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RESUMEN

La clorofila es inestable y susceptible a modificaciones durante el procesamiento
industrial, lo que reduce su funcionalidad y valor comercial. Por ello, su conversion a
derivados hidrosolubles y termoestables, denominados metaloclorofilas, permite su
aprovechamiento comercial. En este trabajo se describe un proceso para obtener una
metaloclorofila de sodio y zinc a partir de la microalga marina Dunaliella tertiolecta,
una fuente mas sustentable y rentable que los vegetales verdes tradicionalmente
utilizados. El proceso consistio en tres etapas: hidrdlisis alcalina de la clorofila, adicién
del ion metalico (Zn2*) y conversion a sales de clorofilina. Las concentraciones
Optimas de cada etapa fueron: etanol-NaOH (15 %), ZnSO, (30 %) y etanol-NaOH (5
%), respectivamente. El rendimiento de conversion a metaloclorofilina de sodio y zinc
fue de 565 + 2.3 mg/g de clorofila (57 %), mostrando solubilidad en agua de 94.66 +
1.33 %. Mediante espectroscopia UV-VIS y FTIR, la metaloclorofila obtenida presento
maximos de absorcion y bandas caracteristicas de este tipo de compuestos. Ademas,
mostrd alta estabilidad térmica entre 40-60 °C, y moderada entre 70-90 °C, esto
durante un amplio intervalo de tiempo (5-60 min). Finalmente, se determind su
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capacidad antioxidante mediante los ensayos de DPPH, FRAP y ABTS, mostrando
ABTS los valores mas altos [44.402 + 1.198 mmol TEAC/100 g (dw)], superando los
valores reportados en alimentos considerados fuentes importantes de antioxidantes.
Estos resultados respaldan el potencial de una metaloclorofila de sodio y zinc
generada a partir de una fuente sustentable, como una microalga marina, como un
compuesto bioactivo con potencial aplicacion como ingrediente funcional.

PALABRAS CLAVE:

Clorofila; metaloclorofila; compuesto bioactivo; antioxidante; microalga.

ABSTRACT

Chlorophyll is unstable and prone to modifications during industrial processing,
reducing its functionality and commercial value. Therefore, its conversion into water-
soluble and thermally stable derivatives, called metallo-chlorophylls, allows for
commercial exploitation. Here, a process is described for obtaining a sodium and zinc
metallo-chlorophyll from the marine microalgae Dunaliella tertiolecta, a source with
greater sustainability and profitability than traditionally used green vegetables. The
process consisted of three stages: alkaline hydrolysis of chlorophyll, addition of the
metal ion (Zn2*), and conversion to chlorophyllin salts. The optimal concentrations for
each stage were determined: ethanol-NaOH (15 %), ZnSO, (30 %), and ethanol-
NaOH (5 %), respectively. The yield of sodium and zinc metallo-chlorophyll was 565
+ 2.3 mg/g of chlorophyll (57 %), exhibiting a water solubility of 94.66 = 1.33 %.
Through UV-VIS and FTIR spectroscopy, the metallo-chlorophyll obtained here
showed absorption maxima and characteristic bands of metallo-chlorophylls. In
addition, it exhibited high thermal stability (40-60 °C) to moderate (70-90 °C) over a
wide range of time (5-60 min). Finally, its antioxidant capacity was determined by
DPPH, FRAP and ABTS assays, showing the highest values through ABTS assay
[44.402 + 1.198 mmol TEAC/100 g (dw)], surpassing values reported in various foods
considered important antioxidant sources. These results support the potential of
sodium and zinc metallo-chlorophyll, generated from a sustainable source, such as
marine microalgae, as a bioactive compound with potential application as a functional
ingredient.
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Chlorophyll; metallo-chlorophyll; bioactive compound; antioxidant; microalgae.

Introducciéon

La alta prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas, en conjunto con la
persistencia de enfermedades infecciosas, y su estrecha relacién con la dieta y el
estilo de vida, ha despertado un creciente interés mundial por alimentos que no solo
aporten una nutricion basica, sino que ademas promueven la salud. Por lo que, en las
ultimas décadas, se ha mantenido un interés sostenido en identificar y caracterizar
nuevas fuentes alimenticias, suplementos e ingredientes que contengan compuestos
bioactivos, es decir, moléculas que aporten un beneficio adicional para la salud,
incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Barbulova et al., 2015;
Kussman et al., 2023).
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Los organismos marinos estan entre las principales fuentes reconocidas como
productores de compuestos bioactivos, debido a su amplia distribucién vy
disponibilidad, dado que el 70 % de la superficie terrestre estd cubierta por agua, lo
que representa un suministro garantizado de este recurso (Ezquerra-Brauer & Chan-
Higuera, 2021). Dentro de este grupo, destacan las microalgas marinas,
representando una fuente altamente sustentable, en principio, porque su cultivo no
compite por suelos de uso agroalimentario, ni requiere agua dulce, lo cual resulta
relevante, considerando que solo el 2.5 % del agua en la Tierra corresponde a agua
dulce y la mayor parte no esta disponible para consumo por encontrarse en glaciares,
nieve o hielo (CONAGUA, 2019). Ademas, las condiciones de agua dulce representan
un ambiente desfavorable para el mantenimiento de los cultivos celulares axénicos,
requisito esencial para garantizar la calidad de los compuestos extraidos. Otra
caracteristica de interés en el cultivo de microalgas marinas es su eficiente asimilacion
de nutrientes, lo que permite una productividad elevada y sostenida durante todo el
afio. Asimismo, ciertas especies pueden cultivarse bajo condiciones extremas de
estrés bidtico y abidtico, lo que las convierte en fuentes naturales, prometedoras y
practicamente ilimitadas de compuestos bioactivos (Levasseur et al., 2020).

Dunaliella tertiolecta es una microalga marina que ha despertado gran interés
comercial por su alta produccion de compuestos bioactivos, como clorofilas,
carotenoides, xantofilas y otros pigmentos con probadas propiedades antioxidantes,
antihipertensivas, broncodilatadoras, hepatoprotectoras y diversas actividades
biologicas (Medina-Feélix et al., 2020; Bezerra-daSilva et al., 2021). Entre estos, la
clorofila es el mas abundante, representando hasta el 10 % de su peso seco, lo que
la convierte en uno de los metabolitos de mayor valor comercial en esta especie. En
particular, las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de D. tertiolecta ofrecen
ventajas significativas para la extraccion de clorofila en comparacién con fuentes
tradicionales como vegetales verdes como la espinaca, hojas de bambu, lechuga,
brécoli, berro, y germinados de trigo y de alfalfa; o inclusive que microalgas de agua
dulce como Chlorella y Arthrospira. A diferencia de estas fuentes, que requieren agua
dulce y poseen estructuras celulares complejas que dificultan la extraccion y
purificacién de clorofila, D. tertiolecta puede cultivarse en ambientes marinos y
presenta una morfologia unicelular simple, careciendo de paredes rigidas de celulosa,
lo que facilita la obtencion eficiente de clorofila de alta pureza mediante procesos de
menor gasto energético y de insumos quimicos (Santana-Moura et al., 2020; Martinez
et al., 2022). Estas caracteristicas posicionan a D. tertiolecta como una alternativa
mas sostenible, rentable y escalable frente a las fuentes tradicionales de clorofila,
ademas de ofrecer un valor agregado mediante el aprovechamiento de subproductos
de la biomasa microalgal en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmecéutica
(Li etal., 2016; Norzagaray-Valenzuela et al., 2018).

Tradicionalmente, la clorofila se ha utilizado como colorante natural e ingrediente
funcional en diversos alimentos y bebidas, representando un mercado global de
252.18 millones de dolares en 2021 (POLARIS, 2022). Sin embargo, en su forma
natural, la molécula de clorofila es altamente fotosensible, insoluble en agua y
sensible a cambios bruscos de pH (Kang et al., 2018; Martins et al., 2023). Para
superar estas limitaciones, que reducen su viabilidad comercial, se han realizado
numerosos esfuerzos para convertir la clorofila en derivados mas estables y con
mayor valor agregado, con alto potencial de aplicacion industrial. Entre estos,
destacan las metaloclorofilas, como la clorofilina de sodio y zinc (SZC). La SZC es
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estructuralmente similar a la clorofila natural, pero difiere en cuanto al grupo fitol que
ha sido eliminado, y el ion central de magnesio que es reemplazado por zinc, un ion
metalico més estable. Estas modificaciones estructurales confieren a la SZC la
capacidad de ser soluble en agua, asi como la tolerancia a cambios bruscos de pH'y
estabilidad a altas temperaturas, sin afectar sus importantes propiedades biolégicas.
Cabe mencionar que las metaloclorofilas ya se explotan comercialmente, etiquetadas
frecuentemente como “clorofila”, aunque en realidad corresponden a compuestos
como clorofilina de cobre y sodio (SCC), sin embargo, la evidencia cientifica que
aborde especificamente las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de estos
compuestos, sigue siendo limitada. De hecho, no se han reportado estudios previos
sobre su sintesis a partir de clorofila extraida de D. tertiolecta (Banu & Pavithra, 2017,
Martins et al., 2023). Esto resalta el interés cientifico en la SZC y la importancia de
generar nuevos conocimientos sobre su potencial aplicacion como ingrediente
funcional.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue establecer una metodologia
para obtener SZC a partir de clorofila extraida de la microalga marina D. tertiolecta, y
confirmar su identidad quimica mediante espectroscopia UV-Vis y FTIR.
Adicionalmente, se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y capacidad
antioxidante, para determinar el potencial de la SZC como compuesto bioactivo en el
desarrollo de productos o suplementos nutricionales, nutracéuticos y cosmecéuticos.
Este enfoque no solo incrementa el valor de las microalgas marinas como fuente de
ingredientes funcionales, sino que se alinea con la creciente demanda del consumidor
por alternativas innovadoras, sostenibles y naturales, con valor agregado en el
cuidado de la salud.

Material y Métodos

Cepa microalgal y reactivos quimicos

La microalga marina Dunaliella tertiolecta (cepa DUT2) fue obtenida del Centro
Biotecnoldgico de Microalgas de México S.A. de C.V. (MICROCELL®) en Culiacén,
Sinaloa, México. Todos los solventes empleados para la extraccion de clorofila fueron
de grado analitico. Los reactivos Trolox, NaOH, ZnSO., 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH), 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) y clorofilina de cobre y sodio (SCC), fueron adquiridos de Sigma—
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Cultivo microalgal y extracciéon de clorofila

El cultivo de D. tertiolecta se realiz6 en medio F/2 (Guillard & Ryther, 1962) a 25
°C, bajo aireacion constante (1 % CO,), e iluminacion continua de 120-130 pmol
fotones m™2s7, Para establecer el cultivo, se emple6 la metodologia de transferencias
sucesivas, partiendo del aislamiento de una sola colonia (CFU) en medio sélido, la
cual se inocul6 en 10 mL de medio liquido F/2, incrementando progresivamente el
volumen hasta alcanzar 16 L. Durante cada etapa del escalamiento, se realizaron
conteos celulares para monitorear la viabilidad y densidad del cultivo (Norzagaray-
Valenzuela et al., 2018); lo que permitié determinar el dia maximo de crecimiento
exponencial, tiempo al cual se cosech6 la biomasa, utilizando quitosano como
floculante organico (Meza-Ayala, 2017). La clorofila fue extraida a partir de esta
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biomasa obtenida; para ello, debido a su naturaleza anfipatica, el método de
extraccion consistio en obtener una fraccion lipofilica, correspondiente a la mezcla de
aceite-clorofila, metodologia descrita por German-Baez et al. (2017). Posteriormente,
la fraccion lipofilica recuperada se sometio a rotaevaporacion (65 cmHg / 45 °C) hasta
eliminar completamente los solventes, obteniendo asi clorofila en estado sélido. La
pureza del extracto se analiz6 mediante cromatografia en capa fina (datos no
mostrados), para asegurar que la clorofila obtenida estuviera formada exclusivamente
por diferentes tipos de clorofila y sus derivados.

Obtencién de clorofilina de sodio y zinc (SZC)

El proceso de obtencion de SZC a partir de la clorofila extraida, se dividio en tres
etapas principales: (1) hidrélisis alcalina de la clorofila, para la cual se utiliz6 1 g de
clorofila microalgal con 20 mL de la mezcla etanol-NaOH a cuatro diferentes
concentraciones (5.0, 7.5, 10.0 y 15.0 %), bajo agitacion constante (350 rpm) a 25 °C
durante toda la noche. La reaccién se detuvo afiadiendo acetona pura (1:1, v/v),
seguido de centrifugacion (Thermo Forma 1L GP Centrifuge) a 3600 x g durante 30
min. El pellet resultante se resuspendid en acetona al 65 % y se centrifugd
nuevamente (3600 x g, 30 min) para recuperar el sobrenadante, el cual contenia las
clorofilinas solubles en agua. En esta etapa, la variable de respuesta fue la solubilidad
en agua de cada tratamiento. (2) Incorporacién del ion metdlico; las clorofilinas
solubles en agua obtenidas previamente, fueron acidificadas con HCI 10 N hasta un
pH de 2-3; posteriormente, se afiadido ZnSO, a tres concentraciones (10, 20 y 30 %)
y se agit6é por inversion en un Varimix durante 20 min. Posteriormente, la mezcla fue
colocada en un bafio Maria a 60 °C durante 1 h, lo que indujo la formacién de un
precipitado insoluble de clorofilinas de zinc (Zn—Chl), las cuales fueron recuperadas
por centrifugacion (3600 x g, 30 min). La variable de respuesta en esta etapa fue la
cantidad de Zn incorporado a la molécula, determinada mediante espectroscopia de
absorcion atomica con flama (FAAS), utilizando una flama aire—acetileno (Shimadzu
AA-6800 con autosampler ASC-6100). Las mediciones se realizaron a 213.9, 285.2 y
324.8 nm, empleando lamparas de catodo hueco especificas para Zn, Mg y Cu,
respectivamente; el tiempo de integracién fue de 5 s y el flujo de gas de 1.8 L min™?,
de acuerdo a metodologias previamente reportadas para el analisis de
metaloclorofilas y compuestos bioactivos relacionados (AOAC, 1999; Suzuki et al.,
2016). La calibracién se efectu6 mediante una curva externa multipunto (0.1-5.0 mg
L™) preparada a partir de soluciones estandar certificadas, y el control de calidad
incluyé blancos, muestras duplicadas y pruebas de recuperacion por adicién. (3)
Conversion a sales de clorofilinas. Durante esta etapa, el precipitado de Zn-Chl se
disolvio en etanol-NaOH a tres diferentes concentraciones (2.5, 5.0 y 10.0 %); el pH
se ajustd a 11 con NaOH 1 Ny lamezcla se incubé a 45 °C para eliminar los solventes,
obteniéndose de esta forma SZC en polvo. Las variables de respuesta en esta etapa
fueron color y solubilidad en agua de la SZC obtenida de cada tratamiento. Las
concentraciones empleadas en cada una de las tres etapas se definieron con base
en ensayos preliminares, los cuales fueron basados en estudios previos sobre
hidrélisis alcalina de ésteres (Theodorou et al., 2007), y su aplicacion en la
transformacién de ciertos pigmentos microalgales (Gomez-Luna, 2007), asi como en
protocolos de obtencién de otros tipos de metaloclorofilas (Li et al., 2016). Para
determinar el proceso 6ptimo de obtencion de SZC, se selecciono el mejor tratamiento
de cada una de las etapas antes mencionadas, lo que permiti6 establecer una
propuesta para la produccion de SZC, y cuya combinacion se empled para generar
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SZC a partir de la clorofila extraida de D. tertiolecta. A partir del proceso optimizado,
se prepard un lote de SZC utilizado para los andlisis posteriores. La eficiencia del
proceso se evalu6 mediante el calculo del rendimiento de SZC (mg/g de clorofila),
tomando como base el peso inicial de clorofila microalgal en peso seco (dw).

Caracterizacién por espectroscopia UV-Vis y FTIR

Se obtuvieron los espectros UV-Vis y FTIR de la SZC. Para el andlisis UV-Vis, se
empled una solucion acuosa de SZC (125 upg/mL) y se registraron lecturas de
absorbancia en el rango de 200-800 nm, con una resolucion de paso de 2 nm,
utilizando un espectrofotémetro Thermo Scientific Biomate 3S. Para el andlisis por
FTIR (400—-3900 cm™; resolucion 2 cm™) se obtuvieron espectros de transmitancia a
partir de 1 mg de SZC completamente seca, molida y tamizada, utilizando un
espectrometro Cary 660 FTIR/ATR con accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR), colocando la muestra pulverizada directamente sobre el cristal ATR (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Las muestras analizadas por ambos métodos,
incluyeron SZC, clorofila natural extraida de D. tertiolecta (material de partida) y
clorofilina de cobre y sodio (SCC) de Sigma-Aldrich, utilizada como estandar
comercial; estas dos ultimas, se incluyeron como controles de referencia, debido a
sus perfiles espectrales bien documentados, los cuales respaldan el analisis
cualitativo de la SZC al permitir la comparacion de sus bandas caracteristicas y
patrones de absorcion con datos reportados previamente. Cabe destacar que todas
las mediciones y analisis espectrales de la SZC se realizaron utilizando muestras
obtenidas bajo las condiciones experimentales descritas en este estudio, sin emplear
estdndares externos para calibracion. Todas las muestras fueron analizadas por
triplicado y escaneadas en un mismo dia, con el fin de evitar efectos asociados a la
deriva instrumental.

Propiedades fisicoquimicas

Dentro de las propiedades sensoriales y fisicoquimicas de la SZC obtenida, se
evaluaron color, textura, solubilidad en distintos solventes y estabilidad térmica. El
color y la textura de la SZC en estado sélido, se determinaron segln Singh et al.
(2020), asi como mediante unidades de absorbancia de una solucion de SZC (125
pg/mL) a la longitud de onda de maxima absorcién (405 nm) obtenida por analisis de
su espectro UV=Vis, utilizando como referencia la norma NMX-AA-017-SCFI-2021.
Para determinar la solubilidad de la SZC, se siguié la metodologia reportada por
Anchundia et al. (2016), para ello, se disolvieron 5 mg de SZC en 5 mL del solvente
a evaluar (acetona, cloroformo, etanol y agua), todas las muestras fueron
homogeneizadas usando un Varimix por 30 min, y centrifugadas a 25 °C/3500 x g/15
min. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante, y los pellets resultantes se
colocaron en una incubadora a 60 °C por 24 h. Para el analisis, se determiné el peso
de los sdlidos obtenidos tras el secado de los pellets de cada tratamiento y se calculo
el porcentaje de solubilidad. El andlisis de la estabilidad térmica de la SZC a altas
temperaturas, se evalu6 segun Ferruzzi y Schwartz (2005) empleando una solucion
acuosa de SZC a una concentracion de 125 upg/mL, la cual fue sometida a
temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 °C a diferentes tiempos (5, 15, 30, 45y
60 min). Finalmente, se midieron las absorbancias en cada tratamiento a 635 nmy se
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calculo el porcentaje de degradacion mediante la ecuacién reportada por Singh et al.
(2020).

Evaluacién de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante in vitro de la SZC se determiné mediante los ensayos
DPPH, ABTS y FRAP, siguiendo la metodologia propuesta por Martinez-Montafio et
al. (2022). En cada ensayo, se obtuvo una curva estandar de Trolox, los resultados
fueron calculados por regresion lineal y se expresaron como milimoles equivalentes
de Trolox por 100 g de SZC en base seca [mmol TE/100 g (dw)].

Analisis estadistico

Los datos de cada parametro evaluado se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA), y las medias se compararon mediante la prueba de Fisher (LSD, a = 0.05)
usando el programa STATGRAPHICS Centurion XVI (Statpoint, Inc., Warrenton,
Virginia). Previo al ANOVA, se verificaron los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianzas mediante inspeccion visual de los gréficos de residuos y
de la distribucién de varianzas proporcionados por el software, los cuales indicaron
residuos con distribuciéon normal y varianzas homogéneas entre grupos. Todos los
tratamientos y evaluaciones se realizaron por triplicado.

Resultados y Discusion

Obtencién de clorofilina de sodio y zinc (SZC)

Mediante la metodologia aqui descrita, se extrajeron 10.64 g (dw) de clorofila, a
partir de 56 g (dw) de biomasa completa de D. tertiolecta, lo que representa un
rendimiento del 19 %, el cual es ligeramente inferior al 25 % de rendimiento reportado
por Li et al. (2016) para la clorofila obtenida a partir de biomasa completa de
Scenedesmus sp; no obstante, ademas de las diferencias propias debidas a las
caracteristicas propias a la especie y condiciones de cultivo, es importante destacar
gue dichos autores emplearon cromatografia en columna para la extraccion, un
método que, aunque puede ser mas eficiente que la extraccibn con solventes
organicos, utilizada en el presente estudio, también es mas costoso, laborioso y
requiere mayor tiempo de ejecucion; ademas de que Scenedesmus sp. es una
microalga de agua dulce, por lo que su cultivo compite directamente por los recursos
hidricos destinados al consumo humano. En este sentido, el rendimiento obtenido en
este estudio sugiere que D. tertiolecta es una fuente de clorofila con alto potencial de
escalabilidad bajo un modelo de produccion sostenible basado en el empleo de agua
salina.

Con la finalidad de realizar un analisis comparativo entre el rendimiento de
extraccion de clorofila obtenido a partir del modelo microalgal empleado aqui (19%),
y el cultivo de espinaca, considerada la fuente vegetal tradicional de clorofila de mayor
impacto comercial, y mas comunmente empleado para satisfacer la demanda del
mercado; tomamos en cuenta lo reportado por Heras-Cervantes (2006), quien obtuvo
10 g (dw) de clorofila a partir de 52 g (dw) de hojas de espinaca, lo que equivale a un
rendimiento del 19.2 %, revelando que ambos modelos exhibieron rendimientos
similares. No obstante, debe tomarse en cuenta que el costo de produccién de 52 g
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de hojas deshidratadas de espinaca es considerablemente mas alto que el requerido
para producir la misma cantidad de biomasa de D. tertiolecta. Segun el reporte de la
CCB (2015), el numero de plantas necesarias para obtener dicha cantidad de
espinaca bajo condiciones de agricultura protegida, requiere aproximadamente 1 m2
de suelo cultivable y 180 L de agua dulce para riego, ademas de insumos adicionales
como fertilizantes, herbicidas y control de plagas. Asimismo, el cultivo de espinaca
puede bien ser considerado como un desafio porque, al igual que otros cultivos, su
crecimiento se ve afectado por numerosos factores dificiles de controlar, como las
inclemencias del tiempo, la susceptibilidad a plagas y enfermedades, asi como los
prolongados tiempos de produccion. Adicionalmente, como se indica en el mismo
reporte, la espinaca requiere cerca de 60 dias para alcanzar la madurez de cosecha
y es un cultivo estacional, disponible solo durante 6 meses al afio, con altas
exigencias en cuanto a clima y tipo de suelo. En contraparte, D. tertiolecta ha
emergido como una fuente eficiente y sustentable de clorofila y sus derivados, en este
caso metaclorofilinas como SZC, debido a sus caracteristicas de cultivo y a su
morfologia celular, que facilita la extraccion de compuestos bioactivos mediante
técnicas sencillas y de bajo costo.

Una vez obtenida la clorofila nativa de D. tertiolecta, se llevaron a cabo las pruebas
para su conversion al derivado hidrosoluble SZC. Este proceso de conversion se
dividié en tres etapas; primero, se realizé la hidrdlisis alcalina de la clorofila nativa con
el objetivo de eliminar el grupo fitol, que corresponde a la porcion hidrofobica de la
molécula, asi como reemplazar los radicales alquilo por iones sodio hidrofilicos,
obteniéndose asi el derivado clorofilina de sodio y magnesio, que es soluble en agua.
En este sentido, durante el desarrollo de esta etapa, se observd una correlacion
positiva, estadisticamente significativa (p < 0.05), entre la concentracién de etanol-
NaOH vy las variables de respuesta analizadas, solubilidad y absorbancia (Tabla 1).
La solubilidad aumenté progresivamente con el incremento en la concentracion de
etanol-NaOH, lo cual se reflejo en los valores de absorbancia. De este modo, la mayor
absorbancia (405 nm) se registré en el tratamiento con etanol-NaOH al 15 %, con un
valor de 2.845 AU, la cual fue la concentracion mas alta evaluada.

En la clorofilina de sodio y magnesio obtenida durante la primera etapa, la
presencia del atomo de Mg genera inestabilidad en la molécula; por ello, la segunda
etapa consistié en reemplazar el Mg con un ion metalico mas estable, en este caso
Zn, y convertir la clorofilina de sodio y magnesio en clorofilina de zinc, la cual es
nuevamente insoluble en agua debido a la eliminacion de los iones sodio presentes
en la molécula. Bajo las condiciones aqui utilizadas, se logré el desplazamiento del
Mg por el Zn dentro de la estructura molecular, observdndose una mayor
incorporacion del metal en el tratamiento con la concentracion mas alta de ZnSO,
evaluada (30 %), donde se detect6 un contenido total de Zn de 13,600 ppm en la
muestra analizada (Tabla 2). Asimismo, al comparar los demas elementos evaluados,
como Mg y Cu, tanto en los diferentes tratamientos como en los controles (Tabla 1),
fue posible calcular el porcentaje de desplazamiento, donde la SZC mostré un
desplazamiento de Mg del 96.25 %, valor superior al registrado en la clorofilina de
cobre y sodio (SCC), la cual present6 un 93.18 %.

La tercera y Ultima etapa del proceso, consistié en la reincorporacion de iones de
sodio para convertir la clorofilina de zinc obtenida en sales de clorofilina, con el fin de
obtener el producto final, SZC, mediante la adicién de NaOH. Durante esta etapa, se
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observé una mayor solubilidad (94.66 + 1.33 %) de la muestra obtenida a una
concentracion de etanol-NaOH del 5 %, lo que coincidié con el mejor resultado en
términos de color (1.004 + 0.016 AU). La Tabla 1 muestra los porcentajes de
solubilidad y los valores de color para cada tratamiento. El incremento en la
concentracion de etanol-NaOH no fue proporcional al aumento de la solubilidad y el
color; lo que podria deberse a que el uso excesivo de NaOH dificult6 el ajuste del pH
requerido para este tipo de reaccion, lo que produjo resultados desfavorables.

Con base en los mejores resultados obtenidos en cada una de las tres etapas, fue
posible establecer un proceso para la obtencion de SZC a partir de la clorofila nativa
extraida de D. tertiolecta, el cual consistié en: etapa 1, hidrdlisis alcalina de la clorofila
utilizando etanol-NaOH al 15 %; etapa 2, adicion del ion metélico Zn para reemplazar
el Mg utilizando ZnS0O4 al 30 %; y etapa 3, conversion a una sal de clorofilina, es decir,
el producto final SZC, utilizando etanol-NaOH al 5 %. El rendimiento obtenido bajo
este proceso fue de aproximadamente 0.565 g de SZC por cada 1 g de clorofila,
correspondiente a una eficiencia del 57 %, calculada con base en la masa total de
SZC obtenida, la cual resulta muy superior a la obtenida por Li et al. (2016), quienes
obtuvieron solo 39.6 % de SCC como derivado de clorofila obtenida de la microalga

de agua dulce Scenedesmus sp.

Tabla 1. Principales etapas del proceso de obtenciéon de SZC a partir de D. tertiolecta.

Etanol-NaOH (%)

% Solubilidad

AU (405 nm)

5.0 86.66 + 0.58° 0.612 + 0.022°
ETAPA 1 7.5 92.67 + 1.53° 1.630 £ 0.013°
Hidrdlisis alcalina de 10.0 92.00 + 1.00° 2.016 + 0.051¢
la clorofila 15.0 96.70 + 0.20° 2.245 + 0.033¢
C+ 96.66 + 0.58¢ 2.998 + 0.025°
C- 1.27 +£0.172 0.085 + 0.0122
ZnS0O4 (%) Contenido de elementos (ppm)?
Mg Zn Cu
ETAPA 2 10.0 130.0 6,000.0 73.0
Incorporacion del 20.0 150.0 6,700.0 36.0
ion metalico 30.0 82.4 13,600.0 19.0
C+ 150.0 16.0 35,500.0
C- 2,200.0 23.4 22.4
Etanol-NaOH (%) % Solubilidad AU (405 nm)
2.5 76.00 + 2.00° 0.675 +0.022°
ConvErTs'?g’nAssales 5.0 94.66 + 1.33¢ 1.004 +0.016°
de clorofilina 10.0 86.00 + 2.00° 0.930 +0.019°
C+ 95.33 +1.15¢ 2.722 +0.014¢
C- 2.00 + 0.002 0.100 + 1.6702

C+: Clorofilina de cobre y sodio (control positivo); C-: Clorofila de D. tertiolecta sin
procesamiento (utilizada como control negativo); *Unidades de absorcion; 2Valores obtenidos
mediante espectroscopia de absorcién atomica. Los valores en las etapas 1 y 3 representan
la media de tres réplicas + la desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna
para cada etapa, representan diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba de
Fisher (p < 0,05). Fuente: Elaboracidn propia a partir de resultados experimentales.
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Caracterizacion mediante espectroscopia UV-Vis y FTIR

Como se mencion6 anteriormente, la SCC es una de las metaloclorofilinas més
estudiadas y se utiliza como estandar de referencia para el andlisis de otras
metaloclorofilas debido a la similitud en su estructura molecular, difiriendo Unicamente
en el ion metalico central (Garcia-Rodriguez & Altamirano-Lozano, 2007; Banu &
Pavithra, 2017). Por esta razén, en la presente investigacion, la SCC adquirida de
Sigma—Aldrich se utilizé como estandar de referencia tanto en los ensayos UV-Vis
como en FTIR. En la Figura 1 se muestran los espectros UV-Vis (200 a 800 nm) de
la SZC obtenida y del control SCC, observdndose en ambos casos, longitudes de
onda de maxima absorciéon (Amax) dentro de los rangos tipicos reportados para
metaloclorofilas (250, 400-430 y 620-660 nm), con Amax a 250, 405 y 635 nm,
respectivamente. Estos valores son similares a los reportados por Ferruzzi &
Schwartz (2005), quienes obtuvieron valores de Amax a 250, 406 y 635 nm para la
SCC de Sigma—Aldrich. Estos resultados son también similares a los descritos por Li
et al. (2016) para SCC obtenida a partir de la microalga Scenedesmus sp., asi como
para un estandar SCC (GB26406-2011), donde se reportaron Amax a 418 y 642 nm.
Farag (2006), mediante estudios de absorcidn Optica en peliculas delgadas de SCC
preparadas por rocio pirolitico, observé Amax a 250, 430 y 650 nm. En este sentido,
la comparacion de los valores de Amax determinados en la SZC y en el control SCC,
confirma que la SZC obtenida aqui, presenta el patron de absorcion caracteristico de
las metaloclorofilas y sus compuestos constituyentes. Segun Farag (2006), la
absorcién a 250 nm esté asociada a la presencia del &tomo central en interaccién con
otras bandas propias de la SCC, lo cual explicaria su diferencia con los maximos de
absorcion reportados para clorofilas (400—-450 nm y 600-690 nm), especificamente
los observados en la clorofila nativa de D. tertiolecta, tal como se muestran en la
Figura 1.

- e e SCC SgmaAldrich

1.500 P \ Clorofia de D. tertiolecta
> \
250 nnv 1 635 nm
1.000 l
i \
- \
-

Absorbancia (AU)

Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectros UV-Vis (200-800 nm) de la SZC; SCC de Sigma-Aldrich (estandar
de referencia); y clorofila de D. tertiolecta sin procesar (control del proceso). Las
flechas indican la longitud de onda de los picos de maxima absorcion en el espectro.
Fuente: Elaboracion propia a partir de resultados experimentales.
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En cuanto a los valores de Amax de la SZC (0.328 AU a 250 nm, 1.503 AU a 405
nmy 0.452 AU a 635 nm) y los del control SCC (0.592 AU a 250 nm, 2.705 AU a 405
nm y 0.723 AU a 630 nm), se observd que la mayor absorcibn en ambas
metaloclorofilas se registr6 a 405 nm, lo cual coincide con lo reportado por Zhan et al.
(2014), quienes observaron la mayor absorcion de tres diferentes metaloclorofilas
generadas a partir de agujas de pino, SZC, SCC vy clorofilina de hierro y sodio (SIC)
a longitudes de onda de 415, 402 y 405 nm, respectivamente.

Los espectros IR de la SZC obtenida bajo las condiciones aqui descritas,
mostraron bandas tipicas de metaloclorofilas, las cuales fueron utilizadas para
identificar la presencia de los principales grupos funcionales de la molécula, mismos
que resultaron similares a los reportados por diversos autores para metaloclorofilas
provenientes de distintas fuentes (Tabla 2). Las bandas de mayor intensidad en los
espectros tanto de la SZC como del control SCC (Figura 2 a y b, respectivamente) se
observaron entre 1390 y 2919 cm™, intervalo que puede asociarse con la presencia
de anillos aroméaticos (C=C), aminas secundarias (C=N), grupos alifaticos e
interacciones aromaticas (CH). Ademas, se observo un ensanchamiento moderado
entre 1112 y 1440 cm™, que podria estar relacionado con la presencia de aminas
primarias (C—N) y enlaces simples entre los anillos de pirrol (C-C) (Suresh et al.,
2022).

Tabla 2. Bandas de absorcién en el espectro IR de la CSZ y su concordancia con
reportes previos de diferentes tipos de metaloclorofilas.

ErliEE EIEs Compuestos Relacionados BRI de Autores
SZC (cm™) Funcional p Referencia
3285 O-H Vibracion del agua 3362 Holt & Jacobs (1955)¢
3366 Farag (2006)?, Kumar et al. (2015)¢
3239 Suresh et al. (2022)2°
2919 C-H Grupos aromaticos 2920 Holt & Jacobs (1995)¢
2973 Kumar et al. (2015)¢
2851 C-H Grupos alifaticos 2852 Farag (2006)?
2856 Kumar et al. (2015)¢
1564 c=C Anillos aromaticos, Aminas 1610 Holt & Jacobs (1995)¢
C=N conjugadas 1592 Farag (2006)?
1602 Petrovic et al. (2006)>¢
1562 Suresh et al. (2022)2°
1440 -CH3 Grupo metilo 1454 Farag (2006)?
1457 Petrovic et al. (2006)>¢
1390 C-H Ensanchamientos de 1354 Farag (2006)?
grupos alifaticos (flexién) 1380 Petrovic et al. (2006)>¢
1391 Suresh et al. (2022)2°
1112 C-N Ensanchamientos de 1122 Petrovic et al. (2006)¢
C-0 aminas, Enlaces oxigeno 1086 Kumar et al. (2015)¢
1094 Suresh et al. (2022)2°
830 Zn+ lon metalico 888 Ahmad & Collins (1991)2
879 Farag (2006)?
809 Suresh et al. (2022)2°

aClorofilina de cobre y sodio; PClorofilina de cobre; ¢Clorofilina de zinc; 9Derivados de
clorofila sin i6bn metalico. Adaptada de los autores citados en la tabla.
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Finalmente, se observé una banda ancha en 3285 cm™, lo que sugiere la presencia
de grupos OH enlazados a otros atomos de hidrégeno, amplificando la sefial o la
extension de la vibracion y, por lo tanto, generando un ensanchamiento de la banda.
Sin embargo, la presencia de bandas con estas caracteristicas en los espectros FTIR
de pigmentos higroscépicos suele deberse a su interaccién con moléculas de agua
atmosférica, lo cual impide una correcta apreciacion de los grupos funcionales
presentes en el rango de 3200-3500 cm™ (Farag, 2006; Petrovic et al., 2006).

Con relacion a los resultados del presente estudio, los espectros FTIR de la SZC
mostraron bandas similares a las reportadas entre 1000 y 2000 cm™ para complejos
generados a partir de clorofila extraida de hojas de espinaca, especificamente
clorofilina de cobre y clorofilina de zinc; ambos compuestos presentaron maximos en
1118 y 1122 cm™, respectivamente, caracteristicos de enlaces oxigeno (CO).
Asimismo, las bandas observadas en 1380, 1457 y 1602 cm™ en ambos compuestos,
son tipicas de grupos alifaticos (CH), grupos metilo (—CH3), anillos arométicos (C=C)
y aminas conjugadas (C=N), respectivamente. No obstante, dichas metaloclorofilas
difieren en la existencia de dos bandas adicionales, correspondientes a grupos éster
(1288 y 1271 cm™), las cuales también se han observado en espectros FTIR de
clorofila, especificamente en 1285 cm™. Estas bandas se asocian a la formacién de
metaloclorofilas y se han atribuido a la sobresaturacién de iones metalicos durante el
proceso de produccion. A altas concentraciones, el metal puede unirse al anillo de
ciclopentanona, el cual se desprende durante la hidrélisis de la clorofila, originando
un complejo quelato ciclico (Petrovic et al., 2006). Cabe destacar que estas dos
bandas no se observaron en los espectros FTIR de la SZC obtenida en este estudio;
sin embargo, si estuvieron presentes en los espectros de la clorofila nativa de D.
tertiolecta (Figura 2c), asi como en los espectros FTIR de hojas de espinaca y en los
del control SCC empleado en esta investigacion, que también mostré una banda en
1285 cm™, atribuida a grupos éster (Kang et al., 2018). Por lo tanto, la concentracién
de Zn utilizada durante el proceso de produccion aqui descrito, no parece inducir la
formacion de compuestos secundarios, como quelatos de ciclopentanona. Ademas,
los espectros FTIR de la SZC coinciden con los reportados por Suresh et al. (2022),
quienes analizaron clorofilina de cobre y SCC, obtenidas a partir de hojas de Aloe
vera. Ambos espectros fueron similares entre si, y todas las bandas sefialadas por
los autores (809, 1094, 1391, 1562 y 3239 cm™) fueron también observadas en los
espectros de la SZC obtenida en el presente estudio.


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1800

=T

http://revistabiociencias.uan.edu.mx

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1800

ISSN 2007-3380

olece)

120.000

100.000

B0.000

60.000

40.000

Transmitancia (%)

20.000

0.000

120.000

100.000

80.000

60.000

20000

Transmitancia (%)

20.000

2.000

120.000

100.000

80.000

60.000

20000

Transmitancia (%)

20.000

0.000

\/
3285 \[\
| 1440
| ‘1390
‘2551 '\
2919 1564
ERRREB3SRREEBR3RE39REEE838RE3IREE8RE
SHAMARARARANARARAAROEEE 805" 8RAR

\
| \ A

\ " ‘/\J” 210
N Ay e

Figura 2. Espectro FTIR (400-3900 cm™). a, Clorofilina de sodio y zinc (SZC); b,
Clorofilina de cobre y sodio (SCC) de Sigma-Aldrich (estandar de referencia); c,
Clorofila de D. tertiolecta sin procesamiento (control del proceso). Fuente: Elaboracion

propia a partir de resultados experimentales.

Propiedades fisicoquimicas de la SZC

La SZC obtenida mediante el proceso desarrollado aqui, se presentd como un
polvo fino de color verde jaspe oscuro, tal como fue descrito por Li et al. (2016) y
Singh et al. (2020) para la SCC obtenida a partir de las microalgas Scenedesmus sp.
y Chlorella minutissima, respectivamente. En cuanto a su solubilidad en diferentes
tipos de disolventes (Tabla 3), se observé un incremento conforme aumento la
polaridad del solvente, registrandose la mayor solubilidad de la SZC en agua (91.33
+1.15 %), y la menor en cloroformo (2.667 + 1.15 %), confirmando la naturaleza polar
de las metaloclorofilas, en contraste con la clorofila nativa, que fue completamente
insoluble en agua. Estos hallazgos coinciden con lo reportado para la SCC obtenida
de C. minutissima, la cual fue totalmente soluble en agua, parcialmente soluble en
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etanol e insoluble en cloroformo (Singh et al., 2020). La antes mencionada similitud
estructural entre la SCC y la SZC podria explicar las coincidencias observadas en sus
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas. Esta comparabilidad respalda el uso de
normativas técnicas como la National Food Safety Standard for Food Additives (GB
2760-2014) descrita en el GAIN REPORT (2011), establecido por el Ministerio de
Salud de China, la cual regula la produccion y uso seguro de la SCC (E141), asi como
referencias para la evaluacion de la SZC. Actualmente, la SCC esta aprobada como
colorante o aditivo alimentario bajo la Directiva Europea 94/36/EC, el Reglamento
Sanitario de los Alimentos de Chile (Decreto 977/96) y la Comision del Codex
Alimentarius (2024), a través del CODEX STAN 192-1995. En este contexto, y con
base en la comparacién con los requisitos técnicos establecidos por los organismos
regulatorios mencionados para la clorofilina de cobre y sodio (SCC, E141), la SZC
producida en este estudio cumple con varios de los criterios fisicogquimicos
especificados para este tipo de aditivo alimentario; entre los que se incluyen la
completa solubilidad en agua, la insolubilidad en cloroformo, el pH alcalino (9.5-11 en
solucion acuosa al 1 %), el color verde jaspe intenso, y la soluciéon acuosa clara sin
sedimentacion. Estas caracteristicas, comunmente asociadas con las metaloclorofilas
hidrosolubles, respaldan la comparabilidad técnica de la SZC con la SCC y su
potencial uso en aplicaciones alimentarias como colorante natural o compuesto
bioactivo, reconociendo que, hasta hoy, ain no se han establecido definiciones
regulatorias especificas para la SZC.

Table 3. Solubilidad de la SZC en diferentes tipos de solventes.
Table 3. Solubility of SZC in different types of solvents.

Tipo de Solvente % Solubilidad SZC % Solubilidad C+

Cloroformo 2.66 +1.152 1.26 £ 0.682
Acetona 24.00 £ 2.00° 19.00 + 1.85°P
Etanol 27.33 % 1.15¢ 25.31 + 1.55¢
Agua 91.33+1.15¢ 93.33+ 1.07¢
gr']c’;gfﬂ;microa'ga' 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°

C+: Clorofilina de cobre y sodio (control positivo); 1Clorofila de D. tertiolecta sin
procesamiento (control negativo); los valores representan el promedio de tres réplicas + la
desviacién estandar. Letras diferentes en la misma columna representan diferencias
estadisticamente significativas, segun la prueba de Fisher (p < 0,05). Fuente: Elaboracion
propia a partir de resultados experimentales.

Estabilidad térmica a altas temperaturas

La evaluacién del comportamiento de la SZC bajo fluctuaciones de alta
temperatura, es de gran importancia al considerar su posible uso en la formulacion de
productos industrializados. La estabilidad térmica que presente, servira como guia
para determinar los tipos de productos en los que puede ser incorporada (Ferruzzi &
Schwartz, 2005; Mohd-Amin et al., 2023). En este contexto, la SZC obtenida en el
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olece)

presente estudio, fue sometida a temperaturas elevadas, observandose que la
degradaciéon aumento al prolongar el tiempo de exposicibn a una temperatura
determinada. Sin embargo, la degradacion de la SZC entre distintas temperaturas no
siempre mostr6 diferencias significativas cuando fue evaluada en los mismos
intervalos de tiempo (Tabla 4). Este comportamiento fue también observado en el
control SCC empleado en este estudio y coincide con los resultados reportados por
Ferruzzi & Schwartz (2005) para el mismo compuesto (SCC) en solucién acuosa, a la
misma concentracion utilizada en nuestros ensayos.

Tabla 4. Porcentaje de degradacion de la SZC bajo diferentes condiciones de
temperaturay tiempo.

Degradacion de la SZC (%)

T (°C)
5 min 15 min 30 min 45 min 60 min
40 12.97 £0.74*  15.07+£0.88° 20.59+ 0.94°" 20.82 +0.74"  22.84 + 0.61*
50 19.11+0.23°  19.65+0.13%  19.96 +0.35% 21.13+0.35%"  23.69 + 0.48™
60 20.04 +0.84%"  20.43 +£0.13%9  21.28 + 0.97" 21.52+0.13  23.85+0.35™
70 20.59 + 0.58" 22.54+0.56  23.54 +0.46Y™  24.63 +0.81™  26.88 +0.264
80 22.68 +£0.13 22.99+0.53%  24.24+0.23™° 2579 +0.13° 26.96 + 0.71¢
90 29.21+0.48" 29.370+0.003" 29.91+0.0.35" 31.70 +0.40° 34.49 + 0.40"
100 33.72+0.26' 38.228+0.004" 42.73+0.13" 48.79 + 0.35" 52.13 + 0.35*

Los valores representan el promedio de tres réplicas * la desviacion estandar. Letras
diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos,
segun la prueba de Fisher (p < 0,05). Fuente: Elaboracién propia a partir de resultados
experimentales.

La SZC mostré estabilidad a temperaturas de 40, 50 y 60 °C, con valores de
degradacion que oscilaron entre 12 % y 21 % durante los primeros 30 min de
exposicion. Este comportamiento es sumamente favorable, ya que los procesos de
pasteurizacién térmica destacan entre los métodos de conservacion y seguridad
alimentaria que cumplen con las normativas sanitarias a nivel mundial. Ademés de
ser eficientes, estos procesos han demostrado mantener intactas las propiedades de
los alimentos, a diferencia de otras técnicas no térmicas, como el procesamiento por
alta presion (HPP), el cual emplea niveles elevados de presion en frio (Bogahawatha
et al., 2018). En este sentido, los métodos de pasteurizacion térmica utilizados en
productos alimentarios como jugos, cerveza, leche y otras bebidas, suelen implicar
temperaturas entre 60 y 70 °C durante periodos cortos, generalmente de 5 a 10 min.
Algunas técnicas incluso requieren solo segundos de exposiciobn, como la
pasteurizacion de alta temperatura y corto tiempo (HTST), que utiliza temperaturas
de 70 £ 5 °C (Donalisio et al., 2018). En el presente estudio, después de 5 min de
exposicion, la degradacion de la SZC fue de 20.59 +0.58 % a 70 °C y de 22.68 + 0.13
% a 80 °C, manteniéndose practicamente constante hasta los 15 min, lo que indica
una estabilidad cercana al 80 % bajo condiciones tipicas de procesamiento industrial.
Este resultado sugiere su potencial uso en la formulacién de bebidas, suplementos
alimenticios y otros productos que implican tratamientos térmicos moderados. La
degradaciéon maxima de la SZC (52.13 + 0.35 %) se observo a 100 °C después de 60
min de exposicidn, cuyo valor es inferior al reportado por Ferruzzi & Schwartz (2005),
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guienes alcanzaron un porcentaje similar de degradacion a 90 °C con solo 20 min de
exposicion, utilizando SCC de grado comercial.

Capacidad antioxidante (AOXC) de la SZC

Para evaluar la capacidad antioxidante (AOXC), es necesario considerar los
diferentes mecanismos de accion antioxidante y las respectivas metodologias
empleadas para medir cada uno de ellos; por esta razon, la determinacion de la AOXC
mediante un Unico método no es suficiente. En este estudio, la AOXC de la SZC fue
evaluada utilizando tres métodos distintos, y los resultados fueron expresados como
Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC). Los resultados obtenidos de
la SZC producida aqui, fueron valores de 17.72 + 0.32 mmol TEAC/100 g (dw)
mediante DPPH; 38.01 + 1.83 mmol TEAC/100 g (dw) mediante FRAP; y 44.40 + 1.19
mmol TEAC/100 g (dw) mediante ABTS. Como se aprecia, el resultado mas alto se
obtuvo a través del ensayo de ABTS, lo que sugiere que este método presenta la
mayor afinidad hacia esta molécula; ademas, indica que la SZC posee una fuerte
capacidad para oxidar el radical catidnico croméforo ABTSe+ [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)], que es soluble tanto en medios polares como no
polares, y no se ve afectado por la fuerza ionica, permitiendo asi la evaluacién de
antioxidantes tanto hidrofilicos como lipofilicos. Por esta razén, el valor obtenido
mediante ABTS [(44.402 + 1.198 mmol TEAC/100 g (dw)] puede considerarse
practicamente como la AOXC total de la SZC (Pérez-Galvez et al., 2020). Derivado
de lo anterior, podemos afirmar que la SZC exhibe una alta capacidad antioxidante,
dado que este valor es comparable con los reportados para vegetales como
alcachofa, frijoles (rojo y pinto) y soya, asi como para frutas como zarzamoras y
arandanos; todos estos, considerados buenos referentes en términos de su AOXC y
localizados en el primer nivel [> 9 mmol TEAC/100 g (dw)] de la clasificacion
propuesta por Pennington y Fisher (2009), quienes sugirieron una clasificacion de 6
niveles para frutas y vegetales con base en su capacidad antioxidante total.

De acuerdo con los valores de AOXC obtenidos por el método de FRAP, Carlsen
et al. (2010) propusieron una clasificacion compuesta por 24 niveles, divididos en tres
categorias segun su origen: vegetal, animal, o mixto; donde, con base en el valor de
FRAP reportado para la SZC en este estudio [38.008 mmol TEAC/100 g (dw)], esta
molécula se ubica en la primera categoria, correspondiente a alimentos de origen
vegetal. Es importante resaltar que esta categoria contiene el grupo con mayor aporte
de antioxidantes, y la SZC se ubica en el mismo nivel de las especias y hierbas, que
incluye alimentos con una AOXC promedio de 29.02 mmol TEAC/100 g (dw). El valor
de AOXC obtenido en la SZC, supera a los reportados para diversas variedades de
laurel, canela, nuez moscada, jengibre, eneldo, albahaca, y azafran, con valores
promedio de AOXC de 27.8, 26.5, 26.4, 20.3, 20.2, 19.9 and 17.5 mmol TEAC/100 g
(dw), respectivamente. Cabe destacar que Carlsen et al. (2010), analizaron un total
de 3139 alimentos, y el valor de AOXC de la SZC obtenida en este estudio, fue
superior al de aproximadamente 2524 de ellos, lo que representa casi el 80 % de
todos los alimentos evaluados. Incluso supero los valores reportados para alimentos
y bebidas consideradas importantes fuentes de antioxidantes, tales como el té negro
[1.0 mmol TEAC/100 g (dw)], el café negro [2.5 mmol TEAC/100 g (dw)], las semillas
de girasol [6.4 mmol TEAC/100 g (dw)], el jugo de granada [2.1 mmol TEAC/100 g
(dw)], y las hojas de Moringa stenopetala [11.9 mmol TEAC/100 g (dw)].


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1800

http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1800 @6@@

En un estudio realizado por Ferruzzi et al. (2002), se obtuvieron tanto derivados de
clorofila carentes de iones metalicos como metaloclorofilas con diferentes iones, y se
evalud su capacidad antioxidante mediante los ensayos DPPH y ABTS. Los valores
de AOXC para los derivados de clorofila sin iones metélicos fueron inferiores a los de
la clorofila nativa a partir de la cual fueron originados; mientras que las distintas
metaloclorofilas evaluadas, mostraron los valores mas altos de AOXC entre todas las
moléculas analizadas, incluidas las propias clorofilas nativas. Esto sugiere
fuertemente que la presencia y el tipo de ion metalico en la molécula, ya sea el Mg
presente en la clorofila nativa, o los metales incorporados durante la formacion de las
metaloclorofilas, desempefian un papel importante en su AOXC. Aunado a lo anterior,
diversos estudios han sefialado que la AOXC varia entre distintos tipos de
metaloclorofilas (Zhan et al., 2014; Mohd-Amin et al., 2023); asimismo, se ha
destacado que, en tecnologias emergentes para el procesamiento industrial de frutas,
vegetales y alimentos ricos en clorofilas, se incluyen etapas que contemplan la
incorporacién de iones metdlicos especificos como estrategia para preservar el color
y las propiedades bioldgicas (Kang et al., 2018; Mohd-Amin et al., 2023).

En conjunto, la alta capacidad antioxidante observada en la SZC producida bajo la
metodologia descrita aqui, junto con sus favorables caracteristicas fisicoquimicas y
estabilidad térmica, respaldan su potencial como un aditivo alimentario, alineado con
la demanda actual de compuestos naturales con beneficios adicionales para la salud.
No obstante, para fundamentar plenamente este potencial, se requieren mas
investigaciones, particularmente estudios que aborden su bioaccesibilidad, perfil de
seguridad y comportamiento en matrices alimentarias reales. Dichas evaluaciones
proporcionarian una base mas soélida para considerar a la SZC como un ingrediente
funcional viable, incrementando su posible aceptacién en aplicaciones tanto
industriales como nutracéuticas.

Conclusiones

En el presente estudio, se desarrollé un proceso eficiente para la obtenciéon de SZC
a partir de la clorofila extraida de la microalga marina Dunaliella tertiolecta, con
rendimientos de hasta el 52 %. Mediante andlisis de espectroscopia UV-Vis y FTIR,
se validé la conformacion quimica de la SZC, y sus propiedades fisicoquimicas
coincidieron con las reportadas para metaloclorofilas provenientes de otras fuentes,
cumpliendo con los criterios establecidos por la Norma Nacional de Seguridad
Alimentaria para Aditivos Alimenticios (GB 2760-2014), especificamente los
aplicables a la SCC empleada como referente en el presente estudio. La estabilidad
térmica de la SZC a las temperaturas tradicionalmente aplicadas en el procesamiento
de alimentos también fue demostrada, reforzando su viabilidad para aplicaciones
industriales. Finalmente, la AOXC de la SZC obtenida aqui, superé la de numerosas
frutas y vegetales reconocidos como excelentes fuentes de antioxidantes, lo que
sugiere su potencial uso como ingrediente alimentario funcional. Con base en los
resultados aqui descritos, la SZC obtenida a través del proceso descrito aqui, se
perfila como una metaloclorofila capaz de contribuir eficazmente al abastecimiento de
la demanda global de ingredientes alimentarios funcionales, ofreciendo una
alternativa mas sustentable y rentable en comparacion con aquellas que actualmente
se derivan de vegetales verdes.
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