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Resumen

Se investig6 el efecto de las tecnologias de secado -por aire caliente, liofilizacion
y secado por atomizacién- sobre el contenido de proteinas totales (PT), carotenoides
totales (CT), fenoles totales (FT) y minerales (M) presentes en biomasa deshidratada
de microalga Tetradesmus obliquus. Los factores experimentales en el secado por aire
caliente fueron: espesor de biomasa (5-10-20mm) y temperatura de secado (35-45-50-
70-90°C); en la liofilizacion: espesor de biomasa (5-10-20mm) y en el secado por atomi-
zacién: material de pared (20 % maltodextrina - 2 % gelatina), temperatura de entrada
de aire (130-150°C) y caudal de alimentacién (6-9mL/min). La biomasa deshidratada
en horno con circulacion forzada de aire tuvo un aspecto carbonizado, por lo que esta
tecnologia fue desestimada. En la liofilizacion, el espesor de biomasa tuvo un efecto
significativo en CT y FT, siendo el mejor tratamiento cuando ésta tuvo 2cm de diametro
y 5mm de espesor. En el secado por atomizacion influyeron los tres factores experi-
mentales estudiados. El tratamiento en el que se utilizé gelatina, temperatura de aire
de 150°Cy caudal de alimentacion de 9mL/min posibilito la obtencion de biomasa des-
hidratada con alto contenido de CT, PT y M. En consecuencia, con ambas tecnologias

se obtuvo biomasa microalgal deshidratada con elevado contenido de componentes
bioactivos y minerales.

Palabras clave: Tetradesmus obliquus, deshidratacion, componentes bioactivos, mine-
rales.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivo general:

Obtener biomasa deshidratada de microalga Tetradesmus obliquus rica en compo-
nentes bioactivos.
Objetivos especificos:

- Estudiar el efecto de las tecnologias de secado -por aire caliente, liofilizacién y
secado por atomizacién- sobre el contenido de carotenoides totales, proteinas totales,
fenoles totales y minerales presentes en biomasa deshidratada de microalga Tetrades-
mus obliquus.

- Seleccionar la tecnologia y condiciones de secado que posibiliten la obtencién de
biomasa microalgal deshidratada rica en componentes nutricionales y bioactivos.

Marco teérico y metodologico (sintesis)

Marco tedrico

En China, Japon, Corea del Sur y otros paises del sudeste asiatico, las algas comes-
tibles son un alimento importante (Wang et al,, 2019). En los ultimos afios, aumento
el interés en el uso de microalgas, debido a su versatilidad y potencial aplicacion en
sectores diferentes (Barone et al., 2018).

Existe una gran variedad de especies de algas, las que se pueden encontrar en una
diversidad de ambientes naturales, y ademas su composicion puede verse influenciada
por el cambio de las condiciones de cultivo (Michalak y Chojnacka, 2014). Factores
tales como la luz, el pH, la temperatura, la salinidad y la disponibilidad de nutrientes
afectan tanto a la fotosintesis como a la productividad de la biomasa, e influyen en la
actividad y mecanismos del metabolismo celular, repercutiendo asi en la composicion
bioquimica de las microalgas (Encarnacao et al,, 2015).

Los entornos en los que viven las microalgas cambian constantemente; para sobre-
vivir en condiciones extremas y desfavorables, la mayoria desarrolla mecanismos de
proteccién y produce una gran variedad de metabolitos secundarios con potenciales
actividades biolégicas (Ibafiez et al,, 2012).

En las ultimas décadas, la biotecnologia de microalgas ha cobrado relevancia de-
bido a que constituye una fuente importante de proteinas, vitaminas, carotenoides,
antioxidantes, polisacaridos, acidos grasos poliinsaturados, minerales (potasio, calcio,
magnesio, fésforo, hierro, zinc, cobre, manganeso, cromo y boro) y una variedad de me-
tabolitos secundarios, los que pueden ser aprovechados para la produccién de produc-
tos de interés en la industria alimentaria, biocombustibles, suplementos alimenticios,
piensos, pigmentos, productos farmacéuticos y cosméticos (De Marchin et al, 2015;
Tramontin et al,, 2018; Zampiga et al., 2023).

Por su elevado contenido de nutrientes con propiedades beneficiosas para la salud
humana, ciertas microalgas se consideran alimentos funcionales (Quevedo et al., 2008),
que son de interés en la industria alimentaria. Varios estudios han reportado que, bajo
diferentes condiciones de estrés, las microalgas producen compuestos bioactivos como
un mecanismo de proteccién celular (Dammak et al., 2018).

En este sentido, Spirulina platensis ha atraido recientemente la atencion de las in-
dustrias farmacéutica y de alimentos debido a su alto contenido de proteinas y com-
puestos bioactivos. Sin embargo, su alto contenido de humedad contribuye a su degra-
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dacion, por lo que esta microalga es muy perecedera (Silva et al,, 2019). Por lo tanto, se
debe emplear alguna técnica de preservacién, como el secado, que facilite el almace-
namiento prolongado y el transporte desde los sitios locales de produccion de microal-
gas a las plantas de procesamiento (Costa et al, 2016).

El secado es uno de los métodos de conservacion de alimentos que mejoran la vida
atil de los productos mediante la reduccién de humedad y la prevencién del crecimien-
to microbiano (Kamal et al,, 2020). Durante muchos afios, se han utilizado como medio
de preservacién de tomate y otros vegetales (Moreno y Diaz-Moreno, 2016). Su prin-
cipal objetivo es reducir el contenido de humedad de un producto alimenticio, para
minimizar el desarrollo de microorganismos y reacciones de deterioro, prolongando
asi la vida til de alimentos (Pianroj et al.,, 2017; Farias-Neves et al., 2019).

El método mas popular es el secado por aire caliente, en el cual el calor general-
mente se transfiere por conveccién a la superficie del alimento y por conduccién den-
tro del alimento, e implica la transferencia de agua de un sélido o solucién a una fase
gaseosa circundante (Barrera et al., 2016). Este método tiene ventajas en el control de
calidad, en el logro de condiciones higiénicas y en la reducciéon de la pérdida de pro-
ducto originada por deterioro quimico o microbiano. Los factores mas influyentes en
el secado por aire caliente son la temperatura, la humedad relativa y la velocidad del
aire de secado, ademas del contenido de humedad inicial del producto (Kamal et al,
2020). La desventaja es que este proceso puede dar lugar a cambios fisicos, quimicos y
estructurales tales como la migracién de so6lidos solubles, contraccion, endurecimiento
superficial, pérdida de compuestos volatiles y aroma; como asi también efectos nega-
tivos en la textura, el color, el sabor y el valor nutricional (Di Scala et al., 2013; Moreno
y Diaz-Moreno, 2016).

Otro método, el secado por congelacién (liofilizacién) consiste en la eliminacion de
agua por sublimacién, que ocurre cuando la presion de vapor y la temperatura de la
superficie del hielo se encuentran por debajo del punto triple del agua (Leiton-Ramirez
et al, 2016). La liofilizacién de materiales biologicos es uno de los mejores métodos de
eliminacién de agua que da como resultado un producto final de alta calidad, ya que es
uno de los mejores métodos de conservacion de las propiedades organolépticas, fisicas
y nutricionales de productos biolégicos (Sagar y Suresh-Kumar, 2010). Debido a la baja
humedad, toda actividad de deterioro y microbiologica se detiene y proporciona una
mejor calidad al producto final. El secado por congelacién parece ser uno de los me-
jores métodos de preservacion en comparacion con otros métodos de deshidratacion,
como el secado al aire o en tambor, ya que como se dijo anteriormente, la mayoria
de los productos colapsan, produciéndose modificaciones estructurales (Sagar y Su-
resh-Kumar, 2010).

El secado por atomizacion (secado spray) consiste en la remocion de casi todo el
liquido por vaporizacién de una solucién de sélidos no volatiles. Este proceso se com-
pone de cuatro pasos basicos: i) atomizacion, ii) contacto entre gotas y aire caliente,
iii) evaporacion de agua y iv) separacién aire-polvo (Sagar y Suresh-Kumar, 2010). El
secado por atomizacién se caracteriza por ser una técnica rapida, altamente reprodu-
cible, apropiada para aplicaciones industriales y cuyos costos de procesamiento son
relativamente bajos. La principal desventaja es el empleo de elevadas temperaturas
necesarias en el proceso de evaporacion del solvente, las cuales pueden afectar los
analitos de interés (Desai y Park, 2005; de Vos et al., 2010).

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°15 | AnoXIll | 2023 | 387



Zapata, Luz Marina et al. | Obtencion de biomasa microalgal deshidratada con diferentes tecnologias de secado

Dado que las condiciones de secado tienen un efecto considerable en las propieda-
des del producto final, la seleccion de un método de secado adecuado y la determina-
cion de los parametros 6ptimos de operacion son esenciales para lograr alcanzar una
elevada calidad en productos (Barrera et al., 2016).

La investigacién tuvo por objetivo la obtencién de biomasa deshidratada de micro-
alga Tetradesmus obliquus rica en componentes bioactivos, a través del analisis de di-
ferentes tecnologias de deshidratacion. Los componentes de interés fueron proteinas,
carotenoides, compuestos fenélicos y minerales.

Los carotenoides son una amplia familia de isoprenoides que contienen una serie
de dobles enlaces conjugados que constituyen el grupo cromoéforo de la molécula, res-
ponsable del color y de las propiedades de absorcion de estos compuestos. Se dividen
en primarios y secundarios (Fernandez-Cordero, 2013). Los carotenoides primarios ac-
tian como pigmentos accesorios en la captura de la luz durante la fotosintesis, mien-
tras que los carotenoides secundarios ejercen un efecto de fotoproteccion del aparato
fotosintético frente al exceso de luz mediante la disminucion de las especies reactivas
de oxigeno. La mayoria de los carotenoides se conocen como antioxidantes capaces
de secuestrar oxigeno singulete, capturar radicales peroxilo y, ademas, tienen un rol
importante en la proteccién contra el dafio oxidativo (Aburai et al., 2015).

Otros de los compuestos bioactivos que producen las microalgas son los compuestos
fenodlicos. Estos compuestos, diversos en estructura y funcién, son sintetizados por micro-
algas al final de la fase de crecimiento exponencial y en la fase estacionaria (Robbins,
2003). Los compuestos fenolicos tienen efectos beneficiosos para la salud, principalmen-
te debido a su actividad antioxidante. Estos compuestos son capaces de eliminar y redu-
cir las especies reactivas de oxigeno intracelulares (Del Mondo et al,, 2021).

En general, las algas poseen proteinas de alto valor nutricional, ya que contienen
todos los aminoacidos esenciales en cantidades significativas. Recientemente se ha
mostrado un gran interés con respecto a las proteinas de microalgas ya que poseen
secuencia de aminoacidos que forman péptidos bioactivos con gran potencial tera-
péutico en la salud humana. Estos pueden proteger al organismo del deterioro por los
radicales libres y especies reactivas de oxigeno que pueden reaccionar con moléculas
de DNA, proteinas y lipidos, llevando a muchos trastornos en la salud. Ademas, la ma-
yoria de las microalgas presentan altas concentraciones de calcio, magnesio, fésforo,
potasio, hierro y sodio (Plaza del Moral, 2010; Ramirez-Mérida et al., 2015).

La microalga utilizada en la investigacion (Tetradesmus obliquus) presenta una serie
de antecedentes realizados en el Laboratorio LAMAS de la Facultad de Ciencias de la
Alimentacion - UNER. En 2016, en el Laboratorio LAMAS se trabajé en el aislamiento
de Tetradesmus obliquus de muestras de agua del Embalse de Salto Grande (provincia
de Entre Rios). Una vez aislada, se confirmé su identificacién molecular en el Laborato-
rio Macrogen de (Corea) (Jiménez-Veuthey et al., 2018). A partir de 2018 se estudid, en
cultivo de Tetradesmus obliquus, el efecto de la concentracion y fuentes de carbono y
nitrégeno, como asi también de la irradiancia, en la produccion de proteinas, carote-
noides totales, fenoles totales y minerales (Zapata et al., 2020).

Metodologia

Para la obtencién de biomasa deshidratada rica en componentes bioactivos y mi-
nerales, a través de diferentes tecnologias de secado se estudiaron 30 tratamientos,
segun se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Obtencion de biomasa deshidratada a través de diferentes tecnologias de secado.

Microalga y condiciones de cultivo
Se trabaj6 con la microalga autéctona Tetradesmus obliquus (Figura 2), aislada en

el Laboratorio de Analisis de Metales en Alimentos y Otros Sustratos (LAMAS) de la

Facultad de Ciencias de la Alimentacion (FCAL-UNER) (Jiménez-Veuthey et al., 2018).

Figura 2. Observacién microscopica de microalga Tetradesmus obliquus.

La microalga se cultivé en medio de cultivo Allen & Arnon modificado, cuya com-
posicion fue la siguiente: K,HPO, 2,00 mM; NaCl 4,00 mM; MgS0O,.7H,0 1,00 mM; CaCl,
0,50 mM; Na,-EDTA 76,75 mM; FeSO,.7H,0 69,16 mM; NaNO, 6,25 mM; KNO, 6,25 mM;
H,BO, 66,00 mM; MoO, 1,25 mM; MnCL,.4H,0 9,10 mM; ZnSO,.7H,0 0,77 mM; NH, VO,
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0,19 mM; CuS0O,.5H,0 0,32 mM; CoCL,.6H,0 0,17 mM; pH 8,00 + 0,10. El dia 18 de cultivo
se agregaron CH,N,0O 4,00 mM y CH,COONa 61,20 mM para incrementar la produccion
de biomasa y la concentracion de metabolitos de interés.

Para el cultivo se utilizaron fotobiorreactores de 25 L con columna de burbujeo co-
locados en una camara de cultivo a 25 £ 1 °C, 55 - 60 %HR y fotoperiodo simulando
condiciones dia-noche (Figura 3). Periodicamente, se controlé la densidad celular has-
ta alcanzar la fase estacionaria.

Figura 3. Cultivo de microalga Tetradesmus obliquus en fotobiorreactores ubicados en cdmara de cultivo.

Modelos de crecimiento microalgal

La microbiologia predictiva ha desarrollado modelos matematicos para describir y
predecir el crecimiento de microorganismos en condiciones especificas (Sharma et al,
2021).

En la presente investigacion, se obtuvo inicialmente la evolucién de la densidad
celular de cultivo de Tetradesmus obliquus en funcién del tiempo de cultivo durante
40 dias. A continuacién, las curvas de crecimiento fueron descriptas por los modelos
de crecimiento. Gompertz (Castro et al., 2008; Vasquez-Villalobos et al. 2013), Logistico
(Cayré et al,, 2007; Castro et al., 2008; Vasquez-Villalobos et al., 2013) y von Bertalanffy
(Koya y Goshu, 2013); cuyas expresiones matematicas se muestran en las ecuaciones
(1), (2) y (3) respectivamente.

{_e[—B(t—M)]}

N.=N,+De (1)

D
1+0-BE=M (2)

Nt=N0+

N, = Ny + D {1 — B el =k}’ )
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Donde:

N,: Densidad de poblacién celular al tiempo t (células/mL)

N,: Densidad de poblacion celular inicial, al momento de la inoculacién (células/
mL)

t: Tiempo de cultivo (dia)

u: Velocidad de crecimiento especifica (1/dia)

e=2,7182

D: Logaritmo de la diferencia entre la densidad de poblacion maxima y la densidad
de poblacioén inicial (células/mL)

B: Velocidad de crecimiento, esta representada por la pendiente de la curva [(célu-
las/mL)/dia]

M: Tiempo en el cual la velocidad de crecimiento es de mayor magnitud

k: Tasa maxima de crecimiento absoluto.

Para la determinacién de la capacidad predictiva de los modelos de Gompertz, Lo-
gistico y de von Bertalanffy, se procedi6 a validar los mismos utilizando el software
MATLAB (Matlab R2014a v. 8.3.0.532). Para contrastar los modelos con los datos experi-
mentales, se recurrio a los siguientes 3 parametros: coeficiente de determinacién (R?),
suma de cuadrado del error (SSE) y error cuadrado medio (RMSE). Se consideré que el
modelo que mejor describi6 los resultados experimentales fue el que se correspondié
con el valor mas alto de R? y mas bajo de SSE y RMSE (Dammak et al., 2018; Sharma et
al,, 2021).

A continuacion, se obtuvieron los parametros cinéticos velocidad maxima especifica,
u_. (1/dia); tiempo de latencia, A (dia) y el tiempo de duplicacién (TD). La velocidad espe-
cifica de crecimiento celular maxima (u,__ ), se obtuvo tomando la pendiente de la recta
tangente en el punto de inflexién de la curva de crecimiento cuando la microalga tuvo
un crecimiento exponencial. El tiempo de latencia, A (dia), se calculé mediante la inter-
seccion de la linea tangente antes mencionada en el eje de abscisas. El tiempo de dupli-
cacion (TD) fue calculado como Ln(2)/y.__ (Zwietering et al, 1990; Quevedo et al,, 2008).

Cosecha de microalgas

Las microalgas se cosecharon por floculacién, ya que con esta técnica se pueden
recolectar grandes volimenes de microalgas, es de bajo consumo energético y facil-
mente escalable (Yin et al, 2021). Se selecciond quitosano como agente floculante,
puesto que es un polisacarido reconocido como seguro, no toxico, biodegradable y
compatible con el medio ambiente (Haghighi et al., 2020).

Este polisacarido de alto peso molecular esta formado por cadenas lineales de uni-
dades de glucosamina [B-(1-4)-D-glucosamina] y en menor medida de N-acetil D-glu-
cosamina [B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina], destacandose los grupos funcionales hi-
droxilo y amino.

Yin et al. (2021) sefialan que entre los mecanismos de agregacion de suspension de
microalgas con quitosano se pueden mencionar la neutralizacién de carga y el puente
de adsorcién.

En medio acido, el nitrogeno del grupo amino del quitosano se puede protonar gra-
cias a la presencia de un par de electrones libres, formando un polication (Figura 4).
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Figura 4. Formacion de policatién de quitosano.

Esta alta densidad de carga positiva confiere al quitosano la habilidad para unir-
se a las células de microalgas cargadas negativamente, lo que debilita su repulsion
electrostatica, posibilitando la agregacion de las mismas. Este proceso se denomina
neutralizacion de cargas (Figura 5). Otro mecanismo en el que el quitosano actiia como
agente floculante se debe a que éste contiene sitios activos de adsorcién, como grupos
amino protonados e hidroxilo. A través de estos grupos, el quitosano se une parcial-
mente con células de microalgas; a su vez, estas células suspendidas atraen a otras,
dando como resultado una estructura de cadena llamada puente de adsorcién entre el
floculante y las microalgas. La interaccién carga-carga da como resultado la formacion
de microfléculos, los que se unen formando floculos mas grandes. Hasta aqui, el proce-
so se lleva a cabo con agitacién. Luego, la agitacion se detiene para que los floculos se
asienten (Pugazhendhi et al,, 2019).

Figura 5. Mecanismos de floculacion (Adaptado de Pugazhendhi et al., 2019).
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Se preparé una solucion de quitosano al 0,5 % acidificada con 1 % de acido acético.
Se incorporo 6 % de esta solucion al cultivo de biomasa microalgal, se dej6 agitar por
burbujeo con aire en los fotobiorreactores durante 15 min y se suspendi6 la agitacién
hasta que se produjo la floculacién, tal como se puede observar en la Figura 6.

Figura 6. Floculacion de microalga.

Deshidratacion por aire caliente de la biomasa de microalgal

Luego de la floculacién, se obtuvo un cultivo microalgal concentrado (10 % de mi-
croalgas), el que se centrifugé a 4.000 rpm durante 20 min en centrifuga (BOECO C-28).
El sobrenadante se coloc6 en los fotobiorreactores para continuar con el cultivo y las
microalgas fueron recolectadas para llevar a cabo el secado por aire caliente.

La biomasa microalgal se molde6 en cilindros de 2 cm de diametro y en espesores
de 5,10y 20 mm, los que fueron deshidratados por aire caliente en horno con circula-
cion forzada de aire (Raypa) a velocidad de aire 1 m/s, humedad relativa 50 %, hasta
que la biomasa alcanzé una humedad entre 5 - 7 %. Las temperaturas ensayadas fue-
ron: 35, 45, 50, 70y 90 °C.

De la combinacién de los factores experimentales espesor y temperatura surgieron
los siguientes tratamientos:

e E5-T35°C: espesor de 5 mm y temperatura de secado de 35 °C.
e E10-T35°C: espesor de 10 m y temperatura de secado de 35 °C.
« E20-T35°C: espesor de 20 mm y temperatura de secado de 35 °C.
e E5-T45°C: espesor de 5 mm y temperatura de secado de 45 °C.
« E10-T45°C: espesor de 10 mm y temperatura de secado de 45 °C.
« E20-T45°C: espesor de 20 mm y temperatura de secado de 45 °C.
e E5-T50°C: espesor de 5 mm y temperatura de secado de 50 °C.
e E10-T50°C espesor de 10 mm y temperatura de secado de 50 °C.
« E20-T50°C: espesor de 20 mm y temperatura de secado de 50 °C.
e E5-T70°C: espesor de 5 mm y temperatura de secado de 70 °C.
« E10-T70°C: espesor de 10 mm y temperatura de secado de 70 °C.
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« E20-T70°C: espesor de 20 mm y temperatura de secado de 70 °C.
e E5-T90°C: espesor de 5 mm y temperatura de secado de 90 °C.

e E10-T90°C: espesor de 10 mm y temperatura de secado de 90 °C.
« E20-T90°C: espesor de 20 mm y temperatura de secado de 90 °C.

Deshidratacion por liofilizacion de la biomasa de microalgal
La biomasa microalgal, concentrada al 10 %, se centrifugd a 4.000 rpm durante 20
min, igual que para la deshidratacion por aire caliente. A continuacién, la biomasa se
moldeé en cilindros de 2 cm de diametro y en espesores de 5, 10 y 20 mm. Los trata-
mientos fueron:
¢ L-5: biomasa microalgal formando cilindro de 5 mm de espesor.
« L-10: biomasa microalgal formando cilindro de 10 mm de espesor.
« L-20: biomasa microalgal formando cilindro de 20 mm de espesor.
Los cilindros fueron congelados en freezer doméstico y liofilizados en liofilizador
(HETO DRYWINER) a -90 °C hasta peso constante.

Deshidratacion por secado por atomizacién de la biomasa de microalgal
La deshidratacion se llevé a cabo en Mini Spray Dryer (Blichi Labortechnik AG, Mo-
delo: B-290). Se estudiaron 3 factores experimentales: material de pared (20 % de mal-
todextrina - 2 % de gelatina), temperatura de entrada de aire al secadero (130 °C - 150
°C) y caudal de alimentacién (6 mL/min - 9 mL/min). De la combinacion de los niveles
de los factores experimentales surgieron los tratamientos:
¢ M-150°C-6.20 % maltodextrina como material de pared, temperaturas del aire
de entrada: 150 °C, caudal de alimentacion: 6 mL/min. La temperatura de sali-
da estuvo determinada por la temperatura y caudal antes mencionados. Para
este tratamiento, la temperatura de salida fue 85 °C.
¢ M-150°C-9. 20 % maltodextrina como material de pared, temperatura del aire
de entrada: 150 °C, caudal de alimentacién: 9 mL/min, temperatura de salida:
75 °C.
¢ M-130°C-6. 20 % maltodextrina como material de pared, temperatura del aire
de entrada: 130 °C, caudal de alimentacién: 6 mL/min, temperatura de salida:
73 °C.
¢ M-130°C-9. 20 % maltodextrina como material de pared, temperatura del aire
de entrada: 130 °C, caudal de alimentacién: 9 mL/min, temperatura de salida:
58 °C.
¢ G-150°C-6. 2 % gelatina como material de pared, temperatura del aire de en-
trada: 150 °C, caudal de alimentacion: 6 mL/min, temperatura de salida: 85 °C.
¢ G-150°C-9. 2 % gelatina como material de pared, temperatura del aire de en-
trada: 150 °C, caudal de alimentacion: 9 mL/min, temperatura de salida: 75 °C.
» (G-130°C-6. 2 % gelatina como material de pared, temperatura del aire de en-
trada: 130 °C, caudal de alimentacion: 6 mL/min, temperatura de salida: 73 °C.
¢ G-130°C-9. 2 % gelatina como material de pared, temperatura del aire de en-
trada: 130 °C, caudal de alimentacién: 9 mL/min, temperatura de salida: 58 °C.
« 150°C-6.sin material de pared, temperatura del aire de entrada: 150 °C, caudal
de alimentacién: 6 mL/min, temperatura de salida: 85 °C.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°15 | AdoXIll | 2023 | 394



Zapata, Luz Marina et al. | Obtencion de biomasa microalgal deshidratada con diferentes tecnologias de secado

e 150°C-9.sin material de pared, temperatura del aire de entrada: 150 °C, caudal
de alimentacién: 9 mL/min, temperatura de salida: 75 °C.

« 130°C-6.sin material de pared, temperatura del aire de entrada: 130 °C, caudal
de alimentacién: 6 mL/min, temperatura de salida: 73 °C.

« 130°C-9.sin material de pared, temperatura del aire de entrada: 130 °C, caudal
de alimentacién: 9 mL/min, temperatura de salida: 58 °C.

La presion de pulverizacion se mantuvo constante en 45 bar.
En el material microencapsulado en cada tratamiento se cuantificé la humedad,
concentraciones de carotenoides totales, proteinas totales, fenoles totales y minerales.

Técnicas analiticas

Densidad celular: Se midié por recuento celular en camara de Neubauer, utilizando
un microscopio optico Leica DMLS (Leica, Alemania).

Humedad: Se pesé 1 g de muestra en una capsula, la que se mantuvo a 105 °C hasta
obtener peso constante (AOAC. 925.10).

Proteinas totales: Se cuantificaron espectrofotométricamente utilizando espectro-
fotometro UV-Vis (Hach, DR600, Alemania) y estandar de albamina de suero bovino
(BSA) (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007). Los resultados se expresan en mg BSA/g de
materia seca (ms).

Carotenoides totales: Se midieron por método espectrofotométrico usando espec-
trofotometro UV-Vis (Hach, DR600, Alemania) y B-caroteno como estandar. Los resulta-
dos se expresan en mg B-caroteno/g ms (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007).

Fenoles totales: Se determinaron por reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu (Co-
pia et al, 2012) utilizando espectrofotometro (HACH DR600, Alemania). Se usé acido
galico como estandar y los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/g mes.

Minerales (Sodio, Potasio, Magnesio, Calcio, Hierro, Zinc y Manganeso): La biomasa
fue digerida con acido nitrico 70 % en sistema de reaccién acelerado por microondas
(ANTON PAAR, MULTIWAVE PRO). A continuacion, se llevé a volumen con agua bidesti-
lada y se cuantificaron los minerales en Espectrémetro de Emision Atémica de Plasma
(Agilent, 4200 MP-AES) (Normas APHA - Standard Methods for the Examination of Wa-
ter and Wastewater, 3111). Para cada mineral se utilizaron estandares AccuTrace. Los
resultados se expresaron en mg/ kg_ .

Analisis estadistico

La comparacion de medias de los parametros fisicoquimicos se realiz6 mediante
Analisis de Varianza y Test de Rango Multiple segun Tukey (p< 0,05). Se utilizo6 la herra-
mienta de Analisis de Componentes Principales para comparar similitudes y diferen-
cias en la biomasa deshidratada. Para estos estudios se utilizé STATGRAPHICS Centu-
rién XV Version 15.2.06.

Para la determinacién de la capacidad predictiva de los modelos de Gompertz, Lo-
gistico y de von Bertalanffy se utiliz6 el software MATLAB (Matlab R2014a v. 8.3.0.532).
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Sintesis de resultados y conclusiones

Cultivo de la microalga Tetradesmus obliquus

El tiempo total de cultivo fue de 40 d. Periddicamente, se tomaron muestras para
evaluar la densidad celular en funcion del tiempo (Figura 7). La densidad celular inicial
fue 9,5 x 10* células/mL. Se mencioné que, para conseguir un cultivo con mayor den-
sidad celular y lograr una concentracion mas elevada de componentes bioactivos, en
el dia 18 se incorporaron 0,24 g/L de Grea y 5,02 g/L de acetato de sodio como fuentes
de nitrégeno y carbono, respectivamente. De esta forma, se consiguié aumentar en 2,5
veces la densidad celular. La fase estacionaria comenzo6 el dia 35, siendo la densidad
celular de 3,2 x 107 células/mL.

3,5E+07
3,0E+07
2,5E+07
2,0E+07
1,6E+07

1,0E+07

Densidad celular (células/mL)

5,0E+06

0,0E+00

0 10 20 30 40 50

Tiempo de cultivo (d)

Figura 7. Evolucion de la densidad celular de microalga Tetradesmus obliquus en funcién del tiempo de cultivo.

Modelos de crecimiento microalgal

Los resultados experimentales de densidad celular en funcién del tiempo de cultivo
se ajustaron a los modelos de Gompertz, Logistico y de von Bertalanffy, segiin se mues-
tra en la Figura 8.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de Tetradesmus obliquus ajustada con los modelos de Gompertz, Logistico y von
Bertalanffy.

Los parametros estadisticos de bondad de ajuste sefialaron que todos los modelos
presentaron un ajuste aceptable a los datos experimentales obtenidos (Tabla 1). Sin
embargo, el modelo Logistico fue el que mejor describié los resultados experimentales
(mayor R?y valores mas bajos de SSE y RMSE).
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Tabla 1. Parametros de bondad de ajuste para los modelos estudiados.

Modelos Gompertz Logistico Von Bertalanffy
R? 0,95 0,97 0,97
SSE 2,1990 1,3790 1,4000
RMSE 0,3963 0,3138 0,3282

Referido a los parametros cinéticos, la p_. fue de 1,57/d, el A de 6,84 dy el TD de
0,44 d. Estos mismos parametros fueron calculados por nuestro grupo de investigacion
para Tetradesmus obliquus en ensayos a escala laboratorio en fotobiorreactores de
250 mL, siendo los valores obtenidos 0,26/d para y,_, ; entre 0,5-2,0 d parael Ay un TD
de 2,67 d (Zapata et al., 2020). Estos resultados sefialan que la pmax a escala piloto fue
6 veces superior que a escala laboratorio; mientras que el tiempo de duplicacion fue
6 veces mas bajo cuando las microalgas fueron cultivadas en tanques de 25 L. Sin em-
bargo, la fase de latencia a escala piloto fue entre 3,4 - 13,7 veces mayor que a escala
laboratorio. Estos resultados fueron atribuidos a que, a escala laboratorio, la propor-
cion de inoculo:medio de cultivo fue 1:4, mientras que a escala piloto fue 1:20, por lo
que el mayor tiempo de latencia fue debido a la menor densidad celular al inicio del
cultivo. Una vez que el cultivo superé la fase de latencia y alcanz6 la fase exponencial,
las células de microalga tuvieron una elevada velocidad de crecimiento.

En la literatura, se encontraron para cultivos de Tetradesmus sp. valores de umax
= 0,27/d (Aburai et al,, 2015), 5,8 veces inferior a la velocidad maxima de crecimiento
obtenida en la presente investigacion. Ademas, se encontraron valores de tiempo de
latencia de 1 d (Dammak et al,, 2018) y de 4 d (Quevedo et al,, 2018). Si bien son infe-
riores a los calculados para Tetradesmus obliquus, a escala piloto se considera que un
tiempo de latencia de 6,84 d fue aceptable, por lo que se concluye que la microalga
tuvo una muy buena adaptacién y crecimiento en el medio de cultivo en las condicio-
nes ambientales sefialadas en la metodologia.

Deshidratacion de la biomasa microalgal

Los resultados de los ensayos de deshidratacion por aire caliente a todos los niveles
de los factores experimentales fueron insatisfactorios. Los discos de biomasa microal-
gal, cuando alcanzaron la humedad de entre 5 % y 7 % tuvieron el aspecto de carbo-
nizados y los tiempos de deshidratacion superaron las 90 h, por lo que esta tecnologia
fue desestimada.

Con la informacién de los ensayos de deshidratacion por liofilizacién y secado por
atomizacién, se realiz6 un analisis de componentes principales que permitié explicar,
con la primera y segunda dimensién, el 80,14 % de la varianza. La distancia entre los
puntos correspondientes a las muestras es una medida de su similitud. Por lo tanto, se
identificaron cuatro grupos de muestras, como se puede apreciar en la Figura 9.

Las muestras obtenidas en las condiciones ubicadas en valores positivos del pri-
mer componente (CP1) y negativos del segundo componente (CP2) se destacaron por
tener altas concentraciones de carotenoides totales, hierro, calcio y magnesio; baja
concentracién de sodio y escasa humedad. Esto se correspondié con la tecnologia de
deshidratacion por liofilizacién. EL mejor tratamiento con esta tecnologia fue el corres-
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pondiente a cilindros de biomasa microalgal de 2 cm de diametro y espesor de 5 mm,
cuyo tiempo de deshidratacién fue de 20 h. En estas condiciones, la biomasa deshidra-
tada alcanzé una humedad de 5,98 + 0,61 g/100 g; carotenoides totales 91,75 + 8,16 mg
b-caroteno/g,_; fenoles totales 30,08 + 2,54 mg EAG/g_ proteinas totales 25,89 + 6,07
mg BSA/g_. sodio 13,25 + 0,01 mg/ g_ potasio 9,54 + 0,01 mg/ g _; calcio 3,38 + 0,02
mg/ g, magnesio 1,95 + 0,01 mg/ g_ hierro 0,80 + 0,04 mg/g_ zinc 0,04 + 0,00 mg/
g.. Y manganeso /76,87 mg/g_.

Figura 9. Analisis de componentes principales de biomasa deshidratada por liofilizacién y secado por atomizacién.

En cambio, las muestras obtenidas en las condiciones en valores negativos del CP1
y positivo del CP2 se caracterizaron por tener alta concentracion de fenoles totales y
bajas cantidades de proteinas totales, carotenoides totales y minerales. Estas muestras
fueron deshidratadas por secado por atomizaciéon utilizando 20 % de maltodextrina
como material de pared. Dentro de este grupo, el mejor tratamiento fue el que tuvo
una temperatura de ingreso de aire de 150 °C y un caudal de alimentacién de 9 mL/
min. En estas condiciones, la biomasa deshidratada alcanz6 una humedad de 5,88 +
0,46 g/100 g; carotenoides totales 17,13 + 0,91 mg b-caroteno/g_ fenoles totales 7,23+
0,52 mg EAG/g_ proteinas totales 19,32 + 0,99 mg BSA/g_ sodio 11,63 +0,10 mg/ g_;
potasio 545 + 0,03 mg/ g _; calcio 0,42 + 0,04 mg/ g . magnesio 0,44 + 0,04 mg/ g _;
hierro 0,14 + 0,01 mg/g__ zinc 3,27 + 0,12 mg/ g__y manganeso 6,86 + 0,35 mg/g_.

Un tercer grupo de muestras se corresponden con aquellas que también fueron des-
hidratadas por secado por atomizacion pero utilizando 2 % de gelatina como material
de pared. Este grupo se ubicé en el cuadrante correspondiente a valores positivos de
los CP1 y CP2, destacandose por tener altas concentraciones de proteinas totales y
minerales y los valores mas altos de humedad. Al igual que para cuando se utilizé mal-
todextrina, el tratamiento que dio mejores resultados fue el que empled una tempera-
tura de ingreso de aire de 150 °C y un caudal de alimentaciéon de 9 mL/min; el tiempo
de residencia en la camara de secado fue de 10 s. En estas condiciones, se obtuvo un
producto con una humedad de 8,00 + 0,40 g/100 g; carotenoides totales 19,28 + 0,96 mg
b-caroteno/g,_; fenoles totales 3,41 + 0,17 mg EAG/g__ proteinas totales 62,26 + 3,11
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mg BSA/g_; sodio 47,81 + 0,26 mg/ g__ potasio 11,92 + 0,05 mg/ g _; calcio 3,11 + 0,05
mg/ g_. magnesio 1,67 + 0,12 mg/ g _; hierro 0,53 + 0,01 mg/g__ zinc 6,09 + 0,06 mg/
g,.. Y manganeso 26,33 + 1,79 mg/g_.

Como se mencioné en la metodologia, también se llevaron a cabo ensayos en los
que, empleando la tecnologia de secado por atomizacién, no se utiliz6 material de
pared, tanto para las temperaturas de ingreso de aire al secadero de 130°Cy 150 °Cy
caudales de alimentaciéon de 6 mL/miny 9 mL/min. Sin embargo, Gnicamente se obtuvo
producto cuando las condiciones fueron 150 °C 'y 9 mL/min; en las demas condiciones,
el producto quedo adherido a las paredes de la cAmara de secado. La muestra resul-
tante de la deshidratacion a 150 °C y 9 mL/min se ubic6 en el cuadrante positivo de la
primera dimension y negativo de la segunda dimension. Esta se caracterizd por tener
altas concentraciones en proteinas y minerales, baja concentracion de fenoles totales
y elevada humedad. Los resultados obtenidos en la caracterizaciéon fueron humedad
de 31,61 + 1,58 g/100 g; carotenoides totales 49,48 + 3,58 mg b-caroteno/g_; fenoles
totales 3,06 + 0,21 mg EAG/g_; proteinas totales 57,31 + 3,49 mg BSA/g_ sodio 12,89
+ 0,09 mg/ g __ potasio 9,65+ 0,09 mg/ g . calcio 2,33 + 0,01 mg/ g_; magnesio 1,99 +
0,01 mg/ g__ hierro 1,51 + 0,01 mg/g_; zinc 33,52 0,27 mg/ g__y manganeso 45.64 +
0,64 mg/g. .

El tiempo que demandé la tecnologia de deshidratacion por liofilizacién fue ligera-
mente inferior a la publicada por otros investigadores, quienes sefalaron que, cuando
se utilizan temperaturas entre -50y -80 °C, el tiempo de deshidratacion es entre 24y 48
h (Khanra et al,, 2018). Por su parte, en la deshidratacién por atomizacién, Durmaz et al.
(2020) trabajaron con temperatura de ingreso de aire de 170 °C y caudal de alimenta-
cion entre 7y 9 mL/min, alcanzando tiempos de residencia en la cAmara de secado de
1,5 s. Este valor fue inferior al tiempo logrado para la deshidratacion de Tetradesmus
obliquus.

En una publicacién de deshidratacion por atomizacion a 150 °C de biomasa de mi-
croalga Tetraselmis chuii, en que utilizaron como materiales de pared 20 % de la mez-
cla maltodextina:goma arabiga en una proporcion de 60:40y 2 % de gelatina, midieron
luego de 3 meses de almacenamiento a temperatura ambiente y en oscuridad concen-
traciones de carotenoides expresadas como p-caroteno de 13,5 £ 0,5 mg/gy 76,5 0,7
mg/g, respectivamente. En tanto que, de compuestos fenoélicos, expresados como EAG,
obtuvieron 4,6 + 1,7 mg/g y 9,9 + 0,2 mg/g, respectivamente (Bonilla-Ahumada et al,
2018). En la presente investigacion, se obtuvo una concentraciéon de carotenoides muy
superior a la publicada por los investigadores; mientras que, para fenoles totales, se
alcanzaron concentraciones comparables.

Silva et al. (2020) estudiaron el desempefio de un secador rotatorio con lecho inerte
para la deshidratacion de Spirulina platensis. Los autores encontraron que, a la tempe-
ratura de deshidratacién de 99,7 °C, alcanzaron biomasa microalgal deshidratada con
4,0 g/100g de humedad y un contenido de fenoles totales de 3,9 mg EAG/g_ . El valor
de humedad publicado es comparable a los obtenidos cuando se utilizé6 maltodextri-
na como material de pared, mientras que el de compuestos fenélicos fue similar a los
medidos en la biomasa deshidratada de Tetradesmus obliquus cuando se us6 gelatina.
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Conclusiones

Las tecnologias de secado estudiadas para la deshidratacién de cultivo de microal-
ga Tetradesmus obliquus influyeron en el contenido de humedad, componentes bioac-
tivos y minerales presentes en la microalga deshidratada.

La deshidratacion de la biomasa microalgal en horno de circulacion forzada de aire
fue desestimada ya que la misma present6 aspecto carbonizado aun a bajas tempera-
turas de deshidratacion.

En cuanto a la tecnologia de liofilizacién, las concentraciones de proteinas totales
y minerales fueron independientes del espesor de los discos de biomasa microalgal;
sin embargo, este factor tuvo un efecto significativo en las concentraciones de carote-
noides totales y fenoles totales. La mayor retencién de estos compuestos se logré en
espesores de 5 mm.

Referido al secado por atomizacién, influyeron los 3 factores experimentales es-
tudiados: material de pared, temperatura de ingreso de aire al secadero y caudal de
alimentacion, sobre todo en las concentraciones de carotenoides totales, proteinas to-
tales, fenoles totales y humedad. En cuanto a los minerales, la temperatura del aire y el
caudal de alimentacién de la bomba no fueron factores determinantes; sin embargo,
influyé el material de pared. Cuando se utilizé gelatina, se consiguié una mayor reten-
cion de los minerales. Los tratamientos M-150°C-9 y G-150°C-9 estuvieron entre los que
alcanzaron mayores concentraciones de componentes bioactivos y menores conteni-
dos de humedad. Atendiendo a que con gelatina se obtuvieron mayores concentracio-
nes de carotenoides totales, proteinas totales y minerales, se propone utilizar gelatina
como material de pared, temperatura de ingreso de aire al secadero de 150 °Cy caudal
de alimentacién de 9 mL/min.

En sintesis, si bien con la tecnologia de liofilizacion se alcanzaron mayores concen-
traciones de los componentes de interés que con el secado por atomizacion, ambas
metodologias pueden considerarse para la deshidratacién de microalgas, sobre todo
teniendo en cuenta los bajos tiempos de deshidratacién de esta Gltima. Los productos
obtenidos por las dos tecnologias estudiadas podrian incorporarse a diferentes matri-
ces de alimentos para potenciar sus propiedades nutricionales y funcionales.
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