituida principalmente por alginatos,
fucanos sulfatados o fucoidanos, mientras que la fraccion insoluble es basicamente
celulosa (Sanchez-Machado y col., 2004). El elevado contenido de fibra de la harina de
Undaria sp. (37%, seccion 4.3) incorporada en las hamburguesas UND asi como su
elevada CRA (seccion 4.7) afectaron la jugosidad de los productos, reteniendo mayor
cantidad de agua en su matriz y liberandola menos durante la compresion, respecto al
control (p<0,05). En el mismo sentido, Lépez-Lopez, y col. (2009) reportaron que el

agregado de alga (Sea spaghetti) a salchichas reducian la jugosidad de las mismas.

4.9 Analisis de Perfil de Textura

Un analisis de perfil de textura (TPA) sobre cilindros de hamburguesas cocidas realizado
a diferentes tiempos de almacenamiento permitid evaluar los siguientes parametros
texturales: dureza, adhesividad, cohesividad, elasticidad, masticabilidad y resilencia.

Los perfiles de textura obtenidos para los productos estudiados, de los cuales se
muestra uno a modo de ejemplo en la Figura 4.6, no se observaron picos correspondientes
a fracturabilidad. Asimismo, los picos correspondientes a la adhesividad tomaron valores

muy pequenos, cercanos a 0, para las dos formulaciones analizadas, variando entre -0,023
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y -0,037 J para las hamburguesas control (MPC) y entre -0,005 y -0,046 J para las
hamburguesas con harina de Undaria sp. (UND) durante todo el tiempo de
almacenamiento a -20°C y solo la formulacién tuvo influencia significativa. Para este
parametro, las formulaciones MPC y UND alcanzaron un valor medio de -0,029 J (0,002) y
-0,014 J (0,006) respectivamente.

Fuerza (N)

Tiempo (s)

Figura 4.6: Curva tipica del analisis de perfil de textura obtenida para las hamburguesas

estudiadas en este trabajo.

En la Figura 4.7a y en la Figura 4.7b se muestran los resultados correspondientes a la
dureza y masticabilidad respectivamente, para ambas formulaciones y los diferentes
tiempos de almacenamiento congelado a -20°C.

Del analisis de varianza se observo que para para estos dos parametros el tiempo de
almacenamiento, la formulacion y la interacciéon tiempo x formulacién influian
significativamente.

Dado que la unica diferencia entre formulaciones era el reemplazo del concentrado de
proteinas de leche por harina de algas, diferentes valores de dureza entre ambas podria
atribuirse a la presencia de ésta ultima. Undaria sp. posee en su composicion
hidrocoloides, que forman parte de la fibra, los cuales podrian incrementar la capacidad de
retener agua, haciendo que las hamburguesas adicionadas con la harina de alga alcancen
valores de dureza o firmeza mayores que la formulacion control. Como la masticabilidad es
un parametro que se calcula como el producto de la dureza x cohesividad x elasticidad, y

que en general la cohesividad y elasticidad en mddulos son muy pequefas respecto a la
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dureza o no presentan tanta variacién (ver mas adelante), es de esperar que también la

formulacion influya sobre este parametro y tenga un comportamiento similar que la dureza.
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Figura 4.7: Parametros (a) dureza y (b) masticabilidad de hamburguesas con concentrado

de proteinas de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) para distintos tiempos de

almacenamiento congelado. Letras diferentes indican que los promedios difieren

significativamente (p<0.05) segun ensayo LSD.

Undaria pinnatifida es una de las especies mas abundantes dentro el género Undaria sp.

y es extensamente consumida en forma de wakame (porcion de lamina) y contiene altas

concentraciones de fibra dietaria, minerales y también es rica en proteinas (Kunio y

Takahisa, 2000; Cofrades y col., 2008). EI wakame ha sido incorporado en productos

carnicos tales como hamburguesas (Lopez-Lépez y col., 2010, Lopez-Lépez y col, 2011;

Jeon y Choi, 2012). También fue evaluada su incorporacion en sistemas carnicos tipo
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gel/emulsiéon (Cofrades y col., 2008; Lépez-Lopez y col., 2009) para obtener productos
bajos en grasas y en sal. El agregado de Wakame a matrices gel/emulsion (2,5 — 5%)
favoreci6 la formacién de estructuras mas firmes y masticables con mejores propiedades
de union de agua y grasa, ayudando a superar los problemas tecnologicos asociados a los
productos bajos en sodio.

Kim y col. (2010), encontraron resultados similares al incorporar 4% de harina de otra
variedad de alga parda “sea tangle”, perteneciente al género Laminaria sp., a salchichas
para desayuno, comprobando una reduccion en la pérdida de peso e incremento de la

estabilidad de la emulsion, favoreciendo una textura con mayor dureza.

Cuando se analizaron la dureza y masticabilidad de las hamburguesas con harina de
algas y control en funcion del almacenamiento congelado, se observo en ambos casos que
la menor dureza se alcanzé de manera evidente a tiempo inicial y al primer mes, y que si
bien en los meses siguientes hubo una tendencia creciente en el tiempo, se mantuvo
razonablemente estable. Esto podria deberse a un leve deterioro de proteinas
consecuencia del almacenamiento congelado de las hamburguesas. Se ha encontrado que
el almacenamiento congelado causa cambios quimicos y estructurales, esencialmente en
las proteinas miofibrilares (Awad y col., 1968; Miller y col.,, 1980), asociados con la
formacién de estructuras mas duras en el producto procesado final (Bhattacharya y col.,
1988). Asi mismo, la fibra soluble es capaz de ligar agua y formar geles, lo que puede
resultar en una mayor resistencia a la masticacion. Este efecto fue observado por Selani y
col., (2015) cuando estudiaron las propiedades texturales de hamburguesas bajas en grasa
adicionadas con subproductos de fruta y aceite de canola, y por Choi y col. (2012) al
agregar diferentes niveles de Laminaria japonica en hamburguesas de cerdo con bajo
contenido graso: la masticabilidad aumentaba de manera proporcional con el aumento de
la concentracion de esta alga.

En la Figura 4.8a, Figura 4.8b y Figura 4.8c se observan los resultados obtenidos para

elasticidad, cohesividad y resilencia respectivamente, para las dos formulaciones.
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Figura 4.8: Variacion de elasticidad (a), cohesividad (b) y resiliencia (¢) de hamburguesas
con concentrado de proteinas de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) con el
tiempo de almacenamiento congelado. Letras diferentes indican que los promedios difieren

significativamente (p<0.05) segun ensayo LSD.
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El reemplazo del concentrado de proteinas de leche por harina de Undaria sp. produjo
hamburguesas ligeramente menos elasticas (p<0.05) y el tiempo de almacenamiento
influyé significativamente en este parametro. Los valores de cohesividad variaron entre
0,573 — 0,588 J/J y 0,526 — 0,531 J/J para la formulacion MPC y UND respectivamente,
siendo significativamente diferentes entre formulaciones pero no con el tiempo de
almacenamiento. Youssef y col., (2011) encontraron que los altos valores de cohesividad
podrian estar relacionados con una mayor pérdida en coccion, lo que generaria el
desarrollo de una matriz proteica mas cohesiva. Esto explicaria la mayor cohesividad de
las hamburguesas control, ya que el rendimiento en coccidon siempre fue menor respecto a
las hamburguesas que poseian harina de algas. Con respecto a la resilencia, se pudo
observar que la formulacién y el tiempo de almacenamiento tuvieron influencia significativa

sobre este parametro.

4.10 Color

Se evalué el color de las hamburguesas cocidas para evaluar el efecto del reemplazo de
concentrado de proteinas de leche por harina de Undaria sp. en la formulacion, dado que
éste es uno de los principales parametros que determinan la aceptacion del producto por
parte del consumidor y sus decisiones de compra.

Pietrasik (1999), informd que en productos reformulados, pueden existir cambios en los
parametros de color en relacion con los contenidos de grasa, agua y pigmento de la carne,
factores que para ambas formulaciones eran similares (proporciones constantes de carne,
aceite de girasol alto oleico, y agua). Sin embargo, se incorporé colorante carmin al
producto con harina de algas segun ensayos preliminares.

En este trabajo se evalud el efecto de la formulacion y del tiempo de almacenamiento
sobre los tres parametros de color (L*, a* y b*) en productos cocidos. Los resultados se

muestran en la Tabla 4.11.
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Tabla 4.11: Parametros de color medidos en hamburguesas con concentrado de proteinas

de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcion del tiempo de

almacenamiento congelado*.

Formulaciéon Tiempo L* a* b*
(meses)

MPC 0 74,6 (0,3) 4,77° (0,07) 12,7 (0,1)
1 71,7°(0,2) 5,112 (0,07) 12,5° (0,2)
3 72,2°°(0,2) | 4,94% (0,06) 12,3%(0,1)
4 72,8° (0,3) 4,77 (0,07) 12,7 (0,1)
5 71,9° (0,3) 5,02 (0,2) 13,2 (0,1)
6 74,7%(0,4) 4,5°(0,1) 12,4° (0,1)

UND 0 67,99 (0,3) 2,6°(0,1) 13,0% (0,1)
1 65,7' (0,2) 2,79° (0,09) 12,5% (0,1)
3 65,5 (0,2) 2,8°(0,1) 12,3%(0,3)
4 66,9° (0,3) 2,69°(0,06) | 12,71°°(0,09)
5 66,3% (0,3) 2,8°(0,1) 12,5°(0,2)
6 65,7' (0,3) 3,19(0,1) 12,6 (0,1)

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo

LSD. Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Segun el analisis de varianza, la formulacion afecté significativamente a los parametros
L* y a*. El parametro b*, sin embargo, no se vio afectado (p>0,05) por dicho factor. El
tiempo de almacenamiento tuvo efectos significativos sobre los parametros L* y b*
unicamente y la interaccion formulacién x tiempo fue significativo para los tres parametros.

Comparado con la hamburguesa control (MPC), la incorporacion de harina de Undaria
sp. provocd una leve disminucion de la luminosidad (L*) para todos los tiempos analizados.
En un estudio donde se adicion6 L. japonica en polvo (1, 3 y 5%) a hamburguesas de
cerdo reducidas en grasa se reportd el mismo comportamiento (Choi y col., 2012). Esta
menor luminosidad en las hamburguesas con harina de algas podria atribuirse a que ésta
posee una gran cantidad de pigmentos, tales como carotenoides y clorofilas (seccion 4.4).
A su vez, el valor de L* alcanzé un maximo a tiempo inicial, y luego tendi6é a decrecer. Este
comportamiento se observd en ambas formulaciones. Esto podria estaria asociado a las

pérdidas de agua, evidenciadas como menores rendimientos con el tiempo de
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almacenamiento congelado, lo que resulta en una mayor concentraciéon de solutos, y un
producto mas oscuro (< L*).

Para el parametro a*, que representa los colores rojo cuando es positivo y verde cuando
toma valores negativos, se observd una reduccion de casi el 50% con el reemplazo de
concentrado de proteinas de leche por harina de Undaria sp., a pesar de la incorporacion
del colorante, pero manteniéndose en valores positivos. Cofrades y col. (2011)
demostraron que la inclusion de algas en sistemas de gel/emulsion disminuia el valor del
color rojo (a*).

Para el caso de b*, que representa los colores de amarillo (+) y azul (-) y, los cuales no
son tipica o intuitivamente relacionados con carne (Mancini y Hunt, 2005), oscil6 entre 12y

13, sin diferencias entre formulaciones.

4.11 Capacidad antioxidante en la matriz carnica

Como fue mencionado anteriormente, las algas marinas pueden presentar en su
composicién cantidades apreciables de compuestos antioxidantes. En consecuencia, la
adicién de algas comestibles a sistemas carnicos procesados podria causar un incremento
en el contenido de polifenoles y en la actividad antioxidante de los mismos

La capacidad antioxidante de los extractos de ambas formulaciones fue determinada por

los métodos de DPPH"y ABTS"". Los resultados se exponen en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12: Capacidad antioxidante segun ensayos ABTS™ y DPPH" para los extractos de
hamburguesas: con concentrado de proteinas de leche (MPC) o con harina de Undaria sp.
(UND).

Capacidad antioxidante*
(mmoles TROLOX / g de hamburguesa)

Formulacién DPPH* ABTS™
UND 10367 (48) 1884 (3)
MPC 782° (37) 1826 (28)

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) segin ensayo

LSD. Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Hay informes disponibles en los que se han agregado algas marinas como
Enteromorpha, Himanthalia elongata, U. pinnatifida y Porphyra umbilicalis (2,5% y 5%) a
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productos carnicos (Cofrades y col., 2008; Lopez-Lopez y col., 2009) y productos a base
de cereales y se observaron cambios en el potencial antioxidante del producto final (Grupa
y Abu-Ghannam, 2011). Segun los resultados obtenidos, se pudo observar que para el
ensayo de DPPH’, la formulacion con harina de algas del género Undaria sp. (UND)
presentd capacidad antioxidante significativamente mayor que el control (MPC). Sin
embargo, para el ensayo de ABTS™, la formulacion no tuvo efecto significativo sobre los
resultados obtenidos.

El incremento en la capacidad antioxidante de las hamburguesas con harina de Undaria
sp. podria representar una mejora de la calidad de los productos carnicos, no solo desde el
punto de vista tecnoldgico, sino que podria mejorar su estabilidad oxidativa durante el
procesamiento y almacenamiento (Lee y col.,, 2006; Valencia y col., 2007), asi como
proveer una potencial ventaja nutricional, debido a los beneficios de estos compuestos
bioactivos en el estado redox del organismo (Bocanegra y col., 2009), y al impacto de los
polifenoles antioxidantes en la salud humana por su posible prevencion frente a
enfermedades crénicas. Todos estos aspectos requieren de mas estudios para evaluar
diferentes parametros, como por ejemplo la biodisponibilidad de los compuestos
antioxidantes en la matriz de carnica, como asi también las actividades bioldgicas

derivadas de su consumo.

4.12 Oxidacion lipidica

El seguimiento de la oxidacion lipidica se realiz6 mediante la cuantificacion de las
sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS, mg MDA/kg producto) sobre ambas
formulaciones de hamburguesas cocidas a los diferentes tiempos de almacenamiento a -
20°C. Los resultados se muestran en la Tabla 4.13.

La oxidacién de lipidos da lugar a la aparicion de olores y sabores desagradables
(rancidez oxidativa), lo que provoca una reduccion de la vida util del producto, haciéndolo

muchas veces inaceptables por el consumidor (Nawar, 1993).
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Tabla 4.13: Oxidacién lipidica (N° de TBARS) de hamburguesas con proteinas de leche
(MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) cocidas en funcion del tiempo de

almacenamiento congelado.

Formulacién Tiempo N° de TBARS* A TBARS
(meses) (mg MDA/kg)

MPC 0 0,144 (0,032) 0
1 0,138' (0,010) -0,006
3 0,150" (0,002) 0,012
4 0,166e'(0,005) 0,016
5 0,179% (0,011) 0,013
6 0,202° (0,005) 0,023

UND 0 0,566 (0,024) 0
1 0,285 (0,004) -0,281
3 0,346° (0,029) -0,220
4 0,289°(0,007) -0,277
5 0,410° (0,004) -0,156
6 0,412° (0,004) -0,154

*Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo

LSD. Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

En esta experiencia, todos los factores analizados, incluido la interaccion formulacion x
tiempo, resultaron significativos. Los valores de TBARS iniciales medidos en ambas
formulaciones (MPC y UND) fueron muy diferentes. En el caso de la formulacion con
harina de Undaria sp. el numero de TBARS fue mas alto respecto al control en todos los
tiempos ensayados. Esta diferencia entre los valores de TBARS, podria deberse a la
presencia de posibles interferencias, como algunos azucares, que podrian ser aportados a
la formulacion por el agregado de la harina de Undaria sp., los cuales si bien no son
derivados de la oxidacion lipidica, pueden generar interferencias coloreadas. Otro factor
que podria generar interferencias en la determinacion es la temperatura, ya que han
demostrado que la reacciéon entre el TBA y el MDA es mas especifica a temperatura
ambiente que a ebullicion (Wang y col., 2002).

A su vez, analizando los ATBARS para ambas formulaciones se observd que se

mantuvieron relativamente estables o aumentaron muy poco hasta el cuarto - quinto mes
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de almacenamiento, aumentando después. Sin embargo, durante los 6 meses de
almacenamiento congelado estos valores resultaron inferiores a 0,6 mg MDA/kg producto,
valor que se ha establecido como limite minimo para la deteccion organoléptica de
rancidez (Georgantelis y col., 2007). Los valores encontrados coinciden con estudios de
Lopez-Lopez y col. (2010), quienes cuantificaron las TBARS en hamburguesas durante el
almacenamiento congelado, con un tiempo de reaccion de 20 h a temperatura ambiente,
encontrando diferencias de 0,27 y 0,42 mg MDA/kg muestra entre el comienzo y fin del

almacenamiento, valores relativamente bajos para productos de estas caracteristicas.

Por otro lado, también se realiz6 un seguimiento del n° TBARS para hamburguesas

crudas refrigeradas a 4 °C. Los resultados se exponen en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14: Oxidacion lipidica (TBARS) de hamburguesas crudas con proteinas de leche

(MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcién del tiempo de almacenamiento a 4°C.

Formulaciéon | Tiempo (dias) N° de TBARS* A TBARS
(mg MDA/kg)

MPC 0 0,085° (0,017) 0
7 0,257° (0,053) 0,172
10 0,223 (0,076) 0,138

UND 0 0,246° (0,027) 0
7 0,230° (0,006) -0,016
10 0,557? (0,016) 0,311

*Diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo LSD. Los errores
estandar se muestran entre paréntesis.

Para las hamburguesas refrigeradas el n° de TBARS se vio afectado por la formulacion,
el tiempo y la interaccién formulacién x tiempo. A tiempo inicial, los valores obtenidos
fueron bajos, aunque algo mayor para el caso de la formulacién UND, y fueron
aumentando con el tiempo en ambas formulaciones, siendo este aumento algo mayor para
las hamburguesas con harina de Undaria sp., efecto que también puede evidenciarse
observando las diferencias (ATBARS).

En la seccién 4.6, se puso en evidencia que Undaria sp. fue la harina de algas con

mayor capacidad antioxidante y su utilizacion en productos carnicos podria resguardarlos
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de la oxidacion lipidica. Sin embargo, si bien los ensayos para evaluar la capacidad
antioxidante in vitro (por ejemplo, el ensayo DPPH" y/o ABTS'") cuantifican la potencial
actividad antioxidante in vitro, pueden no predecir con exactitud lo que ocurrira en sistemas
complejos tales como alimentos carnicos (Moroney y col., 2015). Como se puede observar,
los niveles de TBARS detectados en todos los tiempos fueron mayores en el caso de la
formulacién que contenia Undaria sp., posiblemente por la presencia de interferencias
mencionadas anteriormente. A su vez, para ambas formulaciones los valores fueron
aumentando conforme al tiempo de almacenamiento, tanto en muestras congeladas
cocidas como refrigeradas crudas, siendo en este ultimo caso de mayor magnitud.
Moroney y col., (2013) reportaron que las sales y minerales presentes en los extractos de
algas podrian promover la oxidacion lipidica en hamburguesas de cerdo. Asimismo, en
carne fresca, la sal puede promover la formacién de ferrilmioglobina hipervalente, la cual

es un iniciador de la oxidacion lipidica (Rhee y Ziprin, 2001).

4.13 Recuentos microbianos

La produccion de hamburguesas implica el picado de la carne, con la posibilidad de
aumento de la carga microbiana y a veces mucha manipulacion. Por lo tanto, la higiene en
estos productos es una preocupacion para la salud dada su asociacion a enfermedades
entéricas (Karry col., 1994).

Las algas y los extractos de las mismas evocaron el interés como una fuente natural de
productos con actividad antimicrobiana. Estas han sido estudiadas por su potencial uso
como alternativa para el tratamiento de muchos problemas infecciosos (Abu-Ghannam y
col., 2013).

Los resultados obtenidos para el recuento de los diferentes microorganismos se
exponen en la Tabla 4.15 para las hamburguesas crudas refrigeradas a 4°C por 10 dias y
en la Tabla 4.16 para las hamburguesas crudas congeladas durante 1 mes a -20°C.
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Tabla 4.15: Recuentos microbianos de hamburguesas con concentrado de proteinas de
leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) en funcién del tiempo de almacenamiento

refrigerado a 4°C.

Log (UFC/g)*
Microorganismos UND MPC
Inicial 7d 10 d Inicial 7d 10 d
Mesdfilos totales 5,849° 7,336° 9,002° 5,781 8,476° 9,463°
(0,015) | (0,039) | (0,002) | (0,012) | (0,001) | (0,003)
Bacterias lacticas | 6,027° 6,767° 7,788° 6,017° | 6,185b° | 7,809°
(0,026) | (0,004) | (0,032) | (0,030) | (0,469) | (0,061)
Hongos y 5,110¢ 5,643° 6,715° 4,927° 5,653° 6,947°
Levaduras (0,005) (0,025) | (0,045) (0,002)
Enterobacteriaceae | 3,809° 5,000° 8,6322 3,894° 5,204° 8,781
(0,005) (0,040)

*Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) segun ensayo LSD.

Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Tabla 4.16: Recuentos microbianos de hamburguesas con concentrado de proteinas de

leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) al mes de su almacenamiento a -20°C.

Log (UFC/g)*
Microorganismos UND MPC
Mesodfilos totales | 5,53° (0,12) | 6,09% (0,02)
Bacterias lacticas | 5,00° (0,04) | 5,30% (0,02)
Hongos y Levaduras | 4,09° (0,03) | 4,432 (0,04)
Enterobacteriaceae | 3,52 (0,04) | 3,46 (0,06)

*Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) segin ensayo LSD.

Los errores estandar de las medias se muestran entre paréntesis.

Para el recuento de los mesofilos totales de las hamburguesas refrigeradas, tanto la
formulacion, como el tiempo de almacenamiento y la interacciéon formulaciéon x tiempo
fueron significativos. Los valores iniciales fueron de 5,781 y 5,849 log (UFC/g) para la
formulacion UND y MPC respectivamente. Segun el Articulo 156 tris del Cédigo Alimentario

Argentino, los productos preparados a base de carne picada pueden tener un recuento de
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aerobios mesdfilos/g entre 4-5 log UFC/g por lo que desde el tiempo inicial el recuento de
las dos formulaciones superaron este criterio microbiolégico. Esto pudo deberse a diversos
factores, como ser la elaboracion artesanal, ya que si bien todos los utensilios fueron
previamente sanitizados y se tomaron todos los recaudos necesarios, la elaboracion
implicé mucho tiempo y manipulacién a temperatura ambiente, con lo cual probablemente
la falta de refrigeracion en todo este proceso pudo favorecer la proliferacion de estos
microorganismos. El agregado de Undaria sp. a las hamburguesas no evidencidé ningun
efecto antimicrobiano, ya que los valores fueron similares para ambas formulaciones
durante todo el tiempo de almacenamiento a 4°C y aumenté con los dias. Por otra parte, el
recuento de dichos microorganismos en hamburguesas congeladas al primer mes de
almacenamiento a -20°C mostré una menor carga microbiana en la formulaciéon con harina
de Undaria sp.

Para las bacterias lacticas, los valores obtenidos para las hamburguesas congeladas
fueron de 5,00 y 5,30 log (UFC/g) para la formulacion UND y MPC respectivamente, los
cuales resultaron diferentes entre si (p<0,05). Por otro lado, para las hamburguesas
refrigeradas, los recuentos a tiempo inicial fueron de 1 orden mayor para ambas
formulaciones. La diferencia entre los valores obtenidos en funcion del tipo de
almacenamiento podria deberse a que el congelado afecta en algunos casos de forma
irreversible a los microorganismos, inhibiendo de por si el desarrollo microbiano, haciendo
que el recuento sea mas bajo. Para el almacenamiento a 4°C, la formulacion no influy6 en
el crecimiento de bacterias lacticas pero si el tiempo: en una semana, el recuento de este
grupo de microorganismos se mantuvo estable (p>0,05) y recién a los 10 dias se observé
un aumento marcado en los recuentos.

La familia Enterobacteriaceae, que incluye una gran cantidad de bacterias anaerobias
facultativas, es comunmente utilizada como indicador de buenas condiciones higiénicas.
Los valores obtenidos fueron bajos para las dos condiciones de almacenamiento. Tanto la
formulacion como el tiempo de almacenamiento refrigerado influyeron en los recuentos de
este grupo de microorganismos. Con el transcurso del tiempo, el nivel de bacterias
aumenté hasta llegar a valores de 8,63 y 8,78 log UFC/g para la formulacion UND y MPC
respectivamente. Con respecto a la formulacion, si bien la diferencia es leve, se puede
observar que las hamburguesas que contenian la harina de Undaria sp. presentaron
recuentos menores que las hamburguesas control (p<0,05). Esta pequena diferencia
puede deberse a que la harina quizds posee algun compuesto que actue como
antimicrobiano frente a esta familia de microorganismos. Kolsi y col., (2015) realizaron
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extractos de 13 especies de algas marinas con diferentes solventes y evaluaron la
actividad antibacteriana de los extractos frente a diferentes microorganismos, incluyendo
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella entérica. Los resultados que
obtuvieron demostraron que todos los extractos exhibieron una potente actividad
antimicrobiana y ésta era mayor en aquellos extractos obtenidos a partir de algas pardas.

Tanto para las hamburguesas refrigeradas y congeladas, el recuento de hongos y
levaduras no se vio afectado por la formulacion. No obstante, para la condicién de
almacenamiento a 4°C, el tiempo de almacenamiento influyd sobre los valores obtenidos,
en donde se pudo observar un aumento progresivo de estos microorganismos. Frente a
estos resultados, se podria decir que el agregado de harina de alga a las hamburguesas
no las resguardaria frente a la contaminacién con hongos y levaduras. Esto puede deberse
a que la harina de Undaria sp. no posea actividad antifungica o, simplemente, que en la
concentracion en la que esta en el alimento no es suficiente para actuar frente a este grupo
de microorganismos. En contraste con los resultados obtenidos en este trabajo, existen
numerosos autores que demuestran la actividad antifungica de las algas. Por ejemplo,
Kolsi y col., (2015) han demostrado que los extractos de algas que realizaron tenian una
actividad antifungica contra levaduras (Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae) y
hongos (Aspegillus niger).

En conclusién, todos los recuentos realizados en ambas formulaciones fueron
superiores a los establecidos en los criterios microbiologicos del Codigo Alimentario
Argentino. Los altos recuentos puede tener causas multifactoriales como ser
contaminacion ambiental, poca eficiencia del procedimiento de elaboracion/proceso,
condiciones de higiene no Optimas de artefactos y utensilios, relaciones tiempo-

temperatura de almacenamiento, etc.

4.14 Caracteristicas nutricionales - Contenido de lipidos y perfil de acidos grasos de
hamburguesas

Para determinar el contenido lipidico de las dos formulaciones, primero se realizé una
estimacion del porcentaje de lipidos que tenian las hamburguesas cocidas, teniendo en
cuenta la cantidad de lipidos que aportan los ingredientes a la formulacién final, como asi

también el rendimiento (Tabla 4.17).
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Tabla 4.17: Estimacién del contenido de grasa para ambas formulaciones: con proteinas

de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND), crudas y cocidas, teniendo en cuenta

el contenido graso de los ingredientes y el rendimiento en coccion.

Harina | Nalga Aceite % lipidos en % lipidos en % lipidos
de de girasol hamburguesa | hamburguesa | medidos***
Undaria | cerdo alto cruda cocida
sp oleico
% lipidos 4,81* 2** 99 - - -
% en
formulacion 3 75,8 10 11,56 13,47 13,5 (0,2)
UND
% en
formulacion 0 75,8 10 11,416 14,27 13,4 (0,3)
MPC

*Contenido lipidico segun Tabla 4.3. ** Contenido de grasa de este corte es el reportado por Garcia

(INTA, Castelar) ***Lipidos determinados por método de Soxhlet en hamburguesas cocidas.

Considerando los ingredientes que integraron la formulacién de ambas hamburguesas
como asi también su contenido graso y el rendimiento, se pudo observar que el contenido
de lipidos determinados por el método de Soxhlet coinciden con lo esperado (Tabla 4.17),
debido a que practicamente no hubo pérdida de lipidos luego de la cocciodn, ya que la
emulsificacion con la harina de Undaria sp. y la matriz carnica resultante fueron
adecuadas. Como la formulacion de ambas hamburguesas (MPC y UND) se elaboré con
nalga de cerdo, corte que se caracteriza por ser magro, y que ademas ambas
formulaciones poseian un 10% de aceite de girasol de alto oleico, es intuitivo pensar que el
contenido lipidico de las formulaciones finales se debe principalmente a la suma entre
estas dos fuentes lipidicas, razon por la cual no se encontraron diferencias significativas en
el contenido de lipidos de ambas formulaciones, siendo el mismo de 13,4 % (0,2). La
adicion de Undaria sp. en la formulacion UND en principio no incrementé la cantidad de
lipidos en la formulacion final. Esto puede deberse a que las algas poseen un bajo
contenido de grasa (Cofrades y col., 2008), con lo cual su agregado en una pequefia
proporcion (3%) no fue suficiente como para modificar este parametro.
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El perfil de acidos grasos de ambas formulaciones se expone en la Tabla 4.18.

Tabla 4.18: Perfil de acidos grasos (g AG/100 g) en las hamburguesas con concentrado de

proteinas de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND) cocidas.

Contenido de cada acido graso (%)
en formulaciones*

Acido graso MPC UND

Ac. Miristico C14:0 0,32 0,53
Ac. Palmitico C16:0 17,8 14,8
Ac. Palmitoleico C16:1 0,35 0,63
Ac. Estearico C18:0 8,0 7,6
Ac. Oleico C18:1 cisn9 63,2 68,1
Ac. Linoleico C18:2 cisn6 9,52 7,68
Ac. a-Linolénico C18:3 n3 0,15 0,34
Ac. Eicosanoico C20:0 0,562 0,37°

* Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05) segun ensayo LSD.

Segun los resultados obtenidos, se pudo observar que no hubo diferencias significativas
en el perfil lipidico entre las formulaciones, salvo para el caso del acido eicosanoico, el cual
esta presente en cantidades levemente superiores en la formulacién control. El acido graso
que se encuentra en mayor proporcién en ambas formulaciones es el acido oleico, debido
a que tanto para la carne de cerdo, como para el aceite empleado y para la harina de
Undaria sp. (seccion 4.3) es el acido graso mayoritario, y por ello alcanza mas del 65 % en
el perfil resultante de los productos.

En vista de la implicancia que tiene el consumo de carne y grasas en la salud humana,
se han utilizado diversas estrategias para obtener productos carnicos mas saludables. Una
de estas estrategias implica el uso de diferentes ingredientes no carnicos (de fuentes
marinas o vegetales), que le confieren al producto un perfil lipidico particularmente
prometedor (Lépez — Lopez y col., 2009). Las algas marinas comestibles se han descriptas
como fuentes naturales de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (n-3 y n-6
PUFASs) (Bocanegra y col., 2006; Fleurence y col., 1994; Sanchez Machado y col., 2004).
Como se explicd anteriormente, el agregado de Undaria sp. en hamburguesas de cerdo

con aceite de girasol alto oleico resulté en cambios menores en su perfil de acidos grasos.
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Por lo tanto, para indagar un poco mas en los efectos del agregado de harina de algas
marinas los resultados se agruparon segun el tipo de acido grasos y se calcularon los

indices de aterogenicidad y trombogenicidad (Tabla 4.19).

Tabla 4.19: Cantidad de acidos grasos agrupados segun la cantidad y tipo de
insaturaciones, indices de aterogenicidad y trombogenicidad para: hamburguesas con

concentrado de proteinas de leche (MPC) o con harina de Undaria sp. (UND).

MPC UND

2 MUFA 63,46 68,70

n6 PUFA 9,562 7,68

n3 PUFA 0,15 0,34
n6/n3 PUFA* 63,47° 23,04°
indice de aterogenicidad 0,261 0,221

(1A)
indice de 0,707 0,587
trombogenicidad (IT)

* Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05) segun ensayo LSD.

En general, comparando las dos formulaciones, los valores de grupos de : MUFA y n-3
PUFA no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, Lépez-Lopez y col., (2009)
encontraron que el total de n-3 PUFA eran mayores (p<0,05) en productos carnicos
emulsionados adicionados con 5,6% de Wakame. Eso sugiere que posiblemente el
agregado de la harina de algas en una mayor proporcidn a la formulaciéon, modificaria
positivamente el perfil de acidos grasos, aumentando el porcentaje de n-3 PUFAs.

El balance entre n-6/n-3 PUFA es de gran importancia en relacion con enfermedades
coronarias (CVD “coronary heath desearie”) (Enser, 2000; Okuyama e |kemoto, 1999). En
términos dietarios, para prevenir CVD se recomienda reducir esta relacion a un valor
menor que 4 (OMS, 2003). La adicion de Undaria sp. a la formulacion provoco diferencias
significativas entre las formulaciones para la relacion n-6/n-3 PUFA, y la redujo en
aproximadamente un 36,3%. Si bien la relacidn recomendada es <4, este descenso
provocado por la adicién de Undaria sp. a la formulacién es de importancia nutricional ya
que permite el desarrollo de alimentos saludables, reduciendo el riesgo de sufrir diferentes

patologias, incluyendo diabetes, cancer y CVD (Delgado-Pando y col., 2011).
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El indice de aterogenicidad (IA) y el indice de trombogenicidad (IT) también se
encuentran en la Tabla 4.20. Para ambos indices, la formulaciéon no influyo
significativamente (p>0,05). No obstante, ambos indices tomaron valores bajos lo cual
resulta positivo ya que indicarian una reduccion en los riesgos de diferentes enfermedades
cardiovasculares (Marchetti y col., 2016).

La cantidad de algas que se pueden utilizar en la formulacién de productos saludables
dependen de las caracteristicas de calidad que se buscan en el producto final. Si bien otros
autores han utilizado la misma o incluso una mayor cantidad de alga en la formulacién de
sus alimentos, en la proporcion ensayada en este trabajo, el agregado de un mayor
porcentaje de Undaria sp. probablemente hubiese resultado en un producto que no iba a
ser aceptable desde el punto de vista sensorial, al menos para el paladar del consumidor
de nuestro pais, no acostumbrado a este tipo de sabores y/o productos.

Esto establece una limitacidn en la posibilidad de mejorar el perfil lipidico de productos
carnicos. Por lo tanto, a pesar de que la adicion de harina de algas a las hamburguesas
puede ser util por razones tecnoloégicas (ya sea por su propiedad de formar geles,
capacidad de retencion de agua, etc.) y como fuente de compuestos saludables, en las
condiciones experimentales ensayadas, la oportunidad de lograr variaciones cuantitativas
relevantes en el contenido de lipidos de los productos carnicos obtenidos a través de la

adicién de la harina de alga marina esta claramente limitada.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion permitio arribar a las siguientes conclusiones

. Respecto a las harinas de algas marinas

= La actividad acuosa para las tres harinas de algas fue considerablemente baja, lo
que garantizaria una estabilidad frente a contaminantes biologicos y a la oxidacion
lipidica.

= Los tamafos de particula fueron menores para la harina de Ulva sp. Se evidencio
con la sonicacion una posible aglomeracién en el caso de las harinas de Undaria sp.
y Porphyra sp.

= Los componentes analizados para determinar la composiciéon centesimal fueron
afectados en todos los casos por el género en cuestion.

= El contenido de humedad para las tres harinas de algas alcanzaron valores por
debajo del limite establecido por el Cédigo Alimentario Argentino (15%) siendo
apropiados para su preservacion por tiempos prolongados.

= El contenido de cenizas de las harinas de algas fueron elevados, con lo cual podrian
ser una fuente importante de algunos macro minerales y minerales traza.

= Las tres harinas de algas presentaron bajos contenidos lipidicos (<5%), siendo sus
acidos grasos de entre 14 y 20 carbonos, saturados e insaturados. Dentro de estos
ultimos, la presencia de algunos acidos esenciales hace que las harinas de algas
puedan ser utilizadas como una buena fuente de PUFAs. De los tres géneros, se
destaco Undaria sp., principalmente por su contenido de acido oleico.

= Respecto al contenido de pigmentos se evidencié un mayor contenido de clorofilas
en harina de Ulva sp. (algas verdes), mientras que los carotenoides resultaron en
mayor cantidad en harina de Undaria sp. (algas pardas).

= El contenido de polifenoles totales difirié significativamente entre las harinas de los
diferentes géneros. Undaria sp. fue el género que se destaco frente a Ulva sp. y
Porphyra sp., Asimismo, Undaria sp. presentd la mayor capacidad antioxidante
seguido por Ulva sp. y Porphyra sp. para ambos ensayos realizados. Se encontro
una elevada correlacién entre la capacidad antioxidante y el contenido de
polifenoles asi como de carotenoides. Con lo cual el consumo directo de harina de
Undaria sp o incorporado en alguna matriz alimentaria podria aportar beneficio

nutricional ademas del tecnoldgico por la capacidad antioxidante asociado a ellos.
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» La capacidad de retencion de agua y el grado de hinchamiento fueron mayores para
la harina de Undaria sp., debido fundamentalmente a la presencia de hidrocoloides
capaces de ligar mas agua y retenerla en su matriz. La capacidad de retencion de

aceite fue baja para las tres harinas.

Il Respecto a la inclusion de harina de algas en hamburguesas
» La harina de Undaria sp. fue la que en estudios preliminares resulté adecuada para
incorporar al producto.
» El agregado de harina de Undaria sp. a la formulacion en reemplazo de concentrado
de proteinas de leche:

v"Incrementd el rendimiento y redujo el encogimiento y jugo liberado para todos
los tiempos analizados.

v" Modificd los parametros de textura, resultando en hamburguesas con mayor
firmeza, menor elasticidad y cohesividad respecto a la formulacién con
concentrado de proteinas de leche.

v" Produjo pequefas variaciones en las medidas de color, disminuyendo los
valores de a* y L*, sin afectar al parametro b*.

v' La capacidad antioxidante evaluada con el método del DPPH- resulté mayor

v' Las diferencias en el nimero de TBARS fueron algo mayores en las
hamburguesas adicionadas con Undaria sp., aumentado aun mas a partir del 5to
mes de almacenamiento.

v No se evidencié ningun efecto antimicrobiano tanto en hamburguesas crudas
refrigeradas ni congeladas.

= El contenido lipidico para ambos productos, hamburguesas con harina de Undaria
sp. o con concentrado de proteinas de leche, fue de 13,4%, y se correspondi6 con lo
esperado, en donde se tuvieron en cuenta la composicion de los ingredientes, la
proporcion de cada uno y el rendimiento, lo que puso en evidencia que la
emulsificacién con la harina de Undaria sp. y la matriz carnica resultante fue
adecuada. El perfil lipidico no se vio afectado por la adicién de la harina de algas,
sin embargo disminuy6 la relacién n-6/n-3, haciéndolas mas adecuadas a las

recomendaciones nutricionales.

La caracterizacion quimica y nutricional de las harinas de algas marinas del Mar

Argentino puso en evidencia que su utilizacion en alimentos podria traer ventajas tanto
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nutricionales como tecnologicas. El agregado de la harina de Undaria sp. permitié el
desarrollo de productos carnicos tipo hamburguesas, con aceite pre-emulsificado y con

menor contenido de sodio respecto a los de consumo cotidiano, con buenas caracteristicas

fisicoquimicas y mayor capacidad antioxidante.
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