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Evaluacion oxidativa, microbioldgica, sensorial y perfil de acidos grasos de un
yogur con acido docosahexaenoico (DHA) extraido de aceite de microalgas

Oxidative, sensory and fatty acid profile evaluation of a yogurt with
docosahexaenoic acid (DHA) extracted from microalgae oil

RESUMEN

Las necesidades de dcido docosahexaenoico (DHA), se
incrementan en la mujer gestante para el desarrollo visual
y neuroldgico del feto y el lactante. En este trabajo, se
desarrollé y se evalué un yogur adicionado con aceite de
microalgas, que contribuyera a la recomendacion dietaria
de DHA en mujeres gestantes y lactantes. Se disefiaron tres
formulaciones de yogur con 0,075; 0,125y 0,175% de aceite
de microalga y se compararon con una muestra control. Se
evaluaron propiedades fisicoquimicas, sensoriales, micro-
bioldgicas, perfil de dcidos grasos, potencial antioxidante
(ABTS, fenoles totales) y peroxidacion lipidica (sustancias
reactivas al dcido tiobarbittirico [TBARS]). Los yogures adi-
cionados con el aceite de microalga cubrieron en 30, 45y
63% las recomendaciones de DHA para mujeres gestantes
y lactantes por porcién (200 mL). Se observo estabilidad
del dcido graso, excepto en la muestra de mayor adicién
del aceite. La muestra con adicion de 0,125 % de aceite de
microalga fue la de mejor calificacion por el panel sensorial.
Todas las muestras cumplieron con el estdndar microbio-
Iégico y fisicoquimico para un yogur entero adicionado
con dulce. Se observé potencial antioxidante promisorio
en el yogur, capaz de proteger el DHA. Se concluye que
las bebidas lacteas como el yogur son matrices adecuadas
para la adicion de aceite de microalga con la finalidad de
aumentar el DHA en la dieta, especialmente en etapas en
que las necesidades de este componente son mds altas,
como en periodo de gestacion y lactancia.

Palabras clave: Acido docosahexaenoico; Acidos grasos n-3;
Crypthecodinium cohnii; Gestacion; Requerimientos; Yogur.

ABSTRACT
The needs for docosahexaenoic acid (DHA) are increased
during pregnancy for the visual and neurological development
of the fetus and the breastfed infant. In this study, a yogurt
with microalgae oil added to contribute to the dietary recom-
mendation of DHA in pregnant and breastfeeding women
was developed and evaluated. Three yogurt formulations
were designed with 0.075; 0.125 and 0.175 microalgae
oil percentage and compared with a control sample. Fatty
acid profile, antioxidant potential (ABTS, total phenols),
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lipid peroxidation (thiobarbitrical acid reactive substances
[TBARS]), physicochemical, sensory, and microbiological
properties were evaluated. Yogurts with microalgae oil added
covered 30, 45 and 63% of DHA recommendations for
pregnant and breastfeeding women per portion (200 mL).
Fat acid stability was observed, except in the one with the
greatest oil addition. The sample with 0.125% of microal-
gae oil added was rated the highest by the sensory panel.
All samples met the microbiological and physicochemical
standard for a whole yogurt added with sugar. Promising
antioxidant potential capable of protecting DHA was ob-
served in the yogurt. We conclude that dairy drinks such
as yogurt are suitable matrices for adding microalgae oil
in order to increase DHA in the diet, especially in stages
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where the needs of this component are higher as is the case
during pregnancy and lactation periods.

Keywords: Crypthecodinium cohnii; Docosahexaenoic
Acid; Gestation; Nutritional Requirements; n-3 Fatty Acids,
Yoghurt stability.

INTRODUCCION

Segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
durante la gestacion y la lactancia se aumentan el riesgo de
carencia de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(AGPI-CL)', debido a que las reservas de los tejidos maternos
suelen disminuir al utilizarse para el desarrollo del feto*>.
A los 4cidos grasos que se les ha prestado mds atencién
durante esta etapa son el acido docosahexaenoico (DHA,
C22:6n-3) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3),
los cuales son derivados del metabolismo del 4cido alfa-
linolénico (n-3), pues demuestran tener importantes efectos
beneficiosos especialmente en el dmbito clinico, y con
particular relevancia en el desarrollo y envejecimiento®.
El DHA esta involucrado en la fluidez de membrana, la
formacion de segundos mensajeros y la mejor produccién de
mediadores antiinflamatorios, a través de la modulacién de
la serializacion®®7, dentro de estos mediadores se encuentra
la regulacion de los receptores activados por proliferadores
peroxisomales (PPAR)?. Para cubrir las necesidades de los
AGPI-CL, se recomienda el consumo de alimentos marinos,
suplementos de aceites de pescado y de algas o leches
maternizadas’; no obstante, el consumo de alimentos de
mar estd desfavorecido por el riesgo de contaminacién con
compuestos mercuriales que pueden atravesar la placenta'.

Los AGPI-CL son componentes importantes de la
estructura de membranas, tienen un papel clave en su
fluidez y en la homeostasis del calcio celular'. El DHA
es abundante en las membranas de los fotorreceptores
retinales y en el tejido neural, especialmente en la materia
gris del cerebro, que comprende del 30 al 50% de los
lipidos de este tejido'>'*'* Es importante en el embarazo
debido a que la tasa de desarrollo de retina y cerebro se
acelera en el tercer trimestre de gestacion y posteriormente
durante la etapa de lactancia, debido a que continta el
desarrollo cerebral del infante y la acumulacién de DHA,
por lo menos durante los dos primeros afios de vida' Para
ambos momentos, la mujer es quien va a proporcionar
el DHA, ya sea por medio de la placenta, como ocurre
en el periodo de gestacién, o como componente natural
de la leche materna durante el periodo de lactancia'®. La
OMS establece que se transfiere al feto una media de
14 mg/dia de DHA durante las 40 semanas de gestacion,
siendo las 12 Gltimas semanas las de mayor transferencia,
por el desarrollo acelerado del cerebro del feto"”. De esta
forma, si la madre recibe una alimentacién con un aporte
adecuado de AGPI, podrd aportar al feto (a través de los
transportadores placentarios) y al recién nacido (a través de
la leche) los requerimientos de AGPI-CL necesarios para
el desarrollo normal del sistema nervioso y visual'®. Bajo
este panorama, es esencial la ingesta de DHA en mujeres

gestantes y lactantes, ya sea de manera natural (consumo
de alimentos) o por suplementacién. En la actualidad, las
recomendaciones de la ingesta para mujeres gestantes y
lactantes de EPA+DHA es de 288-313 mg/dia, segin la
FDA (Food and Drug Administration, USA) y la OMS, de
los cuales 200 mg/dia corresponden a DHAY.

Por lo anterior, reconociendo las necesidades de
las mujeres gestantes y lactantes y de la importancia de
estos AGPI-CL en el desarrollo del feto, se han tratado de
originar nuevas fuentes de DHA que sean seguras®. Esta
exploracion de fuentes alternativas de AGPI-CL ha logrado
que se extraigan aceites de especies de microalgas, las cuales
tienen el potencial de acumular lipidos en altas cantidades
y tienen elevados contenidos de AGPI-CL, especificamente
de DHA (40 y 50% del aceite extraido)*.

Se ha analizado el aceite extraido de microalgas respecto
a su biodisponibilidad, toxicidad subcrénica, presencia de
metales pesados y potencial mutagénico, declarandolo,
hasta el momento, segin la FDA, como un aceite seguro
y biodisponible (que el cuerpo humano puede absorber y
utilizar), para ser adicionado a otros alimentos?'. Sumado a
lo anterior, su produccién se basa en cultivos sostenibles,
respecto a lo ambiental, lo que no sucede con la extraccién
de aceites de pescados u otras fuentes de acidos grasos
n-322. Adicionalmente, el aceite resultante queda con
excelentes caracteristicas organolépticas, por su bajo olor
y sabor residual®.

Para una adecuada absorcién de estos acidos grasos,
se requiere de matrices alimentarias con contenido lipidico
que vehiculicen adecuadamente los AGPI**. Los lacteos, en
este sentido, se han convertido en alimentos cominmente
utilizados, que aseguran que los lipidos adicionados
conserven su isomeria, debido a que no estan sometidos a
altas temperaturas. El objetivo de este trabajo fue desarrollar
y evaluar tres formulaciones de un yogur suplementado
con diferentes cantidades de DHA por incorporacién de
aceite de microalgas.

MATERIALES Y METODOS
El disefio es experimental y comparativo, se evalué
la adicién de distintas cantidades de aceite de microalga
(Crypthecodinium cohnii) en un producto lacteo fermentado
tipo yogur.

Formulacién del producto

Preparacion del yogur: |a leche entera de vaca fresca
se calenté a 45 °C a 1500 psi para su homogenizacién. Se
pasterizé a 85 °C por 15 minutos, cuando estuvo en 41,5 °C
se inoculé con una mezcla de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, incubando hasta un pH=0,55.
Posteriormente, se adiciond 15% de la mezcla de pulpa de
tomate de arbol (Solanum betaceum) con azdcar refinada
en una proporcién 1:1 (pulpa: azicar), que previamente se
pasterizé a 85 °C por 15 minutos. Una vez preparado el
yogur, se adicioné el aceite de microalga conformando cuatro
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grupos experimentales, asi: MO o grupo control (sin aceite
de microalga), M1, M2 y M3, con 0,075; 0,125 y 0,175%,
de aceite de microalga respectivamente. Esto proporciona
60, 100 y 140 mg de DHA por 200 mL; y cubre el 30, 50
y 70% de la recomendacién de DHA respectivamente para
mujer gestante y lactante. Se realizaron dos lotes de cada
muestra en tiempos diferentes. Cada lote fue almacenado
a 4 °C para los analisis correspondientes.

Aceite de microalga

El aceite comercial utilizado fue extraido de microalgas
de la especie Crypthecodinium cohnii (DHASCO®,
Martek Biosciences Corporation, Columbia, MD, USA).
La composicién de 4cidos grasos del aceite se presenta
en la tabla 1, en la que se observa una proporcién de
DHA superior al 40% y del 2,5% para EPA%. El aceite
fue estabilizado con a-tocoferol (0,025%) y palmitato de
ascorbilo (0,025%).

Cuantificaciéon de acidos grasos
Para la extraccién de la grasa en yogur, se sigui6 el
método de Roese-Gottlieb*; se pesaron 10 g de muestra en
un tubo de vidrio, 100 mg de butilhidroxitolueno (BHT) y se
agreg6 2 mL del estandar interno gliceril triundecanoato (5
mg/mL). Luego se adicion6 1,25 mL de amoniaco al 25%,
se agité por 1 min, se adicioné 10 mL de etanol y se agit6

de nuevo por 1 min para la separacién y precipitacion de
la proteina. Para la extraccién de la grasa, se adicioné 15
mL de dietil éter, se agit6 por 1 minuto, y luego, 15 mL
de éter de petréleo y se agit6 de nuevo por 1 minuto, se
permitié la separacion de las fases. La fase etérea se trasvasé
a un Erlenmeyer de 50 mL, se repiti6 la extraccién para
la fase restante, pero esta vez con una adicién de 5 mL.
Posteriormente, se evaporé la mezcla de éteres y se pesé
el residuo graso. Para la conversién del extracto lipidico a
ésteres metilicos, se siguié el método AOAC 969.33%; al
extracto seco se le adicioné 5 mL de NaOH/MeOH 0,5 N
y se dejé en reflujo hasta la desaparicién de los glébulos de
grasa, luego se adicion6 5 mL de BF,/MeOH al 12% y se
dejé en reflujo por 2 min mas y, por tltimo, se adicioné 4
mL de hexano en reflujo por 1 min mas. Se retir6 del calor
y se adicioné 15 mL de una solucién saturada de NaCl, se
tomé la capa superior (fase organica) y se llevé a un tubo
con sulfato de sodio anhidro. Para la determinacién de los
acidos grasos, se us6 un cromatégrafo de gases Agilent®
7890B con detector FID, automuestreador 7963A, inyeccion
split 100:1, columna capilar de silica altamente polar TRCN-
100 (60 m x 0,25 mm d.i. x 0,20 pm) marca Teknokroma,
Barcelona - Espafa. El volumen de inyeccién fue de 1 pL
y el programa de temperatura del horno fue inicialmente a
100 °C, con incrementos de 8 °C/min hasta 145 °C por 5
min y luego a un incremento de 2 °C/min hasta 220 °C por

Tabla 1. Composicion lipidica del aceite DHASCO®, usado en la formulacién de los yogures.

Acido graso Nombre comiin

Nivel de acidos grasos
(% del total de acidos grasos)
Aceite DHASCO®

C10:0 Acido céprico 0,6
C12:0 Acido laurico 4,5
C14:0 Acido miristico 15,4
C14:1 n-5 Acido miristoleico 0,2
C16:0 Acido palmitico 11,6
C16:1 n-7 Acido palmitoleico 2,3
C18:0 Acido estedrico 0,3
C18:1 n9 Acido oleico 11,3
C18:2 n-6 Acido linoleico (LA) 0,8
C18:3 n3 Acido linolenico (LNA) 0,2
C20:0 Acido araquidico 0,1
C20:1n9 Acido eicosenoico 0,1
C22:0 Acido behenico 0,1
C22:6 n-3 Acido docosahexaenoico (DHA) 51,7

Fuente: Arterburn (25).
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1 min. Gas helio se us6 como gas de arrastre y las sefiales
se recogieron y procesaron mediante el software OpenLab
CDS ChemStation. La identificacién de los acidos grasos
se hizo por comparacién con los tiempos de retencién en
una mezcla de solucién estandar y la cuantificacién fue
realizada de acuerdo con el método oficial AOAC 996.06%.
Los resultados fueron expresados en g de acido graso por
100 g de yogur.

Analisis microbiolégicos

Las pruebas microbiolégicas se realizaron en los dias
2 y 15 de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C; fueron
determinados los marcadores de contaminacién microbiolégica:
coliformes totales y fecales (FDA-BAM/NMP)?, hongos y
levaduras con recuento en placa (ISO 6611)*°. Se siguieron
las caracteristicas microbiolégicas para yogur descritas
seglin normatividad®.

Analisis sensorial

Posterior a la conformidad de los anlisis microbiolégicos,
las muestras se llevaron al Laboratorio de Andlisis Sensorial.
Dieciocho jueces entrenados realizaron pruebas de ordenacién
en calidad general para las muestras de acuerdo con la
metodologia sefialada por las Normas Técnicas®?. Se realizd
prueba multidimensional®*3* para la muestra de mejor calidad
sensorial, en esta se identifico y seleccioné el conjunto de
descriptores relevantes, valorando las intensidades con jueces
entrenados en una escala de calificacién de 0 a 5 para todos
los descriptores. Excepto para la calidad general, en esta
se utilizé una escala de 1 a 3, donde 3 es alto y 1 es bajo.

Andlisis fisicoquimico
Se determiné la acidez por titulacién con NaOH 0,1N,
utilizando como indicador fenolftaleina (AOAC 942,15)*
Se midi6 humedad en deshidratador hasta peso constante
(GTC 1,14) y materia grasa segtn lo descrito en el analisis de
acidos grasos y proteinas por el método de micro Kjeldhal
(AOAC 954,01)%.

Determinacion de fenoles totales

Se realizé utilizando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu modificado por Sénchez et al*”. En un tubo de
reaccion se adicioné 50 pL de yogur, 425 pL de agua destilada
y 125 pL del reactivo Folin-Ciocalteu. Se agit6 y luego se
dejé en reposo por 6 minutos. Posteriormente, se adicion6
400 pL de Na,CO, al 7,1%. Después de 1 h en la oscuridad,
se ley6 la absorbancia a 760 nm. Se construyé una curva
patrén usando como estandar acido gélico. Los andlisis se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
mg de acido gélico/L de muestra. Se realizé triplicado por
medicién cada 6 dias y se promediaron los tres resultados
disponibles.

Método del radical catiénico ABTS**
Se determiné la capacidad para atrapar radicales
libres empleando el método del radical catiénico ABTS

[2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
sal diamonio. Se mezclaron en tubos de ensayo 10 pL
de muestra y 990 pL de solucién de ABTS, por separado
se prepard una referencia y un blanco, en el caso de la
referencia se utilizaron 10 pL de agua destilada mas 990 pL
de ABTS. La absorbancia fue registrada a 734 nm después
de 30 min de reaccién a temperatura ambiente. El calculo
de la actividad antioxidante se realiz6 empleando una
curva de calibracién y usando Trolox como antioxidante
de referencia (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos), los
resultados fueron reportados como TEAC: Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (umol de Trolox/L de muestra). Se
realizé triplicado por medicién cada 6 dias y se promediaron
los tres resultados disponibles®”.

Estabilidad oxidativa
Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

Se realizé segtin la metodologia descrita por Sanchez et
al’®. Los reactivos de TBA (acido 2-tiobarbitirico 0,67%), TCA
(acido tricloroacético 15%) y la muestra fueron mezclados,
agitados y llevados a un bafio de agua a 90 °C. Luego
de enfriarla, se adicioné 600 pL de butanol. El complejo
fluorescente formado fue leido en un espectrofluorimetro
(Perkin Elmer LS55, Boston, MA, Estados Unidos) a una
A de excitacién de 500 nm y A de emisién 550 nm. Los
resultados fueron expresados como equivalentes de
malondialdehido (MDA) (nmol/g de muestra). Se realizé
triplicado por medicién cada 6 dias y se promediaron los
tres resultados disponibles.

Aspectos éticos
Las muestras de yogur antes de ser evaluadas por
los panelistas entrenados cumplieron con los analisis
microbiolégicos. Constituyéndose en una investigacion
de bajo riesgo. Los jueces entrenados reciben bonificacién
con los estudios técnicos realizados en el Laboratorio de
analisis sensorial de alimentos.

Analisis estadistico

Se efectud analisis estadistico a partir de medidas
descriptivas como la media, mediana, frecuencias y
desviacién estandar. Los valores para el perfil de acidos
grasos, microbiolégico y de propiedades fisicoquimicas
estan expresados en el promedio de los dos lotes de yogur
realizados. Se aplicé el Test de Shapiro-Wilk para analisis
de exploracién en la prueba sensorial y para anélisis
antioxidante. En el andlisis sensorial se aplicé la prueba
de Friedman, para determinar significancia. Se realizé
un ANOVA de medidas repetidas o Wilcoxon segtn los
supuestos de normalidad, para el andlisis de antioxidantes y
peroxidacién; cuando estas diferencias fueron significativas,
se ejecutd prueba post hoc de ajuste de Bonferroni para
las comparaciones mdltiples. Para el procesamiento de
datos en el andlisis fisicoquimico, microbiolégico y perfil
de 4cidos grasos, se utilizé la aplicacién Microsoft Excel.
Para el andlisis estadistico del potencial antioxidante y del
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analisis sensorial se emple6 el paquete estadistico de SPSS
version 19. El nivel de significancia fue de 0,05.

RESULTADOS

Andlisis fisicoquimico: en la tabla 2 se presentan los
resultados de los anlisis fisicoquimicos de las muestras de
yogur. Todas las formulaciones cumplen con las caracteristicas
de yogur entero con dulce, el cual plantea un minimo de
materia grasa de 2,5%'. En las muestras M1, M2 y M3,
se observan valores mas altos de grasa por la adicién del
aceite de microalga. El contenido de proteina no presenta
diferencias significativas entre las muestras. Los sélidos
totales muestran tendencia al aumento por la incorporacién
del aceite, pero sin presentar diferencias significativas.

Analisis microbioldgico: los andlisis microbiolégicos se
muestran en la tabla 3. Se observa que todas las muestras
cumplen parametros de buena calidad microbiolégica segin

la normatividad. La Ginica muestra que se observa con un
nivel superior al permitido en levaduras es la M3, en el dia
15 de almacenamiento; sin embargo, se puede catalogar
como aceptable en calidad microbiolégica, debido a que
la normatividad establece su maximo para este indicador
en 500 UFC.

Anilisis sensorial: en la prueba de Friedman se evidencié
que existen diferencias significativas entre MO y M3, M1
y M3, M2 y M3 (p<0,05) en calidad general, sin embrago,
no existe diferencia entre la muestra MOy M1, MOy M2 y
M1 y M2. El atributo de calidad general fue mayor para la
muestra M2, luego M1 y M3. Las caracteristicas destacadas
por los jueces para que la muestra M2 tuviera la mayor
aceptabilidad fueron la presencia de mayor cuerpo en boca,
mayor viscosidad, sabor frutal y percepcion de balance en
sabor. El perfil sensorial completo para la muestra M2 se
muestra en la figura 1.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del yogur con adicién de aceite de microalga a 4 °C, en el dia 5 de almacenamiento.

Andlisis fisicoquimico

Promedio + desviacion estandar

Mo M2 M3 Valor de p*
Humedad (g/100 g) 80,6+1,4 80,7+1,1 80,6+1,3 80,6+1,2 0,999
Sélidos totales (g/100 g) 19,4+1,4 19,4+1,2 19,4+1,3 19,4+1,2 0,999
Grasa total (g/100 g) 2,5+0,2 2,6+0,2 2,6+0,2 2,7+0,2 0,103
Proteina total (g/100 g) 2,2+0,2 2,3+0,2 2,3+0,2 2,3+0,4 0,936

*ANOVA.

Tabla 3. Recuento de coliformes totales y fecales y mohos y levaduras en las muestras de yogur con adicion de aceite de

microalga almacenado a 4 °C.

Andlisis NMP

microbiolégico coliformes/g o mL

coliformes fecales/g o mL

NMP Recuento mohos y
levaduras UFC/g o mL

MO Dia 2 3,0
Dia 15 <3
M1 Dia 2 9,1
Dia 15 <3
M2 Dia 2 3,6
Dia 15 <3
M3 Dia 2 75,0
Dia 15 3,6

<3 < 100 UFC

<3 10 UFC tipo mohos
<3 <100 UFC

<3 10 UFC tipo mohos
<3 <100 UFC

<3 170 UFC tipo levaduras
<3 <100 UFC

<3 220 UFC tipo levaduras

NMP: ndmero mas probable. UFC: unidades formadoras de colonias.
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Figura 1: Perfil sensorial por aproximacién multidimensional para M2, muestra que present6 la mayor calidad general segin

prueba de ordenacién en el analisis sensorial a 4 °C.
O: Olor; S: sabor; T: textura; Ss: sensacion.

Perfil de acidos grasos: el perfil de acidos grasos de
las muestras de yogures se muestra en la tabla 4, para el
dia 2 y 15 de almacenamiento. Se identifica que la adicién
del aceite de microalga modifica especialmente el DHA
(C22:6n3), a su vez, esto afecta el contenido total de AGPI
de las muestras que tienen la incorporacién del aceite. Se
destacan en todas las muestras de yogures el acido palmitico
(C16:0), en cantidades entre 0,68 y 0,72 g/100 g, y el 4cido
miristico (C14:0) (0,20 a 0,24 g/100 g) como acidos grasos
saturados y oleicos (C18:1n9c¢), y como monoinsaturados
en cantidades de 0,64 a 0,69 g/100 g, los cuales estan
naturalmente en productos lacteos.

En la muestra M1 se identificé 0,03 g/100 g DHA, siendo
esta la cantidad que se esperaba determinar por el aceite
de microalga adicionado, en la M2 se detecté 0,04 g/100
g, siendo cercano a la adicion de DHA que se esperaba
(0,05 g/100 g), y en M3 con contenido de DHA de 0,06

g/100 g es inferior a la adicién programada (0,07 g/100 g).
No se observaron variaciones en el DHA entre el dia 2 y
15 para la muestra M1 y M2; no obstante, para la muestra
M3 se observa una reduccién en el dia 15 de 0,02 g/100 g.

Al analizar la cantidad identificada del DHA en el perfil
de 4cidos grasos, se puede determinar que, en una porcién
de 200 mL de cada uno de los yogures, las muestras M1,
M2 y M3 estarian aportando, en su respectivo orden, 60,
90 y 126 mg/200 mL de yogur, lo que corresponde al 30,
45y 63% de la recomendacién de DHA para la mujer
gestante y lactante por porcién de producto. La relacién
n-6/n-3 disminuye a medida que aumenta la adicién del
aceite en cada una de las muestras. La muestra control
(MO) tiene una relacién de aproximadamente 3,3, y en las
demas la relacion disminuye a aproximadamente 0,8; 0,6
y 0,4, respectivamente, para M1, M2 y M3.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos en las muestras de yogur con adicién de aceite de microalga a 4 °C, en el dia 2 y 15 de

almacenamiento.

Promedio
MO0 M1 M2 M3
Dia 2 Dia 15 Dia2 Dia15 Dia2 Dia15 Dia2 Dia15
g/100 g g/100 g g/100g g/100 g g/100g g/100 g g/100g g/100 g

Acido butirico (C4:0) 0,06 0,04 0,04 0,05 0,04 0,05 0,04 0,05
Acido caproico (C6:0) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Acido caprilico (C8:0) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Acido caprico (C10:0) 0,09 0,08 0,10 0,11 0,11 0,11 0,10 0,11
Acido laurico (C12:0) 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Acido miristico (C14:0) 0,23 0,24 0,24 0,25 0,24 0,20 0,24 0,25
Acido palmitico (C16:0) 0,70 0,70 0,69 0,71 0,68 0,72 0,69 0,71
Acido estedrico (C18:0) 0,37 0,37 0,36 0,37 0,35 0,38 0,36 0,37
Acido oleico (C18:1n9¢) 0,65 0,65 0,66 0,68 0,65 0,69 0,66 0,68
Acido linoleico (C18:2n6¢) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Acido a-linolénico (C18:3n3) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Acido cis-4,7,10,13,16,19- ND ND 0,03 0,03 0,04 0,04 0,06 0,04
docosahexaenoico (C22:6n3)

Total saturada (%) 1,61 1,61 1,61 1,67 1,58 1,64 1,60 1,67
Total monoinsaturada (%) 0,70 0,70 0,71 0,74 0,70 0,75 0,72 0,73
Total poliinsaturada (%) 0,04 0,05 0,08 0,08 0,09 0,09 0,11 0,09

ND= no detectado.

Se omiten desviaciones estandar debido a que las milésimas era muy pequefas.

Actividad antioxidante

Radical cationico ABTS: la figura 2-A muestra el
comportamiento del radical catiénico ABTS a lo largo de
34 dias de almacenamiento de las muestras de yogur. Se
puede observar gran variabilidad de los datos detectando
cémo se mantienen los valores de ABTS a pesar del paso
de los dias. En la muestra MO, para el dia 1, se identificé el
radical catiénico ABTS 11791,1 pmol Trolox/L de muestra,
el cual disminuye a 8060,8 pmol Trolox/L muestra en
el dia 13; posteriormente, se observa una tendencia al
incremento hasta el dia 27, con valores de 16837,5 pmol
Trolox/L muestra. Esta misma tendencia de datos se observa
para todas las muestras, con diferencias significativas en
las mediciones a través de los dias (<0,05). Al realizar las
comparaciones mdltiples, se determina que la muestra MO
no tuvo diferencias significativas en los valores de ABTS
con las muestras M2 y M3 (>0,05).
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Fenoles totales: los resultados de los fenoles totales
durante el almacenamiento se observan en la figura 2-B. La
muestra MO presenta mayor contenido de fenoles totales
en el transcurso de los dias (entre 448,9 a 709,2 mg acido
galico/L de muestra), en comparacién con las muestras
con adicién de aceite. Se observa en todas las muestras
que el contenido de fenoles totales tiene una tendencia
a la diminucién hasta el dia 34 (<0,05). Al realizar las
comparaciones multiples entre las muestras, se determina
que no tuvieron diferencias significativas en el valor de
fenoles totales, M1 con M2 y M2 con M3 (>0,05).

Estabilidad oxidativa
Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS):
se observa aumento en los valores de TBARS hidrofilico para
el dia 34 de almacenamiento (Figura 2-C); se identificaron
en este punto la peroxidacion lipidica de los AGPI. Lo
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anterior coincide con la disminucién de fenoles totales.
La muestra MO tiene los menores valores de TBARS, en
comparacién con las muestras con adicién de aceite, le
siguen las muestras M3, M2 y M1, que mostraron valores
mas altos (1,2 ug MDA/g muestra), pese a ello, al realizar
las comparaciones miiltiples entre las muestras se determina
que no hay diferencias significativas en TBARS entre las
muestras (>0,05).

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion indican que la
adicién de aceite de microalga con alto contenido de DHA
(C22:6n3) a un yogur es una alternativa viable para cubrir
parte de las recomendaciénes dietarias de DHA en mujeres
gestantes y lactantes. Todas las muestras cumplieron con
los pardmetros microbiolégicos y fisicoquimicos de un
yogur entero con azlcar segln la normatividad para este
tipo de alimento®’; adicionalmente, la adicién y estabilidad
del DHA fueron satisfactorias. El potencial antioxidante
identificado en las diferentes formulaciones puede ayudar
a proteger el acido graso adicionado. Se identifica que el
yogur con mejor evaluacién general, determinada por el
andlisis sensorial de jueces entrenados, fue la que tuvo
adicién intermedia del aceite (0,125%) (Figura 1) y cubrié
el 45% de la recomendacién de DHA por porcién de
200 mL (90 mg de DHA/200 mL de yogur) para el grupo
poblacional en mencién.

En este estudio se observan ventajas en la adicién del
aceite de microalga, en comparacién con otras fuentes de
acidos grasos n-3. Por lo tanto, la adicién de este aceite no
tuvo problemas sensoriales en cuanto al olor o separacién de
fases en las formulaciones, a lo que se le suma la adecuada
incorporacién en la matriz lactea, debido a que en el analisis
de acidos grasos este aceite no cambia el perfil lipidico
natural del yogur, solo incrementa el contenido de DHA,
que es el acido graso de interés en este trabajo (Tabla 4).
Lo anterior es uno de los hechos mas importantes, porque
cuando se realiza la incorporacién de AGPI n-3 de origen
vegetal, estos acidos pueden estar limitados en el acceso, por
no poseer los metabolitos de mayor funcionalidad en salud
como el EPA'y el DHA. El pescado y el aceite de pescado
son las fuentes comunes de AGPI-CL, pero se evidencian
problemas de seguridad a causa de la posible acumulacién
de toxicos en los peces. A su vez, la adicion de aceite de
pescado es limitada, debido a problemas asociados con su
olor caracteristico, sabor poco aceptable, baja estabilidad
oxidativa y problemas en la sostenibilidad de la vida marina®.
Por lo anterior, las microalgas han cobrado interés en los

Figura 2: Cambios durante el almacenamiento en la actividad
antioxidante, contenido de polifenoles y peroxidacién lipidica
en diferentes formulaciones de yogur a 4 °C. Panel A: ABTS
(UM Trolox/L de muestra). Panel B: polifenoles totales (mg de
acido galico Eq./L de muestra). Panel C: TBARS (ug MDA/g
de muestra).
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dltimos anos, pues ofrecen un recurso prometedor como
una alternativa a los aceites de pescado*. Las microalgas
se utilizan en la actualidad en la produccién controlada de
acidos grasos esenciales, libres de metales pesados y otro
tipo de contaminantes®'.

Si bien después del analisis de perfil de acidos grasos
present6 un contenido de DHA de 126 mg/200 mL, que
cubre el 63% de la recomendacién de este dcido graso
para mujeres gestantes y lactantes, en el analisis sensorial,
la muestra con la mayor adicién de aceite (M3 0,175%)
mostré diferencias significativas con la muestra M1y M2, y
fue la muestra de calidad general mas baja por su reducido
aroma frutal en la prueba de ordenamiento. A su vez, se
observa que esta muestra tuvo una disminucién del DHA,
entre el dia 2 y dia 15 de almacenamiento (20 mg/200 mL
de yogur). Esto sugiere que las altas adiciones de aceite
pueden afectar la vida dtil del producto, especificamente
en lo sensorial y a la estabilidad del acido graso de interés.
Ghorbanzade et al** adicioné a un yogur nanoliposomas
con aceite de pescado, los autores reportaron que a los
21 dias de almacenamiento se observé una disminucién
del 50% en el contenido de DHA en el yogur al cual se
le adicioné aceite de pescado encapsulado respecto al
contenido inicial** Contrario a lo anterior, Chavez-Servin
et al*® identificaron la estabilidad del DHA en una formula
lactea para infantes, por un periodo de 18 meses, y no
identificaron degradacién del DHA en ese tiempo En los
resultados de este estudio, este hecho solo se observa con
la concentracién mas alta del aceite de microalga.

Otros elementos que se observan en adiciones altas de
aceite de microalga son las diferencias en lo incorporado,
en comparacién con lo identificado por perfil de acidos
grasos. En tal sentido, las muestras M2 y M3 mostraron
no alcanzar el nivel esperado de adicién de DHA, por
la incorporacién del aceite, teniendo diferencias de 10
mg y 14 mg menos para M2 y M3 respectivamente. No
obstante, Robertson et al**, en el 2016, desarrollaron un
yogur con adicién de aceite de microalga Paviova lutheri,
en concentraciones de 0,2 y 0,5% p/v, e identificaron que
ninguna de las dos adiciones tuvo impacto significativo
sobre la composicién del yogur, la viscosidad, el pH, la
viabilidad del cultivo iniciador o la separacién del suero
l[acteo. Sin embargo, el andlisis sensorial revelé que
los yogures con la adicién de aceite de microalga no
fueron bien aceptados por los panelistas, contrario a los
resultados obtenidos en el presente estudio, en los que
los panelistas describieron caracteristicas positivas de las
muestras de yogur con adicién de aceite, excepto para la
muestra M3. En el analisis sensorial no se evidencian olores
ni sabores rancios o que sugieran que en las muestras
se percibia la sensacién grasa de la adicion del aceite,
comparadas con el control. Estos son resultados contrarios
a los resultados de Robertson et al**; sin embargo, las
cantidades de aceite adicionadas en esta investigacion
fueron inferiores, lo que puede ser un factor determinante
para la evaluacién sensorial.
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Se observa en los resultados que la relacién n-6/n-3
disminuye a mayor adicién de aceite. Esto era de esperarse,
porque el DHA pertenece a la familia del AGPI n-3.
Respecto al tema de salud, esta relacién es importante,
porque a valores mas altos influye negativamente en la
produccién de eicosanoides con aumento en la produccién
de citoquinas proinflamatorias y puede afectar la fluidez
de la membrana®. La relacién de n-6/n-3 para Robertson
et al** en sus muestras se presenté en la muestra control
2,2; relacién mucho menor a la encontrada en el presente
estudio, de 3,3 para MO, y en las que tenfan adicién del
aceite de microalga 0,3 y 0,2, mas bajas también que en
esta investigacion (entre 0,8 y 0,4). Tal diferencia deriva
de la mayor cantidad de aceite de microalga incorporado
por ellos y a su vez de la leche usada para la produccién
del yogur.

La adicién del aceite de microalga no afecta otros
componentes como las proteinas (Tabla 2), esto es relevante
porque el yogur y los productos lacteos son considerados,
en el &mbito nutricional, un grupo de alimentos con un
aporte adecuado de proteina de alto valor biolégico, siendo
importante en cualquier etapa del proceso vital humano por
su aporte de macro y micronutrientes y sustancias bioactivas*.
Si bien el disefio de este yogur se enfocé en el grupo de
mujeres gestantes y lactantes, es clave sugerir que puede
ser una opcién para el consumo de DHA para cualquier
tipo de poblacién, teniendo en cuenta las recomendaciones
individuales por grupos de edad o condicién fisiolégica.
Incluso podria ayudar en el tratamiento de enfermedades
crénicas como el higado graso*#8. Se conoce que en las
dietas actuales es dificil acceder a fuentes alimentarias
con un buen aporte de DHA, por lo que este producto se
convierte en un alimento promisorio.

Las ingestas dietéticas de DHA en mujeres embarazadas,
en paises como Australia*’, Noruega®® y Canada®', fueron
de 150, 140 y 160 mg/dia, respectivamente. En el estudio
de Zhou? en China, la ingesta promedio de DHA en las
mujeres en gestacion fue 20 mg/dia, que esta lejos de
ser suficiente para satisfacer la demanda fetal. Vale la
pena sefnalar que la ingesta dietética de DHA en mujeres
embarazadas, en los paises mencionados, no alcanza la
recomendacién de ingesta emitida por los consensos de
200 mg/dia. Se ha documentado que las mujeres chilenas
durante el embarazo y la lactancia tienen una baja ingesta
de alimentos que pueden ser fuente de acidos grasos n-3, lo
que se evidencia en una reduccién de este acido graso en
eritrocitos y leche materna®. En otro estudio en gestantes
chilenas, también se ratifica lo anterior y se menciona el
desequilibrio en la ingesta de n-6/n-3, lo cual podria afectar
negativamente el desarrollo fetal**. La anterior informacién
evidencia la necesidad de aumentar el consumo de DHA
en mujeres gestantes o lactantes, para lo cual, la adicién en
alimentos con acidos grasos n-3 puede ser una alternativa
con el fin de atender la demanda adicional del feto, asi
como la fisiolégica y las necesidades propias de las mujeres
embarazadas o lactantes®. Se destaca que el yogur puede
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ser un alimento con alta viabilidad para vehiculizar la
adicién de n-3, porque es un producto que permanece a
temperaturas bajas —refrigeracién-, garantizando la estabilidad
de los acidos grasos; es consumido de manera frecuente
en la poblacién, hace parte de las guias alimentarias®,
es tecnolégicamente factible la adicién de este aceite y,
ademads, aporta micronutrientes importantes como calcio,
fésforo y zinc®”.

Los resultados de actividad antioxidante para las muestras
de yogur se mostraron muy variables en este estudio (Figura
2). Se esperaria que el potencial antioxidante disminuyera
durante el tiempo de almacenamiento por tratarse de
un alimento adicionado con un componente inestable
a la oxidacién; no obstante, esto no fue evidente en los
resultados de ABTS y fenoles totales. La misma composicion
del aceite de microalga, por estar estabilizado previamente
con tocoferoles (vitamina E) y palmitato de ascorbilo (éster
de vitamina C), parece que tiene un potencial antioxidante
que protege al aceite de su degradacion y lo estabiliza en la
incorporacién en diferentes matrices alimentarias, como se
evidencia en los resultados de esta investigacién. También
se han estudiado los factores importantes que contribuyen
a la alta estabilidad oxidativa del yogur enriquecido con
aceite de pescado, con especial énfasis en los posibles
efectos antioxidantes de los péptidos liberados durante
la fermentacién del yogur. Farvin et al*® fraccionaron
por ultrafiltracién, usando membranas con tamafos de
corte de 30 kDa, 10 kDa y 3 kDa, unas muestras de
yogur enriquecido con aceite de pescado y evaluaron su
actividad antioxidante. Ellos encontraron que las fracciones
de menor peso molecular, 3-10 kDa y <3 kDa, mostraron
proteccién contra la oxidacién del aceite de pescado en
la misma medida que los caseinofosfopéptidos; también
encontraron que el contenido de oxigeno del yogur también
fue menor que el de la leche. Estos hallazgos sugieren que
la mayor estabilidad oxidativa del yogur podria deberse a
los péptidos que resultan ser antioxidantes y son liberados
durante la fermentacién de la leche por las bacterias del
acido lactico o por el menor contenido de oxigeno del
yogur, que luego reduce el estrés oxidativo del aceite de
pescado incorporado en el yogur; estos resultados fueron
apoyados posteriormente por Najgebauer-Lejko et al*®. A su
vez, las propiedades antioxidantes de la leche fermentada
son el resultado de la presencia de caseina, proteinas
de suero, péptidos, aminoacidos, vitaminas C, E, D y A,
B-caroteno y sistemas enzimaticos (superéxido dismutasa,
catalasa y glutatién peroxidasa), asi como la presencia de
acido linoleico conjugado y la coenzima Q10, a lo que se
le suma la actividad antioxidante de las bacterias acido
lacticas®®. Estos datos pueden servir como explicacién a la
actividad y estabilidad antioxidante de las formulaciones de
yogur realizadas en este estudio (Figura 2). El aumento final
en los datos de ABTS puede ser producto de reacciones
propias del proceso de fermentacién, que puede llevar a
la formacién de péptidos u otras sustancias con potencial
antioxidante y que su actividad puede aumentar durante el

tiempo de almacenamiento, porque continta los procesos
de fermentacion®'.

Los resultados muestran altos niveles de inhibicion del
radical ABTS, en casi todas las muestras en el transcurso
de los dias. Se observa que sobrepasa los 10.000 (umol
Trolox/L muestra) (Figura 2-A), lo cual es superior a lo
reportado en el estudio de Ryckebosch®, quien estudié
el potencial nutracéutico y antioxidante de la biomasa de
diferentes microalgas para la extraccién de n-3, con un
resultado de 37 a 93 pM Trolox/g de aceite de microalga.
Es decir que la microalga por si misma no proporciona
actividad antioxidante alta, lo que resalta la adicién que se
realiza del tocoferol y palmitato de ascorbilo en el aceite
usado en el presente estudio, siendo este Gltimo aditivo un
antioxidante muy util para evitar la oxidacién en productos
lacteos**%8. Lo anterior, a su vez, se evidencia en la prueba
de ABTS, en la que la muestra control se comporté igual
que las adicionadas con aceite (>0,05), resultado no muy
coherente, porque si fuera el aceite de microalga el que
estuviera aportando la actividad antioxidante, se obtendrian
diferencias significativas con la muestra control y los
resultados no arrojan tales diferencias.

Los resultados de TBARS (Figura 2-C) se observan
aumentados para el dia 34, lo cual era de esperarse por
el dafio oxidativo que ocurre con los AGPI; sin embargo,
no hay diferencias en el valor de TBARS en las muestras
(>0,05), es decir, la muestra control se oxida al mismo
tiempo que las muestras adicionadas con el aceite. Este
tiempo estimado con TBARS es superior al tiempo de
almacenamiento que sugieren para este tipo de productos
lacteos (20 dias de vida util)*".

Las limitaciones de este estudio fueron el desarrollo de
solo dos lotes de yogur, lo que restringe el andlisis estadistico
de significancia en las pruebas que no se desarrollaron con
triplicados o duplicados. Se tendria que complementar
el analisis sensorial multidimensional, microbiolégico y
fisicoquimico para todas las muestras de yogur en varios
periodos de tiempo, para determinar la vida dtil del producto.
Los resultados de actividad antioxidante se pudieron afectar
por los aditivos que contiene el aceite de microalga; por lo
tanto, estos resultados son poco concluyentes. En futuras
investigaciones, serfa importante someter el producto a
una intervencién con mujeres gestantes y lactantes, para
comprobar su utilidad en esta poblacién. A su vez, se tendrfa
que evaluar la viabilidad técnica respecto al precio final
del producto, debido a que el aceite de microalga tiene
un costo superior al de otras fuentes de acidos grasos n-3.

CONCLUSION

Las bebidas lacteas fermentadas tipo yogur son matrices
alimentarias adecuadas para incorporar 4cidos grasos n-3,
como el aceite de microalga, el cual tiene un elevado
aporte de DHA y puede contribuir a las recomendaciones
dietarias de este acido graso en poblaciones que requieren
un aporte especial de este componente en su dieta, como
las mujeres gestantes y lactantes. Segin los resultados, se
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sugiere que la incorporacién maxima de aceite que cumple
con las caracteristicas de un producto de adecuada calidad
global sea 0,125%, para el aceite de microalga usado, el cual
previamente esta estabilizado con agentes antioxidantes,

que

lo protegen y reflejan la falla oxidativa posterior a los

dias recomendados de durabilidad de este tipo de productos
lacteos. Sin embargo, hacen falta mas estudios, para evaluar
la efectividad del yogur en la poblacién a la cual va dirigida.
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