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RESUMEN

Las algas se han consumido desde tiempos ancestrales en paises asiaticos como Japén. En la
actualidad su consumo esta en auge en Europa, provocado por el creciente interés de los
consumidores por alimentos con alto valor nutritivo, que sean saludables y sin aditivos
quimicos. En este sentido, el empleo de algas en el desarrollo de nuevos productos es
interesante, ya que éstas pueden aportar nutrientes esenciales y ademas, algunas de ellas,
presentan ciertas caracteristicas que permitirian sustituir algunos aditivos en los productos
elaborados. Dado el origen marino de las algas es muy interesante su adicidon a productos
derivados de la pesca.

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar las algas nori, kombu, wakame y espagueti
de mar, con el fin de evaluar si su empleo como ingrediente en distintos productos
alimenticios, supondria una mejora en la calidad nutricional y en las propiedades fisico-
guimicas de los mismos. Se llevd a cabo un analisis de la composicidn nutricional de las algas
deshidratadas en polvo. Asi mismo, se evalud el contenido en compuestos fendlicos totales, la
capacidad antioxidante y se determind la capacidad de retenciéon de aceite, capacidad de
retencién de agua y capacidad de hinchamiento.

Las algas presentaron altos contenidos proteicos, especialmente nori y wakame, con niveles
superiores al 20% en peso seco (p.s.), presentando en su composicién distintos aminoacidos
esenciales y otros considerados potenciadores del sabor (acido aspartico y glutdmico). Los
contenidos en lipidos fueron muy bajos en todas las algas. El contenido en cenizas fue alto
(variando entre un 24 y un 34 % (p.s.)), lo que indica la riqueza en minerales de las algas. En
general, las 4 algas presentaron valores altos de Na, K, Ca y Mg. Dado que el K aporta sabor
salado y que las algas presentan aminoacidos potenciadores del sabor, el empleo de algas
podria evitar o disminuir la adicidn de sal a los productos de la pesca. El contenido en fibra fue
muy alto en las 4 muestras, destacando kombu con un valor cercano al 45% (p.s.).

Las 4 algas presentaron contenidos altos de compuestos fendlicos totales, destacando
espagueti de mar. De igual forma, la capacidad antioxidante en esta especie de alga fue
significativamente mayor que en el resto. Las 4 algas presentaron propiedades importantes de
retencidon de aceite y de agua, destacando el alga wakame, que también presentd la mayor
capacidad de hinchamiento.

Estos resultados demuestran que la incorporacion de las algas en los productos de la pesca
implicaria un valor afiadido en el pescado, ya que no se veria reducido el contenido proteico,
aportando minerales y fibra. Asimismo, la incorporacion de estas algas permitiria evitar el uso
de aditivos quimicos, ya que éstas son una fuente natural de antioxidantes. Ademas, sus
propiedades tecnoldgicas hacen que las algas puedan sustituir a algunos aditivos quimicos
empleados para mejorar la textura y jugosidad.
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TITLE:
Physico-chemical and nutritional characterization of seaweed powder used as a food
ingredient.

ABSTRACT

Seaweeds had been used since ancient times in Asian countries like Japan. Nowadays,
consumption is rising in Europe. The reason is due to consumers are interested in food with
high nutritional value and without chemical additives. In this sense, it is interesting the use of
seaweed, which provides essential nutrients, to develop new food products; moreover, some
of them have certain characteristics that allow replacing some additives in the products
formulated. Given the origin marine of seaweeds is very interesting to add in fishing products.
The overall objective of this study was to characterize nori, kombu, wakame, and sea
spaghetti, in order to assess their use as an ingredient in food products in order to increase the
nutritional quality and improve physico-chemical properties. Nutritional composition of
dehydrated powder seaweed was determined. Morevoer, total phenolic compounds content
and antioxidant capacity were assessed and water retention capacity, oil retention capacity
and swelling capacity were determined.

The seaweeds exhibited high protein content, especially nori and wakame, with over 20% dry
weight (dw) levels, containing different essential amino acids and other considered as flavor
enhancers (aspartic and glutamic acid). The lipid levels were very low in all seaweeds. The ash
content was high (varying between 24 and 34% (dw)), indicating the mineral wealth of
seaweeds. In general, 4 seaweeds showed high Na, K, Ca and Mg levels. Due to K contributes
salty taste and seaweeds amino acids act as flavor enhancers, the use of seaweeds could avoid
or reduce the addition of salt to fish products. The fiber content was very high in the 4
samples, highlighting kombu with a value close to 45% (dw).

The 4 seaweeds showed high levels of total phenolic compounds, mainly spaghetti sea.
Similarly, the antioxidant capacity in this species of seaweed was significantly higher than the
rest. The four seaweed showed significant oil and water retention properties, specially
wakame seaweed, which exhibited the highest swelling capacity.

These results demonstrate that the incorporation of seaweeds in fish products would imply an
added value in fish since their protein content would not be reduced, providing minerals and
fiber. Additionally, the incorporation of these seaweeds could avoid the use of chemical
additives, as they could be a natural source of antioxidants. In addition, their technological
properties would imply that seaweeds could replace some the chemical additives used to
improve food texture and juiciness.

KEY WORDS:
Seaweeds, nori, kombu, wakame, spaghetti sea, nutritional composition, antioxidant capacity,
technological properties.
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1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LAS ALGAS

Las algas han formado parte de la cultura oriental desde la antigliedad, situandose en las
regiones de Japon, China y Corea. En dichos paises han sido utilizadas como parte de la dieta
en sus preparaciones culinarias, pero se han extendido a lo largo de la historia hacia otras
regiones, siendo conocidas ya en todo el mundo gracias a sus caracteristicas y propiedades.

La introduccién de la algas en Europa se esta dando a gran escala en la industria alimentaria,
biomédica y cosmética, para la elaboracién de agentes gelificantes, espesantes vy
estabilizantes, asi como en el ambito culinario como ingrediente en la elaboracion de platos y
productos alimentarios a base de algas. Generalmente en Espafia, para esta ultima finalidad,
su uso es reducido, aunque poco a poco se va incrementando y podemos encontrar en el
mercado una amplia gama de productos que contienen algas (Gémez-Orddiez, 2013).

En la actualidad, son miles las especies de algas conocidas y distribuidas a lo largo de todo el
planeta, ofreciendo un gran nuimero de usos y aplicaciones. Ademas, las algas pueden
clasificarse segun sean verdes (Chlorophyceae), pardas (Phaeophyceae) o rojas
(Rhodophyceae), aportando asi una serie de propiedades caracteristicas. Destinadas al
consumo humano, existen alrededor de 200 especies de algas y se estima una produccién
anual de 90.000 toneladas en peso seco. De entre todas, las mas consumidas y conocidas son
nori (Porphyra), kombu (Laminaria), wakame (Undaria) y recientemente, espagueti de mar
(Himanthalia). Las algas rojas y pardas son un alimento fundamental en la dieta tradicional
japonesa, como se ha comentado ya. Segln la regién de cultivo hay preferencias por un tipo
de alga u otro.

La produccidn total de algas marinas en el afio 2005 fue de hasta 16 millones de toneladas,
destacando la especie wakame como la mas consumida, ya que es especialmente apreciada en
Corea, donde su produccion llegé a alcanzar las 33.000 toneladas en peso seco, situdndose por
encima del resto de especies consumidas. Las especies de Laminaria fueron pioneras en
cuanto a cultivo y producciéon (FAO, 2007; FAO, 2010). Se estima que poco a poco van
introduciéndose mas especies autdctonas en el mercado, tanto para usos tecnolégicos como
para usos culinarios, ya que su potencial no es sdlo alimenticio, sino también medicinal y
cosmético, como se ha dicho anteriormente. Es interesante ver la presencia de algas en
productos de uso cotidiano como pasta dentifrica, alimentos para animales y comidas para
bebés, entre otros. Generalmente, en el mercado encontramos algas en forma deshidratada,
aunque en algunos casos se comercializan como frescas. También es frecuente encontrarlas en
polvo o en conserva, y sobre todo combinadas con otros ingredientes o alimentos (pasta con
algas, té con algas, patés de algas, brioche con algas, cerveza con algas, etc.).

Las algas contienen una serie de compuestos bioactivos con un alto potencial beneficioso para
nuestra salud, lo que indica el interés de introducirlas en una gran variedad de productos
alimentarios como ingrediente funcional. La incorporacion de algas en otros productos es
mejorar o incrementar el valor nutricional del producto, ya que son ricas en vitaminas,
minerales, fibra dietética, compuestos antioxidantes, etc. Tecnolégicamente, los componentes
de las algas pueden contribuir a una mejora de las propiedades fisico-quimicas de los

1



alimentos formulados a base de éstas. Por ejemplo, la fibra se utiliza como agente
texturizante. Por otra parte, las algas también han sido estudiadas por su potencial efecto
antimicrobiano (Barrow y Shahidi, 2008; Cox et al., 2010; Rupérez et al., 2002; Taskin et al.,
2007).

1.2. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LAS ALGAS

Las algas marinas contienen un alto nivel de humedad, pudiendo alcanzar hasta el 94% del
peso total en algunas especies (Holdt y Kraan, 2011). Se caracterizan por contener cantidades
importantes de proteinas y aminoacidos, minerales, fibra y compuestos fendlicos responsables
de la capacidad antioxidante. El contenido en grasa de las algas, por el contrario, es muy bajo
(generalmente inferior al 1%). Una de las caracteristicas nutricionales mas relevante es su bajo
aporte caldrico, a pesar de presentar un importante contenido en polisacaridos. Esto se debe a
que la mayoria de estos polisacaridos no pueden ser digeridos por el sistema digestivo
humano, ya que forman parte de la fibra dietética.

Se ha comprobado que la composicién quimica de las algas esta directamente condicionada
por la especie, la situacion geografica, las condiciones ambientales y especialmente la estacion
del aifo. Por ejemplo, las mayores concentraciones de proteinas se han observado en invierno
y en primavera, mientras que las minimas concentraciones se han obtenido en verano y otofio
(Gomez-Orddiiez et al.,, 2010). En cuanto a la influencia de la especie, los polisacaridos
mayoritarios varian segun se trate de algas verdes, pardas o rojas. En algas pardas predominan
los alginatos, fucanos y laminaranos. Las algas rojas contienen de forma mayoritaria galactanos
sulfatados como es el agar y los carragenanos (Holdt y Kraan, 2011).

Debido a su composicion nutricional, las algas se consideran uno de los alimentos mas ricos y
saludables nutricionalmente hablando.

1.2.1. Fibra alimentaria

A lo largo de los afios se han atribuido bastantes efectos beneficiosos al consumo de fibra en la
dieta humana. El consumo de alimentos que contienen fibra estd directamente relacionado
con una disminucion de los desdrdenes y enfermedades cardiovasculares, cancer de colon y
diabetes. Se ha visto que posee actividad prebidtica, que reduce la absorcidn de colesterol y
grasa en el intestino, evita el estrefiimiento, la diverticulosis, etc.

De forma natural, en nuestra dieta incorporamos fibra al ingerir de forma cruda o procesada
cereales, vegetales, legumbres y frutas. Hay que tener en cuenta que se deben satisfacer las
necesidades diarias recomendadas de fibra para evitar desdrdenes fisioldgicos en nuestro
organismo.

La fibra dietética se puede definir como una mezcla heterogénea de componentes que incluye
polisacdaridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas, procedentes de las plantas que no
son digeridos (degradados) por los enzimas presentes en el aparato digestivo, con completa o



parcial fermentacién en el intestino grueso. La heterogeneidad en la composicién que
presenta la fibra dietética es la principal razén de la gran variedad de efectos fisioldgicos que
se producen en el organismo.

La fibra dietética esta compuesta por fibra soluble e insoluble. La fraccién insoluble se encarga
de disminuir el tiempo de transito intestinal, aumentar la masa fecal y reducir el nivel de
estrefiimiento. Es decir, tiene un efecto laxante y regulador. Esto es debido a la no
fermentacidn o fermentacion escasa de la fibra insoluble en el intestino. La fraccién soluble
sufre un largo proceso de fermentacion en el intestino grueso lo que conlleva a una reduccion
del colesterol y disminuye la absorcidn de glucosa en sangre (Jiménez-Escrig y Sdnchez-Muniz,
2000).

Generalmente, el contenido en fibra dietética presente en las algas se encuentra en un rango
comprendido entre el 33 y el 62% del peso seco, valores muy altos, siendo mayores que el de
algunas frutas y hortalizas. Las algas pardas contienen los mayores valores de fibra dietética
total (Undaria 58%) e insoluble (Fucus 40%) por delante de las algas verdes y rojas. Por otra
parte, las algas con mayor contenido en fibra soluble son las rojas (Chondrus y Porphyra 15-
22%, respectivamente).

El aporte de fibra que representa el consumo de algas ayudaria a satisfacer las necesidades de
fibra establecidas (25-35 g/dia) (FAO, 2015).

1.2.2. Proteinas

Las algas contienen niveles altos de proteinas en general. Como se ha comentado
anteriormente, la fraccidn proteica que podemos encontrar en las algas marinas varia
significativamente a lo largo del afio y también con la especie. Generalmente, son las algas
rojas y verdes las que presentan un mayor contenido en proteinas desde un 10 hasta un 47%
(peso seco), destacando el alga nori por su alto porcentaje de proteinas, pudiendo ser
comparada con el contenido proteico de la soja. Por el contrario, las algas pardas contienen
niveles mas bajos, que van desde un 3 hasta un 15% (peso seco), exceptuando la especie
wakame que puede contener hasta un 24% (Fleurence, 1999).

Generalmente, las algas rojas debido a su alto nivel de proteinas, asi como también a su
composicion en aminoacidos son consideradas como fuente de proteinas en los alimentos
elaborados a partir de ellas. El uso de las algas como fuente proteica se esta expandiendo de
tal forma que se estd empezando a utilizar como alimento para los peces criados mediante las
técnicas de acuicultura. Otro de los usos mds novedosos se ha destinado el ambito deportivo
basado en la incorporacién de las algas en la dieta con la finalidad de conseguir mayor masa
muscular (Fleurence, 1999).

Aminodcidos

Los aminoacidos son compuestos necesarios para llevar a cabo procesos metabdlicos de
nuestro organismo. Se encuentran formando parte de las proteinas y algunos de ellos, se



denominan esenciales porque no pueden ser sintetizados por el propio organismo y deben ser
suministrados diariamente a través de la dieta.

En el caso de las algas, muchas de las proteinas presentes en ellas contienen niveles de
aminodcidos esenciales cercanos a los niveles recomendados por la FAO. Las algas pardas
contienen niveles de aminodcidos esenciales entre el 22 y el 44% del total. Las algas verdes
entre el 26 y el 32% y por ultimo, las algas rojas entre un 14 y un 19% (Fleurence, 1999). Son
tales los niveles de estos aminoacidos que se llegan a comparar con las cantidades presentes
en alimentos como el tomate o la patata (Coulier et al.,, 2011; Morris et al., 2007; Oruia-
Concha et al.,, 2007) y en menor cantidad en comparacion con algunas especies de setas
(Beluhan y Ramogajec, 2011). De entre todos ellos, las algas también presentan cantidades
importantes de ciertos aminoacidos esenciales como se ha comentado. En las algas verdes, se
encuentran como aminoacidos esenciales principales la valina, leucina y lisina, encontrandose
también histidina en concentraciones comparables a los niveles presentes en huevo vy
legumbres, siendo muy importante en la alimentacidn de nifios. Por otra parte, las algas rojas
contienen como aminoacidos esenciales la leucina, valina y metionina en cantidades
comparables con los niveles que presenta la albumina del huevo. Ademads, otros aminoacidos
como isoleucina y treonina figuran en las algas en cantidades similares a las que contienen la
familia de las leguminosas (Fleurence, 1999). Dentro de los tipos de aminoacidos que existen,
se han encontrado una serie de estudios en los que el acido aspartico y el acido glutamico
constituyen el mayor porcentaje de aminodcidos presente en las algas con un valor del 26%
(Peinado et al. 2014).

Estos datos dan idea de la importancia que tiene la fraccidén proteica de las algas, por ser alto
el contenido proteico y las proteinas de alto valor bioldgico.

1.2.3. Grasas

A pesar de que las algas contienen valores minimos o muy bajos en lipidos, presentan una
composicion en acidos grasos de alta calidad. La composicion en acidos grasos de las algas esta
ampliamente influenciada por la situacidn geografica y el ambiente que les rodea en su
habitat, asi como por distintos factores genéticos que determinan una cierta variabilidad de
estos compuestos dentro de cada especie. Generalmente, las algas rojas presentan menor
cantidad de estos compuestos en comparacion con las algas pardas, e incluso dentro de cada
especie de algas pardas hay diferencias significativas en cuanto al porcentaje de 4cidos grasos
que contiene cada una de ellas (Peinado et al. 2014).

Dentro del grupo de acidos grasos saturados, las algas son mas ricas en dacido palmitico,
margarico (acido heptadecanoico) y estedrico. En cuanto al grupo de los monoinsaturados,
destaca el 4cido oleico que difiere mucho en cuanto a su cantidad, en un rango entre 21,9 y
41,45% en algunas especies de algas pardas. El interés de la fraccion lipidica de las algas, se
debe fundamentalmente a su contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Algunos de
los PUFA estan presentes en mayores cantidades que en vegetales terrestres (Sanchez-
Machado et al., 2004). Dentro de este grupo destacan el acido linoleico y el a-linolénico. Estos
PUFA pueden contribuir a disminuir los niveles de colesterol en sangre, fortalecen las
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membranas celulares, reparan células y tejidos dafiados y actian frente a células cancerigenas.
También es de destacar su poder antiviral, antimutagénico y cardio-protector (Syad et al.,
2013).

1.2.4. Cenizas

Como es sabido, el contenido total de cenizas presente en las algas da idea de la proporcién de
minerales presentes en las mismas. El contenido de minerales en las algas adquiere valores
significativamente altos, entre un 8 y 40% expresado en peso seco. Las algas son uno de los
alimentos mds completos en cuanto a tipo de minerales se refiere, si se comparan con plantas
terrestres y con productos de origen animal, colocandose éstas por delante (Rupérez, 2002).
Las variaciones en cuanto a los porcentajes de minerales se debe a la especie de alga, a la
situacion geografica, a la estacién del afio y a factores ambientales. En el caso de las algas
pardas como Fucus, Laminaria y Undaria corresponden al grupo con los porcentajes de
minerales mas altos. Las algas rojas presentan menores cantidades, aunque tampoco son
despreciables. Finalmente, las algas verdes son las que menor cantidad de minerales
presentan, pero aun asi estan catalogadas con un indice significativo de material mineral. Estos
datos llevan a considerar a las algas como ingredientes funcionales en la formulacion de
productos para la alimentacion humana, teniendo en cuenta las necesidades diarias de
macrominerales y de minerales a nivel traza necesarios para un correcto funcionamiento del
organismo (Rupérez, 2002).

En la composicién mineral que presentan las algas destaca el Na, K, Ca y Mg como
macroelementos esenciales y dentro de los elementos traza el P, Fe, Zn, Mn, Cu. En cuanto a la
composicién en aniones, cabe destacar el ion sulfato y el i6n cloruro (Gémez-Ordodiiez et al.,
2010).

1.3. COMPUESTOS FENOLICOS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS ALGAS

1.3.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se encuentran, generalmente, en las plantas y vegetales. Dentro de
este gran grupo se encuentran los acidos fendlicos, los polifenoles y los flavonoides (Echevarria
et al., 2009). Se trata de una serie de compuestos de gran interés debido a que poseen
capacidad antioxidante, lo que implica un efecto beneficioso para nuestro organismo y
también es interesante desde el punto de vista tecnolégico, ya que actian como antioxidantes
naturales. En este sentido, numerosos estudios dedicados a conocer el potencial que
presentan las algas de cara a nuestra dieta, han relacionado algunos de los compuestos
fendlicos con la capacidad de prevenir problemas cardiovasculares, cdncer, artritis y
desdrdenes inmunoldgicos, al actuar protegiendo los tejidos frente a la oxidacién (Wang et al.,
2009).



Comparando entre las grandes especies de algas, las verdes y las rojas son las que contienen
menor concentracién de compuestos fendlicos. Por el contrario, las algas pardas contienen
mayor cantidad, como es el caso de las especies Fucus y Ascophyllum (Holdt y Kraan, 2011).
Los principales compuestos fendlicos determinados en distintos estudios de algas han sido el
acido gdlico, el dcido protocatecuico y el dcido gentisico. De hecho, en algunas especies de
algas rojas y pardas Unicamente se encuentran estos tipos de acidos fendlicos. En algunas
especies de algas pardas se han encontrado también otros acidos como el clorogénico, vanilico
y cafeico, entre otros (Chandini et al., 2008; Farvin y Jacobsen, 2013). Otros tipos de
compuestos fendlicos encontrados en algas verdes, rojas y pardas, han sido las catequinas,
flavonoles y flavonoles glicésidos (Santoso et al., 2002; Yoshie-Stark et al., 2003).

En cuanto a las diferencias entre los porcentajes de compuestos fendlicos presentes en las
algas, cabe destacar la influencia de la especie, de la estacién del afio y de factores
ambientales como la luz, la salinidad y los nutrientes (Farvin y Jacobsen, 2013).

1.3.2. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante presente en los alimentos de origen vegetal se debe a la accion
sinérgica de una amplia variedad de antioxidantes, entre otros, las vitaminas C y E, y los
polifenoles. Esta propiedad se considera como la actividad biolégica responsable del efecto
preventivo en ciertas enfermedades de tipo cardiaco e inmunolégico, de ahi el motivo del
creciente interés en el desarrollo de técnicas para determinar el potencial antioxidante que
presentan los alimentos (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Los principales antioxidantes en las algas son los compuestos fendlicos. Seguidamente, nos
encontramos las vitaminas y los carotenoides, los cuales se encuentran también en cantidades
significativas (Pérez-Jiménez et al., 2008). Cabe destacar la actividad antioxidante de los
florotaninos, compuestos de naturaleza polifendlica que se encuentran exclusivamente en las
algas pardas.

La capacidad antioxidante se ve afectada por la especie de alga y principalmente por las
condiciones de procesado que puedan sufrir hasta su consumo. Ademas, la determinacion de
la capacidad antioxidante se ve altamente afectada por el método de andlisis, tanto por la
etapa de preparaciéon 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 de un alimento o de un compuesto (Frankel y Meyer, 2000).

En comparacién con las plantas terrestres, a lo largo de los ultimos afios se ha incrementado el
interés por estudiar la capacidad antioxidante que presentan las algas y en los que se ha
demostrado su fuerte potencial como fuente natural de antioxidantes. Chew et al. (2008)
comparé la capacidad antioxidante de tres tipos de algas, una parda (Padina antillarum), una
verde (Caulerpa racemosa) y una roja (Kappaphycus alvarezzi), concluyendo que las algas
pardas contienen una mayor capacidad antioxidante en comparacién con las algas verdes y
rojas. Esto se justifica por la presencia de catequina, epigalocatequina, florocatequina y
fucoxantinas. Resultados similares fueron dados por O’Sullivan et al. (2011).



Teniendo en cuenta que la oxidacion lipidica es uno de los procesos de deterioro mads
importantes en alimentos, es necesario el uso de antioxidantes en muchos productos.
Tradicionalmente se han utilizado antioxidantes sintéticos como el butil-hidroxitolueno (BHT) o
el butil-hidroxianisol (BHA). Sin embargo, el uso de este tipo de compuestos se ha venido
restringiendo debido a problemas de toxicidad. Ademds hay una tendencia en el consumo
hacia productos naturales sin aditivos. En este sentido, el empleo de algas como antioxidantes
naturales es muy interesante.

1.4. PROPIEDADES TECNOLOGICAS

Las propiedades fisico-quimicas de las algas, tales como las propiedades de hidratacion, vienen
determinadas por la cantidad de fibra presente en ellas y por el tipo de fibra (soluble o
insoluble). Las propiedades de hidratacién se pueden determinar midiendo la capacidad de
retencién de agua (WHC) y la capacidad de hinchamiento (SC). La capacidad de retencién de
agua se define como la cantidad de agua retenida por cada gramo de muestra, teniendo en
cuenta una serie de parametros como la temperatura, el tiempo y la velocidad de
centrifugacion. La capacidad de hinchamiento se calcula a partir del aumento de volumen por
cada gramo de muestra que experimenta ésta al hidratarse bajo unas condiciones de tiempo y
temperatura determinadas. Conjuntamente con estos dos parametros, se suele medir la
capacidad de retencion de aceite (OHC).

La capacidad que tiene la fibra dietética para retener el agua depende en gran medida de la
procedencia de la fibra. De hecho, la fibra dietética presente en las algas tiene mayor afinidad
por el agua y por el aceite que otras fibras, como en el caso de los cereales, siendo ésta mucho
menor. Destacar que las propiedades de hidratacidn se ven incrementadas por un aumento de
la temperatura, ya que de esta forma se lleva a cabo un aumento de la solubilidad,
favoreciendo la hidratacion de la fibra (Elleuch et al., 2011; Fleury y Lahaye, 1991).

Los valores de estos parametros se pueden ver ligeramente modificados en funcién de la
especie de alga. Estas propiedades hacen que su incorporacidn en alimentos sea interesante
porque pueden aportar una mayor capacidad de retencién de agua y una mejora en las
propiedades de unién de la grasa. Jugando con la variabilidad de productos y de los tipos de
algas se pueden potenciar unas caracteristicas u otras. Por ejemplo, en productos
emulsionados a partir de derivados carnicos como las salchichas Frankfurt se consiguié una
mejora en la textura y estabilidad de la emulsién (Kim et al., 2010; Lépez-Lépez et al., 2009). En
el caso de la pasta también se vio mejorada la dureza tras el proceso de coccidén por la adicion
de algas (Chang y Wu, 2008).

Por todo lo expuesto anteriormente, el empleo de algas en el desarrollo de nuevos productos
es muy interesante, ya que se trata de un ingrediente natural funcional que podria aportar
nutrientes esenciales y ademas, algunas de ellas, presentan ciertas caracteristicas que
permitirian sustituir a algunos aditivos en los productos desarrollados. Esto iria en linea con las
demandas de los consumidores actuales, que estan interesados en alimentos con alto valor



nutritivo, que sean saludables, con propiedades funcionales y sin aditivos quimicos. Cabe
destacar que entre las 10 tendencias en el consumo de alimentos para 2015, la primera de
ellas es el consumo de alimentos naturales funcionales (FOODStuff, 2015).

Dado el origen marino de las algas es muy interesante su adicion a productos derivados de la
pesca.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar las algas nori, kombu, wakame y espagueti
de mar, con el fin de evaluar si su empleo como ingrediente en distintos productos
alimenticios, aportaria una mejora en la calidad nutricional y en las propiedades fisico-
guimicas de los mismos.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizacion de la composicidn nutricional
- Estudio de la actividad antioxidante y compuestos fendlicos
- Estudio de distintas propiedades fisico-quimicas.

2.2. PLAN DE TRABAJO

Para la consecucidn de los objetivos propuestos se planted el siguiente plan de trabajo:
1.- Revisidn bibliogréfica de metodologias analiticas y parametros de interés

2.- Puesta a punto de los métodos de andlisis

3.- Determinacién de la composicién nutricional

4.- Determinacion de la capacidad antioxidante y de compuestos fendlicos

5.- Determinacion de parametros fisico-quimicos relacionados con las propiedades
tecnoldgicas de las algas.

6.- Tratamiento estadistico de los datos e interpretacién de resultados.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. EQUIPOS

Los equipos utilizados en este trabajo fueron:

- Agitador magnético con calefaccion Stirrer, modelo FB1 5001 (J.P. Selecta S.A,,
Barcelona, Espafia).

- Analizador automatico de cloruros Sherwood (modelo 926) (Sherwood Scientific Ltd.,
Cambridge, UK).

- Analizador de fibra Fibertec 1023 E (Foss System, Hilleroed, Denmark).

- Balanza Exacta modelo PD22 (Alessandrini, Italia).

- Balanza Kern modelo EG 220-3NM (Kern & Sohn, Balingen, Alemania).

- Bafio de ultrasonidos con temporizador, frecuencia 45 KHz VWR (modelo USC100T)
(VWR International Eurolab, S.L., Llinars del Vallés, Barcelona).

- Bafio termostatico POLY SCIENCE con temperatura maxima de 2002 C (USA).

- Centrifuga refrigerada. Medifriger BL (JP Selecta, S.A., Barcelona, Espafia).

- Congelador Liebherr modelo GNP (Liebherr-Internacional, Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss, Alemania).

- Cromatdgrafo liquido Hitachi LaChrom Elite (Hitachi Ltd., Tokio, Japén) con bomba
(modelo L-2130), automuestreador (modelo L-2200) y detector UV (modelo L-2400).

- Cromatodgrafo de intercambio idnico con detector de conductividad de Metrohm.

- Espectrofotometro de UV-Visible Thermo Scientific (modelo Helios Alfa) (Thermo
Fisher Scientific Inc., EE UU).

- Estufa Binder GMBH, modelo FD 115 (Tuttlingen, Alemania), temperatura maxima
3002 C.

- Frigorifico Liebherr modelo Profiline (Liebherr-Internacional, Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss, Alemania).

- Mufla JP-Selecta modelo 367 PE (J.P. Selecta S.A., Barcelona, Espafia).

- pH-metro Crisol Basic 20+, con electrodos de puncion para productos solidos (Crison
Instruments S.A., Barcelona, Espafia).

- Unidad de destilacion JP-Selecta Pro-Nitro (JP. Selecta S.A., Barcelona, Espafia).

- Unidad de digestion JP-Selecta Bloc Digest 6 (JP. Selecta S.A., Barcelona, Espafia).

- Sistema de extraccién Soxtec Avanti 2055 (Foss Analytical A.B., H6ganas, Suecia).

3.2. MATERIA PRIMA

Para este estudio se emplearon las siguientes algas en polvo: nori (Porphyra spp.) que es un
alga roja, wakame (Undaria pinnatifida), kombu (Laminaria ochroleuca) y espagueti de mar
(Himanthalia elongata) que son algas pardas. Estas algas fueron suministradas por la empresa
gallega Porto Muifios (Cerceda, A Corufia, Espafia). La empresa es la que lleva a cabo el cultivo
de las algas en las costas atlanticas del noroeste de la Peninsula Ibérica, su recoleccién y
procesado. Se seleccionaron estas algas porque habian sido empleadas en el desarrollo de
alimentos saludables a base de pescado (hamburguesas, patés y salchichas), en estudios
previos del grupo de investigacién (Albalat, 2015; Penalba et al., 2014; Sirvent, 2015).
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3.3. COMPOSICION NUTRICIONAL

Para evaluar la composicidn nutricional de las algas, se determind su contenido en proteinas,
lipidos, cenizas, fibra, aminoacidos, cationes (sodio, potasio, calcio y magnesio) y el anién
cloruro. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado (n=3) excepto la de fibra y
aminoacidos que se hizo por duplicado (n=2).

3.3.1. Determinacidn de proteinas

El andlisis del contenido en proteinas se llevé a cabo siguiendo el método Kjeldahl descrito en
el método 928.08 de la AOAC (1997). El analisis consta de tres etapas: digestion, destilacion y
valoracion.

En la etapa de digestidn se introdujeron en un tubo Kjeldahl 1,5 g de muestra exactamente
pesada y 3 g de catalizador (K,SO,, CuSQO, y Se (10:1:0,1)). A continuacién, se adicionaron 10
mL de H,SO, (98% v/v) y 5 mL de H,0; (30% v/v). Los tubos se introdujeron en la unidad de
digestion, donde se calentaron a 450 2C hasta digestion completa. Se considerd la digestion
finalizada cuando la disolucién contenida en el tubo adquirié una coloracién verde esmeralda.
En la siguiente etapa de destilacidn, la disolucidén obtenida tras la digestion se dejo enfriar, se
diluyé con 50 mL de agua destilada y se llevd a la unidad de destilacidn, donde se afiadié un
exceso de hidrdoxido sddico 10 N y se destilé durante 4 min (figura 3.1). El amoniaco liberado
durante la destilacidn se recogié sobre 15 mL de una disolucién de 4cido bérico (4% p/v).

Figura 3.1. Etapa de destilacién del analisis de proteinas.

En la etapa de valoracidn el amoniaco recogido sobre el acido bérico se valoré con H,SO, 0,3 N
en presencia del indicador Shiro T-Shiro (disolucién de rojo de metilo al 0,2 % y azul de
metileno al 0,1 % en alcohol etilico), hasta el viraje de la disolucidon desde verde (medio basico)
a violeta (medio acido).

Paralelamente se realizé un ensayo en blanco.

El % de proteina expresado en g de proteina por 100 g de muestra se calculé mediante la
ecuacion 1:
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(Vm-Vb) - Nuzsoa - f - Peqy, - 6,25 - 100

m

% proteina= (ec. 1)
Donde:

V., = volumen de acido empleado en la valoracién (L).

Vp = volumen de 4cido empleado en el ensayo en banco (L).

Nu2s04 = Normalidad del acido sulfurico.

f = factor de la normalidad del 4cido sulfurico.

Peqn, = 14.

m = masa de la muestra (g).

3.3.2. Determinacion de lipidos

La determinacién de grasa se baso en el método 991.36 de la AOAC (1997), realizandose una
extraccidn con éter de petrdleo.

Al tratarse de una muestra deshidratada, se pesaron aproximadamente 10 g de muestra (m)
en un sobre de papel de filtro. A continuacién, se introdujo en un cartucho de extraccién de
celulosa Albet® 900 (Filalbet, Barcelona, Espaia) de dimensiones 22 x 80mm. Este cartucho se
colocd en el equipo automdtico de extraccidn Soxtec™. La materia grasa se recogié en unas
cubetas de extraccion de metal, previamente desecadas, atemperadas y pesadas. El calculo del
porcentaje de grasa expresado en g de proteinas por 100g de muestra se realizd mediante la

siguiente ecuacion 2:
m2-ml
mo

% grasa = x100 (ec.2)

Donde:

Mo = masa de la muestra (g)

m;= masa de la cubeta vacia (g)

m,= masa de la cubeta con la grasa extraida (g)

3.3.3. Determinacidn de cenizas
La determinacion de cenizas se realizé segin el método 920.153 de la AOAC (1997).

Se metian los crisoles con sus tapas durante 2 h en la mufla a 5502C. Se enfriaban
posteriormente en el desecador hasta temperatura ambiente. Se pesaba el crisol y la tapa con
precision de + 0,0001 g (m,), y se introducian aproximadamente 1,5 g de muestra exactamente
pesados (m,). Posteriormente se ponia el crisol con la muestra en una placa calefactora y una
vez carbonizada, se ponia en la mufla a 5502C durante 5 h hasta obtener cenizas blancas. Los
crisoles con las tapas y las cenizas eran enfriados hasta temperatura ambiente en un
desecador y posteriormente pesados (ms).

El contenido en cenizas (g cenizas/100 g muestra) se calculaba aplicando la ecuacidn 3:
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m, —m
g cenizas/100 g muestra = — - 1x100 (ec. 3)
2

Donde:

m, = masa en g del crisol con la tapa.

m, = masa en g de la muestra antes de meterla en la mufla.
ms = masa en g del crisol con la tapa y las cenizas.

3.3.4. Determinacion de fibra dietética total

La determinacion de la fibra dietética total se llevd a cabo segln el método de la AOAC 991.43
(1997), empleando el equipo de fibra Fibertec 1023 E.

Las algas marinas eran deshidratas por lo que algunos de los pasos, como la preparacion previa
al andlisis de la muestra, no hubo que realizarlos. El primer paso para el analisis fue pesar
aproximadamente 1 g de muestra en un matraz de incubacién, afiadir 40 mL de tampdén MES-
TRIS previamente preparado y ajustar el pH a 8,2. Después se agitaron cada uno de los
matraces suavemente durante unos segundos. Este método requiere la utilizacion de un kit
enzimatico (TDF-kit (Megazyme-Kit)) para llevar a cabo la reaccion de separacién de la fibra
dietética presente en las algas. El kit enzimatico contiene a-amilasa termoestable, proteasa y
amiloglucosidasa. Tras haber realizado la agitacion, se le afiadid a cada muestra 50 uL de a-
amilasa y se agitd unos segundos para que reaccionase. Seguidamente se cubrian los matraces
con papel de aluminio y se introducian en un bafio previamente calentado a una temperatura
de 952C durante 15 min. Cada 3 min se agitaban manualmente los matraces. Una vez
transcurridos los 15 min establecidos se dejaban reposar las muestras hasta llegar a una
temperatura de 609C para continuar con el procedimiento. Se lavaban las paredes del matraz
con 10 mL de agua destilada para evitar que quedase parte de la muestra adherida a las
paredes. Después de este paso se afadian 100 pL de proteasa. La proteasa viene en forma
solida por lo que se preparaba previamente una disolucién de 40 mg de proteasa con 800 uL
de tampén MES-TRIS. Para que reaccionase la proteasa se volvian a introducir los matraces
tapados con papel de aluminio en el bafio a 602C durante 30 min en agitacién constante.
Transcurrido dicho tiempo se anadia a cada muestra 5 mL de HCI 0,561 N y se ajustaba el pH
hasta 4-4.7 con NaOH 1 N. A continuacidon se introducian 300 pL de amiloglucosidasa y se
llevaban las muestras de nuevo al bafio de 602C en agitacion durante otros 30 min. Al finalizar
este tiempo se afiadian a los matraces 225 mL de etanol del 96% que habia sido previamente
calentado a 602C y se dejaba en reposo 1 h a temperatura ambiente para que precipitara
también la fibra soluble. El siguiente paso era la filtracidén a vacio, que se llevaba a cabo en el
equipo Fibertec 1023 E (figura 3.2), recogiendo el precipitado en los crisoles del equipo.
Durante la filtracién se realizaban una serie de lavados, 2 con 15 mL de etanol al 78% y 2 mas
con 15 mL de etanol al 96% para evitar que quedasen residuos sin filtrar adheridos a las
paredes del recipiente.

En el precipitado recogido en los crisoles estaria la fibra junto con cenizas y proteinas. Para
calcular la cantidad de fibra dietética total, se determinaba el contenido en cenizas y el
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contenido en proteinas de ese precipitado, y por diferencia se obtenia el contenido en fibra.
Por ello, de cada muestra, se hacian 2 preparaciones, obteniéndose 2 crisoles, uno de ellos se
llevaba a calcinar a 5502C para obtener el contenido en cenizas y al segundo se le analizaba el
contenido en proteinas por el método Kjeldhal.

Figura 3.2. Etapa de filtracion de las muestras en el equipo Fibertec para el andlisis de fibra.

3.3.5. Determinacion del contenido en aminoacidos totales

El analisis de aminoacidos se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta resolucién con
detector de UV y derivatizacion pre-columna.

Preparacion del extracto:

La preparacién de la muestra consistid en la hidrdlisis dcida de las proteinas para liberar los
aminoacidos. Esta etapa se realizé siguiendo el método descrito en el Reglamento (CE) n2
152/2009 (Comisidn Europea, 2009), con algunas modificaciones. En un tubo de vidrio de
tapon de rosca, se pesaban aproximadamente 0,1 g de muestra (alga en polvo) con una
precision de = 0,0001 g. Se afadia 1 mL de HCI 6 N y se calentaba durante 1 h en bafio de agua
hirviendo. Durante este tiempo se colocaba el tapén de rosca sobre el tubo sin cerrar para
permitir la salida de gases y evitar la explosién del tubo. A continuacién se cerraba el tubo y se
dejaba en estufa a 110 °C durante 23 h. Una vez finalizada la hidrdlisis se abria
cuidadosamente el tubo y se dejaba enfriar en bafio de agua. A continuacion se afiadia 1 mL de
una mezcla de HCI 0,1 N: etanol (1:1, v:v) y se filtraba. El extracto obtenido en el liquido
filtrado se derivatizaba.

Derivatizacion de los aminodcidos:

El procedimiento de derivatizacién y de andlisis empleado fue basado en el método descrito
por Concha-Herrera et al. (2010). El reactivo derivatizante era una disolucién que contenia
1,25 x 10 M de orto-ftalaldehido (OPA) y 2,5 x 102 M de N-acetilcisteina (NAC), tamponando
con buffer borato a pH 9,5.
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Se tomaban 100 pulL del filtrado obtenido en la etapa anterior, se adicionaban 25 pL de NaOH
10 N para neutralizar el medio y seguidamente se afiadia 1 mL del reactivo derivatizante (OPA-
NAC). Se agitaba, se filtraba en filtro de Nylon de 13 mm x 0,45 um y se recogia en un vial que
era introducido en el inyector del cromatdgrafo.

Andlisis cromatogrdfico:

El analisis se llevé a cabo en un cromatdgrafo liquido con detector UV. Para la adquisicién de
datos se empled el software EZChrom Elite software (Agillent Technologies, Palo Alto, CA,
USA).

La separacién se realizd en una columna de fase reversa Kromaphase C18, de 150 x 4,6 mm,
con un didmetro interno de particula de 5 um (Scharlab, Barcelona, Espafia). Se empled una
pre-columna con el mismo relleno para proteger a la columna de impurezas.

Las condiciones cromatograficas, seleccionadas en base a la bibliografia y a las pruebas
realizadas en el laboratorio, fueron las siguientes:

- Volumen de inyeccién: 20 uL

- Fases moviles:

Fase movil A: Disolucidn de acido citrico 5 mM en agua ajustando el pH a 6,5 con NaOH.
Fase movil B: Acetonitrilo.

Las fases moviles fueron filtradas con filtro de 47 mm de membrana de nylon de 0,45 um.
- Flujo de la fase mévil: 1 mL/min

- El programa de elucién en gradiente se muestra en la tabla 3.1.

- Los cromatogramas se registraron a una longitud de onda de 335 nm.

Tabla 3.1. Programa de elucién en gradiente.

Tiempo Fase movil A (%) Fase movil B(%)
0 95 5
30 70 30
35 50 50
37 95 5
45 95 5

A: Disolucién de acido citrico 5 mM pH=6,5
B: Acetonitrilo
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Identificacion y cuantificacion:

Para la identificacion de los picos correspondientes a los analitos analizados en la muestra, se
inyectaron en el equipo HPLC por separado, disoluciones patrén de 15 aminoacidos: acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), alanina (Ala), asparagina (Asn), arginina (Arg),
fenilalanina (Phe), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), serina
(Ser), tirosina (Tyr), treonina (Thr) y valina (Val). Los patrones se prepararon en HCI
0,1 N:etanol (1:1, v:v). La derivatizacién de los patrones se llevé a cabo del mismo modo que la
de la muestra. La identificacidn se llevd a cabo comparando los tiempos de retencién de estos
patrones con los correspondientes picos obtenidos en los cromatogramas de las muestras y se
confirmé con la técnica de adicidn de patrén (Johnson y Stevenson, 1978).

La cuantificacién se hizo por el método del patrén externo. Se preparaban disoluciones de
cada patron a diferentes concentraciones, se inyectaban en el cromatdgrafo y de los
cromatogramas registrados, se obtenian las dreas correspondientes a cada analito para cada
concentracién. A continuacién se construian las rectas de calibrado para cada uno de los
patrones, representando el area del pico frente a la concentracién de patrén. De los
cromatogramas de las muestras, se obtenian las areas para cada compuesto y haciendo uso de
las ecuaciones de las rectas de calibrado, se calculaba la concentracion de analito en el
extracto de la muestra.

3.3.6. Determinacidn del contenido en Na, K, Cay Mg
El analisis de cationes se llevo a cabo por cromatografia de intercambio idnico.

Preparacion del extracto:

Para obtener el extracto de cada muestra se partio de las cenizas obtenidas tal y como se ha
explicado en el apartado 3.3.3. Las cenizas de las muestras fueron disueltas en HNO; 2 mM,
aforando a 10 mL. A continuacién se hizo una diluciéon 1:100, se filtré y se inyectd en el
cromatografo.

Andlisis cromatogrdfico:

El andlisis se llevd a cabo en un cromatdgrafo de intercambio idnico con detector de
conductividad. La separacion se realizd en una columna Metrosep C2, 250/4.0 y para la
adquisicion de datos se empled el software IC Net 2.3 (Metrohm Ltd., Suiza).

Las condiciones cromatograficas, seleccionadas en base a las recomendaciones del fabricante
de la columna, fueron las siguientes:

- Volumen de inyeccién: 10 uL
- Fase movil: Disolucién de acido tartarico 4 mM y acido dipicolinico 0,75 mM.

- Flujo de la fase mévil: 1 mL/min
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Identificacion y cuantificacion:

La identificacién y cuantificacién de los analitos se llevd a cabo de la misma forma que se ha
explicado en el apartado 3.3.5 para la determinacién de aminodcidos.

3.3.7. Determinacion del anion cloruro

Para la determinacion del contenido en cloruros de las muestras de algas se pesaron
aproximadamente 0,4 g de cada una de ellas por duplicado y se introdujeron en un matraz
aforado enrasandolo hasta 50 mL con agua destilada. El siguiente paso fue introducir la
solucién en tubos de centrifuga y realizar el proceso de centrifugacién a una velocidad de
4000rpm a temperatura ambiente (202C) durante 10 minutos. Del sobrenadante se tomaron 2
mL y se aforé a 10 mL con agua destilada (dilucién 1:5). De esta disolucién se tomd una
alicuota de 500 pL para llevar a cabo la valoracién en el analizador automatico de cloruros
Sherwood mod 926 (Sherwood Scientific Ltd., Cambridge, UK).

El equipo proporciona un valor de la lectura en mg de ion cloruro/L. A partir de este valor se
calculd la concentracién de cloruros en las muestras mediante la ecuacién 4:

Cl- Lectura-V-
g = xf (ec.4)

100g muestra m-10

Donde:

Lectura = valor dado por el equipo (mg Cl'/L)
V = volumen de la disolucidn de alga (L)

m = masa de la muestra (g)

f = factor de la dilucion de la muestra

3.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES

3.4.1. Preparacion del extracto

Teniendo en cuenta que la determinacidon de estos parametros esta altamente influenciada
por los métodos y disolventes empleados en la extraccién de los compuestos fendlicos y otros
compuestos antioxidantes, en este trabajo se utilizaron dos métodos de extraccién diferentes.

3.4.1.1. Extraccion con etanol

El método de extraccién seguido se basd en el descrito por Farvin y Jacobsen (2013). En un
erlenmeyer se pesd aproximadamente 1 g de cada muestra de alga en polvo al que se le
afadieron 10 mL de etanol. Se dejaron las muestras en agitacién en un agitador magnético
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durante 2 h (figura 3.3). Transcurrido este tiempo las muestras se introdujeron en tubos de
centrifuga y se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente (20 eC) y
finalmente fueron filtradas.

3.4.1.2. Extraccién con mezclas de agua:metanol y agua:acetona

Se siguid el método descrito por Pérez-Jiménez et al. (2008). Se pesaron 0,5 g de cada muestra
y se le afiadieron 20 mL de una mezcla metanol agua (50:50, v/v) acidificada a pH 2 con HCI.
Seguidamente, se dejaron las muestras en agitacidon durante 1 h en un agitador magnético. A
continuacioén se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min y se filtrd. Se recogié el sobrenadante y
al precipitado se le afiadieron 20 mL de acetona/agua (70:30, v/v), volviéndose a repetir los
pasos de agitacion, centrifugaciéon y filtracion. El segundo sobrenadante se mezcléd con el
primero y asi se obtuvo el extracto de la muestra, al que se le llamé extracto metandlico.

3.4.2. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se llevdé a cabo en ambos extractos de la muestra (etandlico y metandlico), siguiendo el
método descrito por Farvin y Jacobsen (2013). En un tubo de ensayo se pusieron 100 uL de
cada extracto, se adicionaron 750 uL del reactivo Folin-Ciocalteu en agua (1:10) y se dejaron
reposar en oscuridad durante 5 min. Seguidamente, se adicionaron 750 pL de NaHCOs (6%). A
continuacién, se volvieron a dejar las muestras en reposo a temperatura ambiente durante 90
min en oscuridad para evitar oxidaciones de los componentes y una buena reaccion de los
constituyentes. Finalmente, en el espectrofotémetro se realizé la medida de la absorbancia a
una longitud de onda de 725 nm. Se preparé una recta de calibrado con acido gdlico y los
resultados se expresaron como mg de acido galico/g de alga. Las determinaciones se llevaron a
cabo por triplicado.

Figura 3.3. Etapa de extraccidon de las muestras mediante la utilizacion de etanol como
disolvente.
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3.4.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de un alimento se debe a diferentes tipos de compuestos con
mecanismos de accion muy variados y que ademas pueden interaccionar sinérgicamente. Por
ello, es necesario emplear mds de un método para determinar la capacidad antioxidante de los
alimentos, como ya se ha comentado. Por ello, en este estudio se emplearon dos métodos: el
método del FRAP (Ferric Rducing Antioxidant Power) y el método del ABTS (2,2’'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico)). Las determinaciones en ambos métodos se llevaron a cabo por
triplicado.

3.4.3.1. Método del FRAP

El método del FRAP utilizado para el analisis fue establecido y ajustado a las muestras de las
algas segun estudios de Pulido et al. (2000). El reactivo FRAP contiene una mezcla de TPTZ 10
mM en HCL 40 mM, FeCl; 20 mM y tampdn acetato 0,3 M a pH 3,6. Este compuesto debe ser
preparado diariamente para evitar la degradacién de los componentes y también es
imprescindible para un buen resultado mantenerlo a una temperatura de 372C. Para realizar la
determinacion, se tomaron 50 uL del extracto de todas las muestras (etandlico o metandlico) y
se introdujeron en un tubo de ensayo junto con 50 pL de tampdn acetato y 900 uL de la
disolucidon FRAP preparada. Las muestras se dejaron reposar durante 30 min y posteriormente
se midid la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. La lectura se tomd al inicio (tiempo
0) y transcurridos 30 min. Se prepard una recta de calibrado con trolox. El resultado se expresd
como umoles de trolox/g de alga.

3.4.3.2. Método del ABTS

El método del ABTS se realizd llevando a cabo un protocolo de decoloracién basado en
diferentes estudios (Re et al., 1999; Sanchez-Alonso et al., 2008). Se pesaron 66 mg del
reactivo ABTS y se adicioné 10 mL de una disolucidon de persulfato potdsico 2,45 mM. La
mezcla se dejé reposar en oscuridad durante 14 h a temperatura ambiente. Después de este
tiempo, se midid la absorbancia a una longitud de onda de 658 nm y se diluyd con agua hasta
conseguir un valor de absorbancia 0,70+0,02. A continuacién se tomaron 40 plL del extracto
metandlico de cada una de las muestras, se afiadieron 1,5 mL de la disolucion de ABTS
ajustada y se midid la absorbancia durante 10 min a intervalos de 2 min. Este método no se
aplico al extracto etandlico, como mas adelante se describe en el apartado de Resultados. . Se
prepard una recta de calibrado con trolox. El resultado se expresé como umoles de trolox/g de
alga.

3.5. DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Para la determinacion de los pardmetros fisico-quimicos de las algas se siguieron los métodos
descritos por Gdmez-Ordodiez et al. (2010). Todas las determinaciones se llevaron a cabo por
triplicado.
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3.5.1. Capacidad de retencidn de aceite

Se pesaron 500 mg de cada una de las algas en tubos de centrifuga. A continuacion, se
afadieron 30 mL de aceite de oliva y se realizd6 una suave agitacién para conseguir una
correcta miccion de la muestra y el aceite. Posteriormente se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 24 h en oscuridad. Pasado este tiempo, se centrifugaron las muestras a
10000rpm durante 20 min a una temperatura de 202C. Finalmente se pesé el precipitado y se
calculd la capacidad de retencién de aceite, expresandola como g de aceite retenido/g de alga.

3.5.2. Capacidad de retencién de agua

Al igual que en el caso anterior, se pesaron 500 mg de cada una de las muestras de algas en
tubos de centrifuga, a los que se afiadieron 30 mL de agua destilada. Se agitd suavemente para
una adecuada miccion y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 24 h en oscuridad. A
continuacién se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 20 min a 209C. Por ultimo se
pesd precipitado y se calculd la capacidad de retencidon de agua como g de agua retenida/g de
alga.

3.5.3. Capacidad de hinchamiento

Se pesaron 500 mg de cada alga en tubos cdnicos graduados y se afiadieron 10 mL de agua
destilada. Se agité suavemente y se tapd con papel de aluminio. Después se dejaron reposar
las muestras durante 18 h en oscuridad. Se leyé directamente el volumen ocupado por las
algas en el tubo graduado. La capacidad de hinchamiento se expresé como mL ocupados/g de
alga.

3.6. Analisis estadistico

Se realizé un ANOVA simple con cada uno de los pardmetros evaluados para comprobar la
existencia de diferencias significativas entre los distintos tipos de algas. Se utilizé el
procedimiento LSD (least significant diference) para comprobar las diferencias a un nivel de
significaciéon del 5%. Para realizar el tratamiento de datos estadisticos se usé el programa
Statgraphics Centurion XVI (Manugistics Inc., Rockville, MD, EE.UU.).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPOSICION NUTRICIONAL

4.1.1. Contenido en proteinas, grasa y cenizas

En la figura 4.1 se muestran los contenidos en proteina, grasa y cenizas de las algas analizadas.
Los menores contenidos en proteinas los presentaron las algas espagueti de mar con un 6,8%
(peso seco (p.s.)), seguida de kombu, mientras que wakame y nori presentaron valores
significativamente mayores, con un porcentaje superior al 20% (p.s.). Estos resultados
coinciden con otros estudios, en los que las algas rojas, como nori se han asociado a niveles
altos de proteinas, mientras que las algas pardas se han relacionado con contenidos proteicos
menores del 15%, excepto la wakame que suele contener niveles mayores (Fleurence, 1999;
Kumar et al.,, 2015 Kunio y Takahisa, 2000; Peinado et al., 2014; Sanchez-Machado et al.,
2004). Sin embargo, hay estudios en los que los contenidos proteicos de espagueti de mar y
kombu fueron superiores (Gomez-Orddiiez et al., 2010). Esta diferencia se podria deber a la
variabilidad existente a lo largo del afio en la composicién de las algas.

Se puede afirmar que las algas estudiadas, principalmente nori y wakame son una fuente
importante de proteinas, que pueden ser comparadas con algunos vegetales con altos
contenidos proteicos.

Teniendo en cuenta que el pescado es un alimento altamente proteico, el objetivo de
adicionar algas en la formulacion de productos de la pesca (hamburguesas, salchichas y patés
de pescado y algas), no es el de aumentar el contenido proteico o mejorar el valor biolégico de
sus proteinas. Sin embargo, el hecho de que estas algas presenten niveles altos de proteinas
indica que el empleo de las mismas permite mantener el valor nutricional del pescado, ya que
no disminuye el contenido proteico final en el producto elaborado. De hecho, las
hamburguesas desarrolladas con pescado y algas, mantuvieron un contenido proteico similar
al del pescado empleado como materia prima (Penalba, 2014).

El contenido en lipidos varié entre un 0,08 % (nori) hasta un 1,1% (wakame), lo que demuestra
el bajo aporte caldrico de las algas. Aunque el contenido en grasa es muy bajo, hay que
destacar que las algas son ricas en acidos grasos poliinsaturados, tal y como ha sido
demostrado en otros estudios (Peinado et al., 2014; Sanchez-Machado et al., 2004). Este bajo
aporte lipidico junto con el excelente perfil de acidos grasos es otra ventaja de las algas para
ser empleadas como ingrediente en productos de la pesca. En un estudio llevado a cabo en
pasta, la adicion de wakame aumento los niveles de acidos grasos ®-3, mejorando la calidad
nutricional de la misma (Prabhasankar et al., 2009).

En cuanto a la cantidad de cenizas, las 4 muestras presentaron valores significativamente
diferentes, variando entre un 24 y un 34% (figura 4.1), tal y como se ha encontrado en otros
trabajos (Rupérez, 2002). El alga nori es la que presenté el contenido mds bajo en cenizas, lo
gue coincide con otros estudios que ponen de manifiesto que las algas rojas contienen
menores contenidos de cenizas que las pardas (Kumar et al., 2015; Rupérez, 2002). Las cenizas
constituyen la segunda fraccion mayoritaria después de la fibra alimentaria, tal y como han
comentado otros autores (Gomez-Orddiez et al., 2010; Cofrades et al., 2008). Esto es debido a
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que las algas son muy ricas en minerales, tales como Na, K, Ca, Mg, (que se comentan mas
adelante), P, Fe y también contienen iodo, iones cloruros y sulfatos.

40 -

35 4

25 m Nori

20 - H Kombu

g/100 g

Wakame

B Espagueti
10 -

Proteinas Grasa Cenizas

Figura 4.1. Contenido en proteinas, grasa y cenizas de las algas en polvo, expresado en g/100 g
(peso seco). (Valor medio y desviacion estandar (barras de error), n=3).

4.1.2. Contenido en fibra dietética total

En la tabla 4.1 se muestran los contenidos en fibra de las muestras analizadas. Cabe destacar
los altos contenidos en fibra total que presentaron las 4 algas estudiadas. El alga kombu
presentd el valor significativamente mas alto, con un aporte cercano al 45%. Esta especie de
alga es una de las que mayor contenido en fibra aporta.

Tabla 4.1. Contenido en fibra dietética total de las algas en polvo, expresado en g/100 g (peso
seco). (Valor medio + desviacion estandar, n=2).

Alga Fibra (g/100 g)
Nori 34,8+0,8°
Kombu 44,8+0,5°
Wakame 38,8+0,5"
Espagueti de mar 38,34_r0,4b

%k %k k

Letras iguales indican la pertenencia a grupos homogéneos.
Nivel de significacion (p-valor): ***p<0,001

Algunos estudios han demostrado que el contenido en fibra soluble es mayor en las algas
rojas, como nori, mientras que las algas pardas tienen un mayor contenido en fibra insoluble
(Dawczynski et al., 2007; Holdt y Kraan, 2011; Murata y Nakazoe, 2001). Hay que destacar que
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la ingestién diaria de fibra recomendable es del orden de 25-30 g/dia (FAO, 2015), siendo la
proporcién recomendada del 25-35% de fibra soluble y 70-75% de fibra insoluble. Teniendo en
cuenta estos datos, las 3 algas pardas evaluadas aportarian un mayor beneficio que la nori.
Aungue en este estudio no se ha determinado la proporcién de fibra soluble y fibra insoluble.

Estos datos confirman el aporte de fibra que supone la incorporacion de algas a productos
alimenticios pobres en fibra o con contenidos nulos, como podrian ser los productos derivados
de la carne y el pescado.

En los productos desarrollados en el laboratorio comentados anteriormente (hamburguesas,
patés y salchichas de pescado con algas), teniendo en cuenta los datos de fibra obtenidos en
este trabajo, el aporte de fibra de las algas por 100 g de alimento seria el siguiente:

- Hamburguesas: Aporte de 2,8 g de fibra/100 g (formulacion: 94% de pescado, 1%
kombu, 1% wakame, 3% espagueti de mar y 1% agar-agar con 80 g de fibra/100 g
(Botanical-online, 2015).

- Patés: Aporte de 2,5 g de fibra/100 g (formulacién: 69% pescado, 12,5% de agua,
12,5% de aceite, 2% nori, 2% kombu, 1% wakame y 1% espagueti de mar)

- Salchichas: Aporte de 2,0 g de fibra/100 g (formulacion: 67% pescado, 20% de agua,
4% de aceite, 1% sal, 4% fécula, 0,5% nori, 0,5% kombu, 0,5% wakame, 1,5% espagueti
de mar y 1% agar-agar)

Cabe destacar que el Reglamento 1924/2006 relativo a las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en los alimentos (Comision Europea, 2006), establece que “solamente
podrd declararse que un alimento es fuente de fibra, asi como efectuarse cualquier otra
declaracion que pueda tener el mismo significado para el consumidor, si el producto contiene
como minimo 3 g de fibra por 100 g o, como minimo, 1,5 g de fibra por 100 kcal”. En los
productos desarrollados no se llega a alcanzar este valor, pero, en el caso de las hamburguesas
el aporte es muy cercano. En los 3 productos desarrollados, la inclusion de algas supone un
valor afadido por el alto contenido en fibra que aportan al producto final.

4.1.3. Contenido en aminoacidos

Se identificaron los 15 aminoacidos que aparecen en la tabla 4.2. Se cuantificaron todos,
excepto la glicina porque no se obtuvo una respuesta lineal en la curva de calibrado, a las
concentraciones empleadas, por lo que para cuantificarlo serd necesario volver a preparar una
recta de calibrado empleando un rango de concentraciones mas pequefio, cercano a las
concentraciones de los extractos de las muestras.

El contenido de los aminoacidos cuantificados se muestra en la figura 4.2. Los aminodcidos Asn
y Ser aparecian en el mismo tiempo de retencion, por lo que los picos estaban solapados y no
se pudieron cuantificar por separado. Lo mismo sucedid con His y Thr, y con Leu y Phe (tabla
4.2). Por ello, la concentracidén se expresa como suma de ambos analitos. Son necesarias mas
pruebas para optimizar el método de separacién y poder cuantificarlos por separado de una
forma mds exacta.
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En la figura 4.2.a, se ha expresado el contenido en aminoacidos en mg aminoéacido/g de
muestra. Se observa que, en general, las concentraciones de nori y wakame fueron
significativamente mayores al resto. Espagueti de mar fue la que menor cantidad de
aminodcidos presentd, seguida de kombu. Esto es debido a la diferencia existente en los
contenidos de proteinas. Como se ha explicado anteriormente, kombu y espagueti de mar
presentaron contenidos proteicos inferiores al 10%, mientras que en las dos restantes se
supero el 20%.

Tabla 4.2. Aminoacidos identificados en las algas, junto con su abreviatura y tiempo de
retencién (tg).

Aminoacido Abreviatura tr (min)
Acido aspdrtico Asp 1,51
Acido glutamico Glu 1,75
Asparagina Asn 3,68
Serina Ser 3,71
Histidina His 5,75
Treonina Thr 5,80
Arginina Arg 9,40
Alanina Ala 9,55
Tirosina Tyr 12,97
Glicina Gly 14,59
Valina Val 15,07
Isoleucina lle 15,80
Leucina Leu 20,19
Fenilalanina Phe 20,21
Lisina Lys 22,70

En la figura 4.2.b, el contenido en aminodcidos se ha referido al peso de proteina, de forma
que se puede observar las diferencias en la composicion de aminodcidos de las proteinas de las
algas. En las 4 muestras, las concentraciones de acido aspdrtico y glutamico fueron muy altas.
Estos dos aminodacidos se han relacionado con el sabor umami, por lo que tendrian un papel
muy importante en el empleo de algas como potenciadores del sabor. En otros trabajos,
también se han encontrado altos valores de estos dos aminoacidos, llegando a suponer el 26%
de los aminoacidos totales de algunas algas (Dawczynski et al., 2007; Peinado et al., 2014; Syad
et al., 2013). Se pueden apreciar que las algas estudiadas contenian aminoacidos esenciales,
como valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, arginina, etc., lo que demuestra la alta calidad de
las proteinas de las mismas. En un estudio llevado a cabo en pasta, se demostré la mejora en el
perfil de aminodcidos al incluir el alga wakame en la formulacidn (Prabhasankar et al., 2009).

En general, los valores de los aminoacidos obtenidos en este estudio son del mismo orden que
los dados por otros autores en diferentes especies de algas, salvo en el caso de la suma de
aminodcidos Thr+His y de la Phe+Leu. En ambos casos, se pueden observar valores
especialmente elevados en nori y wakame. Como ya se ha explicado, es necesario cuantificar
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por separado los aminoacidos que aparecen solapados, para tener una medida mas exacta de
las concentraciones.

Los resultados obtenidos en este apartado ponen de manifiesto que las 4 algas, y muy
especialmente nori y wakame son una fuente importante de aminodacidos.
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Figura 4.2. Contenido en aminodacidos totales, expresado en (a) mg aminoacido/g muestra

(peso seco) (b) mg aminoécido/g proteina. (Valor medio y desviacion estandar (barras de
error), n=2). (Nombre completo de las abreviaturas en tabla 4.2).
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4.1.4. Contenido en Na, K, Ca y Mg, y en cloruros
Contenido en cationes

En la figura 4.3 se muestra el cromatograma de una de las muestras (kombu), obtenido en el
analisis de cationes.

La figura 4.4 muestra los contenidos en los cationes analizados. Los contenidos de sodio fueron
elevados, mostrando el alga wakame un valor significativamente mayor al resto. Sin embargo,
el contenido en potasio de esta alga fue muy bajo, mientras que el resto, especialmente
kombu y espagueti presentaron contenidos en potasio muy altos.

Es interesante ver la relacién Na/K que presentaron las algas, ya que, desde el punto de vista
nutricional, es muy importante que esta relacién sea baja, ya que dietas ricas en sodio o con
alta relacion Na/K se han relacionado con problemas de hipertensién y otras enfermedades
(Rupérez, 2002). Las relaciones Na/K fueron 1,3; 0,2; 9,5 y 0,42 para nori, kombu, wakame y
espagueti de mar, respectivamente. Con la excepcion de wakame, estas algas presentan una
excelente relacién sodio/potasio. El bajo valor de K encontrado en wakame no se ha podido
correlacionar con otros estudios llevados a cabo en este alga, donde se obtuvieron valores
superiores al 8% (Rupérez, 2002).
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Figura 4.3. Cromatograma de una muestra de algas (kombu) obtenido en el analisis de
cationes.

En Espafa se consume mas sodio del recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (5
g de sal). Por ese motivo, la reduccién del consumo de sal de 9,8 a 5 g es un objetivo prioritario
dentro de la Estrategia NAOS (Estrategia para la Nutricidn, Actividad fisica y Prevencion de la
Obesidad) presentada por el Ministerio de Sanidad y Consumo, a través de la Agencia Espafola
de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricién. Para alcanzar esta meta, entre otras acciones,
Sanidad solicitd a las industrias disminuir el contenido en sal de los productos elaborados, ya
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que éstos constituyen la principal fuente de sodio en la dieta. Algunas de las estrategias
estudiadas para reducir el sodio en alimentos procesados, son la sustitucion parcial de Na por
K o el uso de potenciadores de sabor. En este sentido, la incorporacién de algas a estos
productos puede ser muy interesante, ya que presentan un alto contenido en potasio junto
con los aminoacidos y otros compuestos que pueden actuar como potenciadores del sabor, lo
que podria permitir la disminucion de la cantidad de sal, sin detrimento de la calidad
organoléptica.

Respecto a los contenidos de calcio, no se observaron diferencias significativas entre las
distintas muestras. Cabe destacar que las algas también son una fuente importante también
de Ca. En relacion al magnesio, wakame presentd un contenido significativamente superior al
resto. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios (Rupérez, 2002).

Si se compara la suma global de estos 4 minerales (nori: 6,2%; kombu: 10,8&; wakame: 7,6%;
espagueti: 11,0%) con los encontrados en distintos vegetales terrestres como zanahorias
(3,3%), tomates (3,4%) o maiz dulce (1,3%) (USDA, 2001 citado por Rupérez, 2002), las algas
presentan un mayor porcentaje, como se ha visto en otros estudios (Rupérez, 2002).
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3 M Espagueti

Na K Ca Mg

Figura 4.4. Contenido en Na, K, Ca y Mg, expresado en g/100 g (peso seco). (Valor medio y
desviacion estandar (barras de error), n=3).

Las algas estudiadas en este trabajo suponen un aporte importante de minerales. La
incorporacién de estas algas en los alimentos podria ayudar a conseguir la ingesta diaria
recomendada de minerales esenciales, a la vez que podria suponer una interesante alternativa
para la reduccién de sal, como ya se ha comentado. En las hamburguesas de pescado
desarrolladas por el grupo de investigacion (Penalba, 2014), la incorporacion de estas algas
evito el uso de sal como ingrediente.
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Contenido en cloruros

Los aniones mayoritarios de las algas son sulfatos y cloruros. En la tabla 4.3 se muestra el
contenido en el idn cloruro.

Tabla 4.3. Contenido en cloruros de las algas en polvo, expresado en g/100 g alga (peso seco)
(valor medio + desviacidn estandar, n=3), y en g/100 g cenizas.

Alga Cl' (g/100 g Cl' (g/100 g
alga) cenizas)
Nori 7,86+0,09° 32,45
Kombu 8,5+0,1° 25,66
Wakame 9,88+0,07° 28,59
Espagueti de 10,4+0,2° 33,85
mar
* K %k

Letras iguales indican la pertenencia a grupos homogéneos.
Nivel de significacion (p-valor): ***p<0,001

El menor contenido en cloruros lo presenté el alga nori, lo que coincide con algunos estudios
donde se establece que las algas rojas presentan un menor contenido de este anién que las
pardas, debido a que las rojas suelen vivir en aguas mas profundas con menor nivel de
salinidad. Sin embargo, si referimos los niveles del idn cloruro al porcentaje que aportan a las
cenizas, kombu y wakame presentaron un menor aporte de cloruros a las cenizas que nori.
Espagueti de mar fue el alga que mayor contenido de cloruro y mayor aporte a las cenizas
supuso (33,85%), lo que coincide con otros estudios, donde las algas pardas han alcanzado
niveles de cloruros en cenizas hasta de 33-37% (Gdmez-Orddiiez et al., 2010).

4.2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES

4.2.1. Compuestos fenodlicos totales (CFT)

En la figura 4.5 se muestran los resultados obtenidos en el extracto etandlico (extraccidon en
una etapa con etanol) y en el extracto metandlico (12 extraccion con mezcla de metanol/agua
y 22 extraccion con mezcla de acetona/agua). Cabe destacar que la extraccién de compuestos
fendlicos fue mayor en el extracto metandlico. Esto es debido a la influencia del disolvente en
la selectividad de los compuestos fendlicos. Hay numerosos estudios que comparan la
extraccion con agua frente a la extraccion con disolvente organicos polares, como metanol o
etanol, siendo, en general, inferior la concentraciéon de CFT en los extractos acuosos (Farvin y
Jacobsen, 2013; Jiménez-Escrig et al., 2011; Wang et al., 2009). Ademas de la influencia del
disolvente, las diferencias halladas en este trabajo podrian deberse a que en el extracto
metandlico, se emplearon dos etapas, por lo que es ldgico que el rendimiento de extraccion
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fuera mayor. No obstante, las diferencias fueron significativas solo en el caso de nori (p<0,001)
y espagueti de mar (p<0,01).

En la extraccion con etanol, los valores oscilaron entre 0,46 y 2,91 mg acido galico (GAE)/g de
muestra. Estos resultados estan dentro del rango de valores obtenidos para distintos tipos de
algas en extracto etandlico (Farvin y Jacobsen, 2013). En este caso, la muestra que presentd
valores significativamente mas altos fue espagueti de mar, seguida de wakame, kombu y nori.

En el extracto metandlico, no existieron diferencias significativas entre las algas nori, kombu y
wakame (valores entre 1,7 - 2,9 mg GAE/g); sin embargo, cabe destacar el alto contenido
obtenido en espagueti de mar (18,24 mg GAE/g), que fue significativamente mayor al resto. En
otros estudios llevados a cabo con distintas algas pardas y rojas, se obtuvieron también altos
valores en espagueti de mar (en torno a 30 mg GAE/g) (Jiménez-Escrig et al., 2011).

Las algas son una fuente importante de compuestos fendlicos, como se evidencia en este y
otros estudios. La proporcion de este tipo de compuestos varia de forma importante entre
diferentes especies de algas. Algunos autores han puesto de manifiesto que las algas rojas y
verdes tienen menores niveles de compuestos fendlicos que las algas pardas (Jiménez-Escrig et
al.,, 2011; Kumar et al., 2015). En este estudio el alga roja estudiada (nori), solo presentd
valores significativamente inferiores en el extracto etandlico.

Por otra parte, también se ha visto una gran variabilidad dentro de una misma especie, ya que
los CFT se ven altamente afectados por factores medioambientales (luz, salinidad,
temperatura, ...). Esto es debido a que las algas sintetizan estos compuestos para protegerse
en condiciones de estrés, como puede ser frente a radiaciones ultravioleta (Connan et al.,
2007; Kumar et al., 2015; O’Sullivan et al., 2011).
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Figura 4.5. Contenido en compuestos fendlicos totales, expresado en mg de 4acido galico
(GAE)/g (peso seco). (Valor medio y desviacidn estandar (barras de error), n=3).
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4.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

Tal y como se ha comentado, la capacidad antioxidante de un alimento se debe a diferentes
tipos de compuestos con mecanismos de accién muy variados y que ademds pueden
interaccionar sinérgicamente. Por ello, para evaluar la capacidad antioxidante en este estudio
se emplearon dos de los métodos mas ampliamente utilizados en alimentos: el método del
FRAP y el método del ABTS.

4.2.2.1. Método del FRAP

Este método mide el poder reductor de los compuestos. Se basa en la reduccién de Fe*,
formandose un complejo coloreado (TPTZ-Fe**), cuya absorbancia se mide a 595 nm, como se
ha comentado en el apartado de Material y Métodos. Se midié a tiempo 0 y transcurridos 30
min, y se expresé como umol de trolox/g de muestra. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 4.6.
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Figura 4.6. Capacidad antioxidante obtenida por el método FRAP (a) medida a tiempo 0 y (b)
medida a tiempo 30 min, expresada en umol de trolox/g (peso seco). (Valor medio y
desviacion estandar (barras de error), n=3).
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La capacidad antioxidante fue mayor a los 30 min, en practicamente todas las muestras. Al
igual que sucedia con los CFT, las algas extraidas con metanol/agua/acetona (extracto
metandlico) presentaron mayor capacidad antioxidante que las extraidas con etanol. Por ello,
se podria concluir que de los dos métodos de extraccién empleados, el método que emplea
etanol en una sola etapa podria ser descartado.

Hay que destacar el alto valor de capacidad antioxidante que presentd espagueti de mar,
siendo muy diferente al resto de las algas estudiadas. Esto coincide con los mayores valores de
CFT comentados en el apartado anterior, ya que son compuestos antioxidantes que
contribuyen a la alta capacidad antioxidante de las algas.

4.2.2.2. Método del ABTS

Este método mide el poder de los compuestos para secuestrar el radical ABTS". Este radical es
decolorado debido a la reduccién por parte de los compuestos antioxidantes. Esa variacion de
color se registra a una longitud de onda de 658 nm. Los resultados que se presentan fueron
medidos a tiempo 10 min. La capacidad antioxidante se expresé como umol de trolox/g de
muestra, al igual que por el método del FRAP.

Dado que en la determinacién de CFT y de la capacidad antioxidante por el método FRAP se
observd una menor eficacia con la extraccion en etanol, para este método, solo se empled la
extraccidn con la mezcla de metanol/agua/acetona. Los resultados se muestran en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Capacidad antioxidante obtenida por el método ABTS a los 10 min, expresada en
umol de trolox/g (peso seco). (Valor medio * desviacion estandar, n=3).

Alga pmol de

trolox/g
Nori 7,2+0,8°
Kombu 12,3+0,2°
Wakame 5,3+0,37°
Espagueti de 65+6°
mar

3k k%

Letras iguales indican la pertenencia a grupos homogéneos.
Nivel de significacion (p-valor): ***p<0,001

Al igual que se observd en el método FRAP, el alga espagueti de mar presentd valores
significativamente mayores que el resto. Nori y wakame presentaron los menores valores,
siendo ambos bastante similares y kombu, ligeramente superiores, aunque sin diferencias
significativas entre las 3. Estos datos coinciden con un estudio llevado a cabo en productos
carnicos, donde se incorporaban distintas proporciones de diferentes algas y se evidencidé que
los productos que contenian espagueti de mar presentaban la mayor capacidad antioxidante,
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mientras que los que contenian nori y wakame tenian una menor concentracion de trolox,
siendo similar los valores entre ambas muestras (Lopez-Lopez et al., 2009).

De este apartado se puede concluir que las algas evaluadas poseen un importante poder
antioxidante, destacando de forma notable espagueti de mar. Por ello, su adiciéon a productos
carnicos o de la pesca podria ser una alternativa al uso de aditivos quimicos, ya que
representan una fuente natural de antioxidantes.

4.3. DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Se evaluaron la capacidad de retencion de aceite, la capacidad de retencion de agua (WHC) y
capacidad de hinchamiento (SC). La WHC y la SC se deben a las propiedades de hidratacién de
la fibra. La fibra soluble en contacto con el agua forma un reticulo donde ésta queda atrapada,
originando soluciones de gran viscosidad.

4.3.1. Capacidad de retencion de aceite

En la figura 4.7 se muestra la capacidad de retencion de aceite de las muestras evaluadas. Los
valores encontrados fueron ligeramente superiores a los dados por otros autores en distintas
especies de algas (Gémez-Orddiiez et al., 2010). Espagueti de mar fue la presentd un menor
valor, mientras kombu y nori fueron las que mas aceite retuvieron.
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Figura 4.7. Capacidad de retencion de aceite (OHC — oil holding capacity) expresada en g aceite
retenidos/g alga (peso seco), capacidad de retencién de agua (WHC — water holding capacity)
expresada en g agua retenidos/g alga (peso seco) y capacidad de hinchamiento (SC — swelling
capacity) expresada en mL/g alga (peso seco). (Valor medio y desviacidén estandar (barras de
error), n=3).
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4.3.2. Capacidad de retencidon de agua

La WHC mads elevada la presenté wakame, seguida de kombu (figura 4.7). En este caso,
también los valores obtenidos fueron ligeramente superiores a los hallados en otros estudios
(Gémez-Ordadiiez et al., 2010).

Al igual que la capacidad de retencién de aceite, este pardmetro tiene gran importancia desde
el punto de vista tecnoldgico, ya que afecta directamente a la textura. Se han llevado a cabo
varios estudios con algunas algas como wakame, nori o espagueti de mar en productos
carnicos, observandose una mejora en las propiedades de ligado de aceite y de agua,
mejorando asi también la textura (Lopez-Lépez et al., 2009; Cofrades et al., 2008). Esto hace
que sea muy interesante su inclusion en las formulaciones de hamburguesas, patés y
salchichas de pescado.

4.3.3. Capacidad de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento esta relacionada con la WHC, por lo que wakame presentd el
mayor valor de este parametro, seguido de kombu y, por ultimo espagueti y nori, no siendo las
diferencias entre ambas significativas. En la figura 4.6 se muestra una foto de las algas al
finalizar el tiempo de ensayo (18 h).
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Figura 4.8. Algas hidratadas durante 18 h para la determinacion de la capacidad de
hinchamiento.

Se puede concluir que estas propiedades hacen que las algas tengan interés en la industria
alimentaria, no solo desde el punto de vista nutricional, como ya se ha comentado, sino
también desde el tecnoldgico, ya que podrian sustituir a algunos aditivos como fosfatos y otros
compuestos que se han empleado para mejorar la textura y jugosidad de carnes y pescados.
Esto hace que las 4 algas evaluadas jueguen un papel importante en las formulaciones de
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hamburguesas, patés y salchichas de pescado, desarrolladas por el grupo de investigacién, ya
que permitirian obtener productos de textura adecuada sin presentar exudados de agua y/o
aceite.
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5. CONCLUSIONES

Las 4 algas, principalmente nori y wakame, presentan altos contenidos en proteinas. Cabe
destacar el contenido de todas las algas en aminodacidos esenciales, asi como el alto contenido
en acido aspartico y glutaémico (relacionados con el sabor umami), con un papel muy
importante en el empleo de algas como potenciadores del sabor.

Las 4 algas suponen un aporte importante de minerales y un bajo aporte calérico, que se
refleja en sus altos contenidos en cenizas y sus bajos contenidos en lipidos.

Todas las especies estudiadas en este trabajo presentan valores importantes de Na, K, Ca, Mg
y cloruros. La relaciéon Na/K es especialmente baja en kombu y espagueti de mar, por lo que su
incorporacién en ciertos alimentos es una buena alternativa para reducir la cantidad de sodio
en alimentos procesados.

Los contenidos en fibra de todas las algas evaluadas son muy altos, destacando kombu. Su
incorporaciéon en productos de la pesca supondria un aporte importante de fibra, lo que
mejoraria el valor nutricional del pescado.

Las algas evaluadas, especialmente espagueti de mar, son una fuente natural de antioxidantes,
lo que queda demostrado por los altos contenidos en compuestos fendlicos totales y sus altos
valores de capacidad antioxidante. Esto hace que las algas puedan sustituir a los antioxidantes
sintéticos empleados cominmente.

Las 4 algas presentan propiedades importantes de retencidén de aceite y de agua, destacando
el alga wakame, que también presenta la mayor capacidad de hinchamiento. Estas algas
pueden sustituir a algunos aditivos quimicos empleados para mejorar la textura y jugosidad.

La incorporacion de las algas en los productos de la pesca implicaria un valor afiadido en el
pescado, ya que no se veria reducido el contenido proteico, aportando minerales y fibra sin
aumentar el valor caldrico del producto. Asimismo, la incorporacion de estas algas podria
emplearse para reducir el contenido de Na en el producto final y evitar el uso de algunos
aditivos quimicos.
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