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RESUMEN/ SUMMARY

RESUMEN

El presente trabajo aborda el estudio de la acumulacién de sustancias antioxidantes en
macroalgas tanto recolectadas del medio natural como cultivadas, de forma intensiva,
en un sistema de biofiltracién de efluentes provenientes del cultivo de peces (IMTA).
Se analizaron los efectos de las condiciones de cultivo, principalmente relacionadas
con la radiacion solar y el aporte de nutrientes, sobre el crecimiento y la calidad de la
biomasa de las diferentes especies producidas. La biomasa obtenida de las diferentes
fuentes y condiciones de cultivo fue utilizada en la preparacién y caracterizacion de
extractos para la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el uso de modelos
experimentales in vitro.

Los experimentos iniciales (Capitulos | y Il), fueron realizados con especies de
macroalgas de las Divisiones Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta, recolectadas en
la zona intermareal de la costa de la isla de Gran Canaria (Islas Canarias, Espafa) y
cultivadas bajo condiciones de invernadero y alto aporte de N-amonio. Los extractos
metandlicos (METOH) e hidroalcohdlicos (ETOH50) obtenidos presentaban la
habilidad de donar protones, caracteristica de los compuestos antioxidantes, tal y
como fue determinado por los ensayos del DPPH y del poder reductor. Las mayores
actividades, superiores al 90% de barrido de radical libre, se detectaron en el alga roja
Halopithys incurva y en las pardas Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina. Los
valores obtenidos por el método del poder reductor, indicaron la mayor actividad en H.
incurva, con una actividad equivalente a 53.15 pg AA mg™. Al expresar el % de barrido
de radicales libres como EC50 (indice de oxidacion), C. abies-marina (en ambos tipos
de extractos) y el alga verde Caulerpa racemosa (en extractos ETOH50) exhibieron las
mayores actividades, con EC50 de 1.97+0.03, 2.03+0.01 y 1.88+0.03 mg-ml*
respectivamente. Otras especies de algas pardas, F. spiralis y rojas, H. incurva y
Laurencia majuscula, exhibieron valores de EC50 cercanos a los anteriores
(2.21+0.02; 2.47+0.01 y 2.48+0.01 mg-ml™, respectivamente).

Bajo las condiciones de cultivo ensayadas con este primer grupo de especies,
durante un periodo experimental de un mes con aporte continuo de N-amonio, se
observaron variaciones en los valores de acumulacion de sustancias tanto de
naturaleza liposoluble (clorofila a y carotenoides) e hidrosoluble (polifenoles y
ficoeritrina) que fueron relacionadas directamente con la actividad antioxidante de los

extractos, especialmente los polifenoles. La relacibn C:N disminuyé en algas



cultivadas de efluentes de peces respecto al de las algas recolectadas de la
naturaleza, especialmente por el incremento de nitrégeno interno ya que el carbono
interno apenas presentd cambios. Este resultado confirma el efecto que la
disponibilidad de nitrégeno tiene sobre la calidad de la biomasa. En estas condiciones,
el alga verde Ulva rigida mostré el mayor aumento en la concentracion de clorofila a
(81%) y carotenoides (85%). El aumento mas significativo en el contenido de
ficoeritrina se observo en H. incurva que aumentd un 92% su concentracion.

En cuanto al contenido en compuestos fendlicos de las algas recolectadas H.
incurva mostré los valores mas altos (4.9% del peso seco), mientras que los valores
minimos fueron observados en Grateloupia dichotoma (0.7% del peso seco). Tras un
mes bajo las condiciones de cultivo, el contenido en compuestos fendlicos totales vario
significativamente, llegando a disminuir un 27% en H. incurva, 28% en C. abies-marina
y 63% en F. spiralis. El analisis estadistico revel6 que los factores (especies,
naturaleza, cultivo y tipo de solvente para la extraccién) afectan de manera
significativa (p<0.05) en los resultados de la actividad antioxidante de los extractos.
Ademads, las correlaciones establecidas entre los diferentes resultados indicaron que la
actividad antioxidante en las especies de macroalgas ensayadas estd directamente
relacionada con el contenido en polifenoles.

Halopithys incurva resultd un alga muy interesante por su elevada actividad
antioxidante tanto en el medio natural como en condiciones de cultivo y su alto
contenido en polifenoles. Se desconoce referencia alguna sobre el cultivo de esta
especie en tanques ni en efluentes de peces. El éxito de su cultivo bajo estas
condiciones es de interés ya que permite garantizar biomasa para la obtencion de
sustancias bioactivas de interés (polifenoles). Asi en los capitulos Il y IV, se aborda
en el estudio mas detallado sobre la acuicultura de H. incurva bajo diferentes
condiciones: adicion de amonio en forma de NH,Cl (a modo de pulsos) o como
efluentes de peces (variacion diaria), volumen y tipo de tanques (distintas relaciones
S:V), densidad de inéculo (g/l), época del afio, cultivo en tanques en cascada (dos
biofiltros secuenciales), cocultivo con el alga roja epifita Jania adhaerens, distintas
tasas de renovaciéon y efecto de la radiacién solar (algas crecidas dentro de un
invernadero que reduce la radiacion PAR y UVA vy filtra completamente la radiacion
UVB versus tanques expuestos a radiacion solar en exterior). Se analizaron la tasas
de crecimiento, rendimiento de la biomasa o produccién, capacidad de biofiltracion
expresada como eficiencia de biofiltracion del N-amonio (NUE) y tasa de incorporacion
de N-amonio (NUR), calidad de la biomasa (acumulacién de pigmentos, polifenoles y

relaciones C:N) y la capacidad antioxidante de la biomasa producida mediante los



ensayos DPPH y ABTS™. Los rendimientos de biomasa y tasas de biofiltracion mas
altos se consiguieron con doble biofiltro en tanques conectados en cascada (18-21 g
PS m?d') y en condiciones de alta irradiacion (PAR+UV) en cocultivo con Jania
adhaerens, con valores de rendimiento de biomasa de la combinaciéon H.incurva-
J.adhaerens de 54.5 g PS m? d* mostrando valores de biofiltracion de amonio (NUE)
del 100 % y con tasas de asimilacion (NUR) de 4.41+0.03 g N m? d™. Los porcentajes
de inhibiciéon antirradical fueron mayores en el ensayo DPPH que en el ABTS". La
actividades detectadas por ambos métodos fueron superiores en los extractos de H.
incurva cultivada tras cuatro semanas bajo radiacion PAR y aporte de N-amonio. La
concentracion de fenoles en estos extractos alcanzo valores maximos de 62.2 mg g*
PS. Del andlisis cromatografico para su caracterizacion, realizado por HPLC, pudo
concluirse que la actividad antioxidante de H. incurva, esta relacionada, al menos
parcialmente, con la presencia del pirogalol (24.9 mg g * PS). La acumulacion de
polisacaridos acidos (PA) fue observada a los 42 dias (bajo condiciones PAR+UV)
aumentando significativamente, un 59.1%, respecto al dia 7 de cultivo. Sin embargo,
los espectros analizados mediante FT-IR no mostraron diferencias significativas entre
los distintos tratamientos de cultivo (p<0.05). El andlisis del contenido e identificacion
de amino &cidos tipo micosporina (MAAs) mostré un comportamiento antagonista de
las concentraciones de shinorine y porphyra-334 en presencia de N-amonio existiendo
una correlaciéon negativa entre ambas. En ausencia de este nutriente y presencia de
radiaciéon UV son las concentraciones de palythine y porphyra-334 las que muestran
una correlacion negativa, produciéndose un aumento de la concentracién de palythine
en detrimento de la porphyra-334.

Se concluye que el alga H. incurva es un excelente candidato para el cultivo en
efluentes de piscifactorias ya sea en doble biofiltro (dos tanques conectados en
cascada) Yy especialmente en cocultivo con Jania adhaerens. Presenta una alta
capacidad de biofiltracién y acumula en la biomasa compuestos bioactivos de interés
como compuestos nitrogenados: aminoacidos tipo micosporina (fotoprotectores frente
a la radiacibn UV con capacidad antioxidante) y compuestos carbonados:
polisacaridos &cidos con potente actividad inmunoestimuladora. Ademéas los

compuestos polifendlicos se correlacionan con una alta actividad antioxidante.



SUMMARY

The following work relates to the study of the accumulation of antioxidant substances in
seaweeds. Seaweed species were collected from their natural environment as well as
cultivated, under controlled conditions, in a biofilter system for fish aquaculture
effluents remediation (IMTA). The effect of growth conditions (solar radiation and
nutrient supply) was analysed in terms of growth and final quality of the biomass for
every assayed species. Biomass was utilized to prepare extracts and evaluate their
antioxidant activity through in vitro experimental models.

The former experiments (Chapter | and Il), were carried out with seaweed
species collected from the intertidal of Gran Canaria (Canary Islands, Spain) and
belonging to the Division Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta. Those species were
cultivated in greenhouse under high supply of ammonium-N. According to the DPPH
and reducing power assays, both the methanolic extracts (METOH) and the
hydroalcoholic extracts (ETOH50) showed the ability to donate protons, a typical
characteristic of antioxidant compounds. The red alga Halopithys incurva and the
brown algae Fucus spiralis and Cystoseira abies-marina showed the highest activity
with more than 90 % of the free radical scavenging. H. incurva also registered the
highest activity (53.15 yg AA mg™) according to the reducing power method. When
expressing the percentage of free radical scavenging activity as the oxidation index
(EC50), C. abies-marina (both types of extract) and the green algae Caulerpa
racemosa (ETOH50 extract) presented the highest activities, with EC50 attaining
1.97+0.03, 2.03+0.01 and 1.88+0.03 mg-ml™* respectively. Similar EC50 values were
reached by the brown alga F. spiralis (2.21+0.02 mg-ml™) and the red algae H. incurva
2.47+0.01 and Laurencia majuscula (2.48+0.01 mg-ml™).

After one month of continuous supply of ammonium-N to the cultures, the
different species modified the pattern of accumulation of liposoluble (chlorophyll a and
carotenoids) and hydrosoluble (phycoerythrin and polyphenols) substances. The
antioxidant activity of their extracts related directly to the accumulation of those
substances, in particular to the phenolic compounds. The C:N ratio of the seaweed
cultivated in a fish tank effluent decreased with respect to the seaweed collected from
the natural environment. The decrease on the C:N ratio was only related to the
increase in the internal N content, since the internal C remained unchanged. This result
confirmed the effect of the N availability in the cultures on the final quality of the
biomass. Under those conditions, the green algae Ulva rigida increased the
concentration of chlorophyll a (81%) and carotenoids (85%). H. incurva showed the



largest increase (92%) on the concentration of phycorerythrin, above any other species
tested.

The phenolic compounds were higher in those algae collected from the
environment, with H. incurva showing the highest values (4.9% dry weight) and
Grateloupia dichotoma for the lowest values (0.7% dry weight). After one month of
cultivation, the content of total phenolic compounds decreased significantly in H.
incurva (27%), C. abies-marina (28%) and F. spiralis (63%). Statistical analysis
revealed that various factors (species, collection, culture and type of solvent for the
extraction) affect significantly (p<0.05) the antioxidant activity of the extracts.
Furthermore, the results revealed a direct correlation between the antioxidant activity of
the species tested and the content in polyphenols.

H. incurva was an interesting algae due to the large content in polyphenols and
the high antioxidant activity showed when collected from the environment and also
when harvested from controlled cultures. To our knowledge there is no reference on
the cultivation of this species, and particularly not on the cultivation based on fish tank
effluents. For this reason, the success attained in the cultivation of this species is
remarkable as it ensures the supply of a biomass rich in bioactive substances such us
the polyphenols. Consequently, chapters Il y IV refer to the detailed study of the
aquaculture of H. incurva under different culture conditions, namely the supply strategy
of ammonium chloride (NH4CI) (with pulses or with a daily variation resembling the fish
tank effluent), volume and type of tanks (different S:V ratio), density of inoculation (g/l),
season, cascade arrangement of the tanks (with two sequential biofilters), co-
cultivation with a red epiphytic algae Jania adhaerens, different dilution rates and the
effect of solar radiation (with natural sun radiation or under a greenhouse that reduces
the PAR and UVA radiation and blocks the UVB). The performance of the cultures was
analysed in terms of growth rate, biomass productivity or yield, biofiltration capacity
expressed in terms of ammonium removal efficiency (NUE) and ammonium uptake rate
(NUR), biomass quality (accumulation of pigments, polyphenols and C:N ratio) and the
antioxidant capacity of the obtained biomass according to the DPPH and ABTS™
assays. The highest yields (18-21 g DW m? d™) and biofiltration capacity were attained
with double filtering-cascade arrangement of the tanks, high irradiating (PAR+UV)
conditions and with co-cultivation of Jania adhaerens. The overall (H.incurva-
J.adhaerens) biomass of the system was 54.5 g PS m? d*, with an ammonium removal
(NUE) of 100% and ammonium uptake (NUR) of 4.41+0.03 g N m?d™. The percentage
of free radical inhibition was higher in the DPPH assay than in the ABTS" assay. H.

incurva cultured for a month under low radiation and low ammonium supply showed



higher phenolic concentrations (62.2 mg g* DW) in their extracts and higher antioxidant
activities according to both methods. Chromatographic characterization of the extract
through HPLC analyses concluded that the antioxidant activity in H. incurva, is mainly
related to the presence of pirogalol (24.9 mg g * DW). The accumulation of acid
polysaccharides (AP) increased significantly (59.1 %) after 42 days under PAR+UV
irradiation, as compared to the accumulation measured after 7 days of culture.
Nevertheless, the spectrum analysed by FT-IR did not show significant differences
(p<0.05) between the different cultivation treatments. The identification and
gquantification of micosporine-like amino acids (MAAs) demonstrated a negative
correlation between shinorine and porphyra-334 concentrations in the presence of N-
ammonium. In the absence of this nutrient (under UV radiation) however, a decrease in
the concentration of porphyra-334 resulted in an increase in the concentration of
palythine, showing a negative correlation between those molecules.

In conclusion, Halopithys incurva is an excellent candidate to treat the
wastewater from fish aquaculture factories. The algae could be cultivated as a double
biofilter (with two tanks arranged in cascade system) along with Jania adhaerens in
coculture system. Besides with the high biofiltering capacity, this algae accumulates
interesting bioactive compounds. Among the nitrogenated molecules it accumulates
micopsorine-type amino acids, which due to the antioxidant capacity could photo-
protect from UV radiation. Among the carbon containing molecules the acid
polysaccharides confer a strong inmunostimulating activity. Finally, polyphenolic

compounds are strongly related to the antioxidant activity.
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1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

El manejo sustentable de los recursos naturales junto con la necesidad de obtencion
de nuevas fuentes de materia prima ha despertado en la actualidad un creciente
interés por la optimizacion y mejora de las técnicas de cultivo de los vegetales
marinos, ya que éstos constituyen una fuente importante de recursos, no solo por su
utilizacion directa, sino por la cantidad de productos derivados que se obtienen a partir
de ellos. Ademas, el cultivo de algas ofrece servicios medioambientales como es el
caso de la depuracion y biofiltracién de efluentes. El cultivo de macroalgas tiene varios
siglos de antigiiedad en las culturas orientales (Tseng y Fei, 1987), pero la mayoria de
las especies de macroalgas de interés industrial han sido explotadas
fundamentalmente a partir de sus poblaciones naturales. Ha sido en los Ultimos 50
afios cuando se han establecido las bases cientificas para el desarrollo de la
Agronomia Marina, tanto en Oriente como en otros lugares del mundo (Santelices,
1989). Mas recientemente se han desarrollado las bases de la Acuicultura Multi-tréfica
Integrada (AMTI) que consiste en la incorporacion de especies de diferentes niveles
tréficos en el mismo sistema de cultivo. Estos sistemas han sido propuestos como
alternativa para practicas acuicolas respetuosas con el medioambiente buscando
alcanzar una aproximacion a un ecosistema en equilibrio reduciendo asi los impactos
negativos sobre el medio costero (Chopin et al., 2001). De esta forma, se logra la
conversién de nutrientes particulados y solubles que se originan a partir del
metabolismo de los organismos alimentados y sus desechos, en biomasa de
organismos biofiltradores, reduciendo asi los procesos de eutrofizaciébn a los que
pueda dar lugar el vertido de este tipo de residuos (FAO, 2008). En este tipo de
sistemas las macroalgas juegan un papel importante, actuando como auténticas
“trampas” de nutrientes disueltos en los sistemas de biofiltracién, donde ademas se
genera biomasa de interés a bajo coste con la posibilidad de modificar las
caracteristicas de las especies tanto desde un punto de vista morfolégico como
fitoquimico mediante su cultivo controlado. La seleccién de la especie de macroalga a
utilizar como biofiltro depende de dos aspectos fundamentales: el interés comercial de
su biomasa o de los productos derivados de ella y su capacidad fisioldgica para crecer
en las condiciones de cultivo con niveles altos de nutrientes, especialmente amonio
(Buschmann et al., 2001; Chopin et al., 2001).

El objetivo del estudio que se plantea es doble, por un lado se busca identificar
macroalgas como fuente de moléculas antioxidantes y, por otro el responder con

eficiencia a los requerimientos que exige el cultivo en base a las ventajas que ofrece la
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acuicultura multi-tréfica integrada generando asi biomasa de alto valor afiadido a bajo
coste. Esto permitird desarrollar futuros estudios para responder a la demanda actual
de manera que la obtencién de los productos derivados de las algas no se realice con
un alto coste ambiental sino al contrario, reduciendo el impacto ambiental al biofiltrar
los nutrientes vertidos en el medio costero por diversas actividades humanas
(acuicultura, plantas depuradoras de agua y actividades ganaderas entre otras). Hace
algunos afios, el término antioxidante se asociaba automaticamente con compuestos
tales como la vitamina C (acido ascérbico), la vitamina E (tocoferoles a, B, dy y) ¥
eventualmente con la vitamina A y su precursor de origen vegetal, el B -caroteno
(Auroma, 1998; Wang y Quinn, 1999; Young y Lowe, 2001). Sin embargo, en los
ultimos tiempos este concepto se ha extendido a una serie de sustancias que se
encuentran dentro de un grupo fitoquimicamente conocido como los “polifenoles”. En
realidad, hace mucho tiempo que se reconoce en el entorno cientifico a estos “nuevos”
antioxidantes como responsables en gran medida de una enorme variedad de
propiedades biolégicas atribuidas desde siempre a frutas, verduras y plantas, o
productos obtenidos a partir de las mismas. Entre estas propiedades destacan la
capacidad antioxidante y su posible efecto en la prevencién de diferentes
enfermedades cronicas que incluyen en su origen el estrés oxidativo (Rice-Evans,
2001). ElI mercado de los antioxidantes funcionales aumenta afio tras afio y segin un
informe reciente,la presion de los consumidores y la legislacion revisada estan
causando un cambio en las tendencias a su utilizacion. Desde el afio 2000 al 2009, el
mercado total de antioxidantes en Europa crecié apenas un 1.7%, mientras que los
antioxidantes naturales han experimentado una tasa de crecimiento anual del 35%
(http:// www.frost.com).

Para que este crecimiento sea sostenible, es muy importante desarrollar
herramientas que permitan distinguir los productos que son verdaderamente efectivos
como antioxidantes, es decir que estén bio-disponibles y cuyo mecanismo de accion
farmacologico esté claramente dilucidado. Por ello, existe un interés por la basqueda
de especies vegetales cuyo alto contenido en antioxidantes (o fito-complejo
antioxidante) signifique un aporte en el tratamiento y prevencion de patologias ligadas
a la oxidacion de moléculas biolégicas. Esto ultimo esta avalado por la gran cantidad
de informacion generada por los estudios en el vino, el té verde, y diferentes frutas
ricas en antocianos y carotenoides principalmente (Frankel et al., 1993; Halliwell, 1996;
Wang et al.,1997; Rietveld y Wiseman, 2003). Los avances tanto en la investigacion
basica como en la investigacién clinica, han conducido a una comprension mas

profunda de los mecanismos producidos por la toxicidad del oxigeno y han permitido
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entender que ésta constituye un problema de una envergadura muy superior a la que
se le atribuia hace unos afios. Esto se debe al enorme abanico de actividades
demostradas que se atribuyen a las propiedades antioxidantes y a su capacidad de
captar radicales libres (Heim et al., 2002).

Recientemente existe una tendencia dirigida al consumo de productos de origen
natural frente a los obtenidos de forma sintética. Por este motivo interesa encontrar
fuentes naturales de antioxidantes para ser usados como aditivos alimentarios y
cosméticos, que puedan reemplazar total o parcialmente a alternativas sintéticas como
el BHT (butilhidroxitolueno), también conocido como E-321, y BHA (butilhidroxianisol)
o E-320 (Branen et al., 1975; Ito et al., 1983). El empleo de antidxidantes sintéticos
con fines terapeulticos ha sido cuestionada por su comprobada genotoxicidad y
actividad carcinogénica (Gordon, 1996). Esto ha llevado a que muchos paises de la
Unién Europea hayan decidido reemplazarlos por productos mas inocuos (Yen et
al.1998; Wichi et al., 1998), aunque éstos tendrian que llegar a ser tan eficaces como
los citados y con costes bajos. En este contexto, ha ganado interés la blsqueda y
utilizacion de compuestos antioxidantes de origen natural, ya que se consideran mas
seguros que los sintéticos pues pueden poseer implicitamente efectos beneficiosos
para la salud. Hay asi una clara tendencia mundial actual sobre el uso de fuentes
naturales para la obtencién de farmacos efectivos que prevengan patologias ligadas a
la oxidacion de moléculas bioldgicas (Frankel et al., 1993; Raskin et al., 2002).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes
presentes en el Reino Vegetal, siendo parte importante de la dieta tanto humana como
animal. El término genérico de polifenoles incluye distintos grupos en relacién a su
estructura que incluye flavonoides y taninos hidrolizables tales como glucésidos del
acido galico (Manach, 2004). Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras
guimicas y actividad, y que engloba mas de 8.000 compuestos distintos. Sus
principales funciones en las células vegetales son: actuar como metabolitos esenciales
para el crecimiento y la reproduccién, y como agentes protectores frente a la accion de
patégenos, siendo excretados como mecanismo de defensa (Zern y Fernandez, 2005).
Estos compuestos tradicionalmente han sido considerados como anti-nutrientes,
debido al efecto adverso de uno de sus componentes mayoritarios, los taninos, sobre
la digestibilidad de las proteinas. Sin embargo, los aspectos nutricionales de los
polifenoles también son motivo de investigacion en la actualidad debido a sus
propiedades antioxidantes y sus posibles implicaciones beneficiosas para la salud

humana, en el tratamiento y la prevencion del céancer y las enfermedades
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cardiovasculares. Geleijnse y Hollman, (2008) destacan el aporte de las flavononas a
los efectos beneficiosos de los polifenoles. Estos investigadores estimaron que
mientras una dieta normalmente saludable aportaria unos 100 mg/dia de los
antioxidantes “tradicionales”, es decir beta-caroteno, vitamina C y E, se podria ingerir
alrededor de 1 g/dia de flavonoides totales.

El consumo de otra familia de antioxidantes, los carotenoides, esta ligado
sustancialmente a la disminucién de la incidencia de cancer (Kopas—Lane et al., 1995).
Ademas representan una fuente de provitamina A, no son téxicos y presentan
actividad antioxidante en la propia célula, participando en la desactivaciéon de los
radicales libres producidos en el metabolismo celular (Rouseff et al., 1994). En Espaia
se comercializa desde abril del 2009, Revidox®, un complemento alimenticio de ultima
generacion desarrollado por Actafarma en colaboracién con el CSIC, compuesto por
un concentrado de activos antioxidantes extraidos de la uva y de la granada y que
presenta activadores de las sirtuinas, comunmente conocidas como “gen de la
longevidad”.

Dentro de las fuentes naturales, las algas constituyen opciones para la
busqueda de nuevos productos bioactivos, especialmente antioxidantes, lo que se
justifica por diversas razones. Un estudio reciente realizado por investigadores
franceses usando una serie de ensayos de antioxidantes que incluyen el DPPH, el
poder reductor y el método del p-caroteno sobre extractos de 24 algas encontraron
una "relacion significativa entre la capacidad antioxidante y el contenido total en
fenoles totales, lo que indica que son los compuestos fendlicos los principales
contribuyentes de las propiedades antioxidantes de estos vegetales marinos” (Zubia et
al., 2009).

Desde un punto de vista mas amplio se ha demostrado que las algas son
fuente de compuestos bioactivos que tienen un caracter renovable y son facilmente
obtenibles. A esto se suma la posibilidad de su cultivo a bajo coste dentro de un
sistema de policultivo integrado (Gomez Pinchetti et al., 2002). A su vez, son
considerados en general poco toxicos (Grabley y Thiericke, 1999). Su alto consumo en
los paises asiaticos se ha asociado a una variedad de efectos beneficiosos sobre la
salud, por ejemplo la reduccion de la incidencia de algunos tipos de cancer (Funahashi
et al., 1999, Higashi et al., 1999). Ello por tanto sugiere que las algas contienen
compuestos biolégicamente activos capaces de modular diferentes funciones
fisiol6gicas del organismo.

1.2. LAS MACROALGAS COMO RECURSO PARA LA OBTENCION DE
SUSTANCIAS FUNCIONALES Y BIOACTIVAS
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Las algas en general, y las macroalgas en particular, son consideradas una importante
fuente de sustancias con potencial bioactivo. Entre la gran diversidad de organismos
marinos, se consideran una de las mayores fuentes de productos naturales
biolégicamente activos, ya sean compuestos extraidos del tejido o metabolitos
secundarios de distinta naturaleza biolodgica producidos por los mismos (Fenical,
1982).

En Occidente, en contraste con lo que sucede en los paises asiaticos, el uso de
las algas aun es reducido, aungque su interés va en aumento debido a las numerosas
investigaciones que evidencian sus propiedades para la prevencion de diversas
patologias, usos terapéuticos, aplicaciones en el campo de la biomedicina, su
composicion de alto valor nutricional asi como la eficiencia del uso de sus extractos
en la agricultura (Guiry y Blunden, 1991). Otro campo de interés actual es el de los
productos dermocosmeéticos y relacionados (Radmer, 1996). La busqueda de nuevos
compuestos quimicos es de importancia estratégica para estas industrias. Gracias al
conocimiento de la diversidad marina, de las peculiaridades que lo caracterizan, asi
como a los avances en tecnologia, en la actualidad, una parte importante de la
investigacion se desvia y centra en los recursos del mar (Jensen, 1993; Norton et al.;
1996). Concretamente, en los Ultimos afios se han estudiado nuevas fuentes de
sustancias naturales, entre ellas organismos marinos, con aproximadamente 300
patentes provenientes de productos naturales marinos entre 1969 y 1999 (Fusetani,
2000). En este sentido, numerosas revisiones sefalan a las macroalgas como uno de
los principales productores de este tipo de compuestos (Bhakuni y Silva, 1974; Stein y
Borden, 1984; Glombitza y Koch, 1989; Hay, 1996; Gonzalez y Silva, 2001). Los
estudios sobre la quimica de productos naturales marinos han sido dirigidos
principalmente al descubrimiento de nuevas sustancias con valor farmacéutico (Figura
[.1), bioquimico, bactericida, antiviral, fungicida, antitumoral, antioxidante,
antiinflamatorio e insecticida (Blunden y Carabot, 1995). A pesar de que el nimero de
especies de macroalgas estudiadas Unicamente alcanza alrededor de un 2% del total
de las conocidas, en la actualidad los compuestos quimicos caracterizados son
aproximadamente 2000, pero solamente en algunos de ellos se ha podido establecer

claramente el mecanismo de accion (Gonzalez y Silva, 2001).
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Figura I.1. Diversas aplicaciones de las sustancias extraidas de macroalgas.

La produccién de metabolitos secundarios de especial interés por parte de los
organismos marinos es fruto de una serie de adaptaciones evolutivas que la presion
selectiva ha obligado a adquirir en respuesta a funciones tan importantes como la
reproduccion o los mecanismos de defensa y proteccion contra los herbivoros, dando
lugar a productos con importantes propiedades biolégicas (Hay et al., 1987a, 1987b;
Paul et al., 1987; Pereira et al., 1994). Estos metabolitos también estan asociados a la
disminucion de epifitos, inhibiendo el desarrollo de los organismos competidores y
patégenos microbianos (Hay, 1996; Vlachos et al., 1997). Ademas, la composicion de
los metabolitos secundarios marinos a diferencia de los vegetales terrestres puede ser
significativamente modificada en virtud de la disponibilidad de los elementos en agua
de mar tanto en el medio marino como en cultivo. Esta diversidad metabdlica, que
responde a las necesidades especiales de los habitats marinos, convierte a las algas
en una fuente natural de produccién de metabolitos secundarios con caracteristicas
estructurales y propiedades ausentes en las formas terrestres. Por tanto, no es de

extrafiar que produzcan sustancias de diversas caracteristicas en abundancia, con



Introduccién

mayor o menor eficiencia debido a los mecanismos de adaptacion o aclimatacién de
las macroalgas para utilizar los nutrientes disponibles en el medio (Kanno et al., 1990).

Los trabajos publicados al respecto datan en su mayoria de las tres Ultimas
décadas (Tabla I.1), los resultados publicados permiten afirmar que especies
pertenecientes a los Phylum Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta, son productoras
de sustancias bioactivas. Ademas muestran que la concentracion y actividad de estas
sustancias (antibiéticas, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales y antivirales
entre otras) estan directamente influenciadas por la localizacion geografica (Hay y
Fenical, 1988; Van Alstyne, 1988; Steinberg y Paul, 1990 ; Steinberg y van Altena
1992) y otros factores medioambientales como la salinidad ( Ragan y Glombitza,
1986), disponibilidad de nutrientes (llvessalo y Tuomi, 1989), estacionalidad (Ragan y
Jensen,1977; Ragan y Glombitza, 1986) y factores intrinsecos de la planta como el
tamafno (Denton et al. 1990), la edad (Pedersen,1984) y el tipo de tejido (Steinberg,
1984; Steinberg, 1986; Tugwell y Branch, 1989). La actividad antibacterial puede ser
considerada como un indicador de la capacidad del alga marina para sintetizar
compuestos bioactivos de interés terapéutico, aunque esta actividad puede depender
tanto de la especie como de la extraccion eficiente de los diferentes compuestos
bioactivos (Gonzalez et al. 2001, Lima- Filho et al., 2002). Las especies pertenecientes
al phylum Chlorophyta constituyen un gran grupo de macroalgas de interés
farmacoldgico. Productos provenientes de algunas especies han demostrado
propiedades antiinflamatorias o actividad frente al virus del SIDA. Extractos de distinta
polaridad de especies de Ulva, Enteromorpha y Codium han sido descritos como
antimicrobianos (Ballantine et al., 1987; Febles., 2006). Otra especie que presento
actividad sobre Staphyloccocus. aureus fue Caulerpa spp. (Freile et al., 2001), siendo
el caulerpin y la caulerpicina los compuestos responsables de dicha actividad sobre
las bacterias Gram (+). A partir de Codium pungniformis se purificaron polisacéridos
con propiedades anticoagulantes, determindndose que ejercen su accion a través de
la inhibicién de la trombina y la potenciacién de antitrombina Ill. Derivados glicosilados
de esteroles obtenidos de Ulva lactuca han evidenciado actividad antiinflamatoria en
estudios in vivo, aunque resta determinar el/los mecanismos de accion para tal efecto.
Caulerpenina es un compuesto de naturaleza sesquiterpénica que ha sido aislado de
Caulerpa taxifolia que presenta propiedades antitumorales debidas a través de la
inhibicion del ensamblado del microtibulo y agregaciéon de la tubulina, demostrando
potencialidad como agente multifuncional ya que interactda con la sintesis de ADN y
con los mecanismos de transduccion de las sefiales. También algunas especies de

algas verdes sintetizan derivados fendlicos halogenados que han evidenciado
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propiedades antioxidantes. A partir de Ulva lactuca se han aislado bromofenoles y
derivados, y se ha determinado actividad bromoperoxidasa. Estudios de otras
propiedades biolégicas han demostrado que los extractos de Enteromorpha inhiben la
respuesta a la IgE, por lo que se proponen como potencialmente Utiles para el
tratamiento de enfermedades alérgicas (Venkata Raman et al., 2004).

Las algas rojas sobresalen como productoras de metabolitos halogenados que
pertenecen a un gran numero de clases quimicas como, cetonas simples,
bromofenoles, acetogeninas y terpenos (Fenical, 1975). Este grupo de macroalgas se
caracteriza como productora de polisacaridos de extensa aplicacion industrial
(carragenanos, agaranos), como gelificantes, espesantes y estabilizantes. Los
polisacaridos mencionados (y otros como los glucanos y xilanos) han demostrado
propiedades farmacolégicas interesantes, como son: actividades anticoagulante,
antiviral, antibacteriana y antioxidante (Chattopadhay et al., 2007). También se ha
demostrado que los carragenanos y otros polisacaridos sulfatados bloquean las
infecciones por el virus del SIDA por distintos mecanismos, efectuandose estudios
para ser utilizados por ejemplo en productos de uso vaginal (Pistorius et al., 2004). A
partir de especies de algas rojas se han aislado otros metabolitos de distinta
naturaleza quimica con actividad biolégica, que los transforma en compuestos
potencialmente utilizables. Caben destacar los aminoacidos tipo micosporina, péptidos
y proteinas esteroides, terpenos, lipidos y fenoles. Algunos grupos quimicos
mencionados son importantes porque actian como captadores de radicales libres
(base de la actividad antioxidante) previniendo a las células y tejidos de los efectos
negativos provocados por la radiacion UV. Otros poseen actividades antiinflamatoria,
antibacteriana, antitumoral, antialérgica, inmunomoduladora o antiviral entre otras. En
el género Gigartina, se identifico un potente inhibidor de la DNA polimerasa y de la HIV
transcriptasa reversa tipo 1 (Carlucci et al.,1997). Estudios efectuados con Jania
rubens permitieron aislar un derivado de los diterpenos bromados con propiedades
citotoxicas (Nagwa, 2004). Otro ejemplo lo constituyen la obtencion de dihidrotirsiferol,
un triterpeno anticancerigeno aislado de la especie Laurencia viridis (Zubia et al.,
2009b). Por otra parte, los pigmentos denominados ficobiliproteinas, que desarrollan
un papel importante en la fotosintesis, poseen ademas propiedades antioxidantes con
aplicaciones en cosmetologia, medicina y en la industria alimentaria (Romay et al.,
2003). En algas pardas también se han identificado gran niamero de sustancias de
interés biolégico, como son los polisacaridos de importancia diversa: los alginatos,
productos gelificantes de gran importancia industrial. En los dltimos afios se han

profundizado los estudios de los fucoidanos producidos por este grupo, ya que en
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estos compuestos se han detectado propiedades tales como anticoagulantes,
antitromboticas, antivirales, antitumorales, antimicrobianas (Feldman et al.,, 1999;
Ponce et al.; 2003). Géneros como Ascophyllum, Scytosiphon, Fucus y Laminaria, son
algunos ejemplos de algas pardas en las que han evidenciado propiedades
anticoagulantes debido a los fucanos (Colliec et al.,, 1991). Los fucoidanos también
han mostrado propiedades frente a los virus del Herpes y al virus del sida (Anh et al.,
2002; Lee et al.; 2004). Ademas de los compuestos relacionados con los hidratos de
carbono, también producen metabolitos de otra naturaleza. Entre ellos, florotaninos, a
los que se les ha atribuido capacidad antioxidante mas recientemente (Connan et al.,
2006). También se han identificado fenoles halogenados; terpenos y otras sustancias
con actividad antibacteriana y fucoesteroles con actividad antitumoral.

Tal y como se expone, la biodiversidad de las especies de algas marinas, junto a
la diversidad quimica encontrada en cada especie, constituye un recurso
practicamente ilimitado que puede ser utilizado de forma beneficiosa, para el
desarrollo de biofarmacos, antibidticos, antioxidantes, antitumorales y antivirales
(Tablal.1.)
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Tabla I.1. Tabla resumen de las principales actividades biolégicas y compuestos identificados en macroalgas pertenecientes al grupo Chlorophyta,
Rhodophyta y Phaeophyta. En los casos que se muestra (-) en la casilla corresponden a sustancias no identificadas.

Naturaleza del

Actividad compuesto/virus inhibido Origen (phylum, especie) Referencia
Antibiotica
Acido acrilico Chlorophyta Ulva lactuca Ho(rsrzr;;;zlji, dleg,)712);74
Diterpeno Chlorophyta Halimeda copiosa Fenical y Paul, 1984
(isoprenL(::;e:Si?(;lri]cfo ethen) Rhodophyta Laurencia obtusa Caccamese et al., 1980
- Rhodophyta Ceramium nitens Freile et al., 2004
- Rhodophyta Asparagopsis taxiformis Ballantine et al., 1987
Chonalgina Rhodophyta Chondria littoralis Martinez Nadal et al., 1963
Florotaninos Phaeophyta Ecklonia kurome Nagayama et al., 2002
Dioctyl phthalate Phaeophyta Sargassum wightii Sastriy Rao, 1995
Sarganina Phaeophyta Sargassum natans Martinez Nadal et al., 1963
Crinitol Phaeophyta Sargassum tortile Kubo etal., 1992
Antimicrobiana
Acido acrilico Chlorophyta Ulva lactuca Glombitza, 1970; Biard et al.,1980
Ballantine et al., 1987; Rao y
5’hidroxi-iso avrainvilleol Chlorophyta Caulerpa spp Parekh, 1981; Hornsey y Hide,
1974

Compuestos bromados Rhodophyta Gracilaria corticata Hornsey y Hide, 1974
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Acido acrilico

Lanosol (Ethyl ether)
Acidos grasos

Antioxidante

Heteropolisacéridos
sulfatados

Polisacaridos sulfatados

Fucoxantina

clorofila a

Polisacaridos sulfatados

Antitumoral

Rhodophyta

Rhodophyta
Phaeophyta

Chlorophyta

Chlorophyta

Rhodophyta
Rhodophyta

Rhodophyta

Phaeophyta

Phaeophyta

Phaeophyta

Corallina officinalis
Hypnea cervicornis;

Halopithys incurva; Chondrus
crispus

Osmundaria serrata

Eisenia arborea

Halimeda incrassata
Caulerpa racemosa
Ulva fastiata

Ulva pertusa

Gracilaria caudata
Laurencia obtusa

Porphyra haitanesis

Laminaria digitata,
Himanthalia elongata, Fucus
vesiculosus, Fucus serratus,

Ascophyllum nodosum
Undaria pinnatifida

Porphyra tenera, Eisenia
bicyclis, Undaria pinnatifida,

Ascophylum nodosum

Rao y Parekh, 1981; Ballantine et
al., 1987; Hornsey y Hide, 1974;
Glombitza, 1970

Barreto y Mayer, 2006

Rosell y Srivastava, 1987;

Rivero et al., 2003

Qi et al.2005

Zubia et al., 2007
Anggadiredja et al. 1997

Zhang et al., 2003

Le Tutour et al 1998

Mori et al., 1982

Fujimoto 1990

Connan et al., 2006
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Udoteal (Diterpenoide)
Halimedatrial (Diterpenoide)

Isorawsonol (Bromofenol)
Halomon (Monoterpeno

halogenado)
Thyrsiferyl 2 3-acetate (Cyclic
ether)

Dieckol ( Florotanino)

Fucoidan (Polisac sulfata)

Cystoseirol monoacetato
(Diterpenoide)
Bifurcadiol (Diterpenoide)
Sargal-1 Chromene
Antiviral
Virus inmunodeficiencia felina

Herpes simple virus

Virus influenza

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Rhodophyta

Rhodophyta

Phaeophyta

Phaeophyta

Chlorophyta
Chlorophyta

Rhodophyta

Udotea flabellum
Halimeda sp.

Avrainvillea rawsonii

Portieria hornemanni

Laurencia obtusa

Ecklonia cava

Fucus vesiculosus,

Acophyllum nodosum
Cystoseira myrica

Bifurcaria bifurcata

Sargassum tortile

Caulerpa taxifolia
Gayralia oxysperma

Gigartina stellata, Gracilaria
verrucosa, Grateloupia
fiondrus crispus,
HalopithysLaurencia
pinnatifida

Fenical y Paul 1984
Fenical y Paul 1984
Nagle et al., 2004
Jaspars 1998;
Zubia et al., 2009

Nagle et al., 2004

Heo et al., 2009; Jung et al.,2009;
Ryu et al.,2009

Wu y Chen., 2006

Ayyad et al., 2003

Zubia et al., 2009

Numata et al., 1992

Nicoletti et al., 1999
Cassolato et al., 2008

Blunde et al., 1981
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Virus influenza

Herpes simple virus

Phaeophyta

Phaeophyta

Ascophyllum nodosum,
Bifurcaria bifurcata,
Cystoseira ligulata,
Himanthalia elongata, Fucus
spiralis

Undaria pinnatifida

Blunde et al., 1981

Lee etal., 2004
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1.3. FUNCION DE LOS ANTIOXIDANTES EN LAS ALGAS

1.3.1. ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSAS ANTIOXIDANTES

El estrés oxidativo es una consecuencia inevitable de la vida en una atmdsfera rica en
oxigeno (Davies, 2000). A diferencia de los organismos anaerobios, que estan
adaptados para vivir en ausencia de oxigeno, los organismos aerobios requieren de
oxigeno para obtener energia quimica (ATP) esencial para la vida a través de la
respiracién. La “paradoja del oxigeno” es que representa la fuerza motriz para el
mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, al mismo tiempo que entrafia un
peligro potencial debido a las caracteristicas paramagnéticas de este gas, responsable
de la formacién de intermediarios parcialmente reducidos y dotados de una alta
reactividad, conocidos como especies reactivas del oxigeno (EROs). El término EROs
(Tabla 1.2.) es un término colectivo que incluye radicales libres y ciertas especies no
radicales que son oxidantes y/o se convierten facilmente en radicales libres. Las EROs
se generan dentro del metabolismo intracelular normal, fundamentalmente en las
mitocondrias y los peroxisomas, asi como a partir de una gran variedad de sistemas
enzimaticos citosolicos. Ademas, numerosos agentes externos son capaces de
generar la formacion de EROs en las algas (UV, herbivoros y largos periodos de
desecacion en la zona intermareal, entre otros). Al estado de la célula en el cual se
encuentra alterada la homeostasis oOxido-reduccion intracelular, es decir el balance
entre prooxidantes y antioxidantes, se le denomina estrés oxidativo (Rodriguez et al.,
2001). Este desequilibrio se produce a causa de una excesiva produccién de EROs,
ylo por deficiencia en los mecanismos antioxidantes, conduciendo a la produccién de
un dafio celular. Los radicales libres (RL), se definen como especies quimicas que
poseen uno 0 mas electrones desapareados, lo cual las hace altamente inestables y
reactivas. Para estabilizarse reaccionaran rapidamente con moléculas adyacentes
mediante reacciones de oxido-reduccion. Una especie oxidante es aquella capaz de
aceptar electrones de modo que va a generar un desequilibrio electrénico en las
moléculas vecinas. Las moléculas alteradas se transforman en radicales libres,
creando asi una reaccion en cadena que causa dafios a nivel molecular.

Ademas de estas fuentes enddgenas existen fuentes exdégenas de radicales
libres tales como condiciones ambientales (luz solar, ozono), farmacoldgicas y
nutricionales (contaminantes y aditivos, entre otros). Para protegerse contra el dafio

causado por el estrés oxidativo, las células poseen una serie de sistemas de
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naturaleza enzimatica y no enzimatica disefiados para protegerse de la accion de los

radicales libres generados en la propia célula que se denominan antioxidantes.

Tabla |.2. Especies reactivas del oxigeno (EROSs).

Radicales No radicales
Superéxido, O, Peréxido de hidrégeno, H,0,
Hidroxilo, OH- Acido hipocloroso, HOCI
Peroxilo, RO, Ozono,0s3
Alcoxilo, RO’ Oxigeno singlete, 'O,
Hidroperdxilo, HO, Peroxinitrito, ONOO"

Halliwell (1995) definié antioxidante como "cualquier sustancia que, cuando
estd presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable,
disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato” (Sies, 1993;
Halliwell y Gutteridge, 1995; Halliwell, 1996). Se trata de sustancias de distinta
naturaleza, constituidas por una gran diversidad molecular y funcionalidad biologica
(Aruoma et al., 2003) para atrapar o neutralizar radicales libres porque ceden un
electron, previniendo asi del dafio oxidativo. Tedricamente, un compuesto puede
actuar como antioxidante de distintas formas: compitiendo por la union al oxigeno,
retardando la iniciacion de la oxidacion, bloqueando la propagacion, inhibiendo
catalizadores o estabilizando hidroperéxidos ( Valenzuela y Nieto, 1996). Los sistemas
de defensa antioxidante descritos hasta el momento en algas son muy variados y
actlan a distintos niveles y en diferentes momentos (Figura 1.2).

Como organismos fotosintéticos, las algas marinas estan expuestas a una
combinacién de luz y fuertes concentraciones de oxigeno, que inducen a la formacién
de radicales libres y potentes agentes oxidantes. La ausencia de fotodestruccion de
las algas sugiere un mecanismo de proteccion antioxidante y la existencia de
sustancias con capacidad captadora de radicales dentro de su composicion (Fujimoto
y Kaneda, 1980; Fujimoto, 1990; Matsukawa et al., 1997). El hecho de que las
macroalgas estén fijadas al sustrato y no puedan escapar del exceso de radiacién
solar como el caso de fitoplancton cayendo hacia aguas mas profundas, ha promovido
el desarrollo de mecanismos de fotoproteccion muy eficientes, especialmente en las

algas de la zona intermareal.
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Figura I.2. Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo en macroalgas.

Bajo el punto de vista de la fisiologia celular y segin su momento de actuacion,
los antioxidantes pueden ser clasificados primarios, aquellos que impiden la formacion
de radicales libres. Algunas enzimas intracelulares favorecen la metabolizacion directa
de los oxidantes generados en el metabolismo celular. Es el caso de catalasa,
superéxido dismutasa y glutation peroxidasa. Secundarios, captadores de radicales
libres, interrumpen la reaccion de propagacion de los radicales libres por inactivacion
(&cido ascorbico, alfa- tocoferol) o desplazan a los radicales libres (carotenoides,
glutation y la mayoria de las enzimas). Y terciarios, también denominados sistemas
reparadores, reparan el dafio causado a las moléculas o eliminan aquellas que han
sido degradadas. Sustancias que tras reaccionar con un radical libre, se oxidan, dando
lugar a sustancias relativamente inactivas y evitando que a la vez que otra sustancia
sufra oxidacion. Esta capacidad se ha descrito en vitamina E, vitamina C y

polifenoles.
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El principal sistema de defensa contra los radicales libres lo constituyen las proteinas
antioxidantes enzimaticas que incluyen la enzima superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), (Betteridge 2000; Fang et al., 2002)
(Figura 1.3; Tabla 1.3.). La eficacia de esta triada enzimatica reside en una triple accion
defensiva al disminuir la produccién de las especies oxigénicas e impedir la interaccion
de estas entre si, para dar lugar a especies mas estables de menor reactividad y evitar
la peroxidacion de las macromoléculas. Hay otros enzimas importantes que participan
en el sistema de defensa, incluidos en las reacciones de la regeneracion del Glutation
(GSH), como la GHS reductasa o NADPH-quinona oxidoreductasa. La exposicion a
altas concentraciones de metales pesados puede ocasionar la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno induciendo la sintesis de enzimas antioxidantes como la
catalasa. Se sabe que la catalasa juega un rol importante en la reduccion del estrés
oxidativo catalizando la oxidacién del peréxido de hidrégeno (H,O,), por lo que el
incremento en la actividad de esta enzima por efecto del cobre sugiere el aumento de
la produccién de H,O, y un marcado aumento de los niveles de catalasa y otras
enzimas. Esto ha sido demostrado en especies de microalgas como Pavlova viridis
(Valavanidis et al., 2006).

El estudio de las macroalgas como antioxidantes se encuentra estrechamente
ligado a su composicién quimica y en la actualidad es un importante campo dentro de
las investigaciones con productos naturales por su potencialidad como nuevas fuentes
de antioxidantes naturales. En concreto, en la Ultima década son numerosos los
trabajos publicados que han puesto de manifiesto el poder antioxidante de las
macroalgas, tanto rojas, pardas como verdes Yy sus extractos. Estos trabajos han
demostrado que los extractos de algas marinas presentan actividad antioxidante a
través de varios mecanismos de accion; entre estos se encuentran la capacidad
atrapadora de radicales libres, la quelacién de metales pro-oxidantes, los mecanismos
de donacién y aceptacion de electrones y la capacidad de interrupcion de la
peroxidacion lipidica (Jimenez-Escrig et al., 2001; Lim et al, 2002; Fayaz et al., 2005;
Chen et al., 2006).

Las algas pueden adoptar diferentes estrategias de control del estrés oxidativo
relacionads con los nutrientes (cantidad y disponibilidad). Asi con bajas
concentraciones de N pueden utilizar ascorbato (p.e., Mastocarpus stellatus en el
supralitoral), y los que tienen suficiente N, preferentemente utilizan glutatibn para
controlar el estrés oxidativo (p.e. Chondrus crispus) (Collen y Davison, 1999a). Estos
autores consideran que la disponibilidad de nitrégeno también influye en el contenido y

la actividad de diferentes enzimas antioxidantes. Collen y Davison (1999c) observaron
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Figura 1.3. Sistemas de enzimas antioxidantes en el interior de una célula con la formacion de
O, fotosintético. Las reacciones tienen lugar dentro de los cloroplastos (la region con el fondo
verde) en la porcion del estroma, en el interior del lumen tilacoidal y también en la region
citoplasmatica. El ciclo ascorbato-glutation se indica con un fondo amarillo. SOD, superdxido
dismutasa, APX, ascorbato peroxidasa, MDA, monodehidroascorbato; MDAR, reductasa
monodehidroascorbato; DHASC, dehidroascorbato; Dhar, reductasa dehidroascorbato, GSSG,
el glutatién oxidado, GSH, glutatiéon reducido, los recursos genéticos, glutation reductasa, PSI,
fotosistema |, Fd, ferredoxina; PSII, fotosistema Il, V, violaxanthin; A, anteraxanthin; Z,
zeaxantina, VdEP, violaxanthin de-epoxidasa (Bonomi, 2010).

que los valores en la relacion glutation:ascorbato de algas pardas del género Fucus
fueron bajos en respuesta a la adaptacion a una situacion de limitacion de N. Ademas
se observd que el estrés oxidativo en dos especies de algas verdes (Cladophora
glomerata y Enteromorpha ahlneriana) aumentd el déficit de carbono cuando fueron
expuestas a luz de alta intensidad y bajas temperaturas (Choo et al., 2004). Sin
embargo, estas especies respondieron de manera diferente aumentando la tolerancia
(con una mayor actividad CAT y APX) en el caso de Cladophora glomerata o siendo

mas vulnerable a los dafios en el caso de Enteromorpha ahineriana. Esta segunda
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especie también mostré una mayor liberacién de H,O, al medio a bajas temperaturas,
una estrategia que puede estar relacionada con la posibilidad de evitar la accion de los
herbivoros o las especies epifitas (Choo et al., 2004).

El efecto de la radiacion UV sobre los sistemas antioxidantes en macroalgas
esta relacionado directamente con la actividad enzimatica (Aguilera et al., 2002). Estos
autores encontraron mayor actividad de las enzimas antioxidantes en algas creciendo
en las zonas supra- y mesolitoral en comparacion con las caracteristicas del
infralitoral. Esta respuesta indica que las algas expuestas a condiciones de estrés
tienen un sistema bioquimico de defensa mas eficaz. Ademas, las algas verdes
tuvieron mayor actividad de las enzimas antioxidantes y un mayor contenido de el
acido ascorbico que las especies de algas rojas o pardas (Aguilera et al., 2002).
Aparte de los mecanismos enzimaticos mencionados, la célula vegetal dispone de un
conjunto de sistemas no enzimaticos que permiten regular y contrarrestar la agresion
oxidativa (Tabla 1.3.). Estos compuestos neutralizan los radicales libres cediendo un
electrén y dando lugar a la formacién de especies no reactivas.

Para comprender mejor la actividad fisiologica de estos compuestos se debe
tener en cuenta que la capacidad antioxidante de los extractos varia en funcién del
grupo del compuesto estudiado y de su solubilidad en la fase acuosa o lipidica. A
excepcién de las sustancias purificadas, en muchos casos es dificil determinar qué
compuestos son los responsables de la actividad antioxidante y en algunos casos ésta
puede deberse a un sinergismo entre varios compuestos. Al analizar muchos de los
trabajos publicados sobre actividad antioxidante en algas, se puede observar que en la
mayoria se emplean extractos crudos. Por otra parte, en la composicion quimica de las
algas existen diferentes metabolitos que estan relacionados en mayor o menor medida
con sus propiedades antioxidantes. De esta manera se hace evidente, que cuando se
analiza la actividad antioxidante de un extracto crudo, que pudiera ser explicada por la
presencia de una o varias moléculas, a su vez pudiera existir un posible efecto
cooperativo o sinérgico entre ellas. Este hecho explicaria los diferentes mecanismos
antioxidantes observados para una determinada especie.

Le Tutour et al. (1998) estudiaron la actividad antioxidante y pro-oxidante de
varias especies de algas pardas (Laminaria digitata, Fucus vesiculosus, Fucus
serratus y Ascophyllum nodosum) aplicando diferentes métodos in vitro, asi como su
contenido en alfa-tocoferoles, afirmando que la actividad antioxidante de los extractos
estudiados no se debia sélo al contenido en alfa-tocoferoles, sino principalmente a la
accion sinérgica de este compuesto con metabolitos aislados de estas especies. Los

compuestos identificados con efecto sinérgico mas potentes fueron los pigmentos no
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polares, especialmente clorofila a y compuestos liposolubles. Estos resultados,
sugieren el uso de los extractos crudos de estas especies sin el empleo de técnicas
adicionales de purificacion (Le Tutour et al.1998). Otros trabajos, a pesar de no
estudiar el efecto sinérgico de los metabolitos constituyentes de las algas, explican las
propiedades antioxidantes por la presencia de varias moléculas en conjunto (Santoso
et al., 2004). Wang et al. (2008) atribuyen la actividad antioxidante de Laminaria
japonica, al conjunto de compuestos polifenélicos, clorofila a, acido ascérbico, asi
como a otras enzimas antioxidantes. Esto evidencia el caracter complejo y los
diferentes mecanismos de la actividad antioxidante determinada.

En las algas, al igual que en las células de los vegetales vasculares terrestres,
existen varios compuestos, tanto de naturaleza hidrosoluble como liposoluble, que
cumplen esta propiedad (Tabla 1.3.). Los compuestos liposolubles con actividad
antioxidante mas estudiados son los carotenoides, clorofila a, vitamina E y metabolitos
secundarios como terpenoides y sus derivados. Entre los compuestos hidrosolubles
mas estudiados estan los polifenoles, y son numerosos los trabajos que muestran la
capacidad antioxidante de las macroalgas relacionado con el contenido en polifenoles
(Zubia et al., 2007; Vidal et al., 2001). Estos autores, atribuyen a la presencia de
diferentes polifenoles las diferencias en la actividad antioxidante detectada en las

especies estudiadas.

ANTIOXIDANTES DE NATURALEZA HIDROSOLUBLE

Compuestos fendlicos, generalmente todos los vegetales, como producto de su
metabolismo, son capaces de sintetizar un elevado numero de compuestos fendlicos,
algunos de los cuales son indispensables para sus funciones fisioldgicas y otros de
utilidad para defenderse ante situaciones de estrés, lo que se conoce como defensa
guimica. Se ha destacado el importante papel fisiolégico que juegan los polifenoles en
las algas, principalmente en las pardas (Deslandes et al., 2003; Connan et al., 2006).
Ademas de poseer diferentes actividades bioldgicas siendo su capacidad antioxidante
la mas importante (Prior et al. 1998), presentan una estabilidad mayor que la del acido
ascorbico (Miller y Rice-Evans, 1997). Se clasifican dependiendo de la estructura y
clase de subcomponentes fendlicos, dependiendo del nimero y posicion de grupos
hidroxilo y la presencia de otros constituyentes. Estos compuestos fitofendlicos se han
asociado con la accion antioxidante en sistemas biol6gicos actuando como

captadores de radicales libres (Rice-Evans et al., 1995; Jorgensen et al., 1999).
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La efectividad de su capacidad antioxidante va a depender de su estabilidad en
los diferentes sistemas, asi como también del nimero y localizacién de grupos
hidroxilo. En muchos estudios in vitro los compuestos fenélicos han mostrado alta
actividad antioxidante, incluso mayor que la presentada por vitaminas y carotenoides
(Vinson et al., 1995, Re et al., 1999;). Muchos de estos trabajos han enfatizado el papel
beneficioso de fenoles de plantas superiores en la salud humana y en la accién frente
al cancer (Setchell et al., 1981; Paganda et al., 1999).

Aungue ya se ha indicado que las algas, en general, son una fuente potencial
de antioxidantes naturales (Pratt, 1992), diversos estudios han profundizado en el
papel que juegan los compuestos fendlicos en relacién a la actividad antioxidante (Foti
et al., 1994). También se han realizado estudios que demuestran la capacidad de los
compuestos fendlicos en el bloqueo de la radiacién ultravioleta (UV), inductora de
algunos procesos relacionados con la carcinogénesis (Huang y Farraro, 1992). Mas
concretamente, la actividad quimica de los polifenoles en términos de sus propiedades
como donadores de hidrégeno o agentes donadores de electrones, predicen su
potencial para actuar como captadores de radicales libres (antioxidantes) y su accién
como antioxidante esta relacionada no sélo con su estructura quimica sino también
con su localizacion (Rice-Evans et al., 1997). Las macroalgas pertenecientes al grupo
de algas pardas (Phaeophyta) presentan un alto contenido en compuestos
polifendlicos o florotaninos (Ragan y Glombitza, 1986; Van Alstyne, 1988; Steinberg,
1992). La relacién de sustancias fendlicas con moléculas de floroglucinol en las algas
pardas, se menciond por primera vez por Crato (1893). La mayoria de los metabolitos
secundarios algales se han aislado de especies tropicales (Faulkner, 1992) y hasta los
afos 90 se consideraba que la produccion de las defensas quimicas respondia a una
interesante pauta biogeogréfica . Esta diversidad quimica concretamente en
compuestos fendlicos, presumiblemente es un reflejo de la mayor actividad herbivora
de los trépicos (Gaines y Lubchenco, 1982). Sin embargo estudios posteriores han
demostrado que las concentraciones de compuestos fendélicos en algas pardas de
latitudes templadas son sustancialmente superiores a las cuantificadas en especies
similares de latitudes tropicales (Steinberg, 1992). Muchas algas pardas en Australia y
Nueva Zelanda tienen 2 y 3 veces mayor contenido en compuestos fendlicos que
especies similares del Pacifico Norte (Steinberg 1989, 1992). Estes y Steinberg (1988)
sugirieron que estas diferencias entre las dos regiones estan relacionadas con los
diferentes perfiles de presion herbivora siendo mayor en el Pacifico Sur lo que permitié

que las algas pardas desarrollaran altos contenidos en polifenoles.
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Paralelamente (Targett et al., 1992) muestran que algas pardas tropicales de los
6rdenes Fucales y Dictyotales presentan niveles tan altos como los encontrados en
zonas templadas. Las diferencias en el nivel de polifenoles en algas pardas a nivel
mundial no se puede explicar Unicamente por la variacién latitudinal y la presion
herbivora. A este respecto se ha demostrado que los polifenoles actian con mayores
actividades especificas que las sugeridas inicialmente (Hagerman y Butler, 1991;
Ayres et al., 1997). Asi, la reactividad de los polifenoles es afectada por el medio
quimico de los sistemas digestivos de los herbivoros (Hay y Steinberg 1992; Appel,
1993; Boettcher and Targett, 1993; Targett et al., 1995) y la variacidbn espacio-
temporal junto con otros parametros (nutrientes, irradiancia, diferenciacion en el talo)
que afectan a los niveles de florotaninos (Arnold et al., 1995; Cronin y Hay, 1996;
Peckol et al., 1996). En este ultimo sentido, tratando de entender estas variaciones
intraespecificas, diferentes estudios han demostrado que un incremento de la
radiacion UV induce a cambios en la produccién de polifenoles en el alga parda
Ascophyllum nodosum (Pavia et al., 1997; Pavia et al., 1999; Pavia y Brock, 2000).
Segun estos resultados los florotaninos pueden actuar como pantalla frente a los
efectos dafiinos de la radiacion UV. Incluso aunque la absorcion maxima de los
florotaninos sea a una longitud de onda entre 260 y 280 nm, menor que la radiaciéon
UV incidente. Abdala et al. (2003) demostraron que los polifenoles en el alga parda
Cystoseira tamariscifolia presentan una variacion estacional con valores maximos en
los periodos de mayor radiacién solar (primavera -verano), pero también presentan
ciclos de variacidn diario con maximos en las horas centrales del dia excepto en
verano donde el contenido cae al mediodia como consecuencia de una mayor
excrecion al medio. La disponibilidad de nutrientes es otro factor ambiental al que se
encuentran comunmente sometidas las algas que influye en el contenido de

florotaninos (Amsler y Fairhead, 2006).

Ficobiliproteinas, son los principales pigmentos accesorios captadores de la energia
luminosa en algas rojas y cianobacterias. Se ha encontrado que c-ficocianiana
presenta actividad antioxidante con una marcada actividad antinflamatoria y
neuroprotectora (Romay et al., 2003). Es por esto que han despertado interés en
relacion a una posible utlizacion para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas causadas por el estrés oxidativo (Alzheimer, Parkinson),

tratamiento de las Ulceras gastricas y el cancer de colon. La administracion de
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Tabla 1.3. Tabla resumen de las defensas antioxidantes enzimaticas y compuestos antioxidantes
de las algas, similares a las encontradas en los vegetales terrestres, aisladas a partir de
extractos tanto lipofilicos como hidrofilicos (Le Tutour et al., 1998; Algorythme 52, 2000;

Naguib, 2000).

SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE EN ALGAS

Proceso

Especie

Superodxido
dismutasa

Catalasa

Glutation
peroxidasa

ENZIMATICOS

GSSG reductasa
Compuestos

fenélicos

Clorofilay
derivados

Polisacaridos

Fosfolipidos

Ficobiliproteinas

Vitamina C

NO ENZIMATICOS

Vitamina E

Carotenoides

Micosporinas

Glutatiéon

Produce la dismutacién del superéxido
y genera H,0,.

Reduce el peréxido de hidrogeno a
H,O y O,. Localizada principalmente
en los peroxisomas.

Cataliza la trasformacion de perdxidos
organicos y de hidrégeno a expensas
de la transformacion de glutation
reducido (GSH) en su forma oxidada
(GSSG).

Regenera la forma reducida del
glutation y los equivalentes de
reduccién los proporciona el NADPH.
Atrapan especies reactivas de oxigeno
debido a su propiedad como
donadores de electrones. La
efectividad de su capacidad
antioxidante va a depender del nimero
y localizacion de grupos hidroxilo.
Actla como captador de radicales
libres y tiene la capacidad de actuar
sinérgicamente con el tocoferol
Muchos de ellos con grupos sulfatos
con demostradas propiedades como
atrapadores de radicales libres.

El principal agente antioxidante es el
fosfatl inositol. Muestra efecto
sinergético junto a la vitamina E.

La bilina funciona como captador de
radicales libres.

Reduce directamente radicales libres
libres y genera el radical ascorbato,
gque desaparece via transformacioén en
ascorbato y deshidroascorbato.
Secuestra radicales peroxido, lo que
impide la reaccion de propagacion,
oxidandose a radical a-tocoferilo y
finalmente, a la forma quinénica

Interacciona con especies excitadas y
exhibe una buena actividad
blogueante de radicales a bajas
presiones de O,

La capacidad de actuar como captador
de radicales libres

El balance GSH/GSSG influye en el
funcionamiento del sistema GSH
peroxidasa/GSSG reductasa

Fucus, Cystoseira,
Sargassum, Ulva

Porphyra sp,
Scytosiphon
lomentaria
Porphyra

Porphyra

Eisenia bicyclis, Fucus
spiralis, Ascophyllum
nodosun, Cystoseira
tamariscifolia, Ecklonia
kurome

Enteromorpha sp.,
Eisenia bicyclis

Porphyra, Ulva,
Ecklonia, Laminaria
japonica

Porphyra tenera,
Eisenia bicyclis Fucus
spp, Ascophyllum
Porphyra, Phormidium,
Spirulina

Fucus spp,
Ascophyllum,
Chondrus crispus

Fucus spp,
Ascophyllum
nodosum, Laminaria
digitata, Palmaria
palmata

Cystoseira abies-
marina, Laminaria
digitata, Chondrus
crispus

Porphyra

Ulva fastiata
Enteromorpha spp

ficoeritrina en ratas diabéticas aumento la situacibn general antioxidante por

el
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aumento de bilirrubina, superéxido dismutasa, catalasa, las concentraciones de
glutation peroxidada y los antioxidantes no enzimaticos del sistema (Soni et al., 2009).
Recientemente un nuevo trabajo ha sugerido que la proteina de ficoeritrina es
facilmente digerida para liberar el compuesto ficoeritrobilina durante el proceso de la
digestién gastrointestinal en mamiferos, el cual mostré la capacidad de captacion de
radicales peréxidos, concluyendo que diversas actividades terapéuticas de la
ficoeritrina parecen estar asociados con el compuesto ficoeritrobilina (Yabuta et al.,
2010).

Amino &cidos tipo micosporina (MAAs), diversos estudios sugieren una funcién
fotoprotectora para los MAAs ya que poseen alta capacidad de absorcion de la
radiacion UV y capacidad de actuar como antioxidante (Dunlap & Yamamoto, 1995;
Nakayama, 1999; de la Coba et al., 2009) aunque son muchas las funciones que se
les ha atribuido a este tipo de metabolitos como osmolito orgéanico (Portwich y Garcia-
Pichel ,1999), precursor de algunos pigmentos (Price y Forrest, 1969; Shibata, 1969),
papel reproductor en algunos organismos, etc. El papel fotoprotector frente a la
radiacién UV es el mas aceptado y el mas documentado (Wood, 1989; Garcia—Pichel
et al 1993; Post y Larkum, 1993; Lesser, 1996; Neale et al., 1998; Sinha et al., 2000;
Misonou et al., 2003), especialmente por su capacidad para absorber longitudes de
onda corta unido a su alta fotoestabilidad tanto in vivo (Adams y Shick, 2001) como in
vitro (Conde et al., 2000, 2004). Algunos autores también han descrito el papel
antioxidante de la micosporina-glicina en ensayos de inhibicion de la peroxidacion
lipidica (Dunlap y Yamamoto, 1995; Nakayama et al., 1999) y como secuestrador de
radicales 'O, generados bajo la accién de ciertos fotosensibilizadores (Suh et al.,
2003). En la actualidad la actividad antioxidante de las imino-MAAs esta escasamente
investigada v, los pocos trabajos que existen, valoran la capacidad antioxidante de los
extractos algales (Dunlap y Yamamoto, 1995; De la Coba et al., 2099) o de una
mezcla de MAAs (Kim et al., 2001). La capacidad antioxidante en medio acuoso o
lipidico de imino-MAAs como tales, es decir, purificadas o aisladas en un alto grado de
pureza no se conoce, al igual que tampoco su comportamiento a nivel de secuestro de

radicales superéxido y perdxido de hidrégeno.

Polisacéridos, las algas marinas tienen un alto contenido de polisacaridos, muchos
de ellos con grupos sulfatos con demostradas propiedades como atrapadores de
radicales libres y antioxidantes para la prevencién del dafio oxidativo en organismos

vivos (Qi et al., 2005). Las algas rojas se caracterizan por tener principalmente
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galactanos: agar y carragenatos (Painter, 1983; Craigie, 1990). El agar es un
biopolimero con una amplia variedad de aplicaciones en los alimentos, la biotecnologia
y la medicina, principalmente como agente gelificante (Usov et al., 2002). El agar
quimicamente estd constituido por fracciones polisacaridas de agarosa y la
agaropectina. La agarosa es el componente principal del mismo, presenta alrededor
del 70% del total. Tanto la agarosa como la agaropectina tienen la misma estructura
basica constituida por unidades alternas de galactosa y 3,6-anhidrogalactosa, ambas
en forma piranosa. Las unidades se enlazan por uniones olL(1—3) y gD (1—4),
también en forma alternada (Araki, 1966). La heterogeneidad en esta estructura
proviene de la sustitucion con sulfato de hemiesteres, esteres de metilo y cetales
piruvato en varias posiciones. A diferencia de la agarosa, la agaropectina posee un
alto contenido en sulfato y piruvato (Lahaye et al., 1985; Armisen y Galatas, 1987). La
variacion en posicion y el grado de influencia de sustitucion con grupos sulfato produce
geles de menor fuerza, es decir, geles mas suaves. Las algas pertenecientes a los
ordenes Gracilariales (Gracilaria, Gracilariopsis y Hydropuntia) y Gelidiales (Gelidium,
Pterocladiella y, Gelidiella) son un claro ejemplo de productoras de agar, tal y como lo
demuestra la industria de hidrocoloides creada en paises como EEUU y Chile, donde
se comercializa principalmente como materia prima para la produccion como agente
gelificante (McHugh, 1991; Armisen, 1995). Las algas pertenecientes al orden
Gigartinales (Gigartina, Kappaphycus, Euchema e Hypnea) se caracterizan por
contener principalmente carragenatos. Estos constituyen toda una familia quimica de
polisacaridos complejos derivados de la galactosa, los cuales presentan un esqueleto
lineal de unidades alternantes de p-D-galactopiranosa unido glicosidicamente a través
de las posiciones 1y 3 y uno de a-D- galactopiranosa unido a través de las posiciones
1y 4 (Painter, 1983). Estos polimeros presentan al contrario que otros ficocoloides un
alto contenido en sales y sulfatos. Se clasifican en familias de acuerdo al grado y
patron de sulfatacion de las unidades de galactosa. La familia kappa- se caracteriza
por la gran cantidad de grupos sulfatos (20-24% frente al 4-6% del agar). Algunas
algas rojas contienen polisacaridos estructuralmente hibridos (Bellion et al., 1981,
Correa-Diaz et al., 1990). Un ejemplo es el de las algas Corallina pilulifera y Georgiella
confluens de donde se han obtenido xilogalactanos denominados agaranos (Usov et
al., 1997; Kolender y Matulewicz, 2002). Diferentes autores han demostrado que los
polisacaridos sulfatados de las algas, Fucus vesiculosus, Laminaria japonica y
Porphyra haitanensis entre otros, presentan una fuerte actividad antioxidante, que se

atribuye a su capacidad atrapadora de ERO (Hu et al., 2001; Xue et al., 2001).
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ANTIOXIDANTES DE NATURALEZA LIPOSOLUBLE

Carotenoides, existen mas de seiscientos tipos de carotenoides, de los cuales cerca
de 50 son precursores de la vitamina A o retinol. Los carotenoides se dividen en dos
grupos: los carotenos y las xantofilas. Los carotenos como el a o p-carotenos o el
licopeno contienen solo atomos de carbono e hidrégeno, mientras que las xantofilas
como la luteina tienen al menos un atomo de oxigeno en su estructura. Los
carotenoides y en particular los 4-oxo derivados tales como la astaxantina son los
responsables de actuar como neutralizadores de radicales libres y de otras especies
reactivas del oxigeno (Olmedilla et al. 2001). Son eficientes antioxidantes contra el
oxigeno singlete y los radicales peroxido, contribuyendo de este modo al sistema de
defensa lipofilico de los organismos.La especie Laurencia obtusa (Orden Ceramiales)
posee un contenido en carotenos que la hacen una fuente importante de antioxidantes,
al igual la microalga verde Dunaliella salina. Esta microalga, en condiciones de alta
irradiacién y alta salinidad, produce importantes cantidades de p-caroteno, pigmento
gue le da la caracteristica coloracion rojiza y que tiene un alto poder antioxidante. Sin
embargo, la astaxantina producida por otra microalga verde, Haematococcus pluvialis,
posee una actividad antioxidante diez veces superior a la del -caroteno producido por
Dunaliella salina. La astaxantina protege contra los efectos de los rayos UV,
generacién de manchas en la piel y canceres quimioinducidos entre otros (Tanaka,
1994).

Clorofila y sus derivados, contenidos en la fraccion de los lipidos neutros son
capaces de actuar como antioxidantes en oscuridad, aunque a la luz participen en la
fotosintesis (Endo et al.,1985) . La feofitina a y la pirofeofitina a han sido identificados
como responsables de la actividad antioxidante del alga verde Enteromorpha y del
alga parda Eisenia bicyclis, respectivamente (Nishibori y Namiki, 1988). Estos

compuestos muestran un efecto sinérgico con la vitamina E.

1.3.2. METODOLOGIA PARA DETERMINAR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para analizar los antioxidantes presentes en cualquier material vegetal, se utilizan gran

diversidad de metodologias. Las caracteristicas esenciales de cualquier prueba de
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evaluacion de capacidad antioxidante son: un sustrato adecuado con el cual pueda ser
determinada la inhibicion de la oxidacion, un indicador de oxidacion (radical libre) y
una adecuada medicion del punto final del proceso de oxidacion, que puede llevarse a
cabo por métodos quimicos, instrumentales o sensoriales (Arnao et al.,1999; Robards
et al 1999). Actualmente existen diversos métodos para evaluar actividad antioxidante
(Cintra et al.,2001) ya sean in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en
las medidas in vitro de la capacidad antioxidante total de un compuesto o extracto,
consiste en determinar la actividad antioxidante frente a sustancias cromdégenas de
naturaleza radical mediante la pérdida de color que ocurre de forma proporcional con
la concentracion (Arena et al.,, 2001). No obstante, las determinaciones de la
capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan s6lo una idea aproximada de lo
gue ocurre en situaciones complejas in vivo. Estos métodos deben ser rapidos,
reproducibles y requerir pequefias cantidades de compuestos quimicos por analizar,
ademas de no estar influenciados por las propiedades fisicas de estos compuestos
(Marco, 1968).

Uno de los métodos mas frecuentes utilizados para la evaluacion de la
actividad antioxidante es el método DPPH basado en la capacidad del radical libre
estable 1,1-difenil-2- picrilhidrazilo (DPPH) para reaccionar con donadores de
Hidrégeno. El radical DPPH tiene un maximo de absorbancia a 517 nm y genera un
producto incoloro cuando captura un antioxidante. De esta forma, se mide la
disminucion de la absorbancia de una disolucién estable del radical DPPH- en
presencia de sustancias antioxidantes con grupos OH activos donadores de H
capaces de capturar radicales libres. El método se ha aplicado a la determinacién de
la actividad antiradicalaria en diversos trabajos de microalgas y macroalgas
(Matsukawa et al.,1998; Zubia et al., 2007) asi como en plantas terrestres y alimentos
como frutas, hortalizas, vinos (Cano et al., 1998) entre otros.

Un ensayo ampliamente utilizado es el de la ferrilmioglobina/ABTS (&cido 2,2’-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (Miller et al.,1993). En este método, el
producto de oxidacion del ABTS, el catién-radical de larga vida ABTS™, se presenta
como un herramienta vélida para determinar la actividad antioxidante de antioxidantes
donadores de hidrogeno (capturadores de radicales en fase acuosa) y antioxidantes
rompedores de cadena (capturadores de radicales peroxilo lipidicos). El radical ABTS™
se genera mediante la interaccion del ABTS con la especie radicalaria ferrilmioglobina,
generada por la activacion de la metmioglobina en presencia de perdxido de
hidrogeno. En este método, se mide el tiempo que tarda el radical ABTS en ser

oxidado hasta el radical estable ABTS ™ en presencia de compuestos antioxidantes
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como los polifenoles que retarden dicha oxidacién o bien disminuyan la absorbancia
de la disolucion por captura del radical. La absorbancia se mide a 734 nm , longitud de
onda en la que el radical coloreado presenta su maximo. Otros métodos igualmente
empleados para medir la actividad antioxidante son el ensayo FRAP (Ferric reducing
antioxidant power) (Benzie y Strain, 1996) el cual mide la capacidad de reduccién de la
sustancia testada. El color resultante de la reaccion se mide a 593 nm. El método de
decoloracién del beta-caroteno (Velioglu et al., 1998) también es ampliamente utilizado
para medir actividad antioxidante en sustancias lipofilicas. La técnica se fundamenta
en la capacidad de diversos extractos de disminuir la decoloracién oxidativa del
betacaroteno en una emulsiéon &cida de betacaroteno/linoleico. Asi como el método
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Cao et al.,, 1997) y el método de
atrapamiento de aniones superéxido (Marklund y Marklund, 1974). Este ultimo se basa
en la inhibicion de la reduccion de un compuesto coloreado (normalmente una sal de
tetrazoilo) por el radical superdxido. En general, cabe mencionar que la capacidad
antioxidante de un extracto no viene dada so6lo por la suma de las capacidades
antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende del microambiente
en el que se encuentra el compuesto. Los compuestos interactlan entre si pudiendo

ocurrir efectos sinérgicos o inhibitorios (Prior et al., 2005).

1.4.CULTIVO DE MACROALGAS EN SISTEMAS INTENSIVOS. BIOFILTRACION
DE AGUAS RESIDUALES

1.4.1. GENERALIDADES DE LOS SISTEMAS DE CULTIVO DE MACROALGAS

El uso de macroalgas como fuente de sustancias antioxidantes para la industria exige
contar con biomasa de una forma sostenible. La recoleccién a partir de poblaciones
naturales ha sido hasta el momento la fuente principal de biomasa, principalmente con
algas pardas y rojas, empleadas de forma importante en la industria de los ficocoloides
(Laminaria sp., Macrocystis, Ascophyllum, Gelidium y Pterocladia, entre otras). Las
nuevas fuentes de biomasa proceden en los ultimos afios del desarrollo de los
sistemas de cultivo de algas tanto en el mar como en sistemas de cultivo en tierra
firme. Entre otros objetivos, estos sistemas de cultivo han sido propuestos como
sistemas eficaces para reducir los problemas de eutrofizacion causados directamente
por la acuicultura animal (Chopin et al., 2001; van Rijn, 1995).

El término maricultura, aplicado a macroalgas, define la accién de cultivar

macroalgas en ambientes artificiales, principalmente en tierra y enriquecidos por la
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adiciéon de nutrientes, con el objetivo de incrementar la producciéon de biomasa por
unidad de area bajo condiciones controladas o semicontroladas (Chapman y Chapman
1980). Los sistemas de cultivos desarrollados con este objetivo son relativamente
recientes, y fueron iniciados por diversos grupos de investigacion en Canada (Neish et
al., 1977) y en los Estados Unidos (Ryther et al., 1978). En funcion de la densidad, los
sistemas de cultivo se clasifican en extensivos, establecidos sobre grandes
superficies con densidades de biomasa reducidas, e intensivos, donde en recipientes
de capacidad reducida (fotobiorreactores, tanques o “raceways”) se cultivan
macroalgas a altas densidades. En funcién de la fuente de irradiacion los sistemas se
clasifican en sistemas “outdoor” o exteriores, con irradiacion natural directa, e “indoor”
o interiores, generalmente instalados en camaras de cultivo con irradiacion artificial. La
gran mayoria de los sistemas intensivos, instalados en zonas costeras, requieren de
sistemas de bombeo de agua de mar. En funcion del aporte de agua a la unidad de
cultivo los sistemas se clasifican en abiertos, con renovacion constante de agua, y
semi-cerrados, que precisan de recambios periédicos de agua, aprovechandose
dichos cambios para el enriquecimiento del medio con nutrientes. La cantidad de
nutrientes que se aportan al medio es uno de los principales factores a considerar en
el desarrollo de estos sistemas. Ademas del carbono inorganico, aportado
principalmente por los sistemas de aireacion, es necesaria la adicion de nitrégeno y
fésforo, que son los elementos limitantes mas importantes y esenciales para satisfacer
los requerimientos fisiolégicos de las algas (Lobban et al., 1985). La eficiencia de estos
sistemas se basa en los aspectos técnicos de disefio y operacion (Bidwell et al., 1985),
ademas de la elecciéon de la especie que por sus caracteristicas biol6gicas se adapte

mejor a los sistemas y que por su importancia econémica haga rentable su produccion.

1.4.2. ACUICULTURA INTEGRADA: SISTEMAS DE CULTIVO MULTITROFICOS
(IMTA)

La liberacion de nutrientes al medio, procedentes de los restos de pienso no
consumido y excreciones, derivados de las actividades de la acuicultura supone uno
de los principales inconvenientes para lograr la sostenibilidad medioambiental de esta
industria. En las actividades acuicolas intensivas y semi-intensivas tan solo el 30% del
alimento suministrado es retenido en forma de biomasa por las especies cultivadas,
por lo que el 70% restante es descargado al medio en las aguas residuales, bien como

materia particulada, bien de forma disuelta sobretodo en forma de N-amonio (N-NH;")
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y P-fosfatos (P-PO5%) (Porter et al., 1987; Troell et al., 1999; Neori y Shpigel, 1999;
Neori et al., 2000; Schuenhoff et al., 2003).

Esta descarga de nutrientes ocasiona un gran impacto sobre el medio acuatico
favoreciendo los procesos de eutrofizacién en zonas costeras (Ackefors y Enell, 1990)
por la elevada carga de nitrogeno, fésforo y materia organica de los efluentes (Chopin
et al., 2001; Troell et al.,, 2003; Neori et al., 2004). La Directiva Marco de Aguas
(Directiva 2000/60/CE) restringe los limites permitidos para la concentracion de
nutrientes en la descarga de efluentes procedentes de la Acuicultura por lo que se
hace necesaria la busqueda de alternativas sostenibles que disminuyan los impactos
de las actividades acuicolas sobre el medio ambiente y en concreto sobre los
ecosistemas marinos receptores de los efluentes. De forma comdn se establece la
practica “la dilucién es la solucion” siendo el vertido al medio de aguas no tratadas de
forma frecuente mas la regla que la excepcion (Troell et al., 2003). La conversion, y no
la dilucion, es una de las soluciones que se plantea en los denominados sistemas
integrados multitréficos (Figura 1.4). El desarrollo y disefio de estos sistemas IMTA se
basa en principios ecoldgicos para conseguir la maxima efectividad en términos de
flujo de materia y energia (Troell et al., 1999), ya que los residuos generados por una
de las unidades, p.e. los tanques de peces o crustaceos, sirven como fuente de
alimento y nutrientes para otros niveles de la cadena trofica (Tabla 1.4). La finalidad es
conseguir tasas de reciclaje y Dbiofiltracion de nutrientes que reducen
considerablemente el impacto medioambiental al tiempo que incrementan la
produccién de diferentes cultivos con posible interés comercial (Shpigel et al., 1999).
La utilizacién de macroalgas en estos sistemas supone la mejora considerable de la
calidad de los efluentes en cuanto a materia inorganica disuelta se refiere, ya que
durante las horas de luz, a través de su metabolismo, se consumen amonio
(fundamentalmente para la sintesis de proteinas) y CO,, se produce O, y se eleva el
pH del medio. El amonio constituye la fraccion mas importante del nitrdgeno inorganico
disuelto (NID) en los efluentes de piscifactorias (aproximadamente el 90% del NID),
pudiendo alcanzar concentraciones superiores a 450 uM (Neori et al., 1998). El
nitrdgeno inorganico procedente de efluentes de piscifactorias puede ser asimilado
eficientemente por diferentes especies de macroalgas. Los primeros trabajos que
describen la posibilidad de utilizar macroalgas marinas para la depuracion de efluentes
de piscifactorias se publicaron al final de la década de los afios setenta (De Boer &
Ryther, 1977; Fralick, 1979). En estos estudios se demostré que algas de los géneros

Gracilaria y Ulva mostraban altas capacidades de biofiltracion (Harlin et al., 1979).
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Asi el alga verde Ulva rigida puede filtrar hasta el 90% del NH," a flujos de 2 g
N m? dia® y un 60-70% a flujos de 8 g N m? dia™ (Cohen y Neori,1991). En estudios
mas recientes otros géneros de macroalgas (Gracilariopsis, Palmaria, Hypnea,
Chondrus, Porphyra, Kappaphycus y Laminaria) cultivados en los sistemas de
policultivo han demostrado ser biofiltros eficientes de los efluentes ricos en nutrientes y
bajo diferentes condiciones y factores (Troell et al., 2003). Neori et al. (1996)
describieron un sistema integrado con recirculacién de agua entre un cultivo de peces
y algas con resultados 6ptimos en la depuracion de nitrogeno y fésforo. Especies de
algas rojas como Gracilaria cornea e Hypnea spinella, cultivadas de forma sostenible
durante periodos superiores a dos aflos muestran alta capacidad de biofiltracion de
amonio superior al 50-70 % (Gomez Pinchetti et al., 2002).

En trabajos recientes (Gomez-Pinchetti et al., 2002), de un screening realizado
entre un total de 17 especies de macroalgas rojas (Rhodophytas) y verdes
(Chlorophytas) se obtuvieron resultados positivos en cuanto a adaptacion al sistema
de cultivo, produccion, crecimiento y biofiltracion con especies de algas rojas de
morfologias similares a Gracilaria e Hypnea, resultados similares a los obtenidos

previamente en algas verdes del género Ulva(Jiménez del Rio et al., 1995, 1996).
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Tabla 1.4. Revision de sistemas de policultivo integrados descritos en la literatura reciente, incluyendo los resultados mas significativos en cuanto a

biofiltracion (NUE).

Especies . .
. Sistema NUE (%) Referencia
Macroalga — Animal
Gracilaria chilensis — Isacia conteptionis; Crassostrea Tanques Altos niveles de Chow et al., 2001

gigas; Loxechinus albus

Gracilaria edulis — Penaeus japonicus; Saccostrea
commercialis

Gracilaria edulis - Penaeus japonicus; Saccostrea
commercialis

Ulva rotundata; Enteromorpha intestinalis; Gracilaria
gracilis — Dicentrarchus labrax

Gracilaria parvispora — Chanos chanos

Ulva lactuca — Abalone; seabream

Ulva rigida — Dicentrarchus labrax; Sparus aurata

Ulva lactuca — Haliotis discus; Paracentrotus lividus;
Sparus aurata

Palmaria mollis — Haliotis discus hannai

Ulva rigida — No indicado

Porphyra spp. — Virtual

Tanques escala laboratorio

Raceways con recirculacion

Tanques
Tanques
Tanques outdoor en cascada /

recirculacion parcial

Tanques — Laguna

Tanques outdoor en cascada /
recirculacion parcial

Tanques — co-cultivo

En laboratorio / flujo continuo

Matraces escala laboratorio

biofiltracién
2-76

Problemas
sedimentacion

Altas tasas de
asimilacion de
amonio

Alta produccion

Alta produccion /
alta biofiltracion

Biofiltracion baja;
crecimiento
estacional

Alta produccion /
alta biofiltracion /
alta estabilidad
del sistema

Alta biofiltracion —
alto crecimiento

Alta biofiltracién

Alta biofiltracion
en efluentes
moderados

Jones el al., 2001

Jones et al., 2002

Hernandez et al., 2002

Nagler et al., 2003

Neori et al., 2003

Porrello et al., 2003

Schuenhoff et al., 2003

Demetropoulos y Langdon, 2004b

Bartoli et al., 2005

Carmona et al., 2006
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Chondrus crispus; Gracilaria bursa pastoris; Palmaria
palmata — Dicentrarchus labrax; Scophthalmus maximus

Kappaphysuc alvarezii — Litopenaeus vannamei

Gracilaria sp.; Rizhopora sp. (mangle) — Crassostrea
iredalei; langostino

Ulva pertusa - Apostichopus japonicus

Ulva pertusa - Pagrus major
Kappaphycus spp. — Chanos chanos

Codium fragile — Virtual

Kappaphycus alvarezii — Trachinotus carolinus

Ulva lactuca - Haliotis midae
Porphyra yezoensis — No indicado
Macrocystis; Gracilaria — Salmén

Ulva clathrata — No indicado

Gracilaria caudata - Litopenaeus vabbamei

Tanques outdoor; cascada

Co-cultivo en jaulas flotantes
Estanques

Sistema a escala comercial de
recirculacion en flujo discontinuo

Sistema de poli-cultivo integrado
Acuarios

Escala laboratorio

Tanques con recirculacion

Sistema de recirculacion
Redes en mar abierto

Lineas; mar abierto

A escala piloto; flujo de agua
(continuo y estacionario)

Laguna, cajas y redes

Alta biofiltracion y
crecimiento
estacional

Crecimiento
normal

Alta biofiltracién

Efectividad de
eliminaciéon de
nitrégeno >60 %

Peces con mejor
color

Biofiltracion
media

Alta biofiltracion;
estacional

Alta biofiltracion;
baja tasa de
crecimiento

Optimizar tasa de
recirculacion

Alta biofiltracion y
produccion

Alta biofiltracion;
alto crecimiento

Buena candidata;
ciclo vital corto

Biofiltracion
media;
crecimiento bajo

Matos et al., 2006

Lombardi et al., 2006

Shimoda et al., 2006

Wang et al., 2007

Hirata et al., 2007

Rodrigueza y Montafio, 2007

Kang et al., 2008

Hayashi et al., 2008

Robertson-Andersson et al., 2008

He et al., 2008

Buschmann et al., 2008

Copertino, 2009

Marinho-Soriano et al., 2009
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Gracilaria lemaneiformis - Chlamys farreri

Asparagopsis armata; Ulva rigida — No indicado

Ulva clathrata — Litopenaeus vabbamei

Gracilaria; Laminaria - Lateolabra japonicus;
Pseudosciaena crocea

Sistema de acuicultura multi-
trofica integrada

Tanques

Tanques outdoor — co-cultivo

Jaulas flotantes

Biofiltracion y
produccién de
biomasa

Alta biofiltracion
amonio; altas
producciones

Beneficio
crecimiento
langostinos

Estrategia
biorremediacion

Mao et al., 2009

Mata et al., 2010

Cruz-Suarez et al., 2010

Jiang et al., 2010
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Figura I.4. Esquema general de un sistema integrado a escala piloto en el que se incluyen diferentes niveles tréficos 1. Bomba que impulsa el agua de
mar. 2 y 3. Tanques de peces. 4. Flujo entrada en los tanques de macroalgas.5. Invernadero 1. 6. Invernadero 2. SW entrada: entrada de agua de mar,
SW salida: salida de agua de mar, S: sedimentacion POM: materia organica particulada, DIM: materia inorganica disuelta.
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1.4.3. VALORACION Y APLICACIONES DE LA BIOMASA OBTENIDA EN
SISTEMAS IMTA

Se han propuesto diversas aplicaciones para la biomasa de macroalgas (Tabla 1.5)
producida en sistemas de acuicultura integrada tales como su uso para alimento de
peces, la preparacion de biofertilizantes de uso agricola o la obtencién de sustancias
de interés comercial (Schramm, 1991a, 1991b ; Neori et al., 1998, 2000, 2004) como
biliproteinas, utilizadas como marcadores de fluorescencia (Luiten et al., 2003),
polisacaridos, de aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica (Indergaard y
@stgaard, 1991) o los amino &cidos tipo micosporina (MAAs), de gran interés debido a

sus propiedades fotoprotectoras y antioxidantes (Figueroa et al., 2008).

Tabla 1.5. Revision de las diferentes aplicaciones de la biomasa de algas producida en
sistemas de acuicultura integrada.

Aplicacion biomasa

Macroalga cultivada en biofiltro Referencia
algas
Gracilaria chilensis Valoracion agar Chow et al., 2001
Alimento abalon y Schuenhoff et al.,
Ulva lactuca :
erizo 2003
. . . . Demetropoulos y
Palmaria mollis Alimento abalon Langdon, 2004b
Chondrus crispus; Gracilaria bursa Adicion piensos Matos et al.. 2006

pastoris; Palmaria palmata

Alimento para los

Ulva pertusa adultos de erizo

Wang et al., 2007

Procesada para

Ulva pertusa alimento de peces

Hirata et al., 2007

Kappaphycus s Valoracion Rodrigueza y
PRAPIVEES PP carragenato Montafio, 2007
i Valoracion .
Kappaphycus alvarezii carragenato Hayashi et al., 2008
Ulva lactuca Alimento abalén Robertson-Andersson
et al., 2008
Macrocystis; Gracilaria Alimento abalén Buschmann et al.,

2008

Uso no especificado;

Gracilaria lemaneiformis -
valoracion de agar

Mao et al., 2009

Gracilaria; Laminaria Biorremediacion Jiang et al., 2010
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Teniendo en cuenta que en los Ultimos afios, algunos de los proyectos de
investigacion desarrollados en el Centro de Biotecnologia Marina (ULPGC), en
colaboracién con el Grupo de Fotobiologia (UMA), han estado orientados al efecto que
la dinAmica del aporte de nutrientes (principalmente N-amonio y P-fosfato y su relacién
con el metabolismo del carbono) y otros pardmetros tienen sobre la biomasa cultivada
de forma intensiva y algunos de sus productos, p.e. polisacaridos o aminoacidos tipo
micosporina (MAA's); la valoracion de lipidos y sus componentes (p.e. triglicéridos y
acidos grasos) y la posibilidad de su modificacién a través de los cambios en las
condiciones de cultivo, fueron considerados como un objetivo interesante a la hora de

plantear el presente trabajo.
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1.1. INTRODUCCION

Las macroalgas del sistema intermareal se localizan en zonas de alta exposicion a la
radiacion solar, alto hidrodinamismo y altas concentraciones de oxigeno. A su vez,
compiten por uno o varios recursos a veces limitados como son el sustrato (Steneck,
1986), los nutrientes (Rosenberg y Ramus, 1982) y la luz (Cousins y Hutchins, 1983).
La influencia de estos factores del medio pueden variar el estatus antioxidante en las
algas y favorecer la generacion de radicales libres y otros agentes oxidantes fuertes
(Rozema et al., 2002). Los productores primarios y los procesos fisico-quimicos
contribuyen a fijar el 50% del CO, emitido a la atmésfera. Las macroalgas vy
angiospermas marinas a pesar de estar solo en las aguas costeras contribuyen con el
10% del total del carbono fijado y el resto se atribuye al fitoplancton (Dawes, 1986;
Behrenfeld et al., 2006). Ademas de su importancia como productores primarios, las
macroalgas son ecolégicamente importantes porque constituyen el habitat de
numerosos organismos y muchas de ellas son explotadas comercialmente (Chapman,
1980; Dawes, 1986; Buschmann, 1990).

Las macroalgas se encuentran distribuidas a lo largo de la costa desde la zona
intermareal a la submareal (aproximadamente 150 m). Para facilitar el estudio de las
franjas o cinturas de vegetacion existentes en una rasa eulitoral, existe una
terminologia basada fundamentalmente en la altura de mareas. Asi se denomina, piso
sublitoral a aquel que queda permanentemente bajo la superficie del mar, el eulitoral
queda comprendido entre las pleamar y bajamar maximas (emergido 2 veces al dia) y
supralitoral a la franja costera que queda por encima del nivel maximo de pleamar,
donde generalmente alcanza la salpicadura de las olas (Haroun et al.,2003). De esta
forma, los organismos bentdnicos que estan presentes en la rasa de mareas (eulitoral)
se agrupan en bandas mas o menos horizontales o bien quedan en el interior de los
charcos durante la bajamar. En este sentido, las distintas especies de macroalgas
forman cinturas de vegetacion, con colores distintivos, colocandose en el nivel
adecuado a sus exigencias fisiol6gicas y ecolégicas, prueba de ello fueron las zonas

de muestreo de este trabajo (Fig.1.1.).

En una misma localidad costera se producen cambios ambientales muy
bruscos, debido fundamentalmente a la accion de las mareas y a las variaciones de la
radiaciéon solar (ver Tabla 1.1.). Pero la distribucion en franjas noo se debe sélo a los

requerimientos de luz, sino ademas a los altos niveles de nutrientes que vienen del



Capitulo |

continente y que se depositan en los sustratos someros (Dawes, 1986; Thomas et al.,
1987).

Tabla 1.1. Factores ambientales que afectan a las macroalgas en una rasa eulitoral.

FACTOR AMBIENTAL GRADIENTE
Viento/ Desecacion Mayor en eulitoral y tendencia a disminuir dentro del sublitoral
Luminosidad Més intenso en el eulitoral superior
Temperatura Mas intenso en el eulitoral superior
Tipo sustrato Basdltico, pumitico, callaos, rodolitos, etc.
Desecacion Mas intenso en el eulitoral superior
Salinidad Mayor en el eulitoral superior, cambios bruscos dentro de charcos

Concentracién de nutrientes Cambios bruscos dentro de charcos

Contaminantes Mayor en el eulitoral superior y medio
Exposicién oleaje Mayor en el eulitoral superior
Predacion Mas intenso hacia el eulitoral inferior y sublitoral
Competencia/epifitismo Més intenso hacia el eulitoral inferior y sublitoral
Herbivoria Mas intenso hacia el eulitoral inferior y sublitoral

Las macroalgas son capaces de absorber grandes cantidades de nitrégeno (N),
fésforo (P) y diéxido de carbono (COy), producen grandes cantidades de oxigeno, y en
consecuencia, reducen los procesos de eutrofizacion. Todos estos factores
ambientales no solo afectan al crecimiento de las algas marinas, también tienen una
influencia significativa sobre otros componentes bioquimicos, tales como la
pigmentacion, la sintesis de proteinas, asimilacibn de nutrientes y el sistema de
defensa antioxidante (Figueroa et al., 1995; Vincent et al., 2006) entre otros. Los
procesos metabdlicos basicos de todos los organismos que utilizan oxigeno pueden
producir especies reactivas del oxigeno (EROs), estimandose que entre el 2y el 5 %
del oxigeno total consumido se convierte en EROs (O,, OH’, H,0,, 'O,, entre otros)
pudiendo ser el origen del dafio celular. En términos generales, se asume que la
fuente endégena generadora de EROS més importante en la mayoria de las células es
la mitocondria (Halliwell y Gutteridge, 1989), cuya principal funcion es generar energia,
siendo la cadena de transporte electronico el ultimo eslabén de la combustion de los
nutrientes para la obtencion de energia en forma de ATP. Los peroxisomas, organulos
responsables de la degradacién de &cidos grasos, también pueden originar la
formacion de radicales libres, produciendo como subproducto H,O, que es degradado
por la enzima catalasa. Otras fuentes representativas de esta produccion son la

activacion de células fagocitarias y la autooxidacion de compuestos de carbono
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reducido como son aminoacidos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos que dan lugar
también a la formacion de O, vy oxido nitrico (NO) y de Oy respectivamente, junto
con la activacion catalitica de diversos enzimas del metabolismo intermediario como la
lipoxigenasa, xantina oxidasa y aldehido oxidasa entre otros. Ademas de los
mecanismos oxidativos propios de las células, existen factores de origen exdgeno que
pueden incrementar el dafio oxidativo. En el caso de las algas marinas destacan la
radiacion UV como principal fuente de EROs y la concentracién de ciertos metales
pesados (Aguilera et al., 2002; Bischof et al., 2002; Pinto et al., 2003).

En situacién patolégica o de estrés se incrementan sustancialmente estas
especies quimicas, provocando una alteracion organica conocida como estrés
oxidativo. Si bien las macroalgas soportan multitudinarios factores endogenos y
exogenos de estrés oxidativo, también poseen numerosos sistemas de defensa
antioxidante regulables, enzimaticos y no enzimaticos (Fujimoto,1990). Se sugiere que
la ausencia de dafio oxidativo en los &acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
estructurales de las membranas tilacoidales, a pesar de la proximidad del oxigeno
producido durante la fotosintesis, y su estabilidad frente a determinadas condiciones
adversas, se deben a los fuertes sistemas antioxidantes que han desarrollado en
respuesta a las condiciones altamente oxidativas en que viven (Burrit et al.,2002;
Matsukawa et al., 1997). Esto a su vez pudiera condicionar junto con otros factores de
estrés como son los predadores a la biosintesis de metabolitos secundarios con
propiedades antioxidantes. Las EROs pueden atacar directamente los lipidos de las
membranas o iniciar un proceso autocatalitico mas dafiino: la peroxidacion lipidica tal
y como se ha indicado anteriormente, y en este sentido, otro elemento a favor que
presentan las algas marinas es su bajo contenido lipidico (Aruoma et al., 2003).

Los compuestos identificados en las algas implicados en la actividad
antioxidante tal y como muestran numerosos trabajos principalmente son, la clorofila y
derivados, carotenoides, vitaminas E y C, la fucoxantina, enzimas, amino&cidos tipo
micosporina, polisacaridos y polifenoles, siendo éstos Ultimos compuestos de
naturaleza fendlica (acidos fendlicos, flavonoides, quinonas, cumarinas, y taninos
entre otros) los mas reconocidos por su actividad antioxidante (Dunlap et al.,1995;
Nishida et al.,1996; Anggadiredja et al.,1997; Le Tutour, 1998; Algorythme, 2000; Xue
et al., 2001; Jiménez-Escrig et al., 2001; Huang et al., 2005; Zubia et al., 2007; De la
Coba et al., 2009). Los niveles de estos compuestos estan presentes en cantidades
variables en funcion del phylum y son influenciados principalmente por factores

medioambientales o en algunos casos por la situacion biogeogréfica.
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Figura 1.1. Imagenes de macroalgas recogidas en dos zonas de muestreo: Playa de Jindmar y
Hoya del Pozo.

En relacion a los aspectos tecnoldgicos relacionados con la obtencion de los
extractos (destilacion molecular, extraccion con fluidos supercriticos, el uso de
ultrasonidos) y solventes utilizados para la valoracién de la capacidad antioxidante en
vegetales es variable en funciones de los distintos autores (Nakatani et al., 1984; Albu
et al., 2004). En el campo de las algas, en la gran mayoria de trabajos se emplean
extractos crudos. Una vez obtenidos los extractos, y como criterio general, las
caracteristicas esenciales de cualquier prueba de evaluacion de capacidad
antioxidante son: un sustrato adecuado en el cual pueda ser monitoreada la inhibicion
de la oxidacién, un indicador de oxidacion (radical libre) y una adecuada medicion del
punto final de oxidacion, que puede llevarse a cabo por métodos quimicos,
instrumentales o sensoriales (Arnao et al.,1999; Robards et al.,1999). Actualmente
existen diversos métodos para evaluar actividad antioxidante (Brand-Williamset
al.,1995; Antololovich et al., 2002) ya sean in vitro o in vivo. Una de las estrategias
mas aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad antioxidante total de un
compuesto 0 extracto, consiste en determinar la actividad antioxidante frente a
sustancias cromogenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma
proporcional con la concentracion (Arena et al.2001; Moyer et al., 2002). No obstante,
las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan solo

una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.
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1.2. OBJETIVOS

El propdsito del presente capitulo se centra en el estudio de la actividad antioxidante
de extractos obtenidos a partir de algas marinas del litoral canario de las divisiones
Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta. Los ensayos realizados han sido
valoraciones primarias directas, ya que buscamos una actividad bioespecifica en un
gran numero de extractos de macroalgas, lo que conlleva los siguientes

planteamientos experimentales:

- Evaluacion cuantitativa de la actividad antioxidante de los extractos
metandlicos e hidroalcohdlicos obtenidos a partir de algas marinas del
litoral canario mediante (1) el método de DPPH obteniendo asi el
porcentaje de barrido de radicales libres de los extractos vy, (2) el
ensayo del poder reductor.

- Determinar el contenido cuantitativo de polifenoles en las diferentes
especies de macroalgas recolectadas de la naturaleza.

- Valoracion del contenido en pigmentos lipofilicos (clorofila vy
carotenoides totales) e hidrofilicos (ficoeritrina).

- Estudio de la relacion carbono nitrégeno de las especies recolectadas
de su medio natural.

- Analisis de la correlacion entre la actividad antioxidante detectada
mediante los métodos de barrido de radicales libres y poder reductor y
el contenido de las sustancias cuantificadas (polifenoles y pigmentos

liposolubles e hidrosolubles).

HIPOTESIS

La actividad antioxidante de las algas se relaciona con el gradiente batimétrico
en el sistema intermareal , esperando mas actividad en las algas sometidas a
mayor estrés (alta radiacion solar tanto PAR como UV , elevadas temperaturas,

desecacon, mayor hidrodinamismo o mayor presion herbivora).
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1.3. MATERIAL Y METODOS

1.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

1.3.1.1. Recoleccion de las especies

Las especies de macroalgas estudiadas fueron recolectadas de poblaciones naturales
en varios puntos de las zonas Norte (N) y Este (E) del litoral de la isla de Gran Canaria
(Fig. 1.2.,Tabla 1.2). El criterio de seleccién de las especies se basd en su

disponibilidad anual y su abundante presencia en las zonas de recogida.

Tabla 1.2. Especies de macroalgas estudiadas, lugar de localizacion, coordenadas asi como la
rasa eulitoral donde se recolectaron, (Abrev, abreviatura).

Especies Abrev Lugar de Coordenadas Rasa
recoleccion eulitoral

CHLOROPHYCEAE

Bryopsidales Ci Hoya del Pozo(E) igz 22 (2)8?(2)(,\)] Eulitoral

Codium intertextum Collins et Hervey y ' medio

27°57'05.98" N Eulitoral

Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh Cr Ojos de Garza (E) 15°22'50.48" O inferior

Eulitoral
Ulvales 28° 00’ 00.92" N ;
Ulva rigidaC. Agardh Ur HoyadelPozo(E) 1505599 70"g ~ Medio
RHODOPHYCEAE
Gelidiales .

. . . . 28°00' 00.92" N  Eulitoral
Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) Santelices et Pc Hoya del Pozo(E)  15° 22’ 29.70" O medio
Hommersand
Gigartinales 28°00' 00.92" N  Eulitoral
Hypnea spinella C. Agardh Kitzing Hs Hoya del Pozo(E) 15°22'29.70" O medio
Cryptonemiales 28°00' 00.92" N  Eulitoral

Gd Hoya del Pozo(E)

Grateloupia dichotoma J. Agardh 150 22'29.70" O medio

Playa de Jimanar

Ceramiales 28°01'57.57" N Eulitoral

Halopithys incurva (Hudson) Batters Hi (€) 15°23'52.18” O inferior
: ) ) 28°09'30.21" N  Eulitoral

Laurencia majuscula (Harvey) Lucas Lm La Furnia (N) 150 40 06.76” O inferior

PHAEOPHYCEAE

Eﬂ(c:ilsez iralis Linnaeus Fs Hoya del Pozo (B)  28°0000.92" N sELlJJ“(te?irg:
p 15022°29.70°0  SUP

Cystoseira abies-marina (S.Gmelin) C. Agardh 27°51'19.83"N  Eulitoral

Ca Arinaga (E) 15° 23’ 32.23" O superior

Los muestreos se realizaron el mes de agosto del afio 2004, procurando
recolectar el talo entero en buen estado (incluyendo la parte de fijacién al sustrato en

los casos posibles). La recoleccién de todas las especies del sistema intermareal, se
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llevé a cabo durante la primera bajamar del dia a las 7:30 de la mafiana, con el fin de
que no estuvieran afectadas por factores como alta irradiaciébn y desecacién. Se
recolectaron un total de diez especies, tres pertenecientes al phylum de las
Chlorophytas, cinco pertenecientes al Phylum de las Rhodophytas y 2 al phylum de las

Phaeophytas.

Figura 1.2. Situacién geografica de las Islas Canarias y puntos de muestreo en la isla de Gran
Canaria.

A continuacion se transportaron hasta el laboratorio en una nevera en
oscuridad, donde se procedid a su limpieza, principalmente de epifitos y arena. Tras la
identificacion taxondmica de las especies, una parte de la biomasa se inoculé para

iniciar el proceso de adaptacién y posterior cultivo mientras que el resto de la biomasa
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se utilizé para analisis tanto en fresco como en seco. En este Ultimo caso, la biomasa

fue congelada para su posterior liofilizacion.

Figura 1.3. Representacion esquematica de una rasa eulitoral, en la cual se ha situado el lugar
de recogida de las especies estudiadas. Siendo, Fs : Fucus spiralis, Hs: Hypnea spinella, Ci;
Codium intertextum, Pc: Pterocladiella capillacea, Ur: Ulva rigida, Gd:Grateloupia dichotoma,
Ca: Cystoseira abies-marina,Lm:Laurencia majuscula, Hi: Halopithys incurva, Cr: Caulerpa
racemosa

1.3.1.2. Descripcion de las especies

A continuacion se muestra una breve clasificacion y una descripcién de las

caracteristicas vegetativas y habitat de las especies (Tablal.3).
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Tabla 1.3. Descripcion taxondmica, vegetativa, habitat e imagen de las especies estudiadas en este trabajo. (Haroun et al., 2003; Mshigeni y Chapman,1987;
Cremades et al., 1998).

Género y especie

Divisiéon

Orden

Familia

Caracteristicas vegetativas y habitat

Imagen

Ulvales

Ulvaceae

Alga de color verde oscuro, se caracteriza por presentar talos
laminares, de forma orbicular o alargada, con la base gruesa,
cartilaginosa y coridcea, en su margen posee abundantes
denticulaciones. Se caracteriza por presentar un crecimiento
parenquimatoso. Frecuente en el eulitoral y presente en el
sublitoral. Abundante en lugares eutrofizados, indicadora de
exceso de compuestos nitrogenados.

Bryopsidales

Codiaceae

Talo costroso, de color verde oscuro, de 3-10 mm de grosor,
adherido al sustrato pero con margenes libres, de
consistencia compacta y con crestas cerebriformes a modo
de excrecencias orbiculares. Cubre grandes extensiones
rocosas y paredes verticales de ambientes poco iluminados.

Bryopsidales

Caulerpaceae

Talo con ejes postrados y ramas erectas ramificadas, con
estolén bien desarrollado hasta 3mm de didmetro; de color
verde se fija al sustrato por numerosos rizoides. Existen
variedades y formas para Caulerpa racemosa (Caulerpa
racemosa var. peltata (J.V.Larouroux) Eubank ; Caulerpa
racemosa var. cylindracea (Solder) Weber van Bosse. Se
distinguen por las ramulas, la primera presenta reducidas a
pequefios discos y la segunda clavadas.

Pterocladiella
capillacea

Rhodophyta

Gelidiales

Gelidiaceae

Talo erecto,ramificado, de morfologia variable y hasta 290cm
de longitud; de color rojo oscuro, fijo al sustrato. El talo esta
compuestos por numerosos ejes y ramificacion opuesta. Este
taxon, de morfologia variable en ocasiones puede confudirse
con especies de Gelidium con quien comparte situaciones
fotofilas en el limite de la marea. También en charcos del
nivel inferior del eulitoral.
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Grateloupia
dichotoma

Hypnea spinella

Halopithys incurva

Laurencia
majuscula

Cryptonemiales

Cryptonemiaceae

Aplanada con talo erecto de un color rojo pardo de contorno
lauceolado, con proliferaciones e irregularmente dicétomas.
Las dicotomias apicales son divergentes. Las divisiones
basales son mas anchas que las apicales. Su estructura es
multiaxial y presenta una textura mucilaginosa pero firme.
Crece en grietas y paredes del sublitoral.

Gigartinales

Hypneaceae

Las algas son tupidas o copetudas. Talo flexible, ejes
abundantes e irregularmente ramificados, cilindricos de 1 a
2mm de didmetro frecuentemente con aspecto cervicorne.
Ramas y ramulas siempre subcilindricas., de color claro en la
desecacion. En charcos del eulitoral y primeros metros del
sublitoral.

Ceramiales

Rodhomelaceae

Se trata de un alga de consistencia cartilaginosa y fragil, que
forma matas muy caracteristicas, de color rojo oscuro casi
negro. Talo de 10-20 cm de longitud. Constituido por ejes
cilindricos, de 1mm de diametro, provisto de ramas
secundarias cortas, del mismo grosor y encurvadas en forma
de baculo en el apice. Se caracteriza por su olor fuerte y
peculiar. Sobre sustrato rocoso o pedregoso formando
poblaciones densas.

Ceramiales

Rodhomelaceae

Talo erecto, ramificado de 5-7 cm, de color rosado a rojizo,
presenta coloracion verdosa en algunas partes del talo,
principalmente en éapices y partes terminales. Se fija al
sustrato por un disco basal; ramificaciéon irregularmente
alterna, a veces espiralada, con densa ramificacion de Ultimo
orden. En el litoral inferior y sublitoral.

Fucus spiralis

Cytoseira
abies- marina

Phaeophyta

Fucales

Fucaceae

Talo acintado, ramificado dicotdmicamente, con nervio
patente fijo al sustrato por un disco cénico de 5-25 cm de alto
de color marron oscuro. En sus talos presentan unos
abultamientos generalmente terminales (receptaculos) y en
su interior desarrollan las células encargadas de la
reproduccion. Se caracteriza por su ciclo de vida
monogenético, es decir, sblo tiene una generacion aparente.
Formas una franja bien definida en el eulitoral superior.

Fucales

Cystoseiraceae

Talo cespitoso, espiniscente, ramificado de hasta 50 cm de
alto. De color amarillento, sin disco basal de fijacion pero con
estirpe rastrero marrén, flexible, con ramificaciones
recurvadas. Se extiende formando densas praderas desde el
comienzo de sublitoral hasta los 8-10m.
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1.3.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

El material limpio y fresco se sec6 entre pliegos de papel para eliminar el exceso de
humedad antes de preparar los extractos (Rao y Parekh, 1981). Para cada extracto se
utilizaron 10 g de peso fresco de alga, empleando piezas de talo enteras. Los talos se
trocearon y trituraron en un mortero con 150 ml de solvente organico metanol puro
(extractos metanolicos) y etanol 50%(extractos hidroalcohdlicos), en camara fria y a
continuaciéon fueron macerados en recipientes de vidrio forrados con papel de plata en
un bafio termostatico (Grant Instruments Ltd SS40-2). El proceso se llevé a cabo en
oscuridad, a 38 + 2 °© C de temperatura y con agitacién constante, durante 3 horas
(Fig. 1.5.). Transcurrido este tiempo, los extractos fueron filtrados por una malla de 50
micras y a continuacién se centrifugaron (Beckman GS-15 R) durante 10 min a 4 °Ca
4000 rpm.

Por dltimo el sobrenadante obtenido fue concentrado en un rotavapora una
temperatura constante de 38°C (Bichi R-210 conectado a una bomba de vacio Blchi
V-700) (Fig.1.4.) hasta llegar a una concentracion 1:10. Finalmente los extractos
obtenidos fueron almacenados en frascos de color ambar en un congelador a -20° C

hasta su utilizacion en los andlisis correspondientes.

Figura 1.4. Equipo utilizado para preparar los extractos, Rotavapor Bichi V-700 y extractos
obtenidos de Halopithys incurva.
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Figura 1.5. Esquema del procedimiento de preparacién de extractos
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1.3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1.3.3.1. Estudio de la actividad antiradical (Ensayo DPPH)

El DPPH. o 1,1-difenil-2-picrilhidracil es un radical libre estable aceptante de
hidrégeno. Los compuestos antioxidantes presentes en los extractos de alga que
pueden donar un hidrégeno reduciran el DPPH. El modelo que explica la actividad de

un compuesto como antiradical se muestra con la siguiente ecuacion:

DPPH +AH T——> DPPH-H+A"

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables que
detendran la reaccion de oxidacién en cadena. El nuevo radical formado A ° puede
interactuar con otro radical para formar moléculas estables (DPPH-A, A-A). La
reaccién entre el DPPH- y un compuesto depende de la conformacion estructural del
mismo, por lo que las comparaciones cuantitativas no siempre son indicativas. El
radical DPPH tiene una coloracion parpura con un maximo de absorbancia a 517 nm
y genera un producto amarillo pudiendo llegar a incoloro cuando una molécula
antioxidante reacciona con el radical proporcionandole atomos de hidrégeno o

electrones.

Protocolo

El barrido de radicales libres de los extractos de macroalgas se determiné
utilizando el método basado en la reduccién del radical libre estable DPPH, segun el
método de Blois (1958) tal y como se detalla a continuacion (Fig. 1.6.). Se prepar6 una
solucion de DPPH (0.36mM) en metanol al 90% y a continuacién se le afiadieron 300yl
del extracto de macroalgas. Antes de la lectura de absorbancia 517nm se utilizé un
periodo de incubacion de 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Todas las
pruebas y andlisis se realizaron por triplicado. Como referencia, se emplearon cinco
los compuestos antioxidantes comerciales BHT, la vitamina E, acido ascérbico,
floroglucinol y el propil galato proporcionados por Sigma. El porcentaje de radicales
libres atrapados por los extractos de las algas o inhibicion de DPPH se calculé

mediante la ecuacién siguiente:
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% Inhibicién = (1-(absorbancia (muestra) / absorbancia (control))*100

Con los porcentajes de inhibicién y la concentracion se calculé la concentracion
inhibitoria del 50% (EC 50), expresada como mg-ml* de los extractos y de los

antioxidantes comerciales acido ascorbico y propil galato (1-0.1 mM).

Figura 1.6. Protocolo del Ensayo DPPH.

1.3.3.2. Poder reductor

La determinacion del poder reductor permite estudiar la capacidad que tienen
ciertas biomoléculas de actuar como donadores de electrones (y protones) en
reacciones metabdlicas de Oxido-reduccion. El poder reductor se fundamenta en la
reduccién del ferricianuro a ferrocianuro y en la posterior formacién del ferricianuro
ferrico en medio acido. EI método se basa en la capacidad de una sustancia
antioxidante para reducir mediante la formacién de un complejo azul. El aumento de la

absorbancia de la mezcla de reaccién a 700nm indica un aumento del poder reductor.

Protocolo

La determinacion del poder reductor de los extractos se realizdé segun Yen y
Chen (1995) con algunas modificaciones (Fig. 1.7.). Se homogeneizaron 1 ml de la
muestra a analizar con 2.5 ml de tampon fosfato 0.2 M, pH 6.6 y 2.5 ml ferricianuro
potasico 1%. A continuacion se incubd la mezcla de reaccion a 50 °C durante 30
minutos, en un bafio termostatico. Trascurrido este tiempo y un vez alcanzada la

temperatura ambiente, se afiadieron 2.5 ml de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) y
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se centrifug6 la mezcla a 3000 rpm durante 10 min. Por dltimo, se homogeneizaron 2.5
ml del sobrenadante con 2.5 ml de agua destilada y 0.5 ml de cloruro férrico 0.1%. La
absorbancia fue medida a 700 nm. Como estandar se utilizé acido ascérbico (AA). La
actividad reductora de los extractos se expresé como equivalentes de acido ascorbico

mediante una curva de calibracion.

Figura 1.7. Protocolo del método del poder reductor.

1.3.4.DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La determinacion del contenido en polifenoles se realizé en extractos hidroalcohdlicos
de las diez especies mediante el método colorimétrico de Folin- Ciocalteu (1927). El
reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con los ciclos aromaticos de los compuestos
fendlicos. En presencia de compuestos fendlicos y tras la reaccion, produce una
coloracién azul cuya absorbancia se mide al espectrofotbmetro a 700 nm. Los
extractos de macroalgas (100ul) se diluyeron en 650 pl de agua destilada. A
continuacion se afiadieron 50 pl de reactivo de Folin- Ciocalteu y Na,CO3; 4% (p/v). La
reaccion se mantuvo a 70°C con agitacion durante 10 min. Antes de la lectura a
700nm se esper6 a que enfriaran y se homogeneizaron las muestras. La
concentracion del extracto en compuestos fendlicos totales se determiné a
continuacién en comparacion con una curva patron de floroglucinol (0 a 20 pl.ml™) y se
expreso en porcentaje de masa seca (Fig. 1.8.).

El contenido de polifenoles se determiné también utilizando este método, pero
tratando previamente las muestras con el polimero insoluble PVPP que se une
especificamente a los compuestos polifendlicos disueltos en medio acido, quedando la
mayoria de los fenoles simples en solucion (Yates y Peckol, 1993). Este tratamiento
proporciona un medio para medir con exactitud la concentracion de polifenoles, ya que
el reactivo Folin-Ciocalteu reacciona con otros compuestos ademas de los polifenoles,

como son aminodacidos y proteinas. Por tanto midiendo la concentracion de polifenoles
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por el método colorimétrico Folin-Ciocalteuantes y después del tratamiento con PVPP

se obtiene la concentracién de polifenoles por diferencia.

Figura 1.8. Protocolo del método Folin-Ciocalteau.

1.3.5. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PIGMENTOS

1.3.5.1. Obtencién de los extractos

La extraccion de clorofila a, b (dependiendo de la especie) y carotenoides se realizd
homogeneizando 0.1 g de tejido en 4 ml de metanol 100%. El extracto se centrifugd a
10.000 rpm durante 10 min y se cuantifico el sobrenadante espectrofotométricamente.
Se prepararon extractos por triplicado para cada especie (Fig. 1.9.).
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Figura 1.9. Protocolo de la cuantificacion de pigmentos liposolubles.

La preparacién de extractos para medir la concentracion de ficoeritrina se
realizé6 homogeneizando 0.1 g de tejido en 3 ml de tampdn fosfato (pH 6.0). El extracto
se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 min y se cuantific6 el sobrenadante
espectrofotométricamente. Se prepararon extractos por triplicado para cada especie
(Fig. 1.10.).

Figura 1.10. Protocolo de la cuantificacion de pigmentos hidrosolubles.

1.3.5.2. Determinacién de pigmentos liposolubles

La concentracion de clororofila a, clororofila b y carotenoides de las algas verdes se

calculé de acuerdo a las ecuaciones de Wellburn (1983):

Cla (ug - mL™) = 16.72 Ages» — 9.16 Agsos
Clb (ug - mL™)= 34.09A6s2.4— 15.28 Aggs.»
Cysc (Mg - mL™Y)= (1000 A 470 — 1.63 Cla —=104.96 Clby,) / 221
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Donde C,.. representa los carotenoides totales y A 470, Aes2.4 Y Asss.2 €S la absorbancia
a 470, 652.4 y 665.2 nm respectivamente.
Para determinar la concentracién de clorofila a, b y carotenoides normalizada a peso
fresco se aplicé la siguiente ecuacion:

Cla(ug - g PS™) = (ug Cla - mL™) -V (ml) - p(g PS™)

Clb (ug - g PS™) = (ug Cl b - mL™) -V (ml) - p(g PS™)

C (Mg - g PS™) = (UG C xec - ML™) - V (ml) - p(g PS™)

Donde V es el volumen del extracto y p es el peso de tejido utilizado.

1.3.5.3. Determinacién de pigmentos hidrosolubles

La concentracion de ficoeritrina (FE) se calculé de acuerdo a las ecuaciones de Sven
Beer y Eshell (1985):
FE (mg - mL™) = [(Ases —As2) — (Asss — Asgz) - 0.2] - 0.12
Donde A 455, Ases Y Asgz €S la absorbancia a 455, 564 y 592 nm respectivamente.
Para determinar la concentracion de ficoeritrina (FE) normalizada a peso fresco se
aplico la siguiente ecuacion:
(mg FE - g PS™) = (ug FE - mL™) -V (ml) - p(g PS™)

Donde V es el volumen del extracto y p es el peso de tejido utilizado para el analisis.
1.3.6. DETERMINACION DE LA RELACION PESO SECO/PESO FRESCO

Para la determinacién la relacion PS/PF o contenido en humedad de las algas,
primero se le elimind el exceso de agua con ayuda de papel de filtro, se pesaron y se

secaron en estufa a una temperatura de 90° C hasta obtener un peso seco constante,
(ver Tabla 1.4.).

Tabla 1.4. Relacién peso seco-peso fresco de las especies de macroalgas estudiadas.

Especie PS/PF
Ulva rigida 0,15
Caulerpa racimosa 0,06
Codium intertextum 0,11
Pterocladiella capillacea 0,32
Hypnea spinella 0,15
Grateloupia dichotoma 0,23
Halopithys incurva 0,23
Laurencia majuscula 0,10
Fucus spiralis 0,20

Cystoseira abies marina 0,18
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1.3.7. ANALISIS DE CARBONO Y NITROGENO

El N total y C total de las especies de macroalgas previamente liofilizadas se
determiné por combustion mediante un analizador CHN (Perkin Elmer 2400 CHN
Elemental Analizer).La técnica consistié en pesar una muestra en capsulas de estafio,
sellarla e introducirla en una camara de reaccion la cual trabaja con un exceso de

oxigeno. A 960°C aproximadamente se mineralizé el material.

1.3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores representados corresponden a valores mediostdesviacion
estandard de las réplicas realizadas para cada ensayo. Se realiz6 un contraste de
medias mediante una prueba de analisis de varianzas (ANOVA). Algunos resultados
ademas se analizaron aplicando la comparacion de medias mediante en test de Tukey
B. El nivel de significacion fue del 95% (a=0.95) en todos los casos. Todos los andlisis

estadisticos se realizaron con el programa informético SPSS para MAC OS X.

1.4. RESULTADOS

1.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
1.4.1.1. Ensayo DPPH

Los valores de % de barrido del radical libre en el conjunto de los extractos oscilaron
entre un maximo de 93.02% para el extracto metandlico de H.incurva y un minimo de
13.2% para el extracto hidroalcohdlico de H.spinella, sin incluir los extractos
metandlicos de U.rigida, H.spinella y G.dichotoma para los que no se detectd
actividad. Las mayores actividades antioxidantes, superiores al 90% de barrido y
significativamente superiores al resto de los extractos ensayados (p<0.05, segun el
test Tukey B), se detectaron en el alga roja H.incurva y en las pardas F.spiralis y
C.abies-marina, siendo los valores de las actividades detectadas independientemente
de la polaridad del solvente empleado. Dentro de las especies de algas rojas todos
los extractos hidroalcohdlicos mostraron actividad antioxidante, con valores maximos
para H.incurva (93%), seguidos de Grateloupia dichotoma y Pterocladiella capillacea
(49% y 40% respectivamente) y minimos para H.spinella (15%). Sin embargo, solo se
detecté actividad en los extractos metandlicos de las especies P.capillacea vy

H.incurva, siendo la actividad de ésta ultima (90%) casi cinco veces superior.
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Figura 1.11. Actividad antioxidante (% barrido del radical libre ) detectado en extractos
metanolicos de macroalgas (media + desv, n=3). Las especies se representan mediante las
siguientes iniciales,Ci: Codium intertextum,Cr: Caulerpa racemosaUr: Ulva rigida,Pc:
Pterocladiella capillacea,Hs: Hypnea spinella, Gd: Grateloupia dichotoma,Hi : Halopithys
incurva,Lm: Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.

Figura 1.12. Actividad antioxidante (% barrido del radical libre ) detectado en extractos
hidroalcohdlicos de macroalgas (media + desv, n=3). Las especies se representan mediante las
siguientes iniciales,Ci: Codium intertextum, Cr: Caulerpa racemosaUr: Ulva rigida, Pc:
Pterocladiella capillacea,Hs: Hypnea spinella , Gd: Grateloupia dichotoma, Hi : Halopithys
incurva, Lm: Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.
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Figura 1.13. Comparativa entre la actividad antioxidante (% barrido del radical libre )
detectadosobre el radical libre DPPHe de los extractos metandlicos Il e hidroalcohdlicos [ZZ1
de macroalgas (media + desv, n=3). Las especies se representan mediante las siguientes
iniciales,Ci: Codium intertextum, Cr: Caulerpa racemosaUr: Ulva rigida, Pc: Pterocladiella
capillacea,Hs: Hypnea spinella , Gd: Grateloupia dichotoma, Hi : Halopithys incurva, Lm:
Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.

En los extractos metandlicos de las especies pertenecientes a la divisién
Chlorophyta sé6lo se encontr6é actividad en extractos de Codium intertextum (40%) y
Caulerpa racemosa (12%), mientras en el caso de los extractos hidroalcohdlicos las
tres especies mostraron una actividad similar, cercana al 40%. La actividad
antioxidante de los antioxidantes comerciales propilo galato, vitamina E, vitamina C,
BHT y floroglucinol también se observaron diferencias significativas (p<0.05). Estos
resultados (Fig.1.14) mostraron que el propilo galato y el acido ascorbico tienen una
alta actividad 95.68% y 96.44 % respectivamente, equivalente a la encontrada para las
especies H. incurva, F. spiralis y C. abies-marina, seguido de el floroglucinol, 69.34%.
En cambio la vitamina E y el antioxidante comercial BHT muestran valores mas bajos,
37.73% y 28.7 % respectivamente. Los valores de actividad antioxidante medidos en
estos dos compuestos comerciales son similares o incluso inferiores a los detectados

en los extractos hidroalcohdlicos de la mayoria de las especies analizadas.
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Figura 1.14. Barrido de radicales libres (%) de antioxidants comerciales (media + desv, n=3)
propilo galato (PG), vitamina E (VIT E), acido ascérbico (VIT C), floroglucinol (FG),(BHT) sobre
el radical DPPH.

La actividad del barrido del radical DPPH, expresada como EC50 (mg-ml %), en
especies pertenecientes a los phylum Chlorophyta, Phaeophyta y Rhodophyta
mostraron también diferencias significativas entre los distintos extractos (p<0.05).
Cystoseira abies-marina (en ambos extractos) y Caulerpa racemosa (en extracto
ETOH 50%) exhibieron la mayor actividad con una EC50 muy baja 1.97 + 0.03, 2.03 +
0.01 y 1.88 + 0.03 mg-ml * respectivamente. Seguido de los extractos de F. spiralis

2.21+0.02y 2.22 + 0.00 mg-ml * respectivamente.

Tabla 1.5.Resultados de la capacidad antioxidante expresados como EC50 (mg-ml 1) de los
extractos de especies de macroalgas metanolicos (METOH) e hidroalcohdlicos (ETOH 50%)
(media + desv, n=3). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de
Tukey B).

Especies EC50 (mg-ml )
Extracto METOH  Extracto ETOH 50%
C. intertextum 2.75+0.46" 3.00 +0.01°¢
C. racemosa 464+0091° 1.88 +0.03°
U. rigida - 4.02 +0.02°
P. capillacea 19.27 +7.10°¢ 7.90+0.04°
H. spinella - 11.68+1.19'
G. dichotoma - 4.69+0.01°
H. incurva 2.47+0.01° 2.62+0.02°
L. majuscula - 2.48+0.01°
F. spiralis 2.21+0.02° 2.22+0.00"
C. abies-marina 1.97 +0.03% 2.03+0.01°"
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Los extractos de las especies rojas H.incurva (en ambos extractos) y L. majuscula
exhibieron también una alta actividad de barrido de radicales libres 2.47 + 0.01, 2.62 +
0.02 y 2.48 + 0.01 mg-ml * respectivamente. Los antioxidantes comerciales mostraron
una actividad significativamente superior (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B) que las
especies de algas. Con valores de EC50 muy baja, en el caso del acido ascorbico
0.06 + 0.01 mg-ml * seguido del propil galato 0.15 + 0.19 mg-ml . p<0.05, ANOVA,
test de Tukey B).

1.4.1.2. Poder reductor

En la Tabla 1.6. se presenta, de modo resumido, los valores de poder reductor
obtenidos para de las especies estudiadas en los diferentes extractos preparados,
metandlicos e hidroalcohdlicos, referidos a equivalentes de acido ascoérbico.

Los resultados muestran las mayores actividades antioxidantes, evaluadas
mediante el método poder reductor, corresponden a los extractos hidroalcohdlicos de
H. incurva, con una actividad equivante a 53.15 pg AA mg’. Estos valores son
significativamente superiores a los encontrados para las especies pardas C. abies
marina y Fucus spiralis, cuyas actividades fueron un 53% y un 63% menores

respectivamente.

Tabla 1.6. Resultados obtenidos mediante el método poder reductor en los extractos
(metandlicos e hidroalcohdlicos) correspondientes a las especies estudiadas (media = desv,
n=3). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Especies Poder reduc}or
(Mg AAmg™)
Metanélicos Hidroalcohdlicos

C. intertextum 0.28+0.01° 3.04 +0.09¢
C. racemosa 1.53+0.01° 3.77 £0.09¢
U. rigida 1.40 £0.10° 5.31+0.04°
P. capillacea 0.37 £0.04° 1.03+0.01°
H. spinella 0.39+0.06° 1.25+0.01°
G. dichotoma 0.19+0.012 2.49 +0.02°¢
H.incurva 24.28 + 0.024' 53.15+ 1.68"
L. majuscula 1.69 +0.07°¢ 1.74+0.01°
F. spiralis 412 +0.45° 19.82 + 0.42"
C. abies-marina 2.72+0.28¢ 24.80 £ 0.25°9

La actividad antioxidante detectada en los extractos hidroalcoholicos del resto
de las especies fue muy baja comparada con los valores mencionados, con valores

méaximos de 5.31 yg AA mg™ de equivalentes del AA para la especie U.rigida (Tabla
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1.6). Los extractos metandlicos de C. intertextum y G. Dichotoma resultaron ser
significativamente inferiores (p<0.05). En los extractos metanodlicos el patrén de
actividad fue similar al de extractos hidroalcohdlicos, aunque los valores encontrados
fueron significativamente inferiores, encontrando maximos de 24.28 ug mg
tequivalente al AA para H. incurva, seguidos de 4.12 y 2.72 para F.spiralis y C.abies-

marina, respectivamente.

1.4.2. ESTUDIO DE LOS COMPONENTES ANTIOXIDANTES DE LAS ALGAS

1.4.2.1. Determinacién de compuestos fendlicos totales

Los resultados anteriores (1.3.1), dieron pie a la busqueda de los componentes de los
extractos posiblemente responsables de las propiedades antioxidantes detectadas.
Asi, este ensayo muestra que las diez especies estudiadas en los ensayos de
actividad antioxidante, mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de
compuestos fendlicos totales mediante el método Folin-Ciocalteu. De todas las
especies estudiadas Halopithys incurva presenté el contenido mas alto en compuestos
fendlicos totales, 4.86 % de su peso seco, mientras que los valores mas bajos entre
las especies recolectadas se observaron en Grateloupia dichotoma 0.73 % (Tabla
1.7)).

Tabla 1.7. Contenido de polifenoles totales valorado mediante el método FC y con el
tratamiento PVPP ambos valorados mediante el método FC en los extractos de las diez
especies de macroalgas expresado como % de peso seco y expresado(—)no detectado (media
+ desv, n=3). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey
B).

Compuestos Compuestos
Especies fendlicos totales fendlicos totales
(% peso seco) (% peso seco) PVPP

C.intertextum 1.10+0.01° -
C.racemosa 2.26+0.04° -
U.rigida 1.07 £0.00° -
P.capillacea 0.84 +0.00°" -
H.spinella 0.75+0.00° -
G.dichotoma 0.73 +£0.02° -
H.incurva 4.86+0.00" 1.46 + 0.00°
L.majuscula 1.52 +0.01¢ -
F.spiralis 3.07+0.00" 2.19 +0.00°

C.abies-marina 3.90 + 0.00°¢ 3.15 + 0.00°
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También destacan los valores encontrados en las especies pardas F.spiralis y
C.abies-marina, 3.07 £ 0.00 y 3.90 + 0.00 % de peso seco respectivamente. Entre las
especies de algas verdes C.racemosa present6 el contenido mas alto 2.26 + 0.04 %
de peso seco. Al afladir PVPP a los extractos, sélo en las especies pardas (Fucus y
Cystoseira) y una especie roja (Halopithys) se detectd contenido en compuestos
fendlicos. Siendo la especie parda Cystoseira abies-marina la que mostré el contenido

mas alto en polifenoles aplicando el tratamiento con PVPP, 3.15% de su peso seco.

1.4.2.2. Cuantificacion de pigmentos

1.4.2.2.1. Pigmentos liposolubles: Clorofilaa, b y carotenoides

La cuantificacion de los pigmentos liposolubles, clorofila a, b y carotenoides totales,
expresados como mg.g PS?! (Tabla 1.8). Las cuales presentaron diferencias
significativas (p<0.05), siendo las algas pardas las que destacan con mayor
concentracién de clorofila a y carotenoides totales. La concentracibn maxima de
clorofila a entre todas las especies recolectadas fue en Cystoseira abies marina 0.13
mg-g PS™ mientras que la concentracion mas baja se detectd en la especie verde
Caulerpa racemosa 0.01 mg-g PS™. Las algas rojas presentaron valores maximos de
0.12 mg-g PS'y minimos de 0.02 mg-g PS' éste dltimo correspondiente a

Pterocladiella capillacea y Laurencia majuscula.

Tabla 1.8. Contenido de pigmentos liposolubles, clorofilas y carotenoides, expresados como
mg-g PS™ en las diez especies de macroalgas (media + desv, n=3). Las letras indican las
diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

. Cla Clb Carotenoides totales
Especies 4 1 .
(mg-gPS™) (mg-gPS7) (mg - g PS™)
C.intertextum 0.02+0.01° 0.01+0.00° 0.01+ 0.00°
C.racemosa 0.01+0.00® 0.03+0.00" -
U.rigida 0.05+0.00° 0.03+0.00° 0.01+ 0.00°
P.capillacea 0.12+0.01°¢ 0.03+0.00°
H.spinella 0.05+0.00" 0.01+0.00°
G.dichotoma 0.07 +£0.00° 0.01+ 0.00°
H.incurva 0.08 +0.00° 0.03+0.00°"
L.majuscula 0.02+0.00° 0.01+0.00°
F.spiralis 0.11+0.00° 0.05 +0.00°

Gabies-marina 0.13+0.00° 0.05 +0.00°¢
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iendo las algas pardas las que destacan con mayor concentracion de clorofila a. Y en
la misma linea se muestran los carotenoides totales, en general bastante bajos a
excepcion de las especies pardas nuevamente, donde se detectaron valores de 0.05
mg-g PS* en ambas, Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina. Siendo ademas

significativamente diferentes (p<0.05).

1.4.2.2.2. Pigmentos hidrosolubles: ficoeritrina

Los niveles de ficoeritrina extraidos y cuantificados exclusivamente en algas rojas
muestran diferencias significativas (Tabla 1.9). Se observa una clara diferencia entre
las cinco especies analizadas (p<0.05). La especie que destac6 por su mayor
contenido es Pterocladiella capillacea con un valor de 0.08 mgg PS*
significativamente superior al resto de las especies. Mientras que las concentraciones
significativamente mas bajas (p<0.05), fueron detectadas en orden decreciente
Grateloupia dichotoma, Halopithys incurva, e Hypnea spinella, siendo 0.04mg - g PS™,

0.03mg - g PS*y 0.02 mg - g PS™ respectivamente.

Tabla 1.9. Contenido de ficoeritrina (media + desv, n=3) en las especies de macroalgas rojas
expresado como mg-g PS™. Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA,
test de Tukey B).

Especies FE (mg - g PS™)
Pterocladiella capillacea 0.13+0.00°
Hypnea spinella 0.02 +0.00°
Grateloupia dichotoma 0.04 +0.00°
Halopithys incurva 0.03+0.00°
Laurencia majuscula 0.08 +0.00°"

1.4.3. CORRELACIONES ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DETECTADA Y
LAS SUSTANCIAS CUANTIFICADAS

En la Tabla 1.10. se muestran los resultados del coeficiente de correlacion (R?)
obtenido entre la actividad antioxidante detectada mediante el ensayo DPPH vy el
poder reductor con el contenido en fenoles totales asi como en pigmentos liposolubles

e hidrosolubles de las especies de macroalgas ensayadas.
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Tabla 1.10. Resultados de R? de las correlaciones realizadas, entre la actividad antioxidante
detectadamediante el ensayo DPPH en (%) y el método del poder reductor (ug AA mg™) y los
polifenoles valorados mediante dos métodos y pigmentos liposolubles (clorofila a y
carotenoides totales) e hidrosolubles (ficoeritrina).

REGRESION LINEAL (R?)

Ensayo DPPH Poder reductor
(% Barrido radicales libres) (ug AA mg™)
. . Extracto Extracto Extracto Extracto
Biomoléculas METOH ETOH50 METOH ETOH50
Clorofilas (mg - g PS'l) 0.347 0.443 0.032 0.173
Carotenoides (mg - g PS™) 0.696 0.157 0.085 0.327
Ficoeritrina (mg - g PS™) 0.041 0.010 0.129 0.145
Polifenoles (%) 0.771 0.718 0.606 0.857
Polifenoles PVPP (%) 0.796 0.785 0.131 0.462

Tanto la correlacién entre la actividad antioxidante de los extractos metandlicos
e hidroalcohdlicos obtenida con el método del DPPH con el contenido en polifenoles (
sin y con PVPP) mostraron una buena correlacion (R*> = 0.771) y (R? =0.718) sin el
tratamiento PVPP y (R®> = 0.796) y (R? =0.785) con el tratamiento PVPP

respectivamente.

Sin embargo, el analisis de correlacion realizado entre el método del poder
reductor mostré la mejor correlacién polifenoles sin tratamiento PVPP extracto
hidroalcohdlico (R*> = 0.857) pero el resto de las correlaciones realizadas con la
actividad antioxidante detectada mediante este método fueron muy bajas.
Concretamente, se obtuvieron en la actividad antioxidante detectada en los extractos
metanolicos con clorofila (R* =0.347), con carotenoides( R? =0.696),con el contenido
en ficoeritrina (R? =0.121),y con el contenido en polifenoles con el tratamiento PVPP
(R?=0.131).

En la actividad antioxidante detectada en los extractos hidroalcohdlicos con
clorofilas (R?=0.167), con carotenoides (R?=0.189), con el contenido en ficoeritrina
(R?=0.159),y con el contenido en polifenoles con el tratamiento PVPP (R? =0.462). Los
resultados de las correlaciones entre la actividad antioxidante detectada mediante el
ensayo DPPH vy el contenido en clorofilas y carotenoides fueron significativos, siendo
en extractos metandlicos (R?=0.482) y (R?=0.629) respectivamente y en
hidroalcohdlicos (R*=0.485) y (R? =0.616) respectivamente. El andlisis de correlacion
con el contenido en ficoeritrina fue casi insignificante con ambos extractos, con valores

de (R?=0.144) en los metandlicos y (R*=0.035) en los hidroalcohdlicos.
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Figura 1.15. Representacion grafica de los andlisis de correlacion mas significativos entre la
actividad antioxidante detectada mediante el ensayo DPPH con extractos metandlicos
(eClorofitaseRodofitaseFeofitas) y con extractos hidroalcohdlicos (mClorofitasmRodofitas
mFeofitas) y el contenido en polifenoles (% peso seco) (R*=0.771) y (R?*=0.718)
respectivamente. La correlacion con el contenido en carotenoides (R2:0.629) también fue alta.
El andlisis de correlaciéon mas significativo entre la actividad antioxidante detectada mediante el
poder reductor exhibié con extractos hidroalcohdlicos (mClorofitasmRodofitas mFeofitas) y al
contenido en polifenoles (% peso seco) (R2=0.857).
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1.4.5. RELACION CARBONO Y NITROGENO

Los resultados de los analisis en relacion al contenido C:N de las diez especies se
muestran en la Figura 1.19. mostrando diferencias significativas tanto entre los tres
phylum como dentro de cada uno de ellos (p<0.05). El contenido de N (mg N- g PS™)
mostré diferencias significativas (p<0.05) dependiente del phylum. Las variaciones en
el contenido de carbono fueron significativamente notorias en el caso de Fucus
spiralis.

Entre las algas verdes Ulva rigida es la que muestra mayor contenido de
relacion C/N siendo éste de 15.63 %. Codium intertextum y Caulerpa racemosa
muestran valores de 12.24 y 11.10% respectivamente. Entre las algas rojas la relacién
C:N méxima se detecté en Laurencia majuscula y la minima en Halopithys incurva
siendo estos valores de 11.34 y 8.65 % respectivamente. Entre las algas pardas, se
observé una mayor relacién respecto a los datos anteriores, en Fucus spiralis de 18.64

respecto a la relacion C/N encontrada en 17.29 Cystoseira abies-marina.

Figura 1.19. Relacion C/N en las diez especies de macroalgas estudiadas (media +
desv, n=3).
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Tabla 1.11. Contenido en N (mg N- g PSY)y en C (mg C - g PS™) en las de macroalgas
estudiadas (media * desv, n=3).

Especies (mg N-g PS™ (mg C-gPS™h
C.intertextum 22.14 £0.76 270.93 £ 9.50
C.racemosa 19.81£0.41 219.86 + 6.06
U.rigida 17.27£0.13 269.99+1.19
P.capillacea 28.75 + 3.00 297.71+26.14
H.spinella 26.65 £ 0.82 231.74 £4.84
G.dichotoma 29.33£1.63 289.24 £ 2.64
H.incurva 19.72 £ 0.05 277.67 £5.61
H.incurva 19.65+0.81 222.80 + 6.62
F.spiralis 17.44 £ 0.47 324.81 £ 4.84
C.abies-marina 15.29 £ 0.36 264.35 + 8.35

1.5. DISCUSION

El andlisis realizado con el objeto de evaluar la actividad antioxidante de los extractos
metandlicos e hidroalcohdlicos de las 10 especies de macroalgas fue realizada
mediante dos métodos. Primero, utilizando una solucién metandlica del radical libre
estable DPPH, el cual presenta la ventaja de ser inalterado por ciertas reacciones
como la quelacion de iones metalicos y la inhibicibn enzimatica provocadas por
algunas sustancias presentes en matrices complejas (Amarowicz et al., 2004) y
permite estudiar compuestos hidrosolubles y liposolubles. Mediante una segunda
metodologia se puedo determinar el potencial antioxidante fundamentado en la
reduccion del ferricianuro a ferrocianuro y en la posterior formacién de ferrocianuro
férrico denominado método del poder reductor. Estos resultados sugieren que hay
diferencias significativas entre las especies representativas de los phylum estudiados,
Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta, ademas estas las diferencias encontradas
estan influenciadas por el solvente de extraccion. Mientras que todos los extractos
hidroalcohdélicos de las algas mostraron actividad en el ensayo de barrido de radicales
libres mediante el ensayo DPPH, sélo seis mostraron en extracto metandlico. El alga
roja Halophytis incurva y las algas pardas Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina,
segun estos resultados son las que mayor actividad antioxidante muestran en ambos
tipos de extracto y metodologia aplicada. Los resultados del poder reductor muestran
nuevamente mayores actividades en las especies mencionadas, con una diferencia

significativa respecto a las demas. En general, la literatura muestra diferencias
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significativas en la actividad antioxidante detectada en los tres phylum. Al expresar %
de barrido de radicales libres como EC50 (también llamado indice de oxidacion)
Cystoseira abies-marina (en ambos extractos) y Caulerpa racemosa (en extracto
ETOH 50%) exhibieron la mayor actividad con una EC50 muy baja 1.97 + 0.03, 2.03 +
0.01 y 1.88 = 0.03 mg-ml * respectivamente. En estudios anteriores los extractos de
Caulerpa cupressoides y Caulerpa paspaloides exhibieron actividades con el DPPH
inferiores a nuestros resultados (6.17 = 0.10, 6.35 £ 0.15 y 7.36 £ 0.16 mg mL-1,
respectivamente) (Zubia et al., 2007). Los extractos de F. spiralis mostraron un EC50
de 2.21 + 0.02 y 2.22 + 0.00 mg-ml * respectivamente. Los extractos de las especies
rojas (Orden Ceramiales) H.incurva (en ambos extractos) y L. majuscula exhibieron
también una alta actividad de barrido de radicales libres 2.47 + 0.01, 2.62 £ 0.02 y 2.48
+ 0.01 mg-ml * respectivamente. Los antioxidantes comerciales expresados como %
de barrido de radicales libres, mostraron que el propilo galato y el &cido ascorbico
tienen una alta actividad 95.68 % y 96.44 % respectivamente, equivalente a la
encontrada para las especies H. incurva, F. spiralis y C. abies-marina, seguido de el
floroglucinol, 69.34%. En cambio la vitamina E y el antioxidante commercial BHT
muestran valores mas bajos, 37.73% y 28.7 % respectivamente. Los valores de
actividad antioxidante medidos en estos dos compuestos comerciales son similares o
incluso inferiores a los detectados en los extractos hidroalcohélicos de la mayoria de
las especies analizadas. En cambio al expresar la actividad en el radical DPPH como

1 el &cido ascorbico

EC50, exhibieron actividades mas altas 0.06 + 0.01 mg-ml -
seguido del propil galato 0.15 + 0.19 mg-ml . Estudios previos han reportado una alta
actividad antioxidante en el género Halimeda (Al Fallarero et al.,, 2003) y Caulerpa
(Santoso et al.,2004; Cavas y Yurdakoc 2005). Entre las rojas destacan los géneros
(Polysiphonia, Heterosiphonia, y Bryothamnion) pertenecientes al Orden Ceramiales
los resultados expresados como EC50, Brongniartella byssoides (0.14 + 0.01 mg ml™)
y Polysiphonia lanosa (2.71 + 0.01 mg ml?) y una especie perteneciente al orden
Gigartinales, Furcellaria fastigiata (1.39+ 0.04 mg ml™) (Zubia et al., 2009). Entre las
pardas géneros pertenecientes al Orden de las Fucales (Cystoseira, Fucus,
Sargassum) (Yan et al., 1998; Kim et al., 2005; Zubia et al., 2007). Avalado por otros
trabajos dirigidos a evaluar el potencial antioxidante de extractos de algas (Matsukawa
et al., 1997; Le Tutour et al.,1998), se confirma que el tipo de extracto y proceso de
extraccion influye en su composicidn y en consecuencia también en sus propiedades.
La preparacion de los extractos varia segun los autores, aunque todos comparten una
metodologia béasica. Tal y como se indica en el apartado de material y métodos los

extractos estudiados se han llevado a cabo empleando muestras de homogenizados
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de piezas de talo enteras liofilizadas y se han preparado con solventes de diferente
polaridad. La liofilizaciébn es uno de los procedimientos mas fiables para mantener las
propiedades en un tejido, ya que durante el secado la temperatura puede afectar a la
estabilidad de los compuestos activos debido a la degradacion quimica y enzimatica,
por volatilizaciébn o por descomposicion térmica. Ademas este segundo mecanismo
puede afectar la reduccién del contenido en polifenoles de los extractos (Larrauri et
al., 1997). Las algas marinas, especialmente las algas comestibles, se deshidratan
tradicionalmente al sol o secado al aire. Por lo general, el secado a alta temperatura
(como el horno de secado) causa la degradacion fisica y las pérdidas de compuestos
volatiles en el material vegetal. Es por ello, que a pesar del coste econdmico la
liofilizacion parece conservar de manera eficiente compuestos termosensibles (Wong y
Cheung, 2001).Durante la extraccion y concentracion también se tuvo en cuenta este
pardmetro ya que incluso los fenoles pueden reaccionar con otros componentes
impidiendo su extracciéon (Prior y Cao, 1999). Los extractos preparados en metanol,
son utilizados ya que han demostrado alta actividad antioxidante en muchas algas
especies (Yan et al., 1999). Pero el estudio de los extractos etandlicos y acuosos es
mas interesantes, debido a su inocuidad, y porque los solventes apolares son los que
mayor rendimiento en polifenoles ofrecen (Moure et al., 2001). En este sentido,
nuestros resultados en cuanto a las diferencias encontradas entre extractos
metandlicos e hidroalcohdlicos respecto a su actividad antioxidante coinciden con
observaciones previas de otros autores indicando que esta diferencia en la polaridad
afecta a la actividad antioxidante (Marinova y Yanishlieva 1997; Duffy y Power, 2001).
Rupérez et al.,, (2002) prepararon diferentes extractos de Fucus vesiculosus y
encontraron diferencias significativas en cuanto a su capacidad antioxidante. Pero por
otro lado se hace complicado comparar la actividad antioxidante detectada en las
diferentes macroalgas estudiadas con anterioridad, porque cada autor utiliza
protocolos de extraccion diferente lo que dificulta las comparaciones (Zubia et al.,
2007). Ademas la cualidad de los extractos asi como la capacidad antioxidante que
muestran no so6lo depende del tipo de extraccion y caracteristicas especificas de la
especie sino también de la situacidon geogréficas, condiciones fisiologicas de donde
proceden las muestras, tal y como han sefialado algunos autores al confirmar que la
desecacidon causa estrés oxidativo en trabajos realizados con las macroalgas Fucus
spp., Mastocarpus stellatus y Chondrus crispus (Collen y Davison 1999a), y la especie
Stictophonia arbuscula (Burrit et al., 2002). En relacién al contenido en compuestos
fendlicos de las algas pertenecientes a las divisiones Rhodophyta, Phaeophyta y

Chorofita oscila generalmente entre 0 y 5% del peso seco, aunque hay estudios que
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muestran niveles de hasta 20-30% para las algas pertenecientes a la division
Phaeophyta (Ragan y Jensen, 1977; Geiselman, 1980; Anderson y Velimirov, 1982;
Steinberg, 1985, 1986; Ragan y Glombitza, 1986; Conan et al.; 2006; Zubia et al.,
2007).En general los valores obtenidos en este trabajo son comparables a los de las
algas pardas clasificadas como pobres en compuestos fendlicos (0-2% del peso seco)
(Steinberg y Paul, 1990; Targett et al., 1992; Winter y Estes, 1992), sin incluir el
resultados obtenido en el caso de Halopithys incurva, Fucus spiralis y Cystoseira
abies-marina. En un trabajo recientemente publicado (Zubia et al.,2009), cuatro
especies pertenecientes al orden Ceramiales, destacan por el mayor contenido en
polifenoles dentro de un screening realizado entre 24 especies de algas rojas.
Aglaothamnion pseudobyssoides, Polysiphonia lanosa, Brongniartella byssoides v,
Heterosiphonia plumosa 5.73%,3.64%, 3.45% y 3.29%, respectivamente. Estos datos
son muy similares a los detectados en nuestro trabajo en la especie perteneciente al
mismo orden, Halopithys incurva (4.86 % de su peso seco). Ademas estas especies
exhiben una alta actividad, relacion similar a la detectada en nuestros resultados. El
nivel de fenoles totales en Fucus spiralis fue menor, 3.07 % en peso seco, respecto al
valor encontrado por Denton et al.,1990 para esta misma especie 8.14%. recolectada
en Nova Scotia (Canada). Sin embargo, ejemplares de Cystoseira abies-marina de la
isla de Gran Canaria pero de diferente zona presentaron un contenido medio menor
0.5% segun Granado (1996), que el obtenido en nuestro trabajo siendo este valor de
3.90 % de peso seco los valores para éste género van desde 0.3% en C. trinodis del
norte australiano (Steinberg y Paul, 1990) hasta 4.4% en C. osmundacea de California
(Steinberg, 1985). Las diferencias entre el contenido en compuestos fendlicos totales
de las especies analizadas en este trabajo y las especies estudiadas por otros autores
pueden deberse a la existencia de una variacién biogeografica en la produccion de
estos compuestos (Steinberg, 1989). Es importante sefalar, que las macroalgas con
mayor contenido en polifenoles se recolectaron en el eulitoral inferior (Halopithys
incurva), caracterizado por los mayor predacion, herbivoria y competencia/epifitismo, y
en la franja litoral superior (Fucus spiralisyCystoseira abies-marina), donde la
desecacion, temperatura y radiacion solar son mayores. Todos estos factores
ambientales, son los que se han identificado como propicios para inducir el contenido
de estos compuestos (Geiselman y McConell, 1981; Pavia et al.,1997). Mientras que el
resto de las especies se recolectaron en su mayoria en el eulitoral medio, franja en la
que estos factores no predominan habitualmente. El contenido de polifenoles con el
tratamiento PVPP proporcioné un método mas especifico de medir la concentracion de

fenoles. Basado en la capacidad de florotaninos para enlazar con polivinilpirrolidona
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(PVPP) ya que el reactivo Folin-Ciocalteu reacciona con otros compuestos ademas de
los polifenoles, como son aminoacidos y proteinas. De esta manera los fenoles que
son capaces de interactuar con los enlaces peptidicos se puede quitar de la muestra
solucion. La diferencia entre la primera y la segunda medida es equivalente al
contenido de compuestos fendlicos capaz de unirse al PVPP. Por tanto midiendo la
concentracion de polifenoles por el método colorimétrico Folin-Ciocalteu antes y
después del tratamiento con PVPP se obtiene la concentracion de polifenoles por
diferencia. Los resultados mostraron diferencias significativas tras el andlisis de
fenoles con dicho tratamiento. Disminuyendo un 70 % del contenido en el caso de
Halopithys incurva y en Fucus spiralis y Cystoseira abies-marinaun 30 y 20 %
respectivamente el contenido en fenoles totales. Tras el tratamiento con PVPP, el
resto de las especies no mostraron contenido en fenoles totales. Parys et al. (2007),
detectan resultados similares en un estudio realizado con Fucus y Ascophyllum, en los
cuales cuantificaron sin tratamiento PVPP un contenido en florotaninos de 15.88 vy
13.49 % respectivamente y tras el tratamiento un menor contenido de compuestos
fenolicos en dichos extractos con un contenido de 10.18 y 7.85%, respectivamente. Es
decir disminuy6 el contenido en florotaninos un 35y un 42 % con tratamiento PVPP. El
estudio de pigmentos liposolubles (clorofila a y b y carotenoides totales) e
hidrosolubles (ficoeritina) determin6 que el contenido varia dependiendo de la especie,
y hubo notables diferencias interespecificas entre las Chlorophytas (Caulerpa mostré
una concentracion muy baja en los tres pigmentos cuantificados). El contenido de
clorofila a fue similar en las especies verdes y rojas, encontrando diferencias
significativas respecto a las pardas. El contenido mas alto de carotenoides totales se
determin6 en Cystoseira abies-marina y la menor en nuevamente en Caulerpa
racemosa. En general, las algas pardas son las que mostraron las mayores
concentraciones en clorofila a y carotenoides. Estos resultados son comparables a los
obtenidos por otros autores (Dere et al.,, 1998). Los pigmentos fotosintéticos son
sustancias que su funcidon es absorber la luz visible. Los diferentes pigmentos
absorben luz de longitudes de onda diferentes, ademas de llevar a cabo
principalmente la fotosintesis, pero ademas se les ha atribuido un papel en la defensa
antioxidante de las algas. Las macroalgas que se estudiaron estan expuestas a las
variaciones en la radiacion solar UVA y UVB, y temperatura, factores puede alterar el
contenido de pigmentos fotosintéticos (Dohler et al., 1997; Figueroa et al., 1997; Flores
Moya et al., 1998) incluso algunas de ellas fueron recogidas de charcos (Codium
intertextum, Ulva rigida, Pterocladiella capillaceae, Grateloupia dichotoma, Laurencia

majuscula) que estan naturalmente expuestos a irradiancias solares extremas
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(Figueroa et al.,1997, Figueroa y Gomez, 2001, Bischof et al., 2006). El contenido en
pigmentos ademas estad condicionado por la limitacion de nutrientes (Lapointe et
al.,1976; Hanisak, 1983). La clorofila se encuentra en los cloroplastos formando
compuestos insolubles. Debido a la variedad de las estructuras de la pared celular de
estas diez especies, la homogeneizacién y una extraccion completa con metanol
facilité el aislamiento de los pigmentos. Los carotenoides son pigmentos accesorios
gue se encuentran en cantidades variables entre los grupos de algas (Grung et
al.,1992). Se ha sugerido que funcionan como pigmento accesorio transfieriendo la
energia y oxigeno (Frank et al., 1994). Vechetel et al.,(1992) determinaron que los
pigmentos carotenoides fueron los pigmentos fotosintéticos mas importantes, y que
protegen a la clorofila y la membrana tilacoidal de los dafios de la energia absorbida
en la oxidacion. El aumento observado en el contenido en carotenoides responde a
una respuesta tipica de las algas pardas debido a las altas irradiaciones a las que
esta sometidas en el sistema intermareal comportamiento descrito con anterioridad en
la especie Sphacelaria (Brown y Richardson, 1968) y en las especies Ascophyllumy
Fucus (Ramus et al.,1977). El nivel de pigmentos esta influenciado por factores
limitantes como son la alta irradiacién, periodos de desecacion, la falta de nitrégeno y
de limitacién de nutrientes. Entre todas las especies de los tres grupos de algas, el
orden del contenido en clorofila a y carotenoides fue el siguiente: Phaeophyta>
Rhodophyta>Chlorophyta. En cuanto al contenido en pigmento hidrosoluble,
ficoeritrina, excepto el detectado en Laurencia majuscula fue significativamente mas
bajo. La produccion de este pigmento accesorio esta estrechamente relacionado con
la disponibilidad de nutrientes nitrdgeno concretamente y han sido propuestas como
reservas de N (Figueroa, 2006; Talarico, 2000). Las concentraciones de nutrientes
inorganicos en las aguas superficiales varian con la localizacion geografica y en las
concentraciones regiones tropicales puede ser baja (en los limites de deteccion)
durante todo el afio. En las regiones templadas, las concentraciones suelen ser
maxima durante el otofio y el invierno y la minima entre finales de primavera y verano
(coincidiendo con el muestreo de nuestro estudio). Algunos ecosistemas estan
limitados por un nutriente en un determinado momento del afio. Estas variaciones se
han observado en el contenido de N de macroalgas por numerosos trabajos
(Chapman y Craigie, 1977; Lapointe, 1987; Peckol et al., 1994). Por otro lado, las
poblaciones naturales de algas marinas pueden obtener nutrientes de otras fuentes
distintas de la columna de agua, por ejemplo, material particulado en su superficie
(Schaffelke, 1999) o la excrecion de los animales (por ejemplo, Taylor y Rees, 1998).

Esta descrito que las algas marinas probablemente tiene un rango 6ptimo de
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temperaturas sobre la cual se produce las mayores captaciones y tasas, y es probable
que disminuya por debajo de este rango (Wheeler y Srivastava, 1984). Se ha
demostrado que la concentracion de pigmentos responde al resultados de los cambios
en las concentraciones de las distintas formas organicas e inorganicas de N (Bird et
al.,1982; Horrocks, 1993). Se encontré que las algas situadas en el intermareal (por
ejemplo, Fucus) se desecan durante una alta exposicion solar al bajar la marea, y su
tasa de absorcion de N fue varias veces superior a lo normal durante la primera hora
de la inmersién durante la marea (Thomas y Turpin, 1980), aunque este fenémeno no
fue observado en la disponibilidad de fosfato (Hurd y Dring, 1991).

La relacion C:N es una variable que responde al almacenamiento de nitrégeno
y puede indicar la limitacién de nitrogeno (Hanisak, 1983; Ryther y Dunstan, 1971) y
ampliamente utilizado para evaluar el estado fisiolégico de las macroalgas (Hanisak,
1990; Duarte 1992; Vergara et al., 1993). Los resultados de la relacion C:N detectados
en las especies no se vieron afectados significativamente por la estructura del talo tal y
como apuntan algunos autores (Dhargalkar et al., 1987; Gomez y Westermeier, 1995).
Nuestros resultados muestran que la relacion C:N van desde 8:1 a 18: 1, es decir en
algunos casos estd por debajo del indice sefalado (10: 1 y 70: 1) para las plantas
bentoénicos (Fenchel y Jagrgensen, 1977), como fue en el caso de Hynea spinella
(8.6%). Esta relacion en macroalgas aumenta durante los periodos de limitacion de N,
nuestra observacibn de que las macroalgas del intermareal tienen una baja
disponibilidad de nitrégeno y se refleja con los valores altos de la relacion C:N
detectados en general. Los contenidos en carbono total de las especies Caulerpa
racemosa, Ulva rigida y Fucus spiralis fueron similares a los obtenidos en otras
especies de los mismos géneros por otros autores, el resto de las especies mostraron
contenidos menores en general (Atkinson y Smith, 1983). El contenido en nitrégeno de
las algas generalmente oscila entre un 1y 7 % de su peso seco (Ito y Hori, 1989). Los
valores de nitrégeno de las especies estudiadas estuvieron comprendidos entre 1.5 y
2.9 %, aunque algunas de las especies analizadas mostraron mayor contenido que el
publicado por otros autores para los mismos géneros asi Codium intertextum dio un
valor mayor (2.2%) que C. fragile (1.38%) (Nicotri, 1980) en cambio Ulva da un
contenido menor (1.7 %) que el seflado anteriormente 3.9 % (Granado, 1996). En lo
referente a las algas rojas, los valores de nitrégeno detectados fueron entorno al 2.5
%, siendo el valor mas alto en G. dichotoma y P.capillaceae (2.9 %) seguido de
H.musciformis (2.7%). En cuanto a las algas pardas, diferentes especies de Cystoseira
dan un amplio rango de valores para el contenido en nitrégeno desde 1.4 hasta 5.2 %

(Atkinson y Smith, 1983). El resultado detectado en este estudio se encuentra en el
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limite inferior de este rango (1.5 %), en Fucus spiralis se detecté un valor también

inferior (1.7 %) al obtenido por otros autores, 4.4 % (Granado, 1996).

Por lo tanto, puede concluirse que las condiciones ambientales, y las
propiedades fisico-quimicas del agua de mar son los factores mas importantes que
afectan al contenido de estos compuestos y es importante la eleccion del solvente
extractivo para la cuantificacion en funcién de la estructura de la pared celular. Al
analizar el analisis de correlacion entre los valores de concentracion de pigmentos
liposolubles e hidrosolubles, asi como los polifenoles analizados con los distintos
tratamientos con la capacidad antioxidante detectada mediante ambos métodos ya
mencionados, nos encontramos con datos muy diferentes. Y deducimos, que la
correlacion detectada entre el ensayo DPPH y concentracion de polifenoles (con y sin
PVPP),el resultado mas positivo, significa que a mayor concentracion de polifenoles
mayor es la actividad antioxidante de la muestra. La estructura quimica de los
polifenoles es especialmente adecuada para ejercer una accion antioxidante (donador
de hidrégeno o electrones, o atrapador de radicales libres).Esto significa que a mayor
concentracion de polifenoles mayor es la actividad los extractos. La importancia que
tienen los componentes fenélicos como sustancias responsables de las propiedades
antioxidantes de extractos de algas ha sido relacionado anteriormente (Matanjun et
al.,2008; Zubia et al.,, 2009). En resumen, todos estos trabajos sugieren que en la
composicién quimica de las algas existen diferentes sustancias, algunas de las cuales
han sido valoradas en este andlisis, que estan relacionadas en mayor o menor medida
con sus propiedades antioxidantes. De esta manera se hace evidente, que cuando se
analiza la actividad antioxidante de un extracto crudo, que pudiera ser explicada por la
presencia de una o varias moléculas, a su vez pudiera existir un posible efecto
cooperativo o sinérgico entre ellas(Le Tutouret al., 1990;Santoso et al., 2004; Wang et
al., 2008). Este hecho explicaria los diferentes mecanismos antioxidantes observados
para una determinada alga. Otros autores, aunque no han estudiado el efecto
sinérgico de los metabolitos constituyentes de las algas, explican las propiedades
antioxidantes por la presencia de varias moléculas en conjunto. Fallarero et al.,2003.,
estudiaron las propiedades antioxidantes de un extracto acuoso de Bryothamnion
triquetrum (Gmelin) MA Howe y algunos de sus componentes polifendlicos en células
hipotaldmicas de ratones GT1-7.Los resultados de estas investigaciones muestran que
la disminucion estadisticamente significativa en la actividad antioxidante de los
extractos estudiados se correlacionan con una disminucion estadisticamente
significativa en el contenido total de polifenoles. Esto sugiere la importancia de estas

moléculas como posibles responsables de la actividad antioxidante de los extractos en
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el barrido de radicales libres. Estos resultados unido a nuestro trabajo, motivaron la
repeticién del estudio en las mismas algas cultivadas bajo un sistema de policultivo

integrado.
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CAPITULO I

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN MACROALGAS CULTIVADAS
EN UN SISTEMA DE BIOFILTRACION CON ALTA
DISPONIBILIDAD DE NITROGENO
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2.1. INTRODUCCION

Los estudios recientes sobre los compuestos y las propiedades antioxidantes en algas,
han sido justificados por el hecho de que parece necesaria su presencia como
respuesta o defensa en el medio oxidativo “complejo” en el que habitan (Maschek y
Baker, 2008; Athiperumalsami et al., 2010). Tal y como ha sido expuesto en el
Capitulo I, son numerosos los trabajos publicados que hacen referencia a la actividad
antioxidante de algunas especies de macroalgas en modelos experimentales in vitro o
in vivo bajo mudltiples y variadas condiciones medioambientales (Fujimoto, 1990;
Matsukawa et al., 1997; Le Tutour et al., 1998; Connan et al., 2007; Zubia et al., 2007;
De la Coba et al., 2009). Sin embargo, la utilizacién de extractos obtenidos a partir de
algas cultivadas como fuente de sustancias antioxidantes naturales ha sido
escasamente abordada.

Una limitacién importante para la obtencién y ensayo de productos derivados
de las algas es la propia dificultad para la produccion sostenible de biomasa con
caracteristicas estables o reproducibles. Esta limitacién ha sido superada con el
desarrollo de las técnicas para el cultivo de macroalgas en sistemas intensivos bajo un
alto grado de control (Bidwell et al., 1985; Friedlander y Levy, 1995). Las condiciones
controladas permiten, en algunos casos, dirigir el metabolismo hacia la sintesis de
sustancias de interés aplicado, bien asociadas al metabolismo primario (carbohidratos,
proteinas o pigmentos), bien asociadas al metabolismo secundario (lipidos,
carotenoides y otro tipo de compuestos bioactivos) (Friedlander et al.,1995; Gémez-
Pinchetti et al., 1998; Neori et al., 2004).

El cultivo intensivo de macroalgas creciendo de forma libre (sin necesidad de
un sustrato) es realizado en tanques en los que se establece un sistema de agitacion
del medio y la biomasa. En estos sistemas la producciéon de biomasa por unidad de
superficie o volumen cultivado es elevada, en contraste con su principal desventaja,
los altos costes de produccion relacionados, fundamentalmente, con los elevados
costes de bombeo de agua, agitacién del medio y en ocasiones el enriquecimiento
extra de CO, (Friedlander y Levy, 1995). El control de las variables fisicas, quimicas y
biolégicas, sus interrelaciones y su efecto sobre la calidad de la biomasa en estos
sistemas de cultivo, ha sido ampliamente estudiado a través del desarrollo, hasta la
escala comercial, del cultivo de especies de interés industrial, principalmente de los
géneros Gracilaria y Chondrus (Bidwell et al., 1985; Friedlander y Levy, 1995; Braud,
2006). La importancia de factores como el disefio del tanque, el bombeo y

movimiento/agitacion del agua/medio de cultivo, la irradiacion, la temperatura, el
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aporte de nutrientes, el carbono inorganico, la densidad (6ptima y maxima) y la
competicion de especies (crecimiento de epifitos) muestran un efecto directo sobre el
principal proceso fisioldgico de las algas, la fotosintesis, y por lo tanto, sobre los
valores maximos de produccién (g Peso Seco m? d?) y eficacia fotosintética del
sistema (porcentaje de conversién de energia luminosa en biomasa). A mayor control
de estas variables, mayor posibilidad para el aumento de la produccién y modificacion
de la calidad de la biomasa obtenida (Bidwell et al., 1985; Friedlander y Levy, 1995).
Dentro de un amplio nimero de posibilidades para el cultivo y la produccién de
biomasa de interés de forma sostenible, en los sistemas integrados o IMTA, diferentes
organismos, que desarrollan procesos diferenciados, son cultivados al mismo tiempo
en el mismo espacio/flujo de agua. Los “desechos” producidos por cada unidad
independiente se convierten en un recurso aprovechable por un nivel tréfico inferior
que actua como biofiltro, estableciéndose asi un sistema de produccion/biofiltracion
bien equilibrado (Chopin et al., 2008; Neori, 2008; Troell et al., 2009; Chavez-Crooker
y Obreque-Contreras, 2010). Estos planteamientos, basados en una idea inicial de
Ryther et al. (1978), combinan la utilizacion conjunta de diferentes organismos
(moluscos, equinodermos, macroalgas y/o microalgas) en la biofiltracién de la materia
tanto particulada como disuelta producida en los sistemas para la produccion de peces
0 crustaceos. En los efluentes producidos por el cultivo de estos organismos,
alimentados con pienso, el amonio constituye la fraccién mas importante del nitrégeno
inorganico disuelto (NID = NH," + NO3 + NOy), llegando a constituir hasta el 90% del
NID y alcanzando concentraciones superiores a 450 uM (Porter et al. 1987, Neori et al.
1989). Estas formas de nitr6geno (nutriente esencial del metabolismo y generalmente
limitante en el medio marino) aportadas por los efluentes y que son canalizadas a
través de los tanques de cultivo de macroalgas son metabolizadas en la célula hacia
la produccion de los amino&cidos, mediante el sistema GS/GOAGT antes de pasar a
formar parte de algunos compuestos y moléculas organicas constituyentes de la
biomasa (Lobban et al. 1985). Su asimilacion es regulada principalmente, al igual que
para otros nutrientes, por factores fisicos como la luz y la temperatura, que aceleran
su velocidad de asimilacién (Lapointe, 1987; Peckol et al., 1994; Harrison y Hurd,
2001) afectando directamente el crecimiento de la biomasa en los sistemas de cultivo.
Por tanto, la utilizacion justificada de las macroalgas como biofiltro en estos
sistemas de policultivo supone una mejora considerable de la calidad de los efluentes
en cuanto a materia inorganica disuelta se refiere ya que, principalmente durante las
horas de luz, se consume amonio y otras formas inorganicas generadas como los

fosfatos (Neori et al. 2003; 2004; Buschmann et al., 2008). Ademas, a través del
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proceso respiratorio los animales cultivados en el sistema generan CO, que es
consumido a través del proceso fotosintético por las algas, produciéndose O, y
elevando el pH del medio, con lo que aumentan las posibilidades de recirculacién del
agua a través del propio sistema (Cahill et al., 2010).

Mas recientemente, la idea de los IMTA para el aprovechamiento de los
efluentes de la acuicultura intensiva, tanto en los sistemas en tierra como en las
cercanias de las jaulas costeras, ha sido modernizada a través de una apropiada
seleccion y diversificacion de especies que desarrollan las diferentes funciones dentro
del sistema (Shpigel y Friedman, 1990; Neori y Shpigel, 1999, Neori et al., 2001,
Chopin et al.,, 2008), llegando a ser considerada la idea de que las especies
producidas pueden, ademas de mostrar actividad biofiltradora, tener un valor
comercial afiadido (Neori et al., 2004; Neori, 2008; Nobre et al., 2010).Asi, no es de
extrafiar que en los Ultimos afios haya aumentado de forma significativa el listado de
géneros de macroalgas que estan siendo cultivadas con éxito, tanto en sistemas de
cultivo intensivo como en mar abierto y que presentan algun tipo de valor industrial o
biotecnoldgico, p.e. Palmaria (Pang y Lining, 2004); Gelidium (Friedlander, 2008);
Pterocladiella (Gal-Or e Israel, 2004); Gigartina (Buschmann et al., 2004); Hizikia
(Pang et al., 2006); Codium (Hwang et al. 2008); Sargassum (Pang et al., 2010);
Macrocystis (Westermeier et al., 2010); o Porphyra y Undaria en tanques y
fotobiorreactores (Zhang et al., 2006; Deng et al., 2008); ademas de las ya resefiadas
y ampliamente estudiadas Ulva, Gracilaria o Chondrus.

A estos ejemplos hay que afadir aquellos géneros y especies de macroalgas
que han sido ensayados en sistemas de policultivo combinados peces-algas;
crustaceos-algas; moluscos-algas;  peces-moluscos-equinodermos-algas, que
presentan capacidades de biofiltracién significativas, p.e. superiores al 75% en el caso
del amonio, ademas del propio valor afiadido; como alimento animal, p.e. Hypnea y
Gracilaria (Viera et al., 2005), Ulva (Robertson-Anderson et al., 2008), Palmaria
(Demetropoulos y Langdon, 2004) y Porphyra (He et al.,, 2008); o como fuente de
metabolitos con un mercado en continuo aumento, p.e. Falkenbergia/Asparagopsis
(Mata et al., 2010), Kappaphycus (Hayashi et al., 2008), Sargassum (Mai et al., 2010)
0 Codium (Kang et al. 2008).

Algunas especies de los géneros enumerados son capaces, en algunas de las
condiciones de crecimiento descritas, de acumular sustancias nitrogenadas que
presentan interesantes actividades antioxidantes. Los amino 4cidos tipo micosporina
(MAAs) se acumulan por la influencia de la radiacion UV y en funcion de la
disponibilidad de nitrégeno (Litchman et al., 2002; Korbee et al., 2004; 2005), y actdan
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como fotoprotectores ademas de mostrar una significativa capacidad antioxidante (de
la Coba et al., 2009). La acumulaciéon de MAAs en alta disponibilidad de nitrégeno ha
sido observada en especies de algas rojas de los géneros Porphyra, Grateloupia y
Asparagopsis (Korbee et al. 2005, Huovinen et al., 2006; Figueroa et al., 2008)
sirviendo como reservas de nitrégeno que puede ser movilizadas en periodos de
carencia de nutrientes. Esta capacidad de actuar como reserva de nitrégeno ha sido
igualmente propuesta para otros pigmentos como las biliproteinas (Lépez-Figueroa y
Niell, 1991) que también muestran actividad antioxidante (Tierney et al., 2010). Desde
el punto de vista aplicado, las MAAs pueden ser utilizadas en la formulacion de
cremas fotoprotectoras, que actien como filtros frente a la radiacién UV y funcionen a
su vez como antioxidantes en la disminucion de los efectos causados por los radicales
libres (Bandaranayake, 1998; de la Coba et al., 2009).

La respuesta fisioldgica y bioquimica a los cambios en la salinidad, o a la
disponibilidad y los cambios en la concentracion de nitrogeno y fosforo en el medio de
especies cultivadas del género Gracilaria, afecta a una gran variedad de sustancias
gue actlan como potentes antioxidantes entre las que se encuentran pigmentos,
polisacaridos o enzimas (Kumar et al., 2010). Estos resultados, en combinacién con
las posibilidades en cuanto al cultivo controlado de macroalgas y su utilizacion como
biofiltro en los sistemas de policultivo integrado, establecen las bases para que la
producciéon de especies con caracteristicas estables o reproducibles permita la
obtencion de sustancias de interés de forma sostenible sin depender de los recursos

algales naturales.
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2.2. OBJETIVOS

Motivados por los resultados del capitulo anterior, y partiendo de la premisa del interés
suscitado por la busqueda de nuevos compuestos antioxidantes de origen natural, nos
planteamos el estudio de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos de
macroalgas cultivadas en un sistema de biofiltracion con alto aporte de nitrégeno,

estableciendo los siguientes objetivos:

- Estudio de la adaptacién a un sistema de cultivo intensivo, operando
como sistema de biofiltracion, de las especies de macroalgas (3
Chlorophytas, 5 Rhodophytas y 2 Phaeophytas) recolectadas de la
naturaleza y previamente analizadas en el Capitulo I. Andlisis de la
capacidad de biofiltracion de N-amonio de las especies, canalizando los
efluentes producidos en tanques para el cultivo de dorada (Sparus
aurata) mediante los parametros NUE (eficiencia de eliminacién de
amonio), y NUR (tasa de asimilacion de amonio).

- Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos e
hidroalcohélicos obtenidos a partir de macroalgas cultivadas en el
sistema de biofiltraciébn con aporte continuo de nitrégeno mediante los
métodos del DPPH vy el poder reductor.

- Determinar el contenido cuantitativo de polifenoles, pigmentos lipofilicos
(clorofila y carotenoides) e hidrofilicos (ficoeritrina) en el caso de cinco
algas rojas analizadas. Y la relacion carbono-nitrégeno de las especies
cultivadas bajo condiciones de alta disponibilidad de N-amonio.
Correlacon de la actividad antioxidante detectada, el contenido de las

sustancias cuantificadas y la respuesta en el biofiltro.

HIPOTESIS
Las macroalgas cultivadas de forma intensiva en un sistema de biofiltracion de los
efluentes producidos en tanques para el cultivo de peces, con alto contenido en N-
amonio, pueden transformar los nutrientes disueltos, causante de la eutrofizacion de
aguas costeras, en biomasa que contenga compuestos con capacidad antioxidante de

interés aplicado.
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2.3. MATERIAL Y METODOS

2.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.3.1.1. Especies cultivadas

Las especies de macroalgas cultivadas, fueron descritas en el Capitulo |, (Tabla 1.3.)

y fueron recolectadas en la misma localizacion y fecha.

2.3.2. CONDICIONES DE CULTIVO

2.3.2.1. Sistema de biofiltracion

Durante los ultimos afios en el Centro de Biotecnologia Marina (CBM) de la ULPGC se
ha desarrollado un sistema de acuicultura integrada peces-macroalgas a escala de
planta piloto.

El sistema se desarrolla en un circuito abierto de agua que fluye a través de los
tanques de cultivo de sama dorada (Sparus aurata, Sparidae). Las aguas residuales
son bombeadas, desde un tanque de decantacién donde se elimina la materia
particulada, hacia dos invernaderos donde estan instalados los sistemas intensivos
(fotobiorreactores, tanques y raceways) para el cultivo de algas. Una bomba instalada
en el interior del muelle impulsa 18 m*h * de agua de mar a través de un sistema de
filtracion, y de aqui a cinco tanques de almacenamiento con capacidad para 5000 L
cada uno. Desde aqui cae por gravedad y de forma continua a dos estanques
circulares de 11 m®. Durante el periodo experimental en estos tanques se cultivan
aproximadamente 3000 ejemplares de Sparus aurata con un peso medio de 80 g a
una densidad media de 5 kg m®. La temperatura del agua del sistema de cultivo
presento un rango que varia entre 20 y 24.5 °C. La tasa de recambio se mantuvo entre
8-9 vol d™. El flujo de salida de agua de los tanques descarga en un tercer estanque
que funciona como tanque de decantacion para la eliminacion de materia particulada
antes de ser bombeada hacia los sistemas de cultivos donde los flujos de agua
pueden ser regulados de forma independiente.

Siguiendo las tablas de alimentacion, los peces fueron alimentados
diariamente dos veces al dia, a primera hora de la mafiana y a media mafiana con

pienso comercial de alto contenido en proteinas (Tabla 2.1.).
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Tabla 2.1. Composicién quimica del pienso alimenticio utilizado para la alimentacién de Sparus
aurata.

COMPOSICION
Proteina bruta 46 %
Materia grasa bruta 22%
Cenizas brutas 11,5 %
Celulosa bruta 1,0 %
Fosforo total 1,3%
Antioxidantes Etoxiquinay BHT
Vitamina A 10.000 U.I. /kg
Vitamina D3 1.500 U.I. /Kg
Vitamina E (alfa tocoferol) 150 U.l. /Kg

El siguiente diagrama muestra de forma resumida el flujo de N-amonio a través
del sistema desde la entrada de agua en el tanque de peces hasta el sistema de
cultivo de macroalgas(Fig.2.1.). Para conseguir concentraciones de nutrientes
superiores a las aportadas por el cultivo de peces, se dispuso de un “sistema virtual”
gue consiste en un depdsito que vierte, mediante goteo controlado, cloruro de amonio
al tanque de decantacion. Esto permiti6 incrementar de forma controlada la

concentracion de N-amonio que entraba al sistema.

Figura 2.1. Diagrama del flujo de N-amonio en el sistema de biofiltracion.
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2.3.2.2. Sistemas de cultivo de macroalgas y disefio experimental

Para el cultivo de macroalgas a la escala de planta piloto se han utilizado
fotobiorreactores de metacrilato (FBR) con volumen de 30 L y superficie de 0,07m?. La
aireacion se inyectd mediante una bomba soplante (SIEMENS EImo-G) desde la base
con el objetivo de crear una turbulencia (Fig. 2.2.) y agitacién permanente. La salida
de aire por tubos perforados en el fondo de los FBR origin6é un burbujeo que permitio

que las algas crecieran mantenidas en la columna de agua.

Figura 2.3. Imagenes de tres especies cultivadas en el biofiltro Caulerpa racemosa, Grateloupia
dichotoma y Laurencia majuscula.

Los experimentos se llevaron a cabo los meses de Agosto y Septiembre del
2004. Las especies estuvieron en cultivo un total de cuatro semanas con aporte de
efluente de piscifactoria en circuito abierto. La densidad de algas al inicio del cultivo

fue de 18 g | 'y la tasa de renovacion de 8.5 vol d™.

Fig. 2.2. Esquema experimental del FBR condiciones de cultivo.
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Las condiciones de luz del sistema de cultivo, determinadas por la localizacién
del cultivo bajo invernadero, recibieron una irradiacion maxima de 60 Wm™? PAR (400-
700nm) y radiaciones UV-A y UV-B nulas. Estas medidas de irradiacién solar fueron
obtenidas mediante el equipo ELDONET(European Ligh Dosimeter NETwork)
instalado en el CBM (Fig.2.4). Es un radiémetro de banda ancha que mide la radiacién
solar incidente en tres bandas espectrales: PAR (400 nm — 700 nm), UV-A (315 nm —
400 nm) y UV-B (280 nm — 315 nm). Utiliza una esfera integradora de 10 cm para
recoger tanto la radiacion directa como indirecta cuya apertura esta protegida por una
esfera de cuarzo. El software WinDose 2000 integra las medidas de radiacion (W m?)
a lo largo del tiempo y las almacena en un fichero de datos diario.

Figura 2.4. Equipo de trabajo con el cual se midio la irradiacion solar recibida en las diferentes
localizaciones de los cultivos de macroalgas: receptor del sensor Eldonet (European Ligh
Dosimeter NETwork), que aporta medidas continuas de la radiacion solar incidente (PAR; UV-
A; UV-B) (W m™).

La absorcién de radiacion PAR del FBR de metacrilato era del 6.5 %, y la
medida se realizO con un fotometro-radiometro cuéntico LICOR (Li-1400), un
datalogger (almacenamiento de datos) preparado para la adquisicion de datos de
diferentes tipos de sensores de radiacion PAR. Las medidas se tomaron acoplando un
sensor esférico PAR (SPQA-2770). Las medidas de radiacién de este equipo se
toman en las unidades: umoles de fotones m? s™.

Todas las medidas de pH se llevaron a cabo con pH-metro 507 (CRISON). Las
medidas de la concentracion de oxigeno disuelto (DO) y temperatura tanto para el
tanque de peces como para los tanques de algas fueron obtenidas con un
oxigenometro DO100 (Cole-Palmer). Ademas se utilizé un oxigendmetro Oximatic 700

(WTW) para realizar medidas en continuo.
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Figura 2.5. Equipo de trabajo (datalogger , adaptador, sensor esférico) con el cual se midi6 la
radiacién PAR que recibian las macroalgas en el fotobiorreactor. Las medidas de radiacion de
este equipo se toman en las unidades: pmoles de fotones m? s™.

2.3.2.3. Biofiltracién de N-amonio

Semanalmente, durante el periodo experimental se realizaron analisis para la
determinacion de la capacidad de biofiltracion de N-amonio de las especies
ensayadas. Después de ajustar la densidad de la biomasa de cada FBR. Se
determinaron las eficacias de eliminacién (NUE) y asimilacién (NUR) de N-amonio en
un periodo no superior a 24 horas. Las muestras analizadas se tomaron de los
tanques de peces, flujo de entrada y de la salida de cada FBR. También se tomaron

muestras de agua de marcomo control.
2.3.2.3.1. Andlisis de amonio

La concentracion de amonio fue determinada espectrofotométricamente de acuerdo
con el método de (Patton y Crouch, 1977). Las muestras fueron tratadasen presencia de
fenol, un donador de cloro (hipoclorito de sodio) y un agente complejante (citrato
alcalino) cuya misiébn es evitar la precipitacion de hidréxidos metalicos y otros
compuestos, el nitroprusiato actla como catalizador. El resultado de esta reaccion es
la formacion de un compuesto coloreado indofendlico de color azul y es medido a una

longitud de onda de 660nm.
Protocolo

Para la realizacion de este ensayo inicialmente se prepararon las siguientes
disoluciones, a las concentraciones indicadas: disolucion de fenol (DF): 0.1g/ml en
alcohol etilico 95%, disolucién nitroprusiato (DN): 5 - 10 * g/ml en agua destilada,
disolucion alcalina (DA): 0.2 g/ml de citrato de sodio y 0,01 g/ml de hidréxido de sodio

en agua destilada, disolucion de hipoclorito de sodio (DH): 1.5 N y la disolucion
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oxidante (DO): mezcla (DA) con (DH) en proporcion 4:1. A 10 ml de muestra, por
triplicado, se afladieron 400 pl de la disolucién de fenol, 400 yl de la disolucién de
nitroprusiato y 1 ml de la disolucion oxidante. Se agitaron bien los tubos tras la adicién
de cada disolucion. Los tubos tapados, se incubaron a temperatura ambiente (20-24
°C) y sin luz directa durante una hora. Paralelamente se preparé una curva patrén con
cloruro de amonio a concentraciones entre 10-90 uM. Como blanco se empleé agua

de mar. Posteriormente, se midié la absorbancia a 640 nm.

Figura 2.6. Protocolo analisis de amonio (Patton y Crouch, 1977).

2.3.2.3.2. Tasas de biofiltracién y velocidad de absorcién de amonio

La tasa de biofiltracién es el porcentaje reduccién de la concentracion de amonio y
refleja la eficacia con la que las algas son capaces de eliminar el amonio presente en

el medio. La eficiencia de biofiltracion (NUE) fue calculada como:

NUE = 100- (C4/C, * 100)

donde Cs es la concentracion en la salida del fotobioreactor y Ce es la concentracion
en la entrada.
La velocidad de asimilacion de amonio NUR expresado en umol I h™ fue calculada
como:

NUR =Fi * (Ce-Cs) /L

siendo, Fi el flujo de entrada, Cs(umol I* h™) la concentracion en la salida del
fotobioreactor y C. (umol I'* h™)la concentracion en el flujo de entrada y L, volumen del
fotobiorreactor.
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2.3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (Capitulo I)
2.3.3.1. Estudio de la actividad antiradical (Ensayo DPPH)

2.3.3.2. Poder reductor

2.3.4. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES(Capitulo 1)
2.3.5. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PIGMENTOS (Capitulo I)

2.3.5.1. Obtencién de los extractos

2.3.5.2. Determinaciéon de pigmentos liposolubles

2.3.5.3. Determinacion de pigmentos hidrosolubles

2.3.6. ANALISIS DE CARBONO Y NITROGENO (Capitulo I)

La metodologia utilizada para estas determinaciones (Desde 2.3.3. hasta 2.3.6) es

descrita en profundidad en el Capitulo I.
2.3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores representados corresponden a valores medioszel error estandar de
las réplicas realizadas para cada ensayo. Se realiz6 un contraste de medias mediante
una prueba de analisis de varianzas (ANOVA). Algunos resultados ademas se
analizaron aplicando la comparacion de medias mediante en test de Tukey B. El nivel
de significacion fue del 95% (a=0.95) en todos los casos. El andlisis de correlacion de
Pearson se realiz6 con intervalos de confianza del 95 y 99%. Los analisis estadisticos

se realizaron con el programa informético SPSS para MAC OS X.

2.4. RESULTADOS

2.4.1. RESPUESTA DE LAS ESPECIES ENSAYADAS A LAS CONDICIONES DE
CULTIVO

Las especies ensayadas respondieron en general positivamente a las
condiciones de cultivo descritas, mostrando en algunos casos adaptaciones
morfologicas representativas de la dinamica de los FBR. La rotacion permanente del
sistema de cultivo induce a que las especies cultivadas no presenten estructuras de
fijacion y al desarrollo de morfologias pseudo-esféricas (en las especies no foliosas, y
sobre todo en las especies de estructura ramificada de crecimiento apical). A
continuacion se muestran las imagenes mas representativas (Fig. 2.7., 2.8., 2.9). El
orden de adaptacion al sistema y condiciones de cultivo observado durante el ensayo
fue, Caulerpa racemosa, Ulva rigida, Hypnea spinella >Codium intertextum,

Grateloupia dichotoma, Laurencia majuscula >Pterocladiella capillacea, Halopithys

incurva >Cystoseira abies-marina >Fucus spiralis (Tabla 2.2.).
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Tabla 2.2. Resumen comparativo de las especies ensayadas en el sistema de cultivo, indicado
de mayor a menor adaptacion (++++,+++,+ -).

Adaptacién a las

Especies condiciones de cultivo
C. intertextum +++
C. racemosa ++++
U. rigida F++
P. capillacea ++
H. spinella 4
G. dichotoma o+
H. incurva ++
L. majuscula 4+
F. spiralis -
C. abies-marina +

Figura 2.7. Cambio de morfologia de Caulerpa racemosa en cultivo en fotobiorreactor. Las
imagenes de la parte interior fueron observadas a la lupa, corresponden al interior de la
morfologia “bola”observada tras el cultivo durante cuatro semanas en fotobiorreactor.
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En el cultivo de Caulerpa racemosa se pudo observar la formacién paulatina de
una especie de “bolas” provocado por el hidrodinamismo del sistema de cultivo que
alcanzaron una media de 5 cm transcurrido el mes de ensayo. Pero al observar el
interior de estas “bolas” a la lupa, se pudo comprobar el sombreado que producia esta
morfologia a la parte interior de la misma (Fig 2.8.).

Las algas rojas junto con las verdes son las que presentaron mejor adaptacion.
A modo de ejemplo, se muestra el cambio de aspecto que se observé en
Pterocladiella capillaceae (Fig 2.8.) la cual presenta un color oscuro y brillante
cultivada en alto contenido de N-amonio que carece en la naturaleza. Por el contrario,
la adaptacion de las especies pardas cultivadas en el ensayo no fue positiva,
observando una decadencia en el tejido de Fucus spiralis (Fig. 2.9) y coloracion turbia

del agua.

Figura 2.8. Cambio de morfologia observada en Pterocladiella capillaceae (imagenes
superiores) y Fucus spiralis (imagenes inferiores) en cultivo en fotobiorreactor. A: dia 0, B:
después de un mes.

2.4.2. ESTUDIO DE BIOFILTRACION DE LAS ESPECIES

Un control semanal permitié el célculo del amonio biofiltrado por las especies de
macroalgas asi como la velocidad de absorcion a lo largo de las cuatro semanas en
las que transcurrié el experimento. Los valores mostraron diferencias significativas
(p<0.05). Durante el periodo de ensayo la concentracion de NH," en la entrada de los
fotobiorreactores fue de 81.5 (£ 23.4) uM.
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La biofiltracién es el porcentaje de amonio eliminado del total que entra en
cada sistema de cultivo. Por ello, los resultados responden al nimero de tasas de
renovacion y la capacidad de absorciébn de cada especie dentro del sistema. La
capacidad biofiltradora (NUE) y velocidades de absorcién de amonio (NUR) de las
especies, fue alta en general tal y como se resume en la Tabla 2.3., siendo las algas
pardas Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina las que mostraron resultados mas
bajos, no pudiendo terminar el ensayo de cultivo por su falta de adaptacion al sistema
de cultivo planteado en el experimento. Fucus spiralis, se cosechd la semana 2 y
Cystoseira abies-marinala semana 3. La eficiencia media de eliminacién maxima fue
del 61 % y el valor minimo fue cercano al 17% observados ambos en la especie roja
P. capillaceae. Las especies Codium intertextum, Caulerpa racemosa y Ulva rigida
presentaron valores maximos cercanos al 48 % y minimos de 23, 32 y 43 %

respectivamente.

Tabla 2.3.Resumen comparativo de la eficiencia de asimilacion de amonio NUE (%) y
velocidades de absorcion NUR (umol I'h™) de las especies de macroalgas estudiadas (media
* desv, n=4). En paréntesis se sefiala la semana en la que se obtuvo el maximo y minimo de
asimilacion de amonio.

Especies NUE (%) M;\IXL_JAEM n (“mNotJlth-l)
C. intertextum 36 47(S2)-23(S1) 6.6 +2.6
C. racemosa 42 48(S2)-32 (S4) 944 +23
U. rigida 45 47(S1)-43(S2) 10.49 +2.8
P. capillacea 36 61(S4)-17(S1) 8.00+45
H. spinella 37 31(S2)-47(S4) 11.31 £ 3.45
G. dichotoma 50 54(S3)-42(S4) 11.41+2.8
H.incurva 33 39(S3)-30(S1) 747+1.3
L. majuscula 48 55(S4)-42(S3) 8.68 + 3.2
F. spiralis 27 33(S1)-20(S2) 7.23+2.3
C. abies-marina 20 21(S1)-19(S3) 45715

La reduccion del los niveles de NH," en el efluente por parte de las algas pardas

fueron en general los mas bajos, siendo estos valores de 20 y 27 % correspondientes



Capitulo 1l

a F. spiralis y a C. abies-marina respectivamente. La tasa de incorporacion de
NH,"(NUR) presenté diferencias significativas entre las diferentes especies
ensayadas, encontrando los valores mas altos entre las especies H. musciformis, G.
dichotoma y U. rigida 11.31(+ 3.45) ymol I*h™?, 11.41(+ 2.8) ymol I*h™?, 10.49 (+ 2.8)
umol I*h™ | respectivamente. El principal efecto de la tasa de recambio es la cantidad
de amonio suministrado a las algas por unidad de tiempo, de modo que con una tasa

de renovacion de 8.5 vol d* la media en general fue de 8.5 (+ 0.9) umol I*h™.
2.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.4.3.1. Ensayo DPPH

La actividad antioxidante mostrada (Fig. 2.10, 2.11) corresponde a extractos de
macroalgas cultivadas durante un mes dentro del sistema de policultivo integrado
(SPI) en alto contenido de N-amonio. Estos resultados, muestran diferencias
significativas (p<0.05) en la actividad detectada en las tres divisiones Chlorophyta,
Rhodophyta y Phaeophyta mediante el ensayo DPPH, extractos metandlicos (Fig.
2.10) e hidroalcohdlicos (Fig. 2.11) donde se han representado los valores medios

(n=9) y desviaciones.

Figura 2.10. Actividad antioxidante (% barrido del radical libre) detectado en extractos
metanolicos de macroalgas cultivadas (media + desv, n=9). Las especies se representan
mediante las siguientes iniciales,Ci: Codium intertextum,Cr: Caulerpa racemosa, Ur: Ulva
rigida,Pc: Pterocladiella capillacea,Hs: Hypnea spinella, Gd: Grateloupia dichotoma,Hi :
Halopithys incurva,Lm: Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.
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De todos los extractos estudiados, los valores encontrados varian entre
maximos de 90.36 % de barrido de radical libre en H. incurva y minimos de 9.84 % en
Hypnea spinella detectados ambos en los extractos metandlicos. En estas
comparativas no se ha incluido la ausencia de actividad del extracto metandlico de
Ulva rigida. Entre los extractos metanolicos de las especieS de la Division Chlorophyta
la actividad antioxidante disminuye de Caulerpa racemosa> Codium intertextum >Ulva
rigida (que no muestra actividad) y el orden de la actividad detectada en los extractos
hidroalcohdlicos fue el mismo. Todos los extractos metandlicos e hidroalcohdlicos de
las especies de algas rojas mostraron actividad antioxidante. Estos valores en los
extractos metanolicos disminuyen H.incurva > L.flexilis> P. Capillacea > G.dichotoma>

H. spinella .

Figura 2.11. Actividad antioxidante (% barrido del radical libre ) detectado en extractos
hidroalcoholicos de macroalgas cultivadas (media + desv, n=9). Las especies se representan
mediante las siguientes iniciales,Ci: Codium intertextum,Cr: Caulerpa racemosa, Ur: Ulva
rigida,Pc: Pterocladiella capillacea,Hs: Hypnea spinella, Gd: Grateloupia dichotoma,Hi
Halopithys incurva,Lm: Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.

En cuanto a los resultados obtenidos de los extractos hidroalcohdlicos el orden
varia significativamente, H.incurva> G.dichotoma> P. capillacea> L.flexilis> H. spinella.
Entre los resultados de las especies pardas, destacar la alta actividad detectada en
ambas siendo muy similar en ambas pero significativamente superior el detectado en

los extractos hidroalcohdlicos.



Capitulo 1l

Figura 2.12. Comparativa entre la actividad antioxidante (% barrido del radical libre ) detectado
sobre el radical libre DPPHe de los extractos metandlicos llle hidroalcohdlicos [—1lde
macroalgas cultivadas (media + desv, n=9).Las especies se representan mediante las
siguientes iniciales,Ci: Codium intertextum, Cr: Caulerpa racemosaUr: Ulva rigida, Pc:
Pterocladiella capillacea,Hs: Hypnea spinella , Gd: Grateloupia dichotoma, Hi : Halopithys
incurva, Lm: Laurencia majuscula, Fs : Fucus spiralis,Ca: Cystoseira abies-marina.

Paralelamente se midi6 la actividad antioxidante de los antioxidantes
comerciales propilo galato, vitamina E, vitamina C, BHT y floroglucinol también se
observaron diferencias significativas (p<0.05). Estos resultados mostraron que el
propilo galato y acido ascorbico tienen una alta actividad 95.68 y 96.44 % de barrido
de radical libre respectivamente, comparable a la actividad detectada en el extracto
metabdlico de H.incurva. El floroglucinol mostré una actividad de 69.34 % seguido de
la actividad detectada en la vitamina E y el antioxidante comercial BHT, 37.73% y 28.7
% de barrido de radical libre respectivamente. A continuacion se presenta un resumen
de los resultados, en esta prueba se calculé el EC50, es decir, el indice de
concentracion necesario para decolorar en un 50% la concentracion inicial del DPPHe,
con el fin de estandarizar los resultados entre los diferentes extractos. Al realizar el
analisis estadistico se observo que existen diferencias significativas entre todos los
extractos (METOH, ETOH50).

La actividad del barrido del radical DPPH, expresada como EC50 (mg-ml %), en
las especies cultivadas pertenecientes a los phylum Chlorophyta, Phaeophyta y

Rhodophyta mostraron también diferencias significativas entre los distintos extractos
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(p<0.05). Caulerpa racemosa (en ambos extractos) exhibié la mayor actividad en el
radical DPPH con una EC50 muy baja 1.87 + 0.12 mg-ml™ (extracto metabdlico) y 1.45
+ 0.01 mg-ml™* (extracto hidroalcohdlico). El extracto metandlico de la especie roja L.
majuscula exhibidé también una alta actividad de barrido de radicales libres 1.56 + 0.11
mg-ml™ seguida dentro de este phylum de H. incurva (en ambos extractos) 2.54 + 0.01
mg-ml* (extracto metandlico) y 2.66 + 0.04 (extracto hidroalcohdlico) mg-ml™. Los
siguientes datos mas representativos correspondieron a los extractos de las algas
pardas F. spiralis y Cystoseira abies-marina (en ambos extractos) con valores
similares a H.incurva. En ningln caso estos extractos fueron similares a los
antioxidantes comerciales, que mostraron una EC50 muy baja en el caso del acido

ascorbico 0.06 + 0.01 mg-ml * seguido del propil galato 0.15 + 0.19 mg-ml ™.

Tabla 2.4.Resultados de la capacidad antioxidante expresados como EC50 (mg-ml ™) de los
extractos de especies de macroalgas cultivadas. Siendo, los extractos metanélicos (METOH) e
hidroalcohdlicos y ETOH 50%) (-) sin actividad,(media + desv, n=3). Las letras indican las
diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Especies EC50 (mg-ml ™)
Extracto METOH  Extracto ETOH 50%
C. intertextum 3.98+0.19° 2.72+0.04°
C. racemosa 1.87 +0.12° 1.45+0.01°2
U. rigida - 4.90 + 0.06°
P. capillacea 7.46 +1.26° 9.71+0.52"
H. spinella 15.40 +1.89° 7.75+0.17°
G. dichotoma 15.24 +0.11° 6.54 +0.07 ¢
H. incurva 2.54+0,01° 2.66 +0.04°
L. majuscula 1.56+0.11° 3.52+0.23 °
F. spiralis 272+0.11° 2.35+0,01°
C. abies-marina 2.52+0.02° 2.11+0,01°

2.4.3.2. Poder reductor

Los resultados obtenidos respecto a la actividad antioxidante en los extractos
mediante el método del poder reductor detectado en las especies de macroalgas
cultivadas se presentan en la Tabla 2.5. de modo resumido, expresados como ug
equivalentes de acido ascorbico (AA). Los resultados reflejan que, nuevamente la
mayor actividad antioxidante en extractos ETOH50% significativamente superior
(p<0.05) se encuentra en Halopithys incurva, seguida de las algas pardas Fucus
spiralis y Cystoseira abies-marina un 5.0+0.04 y 3.4+ 0.02 ug AA mg™ respectivamente
en los extractos metandlicos. En cambio el comportamiento que exhibieron los

extractos hidroalcohdlicos de las algas pardas (Fucus spiralis y Cystoseira abies-
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marina) no mostraron diferencias significativas (p<0.05) con valores de 8.6 £ 0.14 y

8.9 + 0.19 ug AA mg™ respectivamente.

Tabla 2.5. Resultados obtenidos mediante el método poder reductor (ug AA mg'l) en los
extractos (metandlicos e hidroalcohdlicos) de macroalgas cultivadas bajo alto contenido de N-
amonio(media + desv, n=3). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA,
test de Tukey B).

Especies Poder reducgor
(Lg AAmg)
Extracto METOH Extracto ETOH 50%

C. intertextum 0.18 £0.02° 3.19+0.01°
C. racemosa 3.30+0.01" 4.90 + 0.02°
U. rigida 1.60 +0.20° 3.20+0.04°
P. capillacea 0.83+0.01° 0.75+0.01°
H. spinella 0.32+0.02° 0.56 +0.01°
G. dichotoma 0.37+0.01° 0.40 +0.03 2
H. incurva 2.30%0.04° 21.75+ 1.05¢
L. majuscula 1.16 +0.10¢ 1.14 +0.04°
F. spiralis 5.00 + 0.04° 8.60+ 0.14'
C. abies-marina 3.40+0.02" 8.90 + 0.19'

En los extractos de las algas verdes, se encontraron grandes diferencias,
siendo el valor significativamente inferior (p<0.05) en el extracto metandlico de C
intertextum 0.18 + 0.02 yg AA mg™. En cambio, aunque se encontraron diferencias
significativas entre las especies Rhodophytas también se encontraron diferencias y

valores muy bajos en general entre los diferentes extractos.

2.4.4, ESTUDIO DE LOS COMPONENTES ANTIOXIDANTES DE LAS ALGAS

2.4.4.1. Determinacion de compuestos fendlicos totales

De todas las especies estudiadas Halopithys incurva presentd un contenido
significativamente superior (p<0.05) en compuestos fendlicos totales 3.53 % de su
peso seco, mientras que los valores mas bajos entre las especies cultivadas se
observaron en Ulva rigida 0.54 % de su peso seco. Aunque todas las especies
muestran diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales (Tabla 2.6.).

Los compuestos fendlicos se detectaron tras afiadir PVPP sélo en las especies
pardas (Fucus y Cystoseira) y una especie roja (Halopithys). Siendo la especie parda
Cystoseira abies-marina la que mostré el contenido mas alto en polifenoles aplicando

el tratamiento con PVPP, 2.04% de su peso seco.
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Tabla 2.6. Contenido de polifenoles totales con y sin el tratamiento PVPP ambos valorados
mediante el método FC en los extractos de especies de macroalgas cultivadas en el biofiltro
expresado como % de peso seco(media + desv, n=3). Las letras indican las diferencias
significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Compuestos fendlicos  Compuestos fendlicos

Especies totales totales
(% masa seca) (% masa seca) PVPP
C.intertextum 0.96 + 0.00°® -
C.racemosa 1.46 +0.01" -
U.rigida 0.54 +0.00° -
P.capillacea 0.80 +0.01° -
H.spinella 0.65+0.00° -
G.dichotoma 0.50 +0.00° -
H.incurva 3.54+0.02 0.91+ 0.02°
L.majuscula 1.41 +0.00° -
F.spiralis 1.11 +0.00" 0.25+ 0.01%
C.abies-marina 2.80+0.02' 2.04+ 0.00°

2.4.4.2. Cuantificacion de los pigmentos
2.4.4.2.1.Pigmentos liposolubles : Clorofilaa, b y carotenoides

La cuantificacion de los pigmentos liposolubles, clorofila a, b y carotenoides
totales, expresados como mg-g PS™* se muestra en la Tabla 2.7. Las cuales
presentaron diferencias significativas (p<0.05), siendo Ulva rigida la especie que
muestra mayores valores en clorofila a y en carotenoides, 0.27 = 0.01 mg - g PS*y
0.07 £ 0.01 mg - g PS™ respectivamente. Las algas rojas presentaron valores entre un
minimo de 0.04 mg-g PS™ en L. majuscula y un maximo de 0.13 + 0.01 mg-g PS™ en
P. capillacea. En las algas verdes Codium intertextum y Caulerpa racemosa se
detectaron los valores méas bajos ( 0.04 mg - g PS%). En las algas pardas se
encontraron valores de 0.09 mg-g PS' en Fucus spiralis y 0.13 mg-g PS™ en
Cystoseira abies-marina. Los resultados de la concentracion de clorofila b son
inferiores a los valores detectados de la clorofila a, pero la diferencia es menor
respecto a las algas verdes. Y los niveles de los carotenoides totales, en general
bastante bajos a excepcion de las especies, Ulva rigida y Cystoseira abies-marina
0.07 + 0.01 mg-g PS*y 0.06 + 0.01 mg-g PS™ que mostraron diferencias significativas
superiores (p<0.05), respecto al resto de las especies.
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Tabla 2.7. Contenido de pigmentos liposolubles, clorofilas y carotenoides, expresados como
mg-g PS™ en las especies de macroalgas cultivadas en el biofiltros, (media + desv, n=3). Las
letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

. Cla Clb Carotenoides totales
Especies 4 4 4
(mg - g PS™) (mg - g PS™) (mg - g PS™)
C.intertextum 0.04 +0.01°2 0.03+0.00? 0.02 +0.01°
C.racemosa 0.04 £0.00? 0.03+0.00? 0.01 +0.01°
U.rigida 0.27 +£0.01° 0.07 +0.00"° 0.07 +£0.01°
P.capillacea 0.13+0.00° 0.02+0.01°
H.spinella 0.07 +0.00°" 0.02 £0.00°
G.dichotoma 0.10 +0.00°¢ 0.02 +0.00?
H.incurva 0.09 + 0.00°" 0.02 +0.00?
L.majuscula 0.04 +0.00° 0.01+0.01°
F.spiralis 0.09 + 0.00°" 0.03 +0.01°
C.abies-marina 0.13+0.00° 0.06 +0.01°

Y los niveles de los carotenoides totales, en general bastante bajos a
excepcion de las especies, Ulva rigida y Cystoseira abies-marina 0.07 + 0.01 mg-g PS’
'y 0.06 + 0.01 mg-g PS™ que mostraron diferencias significativas superiores (p<0.05),

respecto al resto de las especies.

2.4.4.2.2.Pigmentos hidrosolubles: ficoeritrina

La concentracion de ficoeritrina extraidos del tejido de las macroalgas cultivadas y
cuantificados sélo en las especies Rhodophytas muestran diferencias significativas
(p<0.05) (Tabla 2.8). Se observa una clara diferencia entre las cinco especies

analizadas.

Tabla 2.8. Contenido de pigmentos hidrosolubles, ficoeritrina, en las cinco especies de
macroalgas rojas cultivadas en el biofiltros expresado como mg-g PS™(media + desv, n=3). Las
letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Especies PE (mg - g PS™)
Pterocladiella capillacea 0.88+0.01¢
Hypnea spinella 0.28 +0.01°
Grateloupia dichotoma 0.19 +0.00%
Halopithys incurva 0.42 +0.01°

Laurencia majuscula 0.24 + 0.02°
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La especie que destacd por su mayor contenido fue Pterocladiella capillacea
con un valor de 0.88 + 0.01 mg-g PS™ seguida de Halopithys incurva con una
concentracién en ficoeritina de 0.42 + 0.01 mgg PS* mientras que las
concentraciones mas bajas fueron detectadas en Hypnea spinella, Laurencia
majuscula y Grateloupia dichotoma, siendo 0.28 + 0.01 mg-g PS™, 0.24 + 0.02 mg-g
PS™ y 0.19 + 0.00 mg-g PS™ respectivamente.

2.4.5. CORRELACIONES ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DETECTADA Y
LAS SUSTANCIAS CUANTIFICADAS

A continuacién se muestran los resultados del coeficiente de correlacion (R?)
obtenido entre la actividad antioxidante detectada mediante el ensayo DPPH vy el
poder reductor y el contenido en fenoles totales asi como en pigmentos liposolubles e
hidrosolubles de las 10 especies de macroalgas cultivadas (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Resultados de R® de las correlaciones realizadas, entre la actividad antioxidante
detectada en las especies cultivadas mediante el ensayo DPPH en (%) y el método del poder
reductor (ug AA mg™) y los polifenoles valorados mediante dos métodos y pigmentos
liposolubles (clorofila a y carotenoides totales) e hidrosolubles (ficoeritrina).

REGRESION LINEAL (R?)

Ensayo DPPH Poder reductor
(% Barrido radicales libres) (ug AA mg™)
Biomoléculas Extracto Extracto Extracto Extracto
METOH ETOH50 METOH ETOH50
Clorofilas (mg - g PS™) 0.100 6.226e” 1.624e” 9.9740e”
Carotenoides (mg - g PS™) 0.070 0.0394 2.672¢* 0.014
Ficoeritrina (mg - g PS'l) 0.20 0.066 0.045 0.039
Polifenoles (%) 0.641 0.519 0.652 0.769
Polifenoles PVPP (%) 0.138 0.358 4.118¢™ 0.047

El valor optimo de correlacién entre la actividad antioxidante de los extractos
metanolicos e hidroalcohdlicos obtenida con el método del DPPH se detecté con el
contenido en polifenoles (sin PVPP) siendo estas (R?*= 0.641) y (R?=0.519)
respectivamente.

Sin embargo, el andlisis de correlacion realizado entre el método del poder
reductor mostré la mejor correlacion polifenoles sin tratamiento PVPP extracto
hidroalcohdlico (R* = 0.769) seguido del extracto metandlico con un valor de (R*=
0.652). El resto de las correlaciones realizadas con la actividad antioxidante detectada

mediante este método fueron muy bajas en general.



Capitulo 1l

Figura 2.13. Representacion gréfica del andlisis de correlacion entre la actividad antioxidante
detectada entre el ensayo DPPH (% barrido de radicales libres) respecto a los extractos
metanélicos(eClorofitaseRodofitase Feofitas) (R”= 0.641) y (R*= 0.519) respecto a los extractos
hidroalcohdlicos (mClorofitasmRodofitas mFeofitas). En la parte inferior de la figura se
representan los resultados de correlacion entre el poder reductor (ug AA mg™) y el contenido en
polifenoles (% peso seco) gR2:0.652) con extractos metanolicos
(eClorofitaseRodofitase Feofitas) y (R°=0.769) con extractos hidroalcohdlicos
(mClorofitasmRodofitas mFeofitas) respectivamente.

El resultado de la correlacién de Pearson mostrd una correlacién positiva entre
el extracto metandlico y actividad antioxidante (tanto en el ensayo DPPH como en el
poder reductor) pero presentd una correlacion negativa tanto con la eficiencia de
biofiltracion (NUE) de las especies como respecto a la tasa de incorporacion de
nitrégeno (NUR) . En un nivel de significancia de (p<0.01) respecto a la biofiltracién
(NUE) y un nivel de significancia de (p<0.05) respecto a la velocidad de incorporacion
de nitrégeno (NUR).

La correlacion del contenido en nitrogeno de las especies (mg N- g PS™) con
respecto a la biofiltracion (NUE) y tasa de absorcion de nitrégeno (NUR) relativamente
baja también. Y respecto a la actividad antioxidante (tanto en el ensayo DPPH como

en el poder reductor) fue negativa en ambos extractos (EM y EH).
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Tabla 2.10. Se muestran los coeficientes de correlacién de Pearson para las variables D-EM, la
actividad antioxidante detectada mediante el ensayo DPPH con extractos metandlicos; D-EH,
la actividad antioxidante detectada mediante el ensayo DPPH con extractos hidroalcohdlicos;
P-EM, actividad antioxidante detectada mediante el poder reductor con extractos metandlicos;
P-EH, actividad antioxidante detectada mediante el poder reductor con extractos
hidroalcohdlicos; N, contenido en nitrégeno ; C, contenido en carbono; C:N, relacién carbono
nitrégeno; NUE, biofiltracion de N-amonio; NUR, velocidad de absorcion de N-amonio.

D-EM D-EH P-EM P-EH N C C:N NUE NUR
D-EM 1

D-EH 0.780" 1

P-EM 0.647" 0.577 1

P-EM 0.722' 0.777" 0.951" 1

N -0.150 -0.575 -0.193 -0.411 1

c 0.039 -0.219 -0.128 -0.275 0.730° 1

CIN 0.228 0.552 0.039 0.260 -0.831" -0.332 1

NUE -0.805" -0.832" -0.294 -0.518 0.385 0.120 -0.549 1

NUR -0.716' -0.736" -0.265 -0.481 0.322 0.182 -0.442 0.954" 1

** La correlacion es significativa al nivel 0.01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0.05 (bilateral).

2.4.6. CONTENIDO EN CARBONO Y NITROGENO

La relacion C:N de las especies cultivadas (Fig. 2.14) mostraron diferencias
significativas tanto entre los tres phylum como dentro de cada uno de ellos (p<0.05).
Entre las algas verdes Codium intertextum es la que mostr6 menor relacion C:N
siendo este valor de 6.6%. Ulva rigida y Caulerpa racemosa muestran valores de 13.5
% y 8.04% respectivamente. Entre las algas rojas cultivadas, la relacién C:N maxima
se detecté en Halopithys incurva 8.65 % seguida en orden decreciente de Grateloupia
dichotoma y Laurencia majuscula 8.42 % y 7.41%. La relacibn mas baja dentro de
este phylum correspondié a Pterocladiella capillacea e Hypnea spinella 6.91 y 6.29 %
respectivamente. Entre las algas pardas, Fucus spiralis se detecté una relacién de
10.8 % y en Cystoseira abies-marinade 15.8 %.

El contenido de N mostré diferencias significativas entre las especies cultivadas
(p<0.05). El bajo contenido Ulva rigida fue significativamente inferior en comparaciéon a
las algas verdes del ensayo.
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Figura 2.14. Relacion C:N en las diez especies de macroalgas cultivadas (media + desv, n=3)

En cambio, entre las algas rojas el contenido en N fue significativamente
superior en Pterocladiella capillacea. Entre las algas pardas también se detectaron

diferencias significativas entre ambas especies.

Tabla 1.10. Contenido en N (mg g PS™)y C (mg g PS™) en las especies cultivadas.

Especies (mg N- g PS™ (mg C - g PS™)
C.intertextum 35.47 £0.20 236.22 + 0.8

C.racemosa 30.75 £ 0.65 247.26 £ 4.78
U.rigida 19.45+0.14 262,46 + 0.78
P.capillacea 57.35+0.75 396.27 + 0.82
H.spinella 44.00 + 0.33 276.80 £ 6.81
G.dichotoma 37.14 £ 0.55 312.83+£0.89
H.incurva 31.42+1.28 271.83 +6.80
L.majuscula 39.07 £ 0.95 289.24 + 2.64
F.spiralis 27.81+1.79 302.75 + 20.36
C.abies-marina 15.30 + 0.08 243.89 +3.73




Capitulo Il

2.5. DISCUSION

Los trabajos dirigidos a evaluar el potencial antioxidante de los extractos de algas
informan, en su gran mayoria, han sido realizados en macroalgas recolectadas de la
naturaleza (Kuda et al., 2005; Santoso et al., 2004; Zhang et al., 2007; Zubia et al.,
2007, 2009). El presente estudio, a nuestro conocimiento, es el primero en evaluar la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de macroalgas cultivadas en
un biofiltro en el que la fuente de nutrientes con un alto contenido en N-amonio
proviene de los efluentes de un sistema de cultivo de dorada (Sparus aurata). La
disponibilidad de nitrégeno, como nutriente esencial, es uno de los factores
importantes para evaluar los estados fisiolégico y bioquimico, y sus respuestas, de las
macroalgas crecidas en sistemas de cultivo intensivo. Dada la importancia industrial
de las algas agardfitas, el efecto de la adicion y limitacion de nitrégeno sobre los
cambios en los componentes bioquimicos en especies del género Gracilaria cultivadas
en sistemas intensivos durante periodos de tiempo prolongados, han sido investigados
ampliamente (Bird et al. 1981; 1982; Lapointe 1981; Lapointe y Duke, 1984; Levy y
Friedlander, 1990; Friedlander et al., 1991; Haglund y Pedersen, 1993). Sin embargo,
existe poca informacién sobre los procesos bioquimicos que la disponibilidad de N
tiene sobre la activacion de las defensas antioxidantes. Los resultados obtenidos en
los ensayos descritos en el presente capitulo sugieren que la fuente y la concentracién
de nitrégeno han mostrado un efecto directo sobre los cambios en las actividades
antioxidantes detectadas, principalmente debido a los cambios en la composicion
bioquimica de las especies estudiadas. La capacidad de adaptacién al sistema de
cultivo establecido de la mayoria de las especies ensayadas y los porcentajes de
biofiltracién de amonio determinados, muestran que durante periodos experimentales
cortos, no superiores a un mes, estas especies son capaces de responder a
situaciones de vida libre en la columna de agua bajo elevadas concentraciones de
nutrientes, funcionando como trampas de N-amonio y eliminando la carga de
nutrientes provenientes de los efluentes, tal y como anteriormente ha sido descrito en
otros trabajos con diferentes especies (Neori et al., 1991; Shpigel et al., 1993; Jiménez
del Rio et al., 1996; Neori, 1996). Las especies que son morfolégicamente mas
simples y que presentan altas relaciones superficie/volumen muestran una tasa de
absorcion de amonio mayor (Wallentinus, 1984: Hein et al., 1995; Taylor et al., 1998),
lo que queda demostrado con especies como Ulva rigida (Division Chlorophyta) vy
Grateloupia dichotoma (Division Rhodophyta), con eficiencias de biofiltracion medias

cercanas al 50% en las condiciones ensayadas. No ocurrié asi con las especies
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pertenecientes a la Divisibn Phaeophyta, que mostraron poca adaptacion a la
dindmica del sistema con valores de eficiencia de eliminaciéon de amonio entre el 17 y
el 27%, poco representativos en comparacion a los obtenidos con el resto de
especies. Estos resultados obtenidos con algas pardas concuerdan con los obtenidos
en otros experimentos en los que especies no pertenecientes a los géneros conocidos
como kelps (Laminaria, Undaria, Macrocystis), muestran poca capacidad de
adaptacion a los sistemas de cultivo en los que las condiciones de estrés a las que
son sometidas (rotacion libre en la columna agua con desarrollo de morfologias
pseudo-esféricas, ausencia de estructuras de fijacion, altas irradiaciones o elevada
disponibilidad de nutrientes) conducen a la excrecion de metabolitos que producen el
colapso del sistema (Pedersen et al., 1996).

Las morfologias esféricas, fundamentalmente en las especies no foliosas o
ramificadas de crecimiento apical, son comunes y muestran diametros que varian
entre 1 y 25 cm dependiendo de la plasticidad de cada especie y la hidrodinamismo
del sistema (Robledo y Garcia-Reina, 1993). En nuestro estudio, este tipo de
adaptaciones fueron encontradas en la especie Caulerpa racemosa cuyos individuos
llegaron a alcanzar diametros de hasta 5 cm. Una vez alcanzados estos tamarios, se
detecté una disminucidn del crecimiento probablemente debido al autosombreado que
se produce sobre las células interiores de la morfologia generada, no favoreciendo la
captacion de energia luminosa y por lo tanto el crecimiento de la planta. Este tipo de
crecimiento responde ademas a la disponibilidad de nutrientes, principalmente
nitrégeno, que presentan los efluentes de piscifactoria. La morfologia esférica
aumenta las relaciones superficie-volumen del alga, aumentando la capacidad de
incorporacién de nutrientes como se ha observado en otras especies como
Asparagopsis armata (Falkenbergia rufolanosa) cultivada en este tipo de efluentes
(Figueroa et al., 2008; Mata et al., 2010). Estudios méas recientes, en los que se
compara la capacidad de asimilacion de nitrégeno inorganico disuelto (DIN) de
diferentes especies de macroalgas, demuestran como especies con caracteristicas de
crecimiento oportunista como Ulva pertusa, muestran mayor afinidad por el nitrégeno
disponible que otro tipo de especies morfolégicamente mas complejas como Gracilaria
lemaneiformis, Undaria pinnatifida e Hizikia fusiforme (Liu et al., 2006).

La actividad antioxidante medida como porcentaje de barrido antirradical en los
extractos metandlicos e hidroalcohdlicos obtenidos de las especies ensayadas
previamente cultivadas en condiciones de alto aporte de N-amonio, mostraron
diferencias significativas. Resultados similares fueron obtenidos mediante el ensayo

del poder reductor. Pero hay una falta de informacién publicada sobre la capacidad
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antioxidante en especies de macroalgas procedentes de cultivo. Nuestro estudio
sugiere una alta capacidad en las especies cultivadas y que los mecanismos
antioxidantes que desempefian estos extractos se basan principalmente en el barrido
de radical. Los valores maximos se detectaron en las especies Halopithys incurva,
Fucus spiralis y Cystosira abies-marina, resultado similar al estudio del capitulo I.
Especies pertenecientes a estos érdenes pero recolectados de la naturaleza, han sido
sefialados por diversos autores como especies con alta capacidad antioxidante la
actividad de las mismas en la naturaleza (Connan et al., 2007; Zubia et al., 2009). La
variacion en la actividad de los diferentes extractos es atribuida a la polaridad de los
compuestos diferentes presentes en cada especie (Matanjun et al., 2008). Estos
resultados eran esperados, considerando que la polaridad intermedia del metanol,
permite la extraccién de compuestos que presentan ciertas caracteristicas hidrofébicas
(anillos arométicos o cadenas laterales de hidrocarburos) con grupos funcionales y
sustituyentes polares (grupos hidroxilo y carboxilo, azlcares, etc.) en la misma
molécula a diferencia de los extractos hidroalcohdlicos. De manera resumida, el orden
de actividad antioxidante decreciente detectada mediante el ensayo DPPH en
extractos metandlicos fue H.incurva >Fucus spiralis>Cystosira abies-marina>
L.flexilis> P. Capillacea >Caulerpa racemosa> Codium intertextum G.dichotoma> H.
spinella>Ulva rigida. En extractos hidroalcohdlicos el orden decreciente fue, Cystoseira
abies-marina>Fucus spiralis> H.incurva>Caulerpa racemosa> Codium intertextum>
G.dichotoma> P. Capillacea >Ulva rigida> L.flexilis>H. spinella. La actividad del
barrido del radical DPPH, expresada como EC50 (mg-ml ), en las especies cultivadas
pertenecientes a los phylum Chlorophyta, Phaeophyta y Rhodophyta mostraron
también diferencias significativas entre los distintos extractos (p<0.05). Caulerpa
racemosa (en ambos extractos) exhibié la mayor actividad con una EC50 muy baja
1.87 + 0.12 mgml* (extracto metandlico) y 1.45 = 0.01 mg-ml* (extracto
hidroalcohdlico). El extracto metandlico de la especie roja L. majuscula exhibio
también una alta actividad de barrido de radicales libres 1.56 + 0.11 mg-ml*seguida
dentro de este phylum de H. incurva (en ambos extractos) 2.54 + 0.01 mg-ml*
(extracto metabdlico) y 2.66 + 0.04 mg-ml* (extracto hidroalcohdlico). Los siguientes
datos mas representativos correspondieron a los extractos de las algas pardas F.
spiralis y Cystoseira abies-marina (en ambos extractos) con valores similares a
H.incurva. En ningdn caso estos extractos fueron similares a los antioxidantes
comerciales, que mostraron una EC50 muy baja en el caso del acido ascorbico 0.06 +

0.01 mg-ml * seguido del propil galato 0.15 + 0.19 mg-ml ™.
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Considerando los resultados obtenidos para el contenido en compuestos
fendlicos totales, se observé una variacién significativa entre todas las especies
analizadas. Sin embargo, contrariamente a lo que cabria esperar, las especies
recolectadas de la naturaleza (Capitulo |) presentaron contenidos en polifenoles
mayores que los obtenidos con las especies cultivadas, aunque las correlaciones
realizadas indican que la actividad antioxidante superior en las especies cultivadas
est4 directamente relacionada con el contenido de este grupo de sustancias. El
contenido de polifenoles en algas esta directamente influenciado por la disponibilidad
de nutrientes, factores ambientales como la salinidad, la irradiacion, la radiacion
ultravioleta y la intensidad de la herbivoria (Targett y Arnold, 1998; Amsler y Fairhead,
2006; Jormalainen y Honkanen, 2008). La variacion en el contenido en polifenoles
puede ser la respuesta a cambios ambientales e incluso a la divergencia genética
entre las poblaciones naturales, como ha sido descrito en Fucus vesiculosus
(Jormalainen y Honkanen, 2004). Otros factores que influyen en la acumulacion de
compuestos fendlicos estan relacionados con la estacionalidad o la localizacién de
estos elementos en la planta (Connan et al., 2006; Abdala et al., 2011). Como ha sido
discutido previamente, las situaciones de estrés bajo las condiciones de cultivo
establecidas podrian explicar la sintesis, acumulaciéon y exudacién al medio de este
tipo de elementos, como fue observado en el alga roja Halopithys incurva, y como
también ha sido en el caso de trihidroxicumarina en algas verdes en ambientes
variables como los charcos intermareales (Pérez-Rodriguez et al., 2003).

Ademas los parametros de cultivo y la disponibilidad de N-amonio durante el
periodo de cultivo provocaron la acumulacion de compuestos nitrogenados en la
biomasa producida, fuente de los extractos ensayados. Esta observacion se confirma
con los resultados obtenidos para la concentracion de pigmentos liposolubles (clorofila
y carotenoides) e hidrosolubles (ficoeritrina), en funcién de la especie analizada, asi
como las relaciones C:N, que disminuyeron sustancialmente respecto a los resultados
obtenidos en las mismas especies provenientes de la naturaleza. Varios autores han
descrito en trabajos anteriores que el contenido de la ficoeritrina en algas rojas, y
clorofila a en general, esta positivamente correlacionado con el aporte de nitrégeno y
los niveles de radiacion (Lapointe, 1981; Bird et al.,1982; Vergara y Niell, 1993). Este
hecho parece responder a un mecanismo de almacenamiento de nitrégeno en los
periodos de disponibilidad de nitrégeno. Entre las especies ensayadas, Ulva rigida
mostrd las mayores concentraciones de clorofila a y carotenoides (0.27 + 0.01 mg-g
PS* y 0.07 + 0.01 mg.g PS' respectivamente). Se ha demostrado que la

concentracion de pigmentos responde al resultados de los cambios en las
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concentraciones de las distintas formas organicas e inorganicas de N (Bird et al.,1982;
Horrocks, 1993). Sin embargo, cabe sefialar que los extractos metandlicos de esta
especie no mostraron actividad antioxidante en el ensayo de DPPH contrariamente a
los resultados obtenidos mediante el ensayo del poder reductor donde se cuantificaron
valores de 1.60 £ 0.20 equivalentes de acido ascorbico. La sintesis de ficobiliproteinas
en algas rojas (tanto R-ficoeritrina como R-ficocianina) se produce a niveles bajos de
irradiancia y cuando la disponibilidad de N es suficiente (Lapointe, 1981). La luz
constituye un factor fundamental en el crecimiento de las algas bajo condiciones de
cultivo, tanto como fuente de energia para la fotosintesis, como por sus interrelaciones
con otros parametros. Sin embargo, una cantidad excesiva de irradiacion puede
ocasionar la disminucién de la tasa fotosintética y, si se prolonga en el tiempo,
producir dafios en el aparato fotosintético. La alta densidad de las algas en el sistema,
que alcanz6 valores de 18 g I* en los fotobiorreactores, en combinacién con el
movimiento rotatorio que mantienen las algas en los cultivos como consecuencia de la
aireacion forzada, produce que los individuos queden expuestos a la luz durante
cortos periodos de tiempo (efecto flash), lo que esta igualmente relacionado con la
plasticidad y el contenido en polisacaridos estructurales constituyentes de cada
especie, y la afinidad por los nutrientes (Lobban et al., 1985 ).Todos estos factores
influyeron positivamente en la concentracion de ficoeritrina cuantificada en las cinco
especies de algas rojas cultivadas, encontrandose valores maximos de 0.88 mg-g PS™*
en Pterocladiella capillaceae. EI aumento del color rojo y el brillo de la biomasa han
sido descritas anteriormente en cultivos de Gracilaria spp. (Lapointe et al., 1976).
Gracilaria conferta crecida en efluentes de piscifactoria y radiacion PAR + UVR,
incrementd el contenido en biliproteinas unas 90% veces respecto a los controles
crecidos en agua de mar (Figueroa et al., 2010) lo que fue observado igualmente en
las especies de rodofitas ensayadas en nuestro estudio. La concentracion de
ficobiliproteinas detectada en algas en agua de mar es mucho menor a la hallada en
las cultivadas en efluentes ricos en NH,". Vergara y Niell (1993) demostraron que
Corallina elongata mostr6 una  proporcion de proteinas pigmentadas y no
pigmentadas variable en funcién del aporte de distintas concentraciones de N y la
disponibilidad de Iluz. Esto parece funcionar como un mecanismo para el
almacenamiento de N para los periodos siguientes, cuando los nutrientes son
limitantes. De esta forma, cuando los organismos tienen limitacion de algun nutriente
esencial tal como el N se produce la degradacion de los ficobilisomas para
proporcionar el nutriente deficitario (Araoz & Hader, 1997). Entre las sustancias

identificadas con poder antioxidante en macroalgas también han sido descritas las
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ficobiliproteinas ficocianina (Romay et al., 1998) y ficoeritrina. La administracion de
ficoeritrina en ratas diabéticas aumento la situaciébn general antioxidante por el
aumento de bilirrubina, superéxido dismutasa, catalasa, las concentraciones de
glutation peroxidada y los antioxidantes no enzimaticos del sistema (Soni et al., 2009).
Los resultados de otro trabajo, sugirieron que la proteina de ficoeritrina es facilmente
digerida para liberar el compuesto ficoeritrobilina durante el proceso de la digestion
gastrointestinal en mamiferos, el cual mostré la capacidad de captacion de radicales
peroxidos, concluyendo que diversas actividades terapéuticas de la ficoeritrina
parecen estar asociados con el compuesto ficoeritrobilina (Yabuta et al., 2010).

Las especies de algas verdes Ulva rigida, Codium intertextum y Caulerpa
racemosa presentaron un color verde intenso y un brillo metalico como puede ser
observado en la biomasa cosechada. Debido a la alta capacidad de asimilacion de
amonio de estas especies, el contenido interno de nitrdgeno aumenté de manera
significativa como indicaron los bajos valores observados en las relaciones C:N. La
relacién C: N es un indice del estado fisiolégico de las macroalgas (Duarte , 1992;
Vergara et al.,, 1993). La relacion en general muestra valores bajos cuando N fue
abundante y aumenta cuando el aporte de N es limitado (ver resultados Capitulo 1). La
relacién C:N con valores cercanos a 10 se ha descrito como 6ptimo o normal para el
estado de nitrdgeno de las algas y una proporcion superior a 10 indica limitacion de N
(Lapointe y Ryther, 1979). En el presente estudio las relaciones C:N obtenidas en las
especies cultivadas bajo alta disponibilidad de amonio mostraron disminuciones, en
algunos casos hasta del 50%, respecto a las macroalgas provenientes de la
naturaleza (creciendo bajo limitacion de nutrientes). Este resultado, en los que la
relacion C:N disminuye con la mayor disponibilidad de nitrdgeno, ha sido descrito en
numerosos trabajos (Lapointe et al., 1976; Jackson, 1977; Hanisak, 1979; Lapointe y
Tenore, 1981). El resultado de la correlacion de Pearson mostré una correlacion
positiva entre el extracto metandlico y actividad antioxidante (tanto en el ensayo DPPH
como en el poder reductor) pero presentd una correlacion negativa tanto con la
eficiencia de biofiltracion (NUE) de las especies como respecto a la tasa de
incorporacién de nitrdgeno (NUR) . En un nivel de significancia de (p<0.01) respecto a
la biofiltracion (NUE) y un nivel de significancia de (p<0.05) respecto a la velocidad de
incorporacién de nitrégeno (NUR) . La correlacion del contenido en nitrégeno de las
especies (mg N- g PS™) con respecto a la biofiltracion (NUE) y tasa de absorcion de
nitrogeno (NUR) relativamente baja también. Y respecto a la actividad antioxidante
(tanto en el ensayo DPPH como en el poder reductor) fue negativa en ambos extractos

(EM y EH). Estos resultados, no llevan a concluir que las especies con mayor



Capitulo Il

capacidad de biofiltracibn muestran una menor actividad antioxidante. En las
condiciones de cultivo ensayadas para las diferentes especies, el almacenamiento de
nitrégeno podria estar también relacionado con la acumulacién de otro tipo de
metabolitos. La capacidad antioxidante de las macroalgas depende de la naturaleza y
concentraciéon de los antioxidantes naturales presentes en cada especie que pueden
ser modificadas bajo condiciones de crecimiento controladas. Al analizar los
resultados en su conjunto podemos destacar que los extractos, tanto metandlicos
como hidroalcohdlicos, obtenidos a partir de las especies Halopithys incurva, Fucus
spiralis y Cystoseira abies-marina cultivadas en alta disponibilidad de nitrégeno
mostraron actividades significativamente superiores a los obtenidos con otras especies
y permiten establecer las bases para profundizar en las modificaciones que sobre las
caracteristicas de la biomasa y por tanto las moléculas constituyentes podrian ser
obtenidas bajo condiciones de cultivo. Considerando los pobres resultados obtenidos
con las especies de algas pardas, en cuanto a la capacidad biofiltradora se refiere, en
los siguientes ensayos planteados nos centramos en el estudio exhaustivo de la
asimilacién de nutrientes, el cultivo y la actividad antioxidante del alga roja Halopithys

incurva.
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CAPITULO I

CULTIVO INTENSIVO DE HALOPITHYS INCURVA EN SISTEMAS
DE BIOFILTRACION. EFECTO DEL APORTE DE NUTRIENTES Y
LA IRRADIANCIA'Y CALIDAD ESPECTRAL SOBRE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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3.1. INTRODUCCION

La produccion comercial de algas, ya sea para consumo humano o para la
elaboracion de diferentes productos industriales, ha experimentado un crecimiento
considerable debido a los beneficios econdmicos de este tipo de productos asi
como por el desarrollo potencial de nuevas aplicaciones a partir de las macroalgas
(Chapman y Chapman, 1980; Lembi y Waaland, 1988). En la actualidad hay
descritas aproximadamente 221 especies de macroalgas utilizadas en todo el
mundo (Zemke-White y Ohno, 1999), de las cuales so6lo un total de 10 géneros y
otras tantas especies se cultivan de forma controlada tanto en instalaciones
acuicolas en tierra como en el propio medio costero. Entre estas especies se
encuentran las algas pardas Laminaria japonica y Undaria pinnatifida, algas rojas
de los géneros Porphyra, Eucheuma, Kappaphycus y Gracilaria y algas verdes de
los géneros Ulva, Monostroma y Enteromorpha (Kain y Dawes, 1987; Tseng,
1987b; Pérez et al., 1988; Wikfors y Ohno, 2001). El objetivo principal de estos
cultivos ha sido fundamentalmente la extraccion de polisacaridos estructurales de
aplicacion en alimentacion humana, biotecnologia y microbiologia (agar,
carragenatos y alginatos) asi como la obtencidon de proteinas para consumo
humano o como suplemento en piensos animales de granja o mascotas, agricultura
y en menor medida para fines médicos (Msuya y Neori, 2002; Smit, 2004; Viera et
al., 2005). El desarrollo de estos cultivos no solo resuelve el problema de la sobre-
explotacion que han sufrido algunas poblaciones naturales, sino que facilita su
manejo y cosechado, y se asegura una materia prima uniforme, obtenida de forma
controlada, para la industria (Guiry y Blunden, 1991). En la actualidad, las
principales areas de cultivo y produccion de algas en mar abierto y lagunas
costeras se concentran en el este de Asia (China, Corea y Japon).

La necesidad de cultivar algas para la produccion, econdémicamente
rentable, de metabolitos secundarios son similares a los requerimientos para la
explotacion de plantas terrestres: alto valor econémico, densidades limitadas en el
medio costero, limitada disponibilidad de fuentes naturales (especies raras o en
peligro de extincién, dificil acceso y especies sobreexplotadas), y dificil cultivo
(Misawa, 1994; Verpoorte et al., 2002.). Al tomar estos factores en consideracion, el
cultivo intensivo, desarrollado bajo un alto grado de control, ofrece una gran
variedad de ventajas: extracciones mas simples, posibilidad de dirigir el

metabolismo hacia nuevos productos que no se encuentran de forma abundante en
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su medio natural, la independencia de las variaciones de los factores climaticos y
estacionales, mayor posibilidad de obtencién de variantes y la respuesta a la
demanda farmaceltica que requiere biomoléculas de alto perfil, entre otros.
Ademas permite la mejora y modificacion de la calidad de la biomasa (Gomez-
Pinchetti et al., 1998). El cultivo intensivo de plantas terrestres requiere un alto
aporte de nutrientes, en general fertilizantes quimico. El cultivo de macroalgas no
es una excepcion. Con el fin de reducir el uso de fertilizantes y por lo tanto reducir
los costes de produccién, se pueden emplear efluentes cargados en nutrientes
como los de piscifactorias. Este enfoque ademas produce un beneficio ambiental ya
gue reduce la carga de nutrientes en los vertidos desde las instalaciones piscicolas
a la costa.

En la especie Halopithys incurva, al igual que en otras especies
pertenecientes al Orden Ceramiales (Laurencia, Polisiphonia y Bryothamnion entre
otras) se han identificado compuestos con actividades bioldgicas diversas;
antimicrobiana y antifingica (Hornset & Hide, 1974), antiviral (Blunden et al., 1993)
y recientemente inmunoestimuladora (Abdala et al., 2010) que podrian ser
utilizados para la obtencién de productos nutraceuticos, cosméticos y/o preparados
farmacéuticos.Todo ello ha justificado el interés por el estudio del cultivo de
Halopithys incurvay el potencial antioxidante de sus extractos mediante el uso de
diferentes metodologias. El estudio previo llevado a cabo en capitulos anteriores
(Capitulo | y Capitulo 1) muestra una actividad antioxidante comparable a las
sustancias antioxidantes sintéticas actualmente empleadas por la industria, tanto en
Halopithys incurva recolectada de la naturaleza como la procedente del cultivo en
sistemas de biofiltracion.

La posibilidad de que Halopithys incurva constituya una fuente de moléculas
antioxidantesefectivas, esta sustentada en las siguientes razones: a) en la
naturaleza esta especie se localiza en la zona intermareal, con lo que se expone a
altos niveles de radiacion solar (con presencia de radiacion UV cosa que no ocurre
en instalaciones de tierra cuando se cultiva bajo plasticos de invernadero). La alta
irradiancia fotosintética y la radiacion UV dentro del espectro solar favorecen la
generacién de radicales libres, y probablemente condicionan la existencia de
compuestos antioxidantes que la protejan, b) Se ha encontrado una actividad
antioxidante alta en extractos de otras 4 especies de algas rojas que estan incluidas
en la misma familia a la que pertenece la especie Halopithys incurva (Rhodophyta
Ceramiales, Rhodomelaceae):Brongniartella byssoides, Polysiphonia urceolata,
Polysiphonia lanosa, Rhodomelateres, Rhodomela confervoides y Symphyocladia



Capitulo 1l

latiuscula y Laurencia obtusa (Fujimoto y Kaneda, 1984; Anggadiredja et al., 1997;
Yan et al.,, 1998; Huang y Wang, 2004, Zubia et al, 2007, 2009), ¢) Halopithys
incurva siendo un alga roja no se espera que tenga una alta concentracion de
fenoles como ocurre en algunas algas pardas (Pavia et al., 1997; Connan 2004),
en las especies de este Phyllum se han identificado una gran variedad de
compuestos fendlicos (Whitfield et al., 1999), cuyas propiedades antioxidantes han
sido bien documentadas (Bravo, 1998).Se ha demostrado ademas que la
acumulacion de fenoles esté influenciada por la disponibilidad de Nitrogeno (Pavia
et al., 2000), por lo que el cultivo de Halopithys en efluentes de peces (altos niveles
de amonio) podria incrementar el contenido en fenoles

Los parametros de un ecosistema altamente productivo son los mismos
tanto en tierra como en el mar, con la méaxima productividad en 1.8 kg C m? afioy
una concentracion maxima de clorofila de 3 g m*de superficie iluminada. En un
cultivo intensivo de algas marinas, esto se logra con una biomasa de algas de
aproximadamente 10 kg m? (Liining 1990). En contraste, la mayoria de los fotones
que inciden en una comunidad natural son absorbidos o dispersados por las
particulas abidticas, porque las algas tienen una distribucion estratificada. Esto se
traduce en una productividad mucho mas alta en los sistemas de cultivo en
comparacion a las determinadas en poblaciones naturales (Bidwell, 1985).

Una planta piloto para el cultivo intensivo, permite el control, entre otros
factores, de la intensidad y el tipo de radiacion (PAR y UVR)y el suministro de
nutrientes (particularmente nitrégeno), hidrodimamismo (agitacion por aire), todos
ellos factores que afectan a la actividad fotosintética de las algas cultivadas en
tanque de manera intensiva (Figueroa et al., 2009), a la productividad (Llnning,
2003) y a la estimulacion de la sintesis de metabolitos (Figueroa et al., 2011). Estos
aspectos ademas dependen de la tasa de aporte de nutrientes a la que se somete
el cultivo (Troell et al., 2003). Ademas, cabe esperar que estos factores influyan
directamente en la acumulacién de ciertas sustancias (polifenoles, pigmentos,
MAAs o polisacaridos) y verse reflejado en la capacidad antioxidante de las algas
producidas, y en nuestro caso particular, de Halopithys incurva.

La exposicién a la radiacion UV tanto UV-B (280-315 nm) como UVA (315-
400 nm) lleva asociada la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
tales como el oxigeno singlete, superdxido, peroxido de hidrégeno e hidroxilo
radicales (Moldava, 1999). Esta situacién conduce a una destruccién oxidativa de
los componentes de la célula a través de la oxidacién por dafio en los acidos

nucleicos, los lipidos de membrana, proteinas y enzimas (Davis, 1987; Imlay y Linn,
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1998; Aguilera et al, 2002;. Shiu y Lee, 2005; Roleda et al, 2006a, 2006b).Existen
evidencias de que las algas expuestas a estrés oxidativo tienden a aumentar las
defensas enzimaticas antioxidantes (Malanga et al, 1997; Huang et al., 2002;
Rijstenbil, 2002; Rossa et al., 2002;. Shiu y Lee, 2005; Wang y Tang, 2005). Esto
indica que los niveles de actividad, mayores y mas estables, de enzimas
antioxidantes, constitutivas o inducidas, se asocian con una mayor tolerancia al
estrés en las algas (Aguilera et al., 2002). De este hecho se concluye que el
mecanismo de defensa antioxidante contra las ROS es fundamental para la
supervivencia de las algas en condiciones de estrés (Collen y Davison, 1999;
Aguilera et al., 2002; Shiu y Lee, 2005).

El impacto que la radiacién UV produce sobre los componentes celulares y
los procesos metabdlicos en macroalgas es muy diverso , depende de la especie y
las caracteristicas bio-6pticas (Henley et al., 1991; Dohler et al. 1995; Figueroa,
1997).El aporte de nutrientes esenciales como nitrégeno (N) y fésforo (P) juega un
papel determinante en comparacién a otro tipo de factores. El nitrégeno es
necesario para la formacion de componentes metabdlicos esenciales en las células
de las algas, tales como aminoécidos, acidos nucleicos, aminoacidos y azucares
(Lobban y Harrison, 1994). Los efectos de la radiacién UV sobre la absorciéon y el
metabolismo del N fueron ya observados en macroalgas por Doéhler et al. (1995)
encontrando que la absorcion de N-amonio esté influenciada por la incidencia de la
radiacion UV. Estos autores concluyen que existe una efecto de la radiacién UV
sobre la absorcion de nitrégeno inorganico, pero que la respuesta es especifica de
la especie (Dohler et al., 1995;Korbee-Peinado et al., 2004). La radiaciéon azul/UVA
regula el metabolismo del nitrégeno a través de la fotoestimulacion del transporte
de nitrato, actividad nitrato reductadas o glutamina sintetasa (LOpez-Figueroa y
Rudiger, 1991; Ridiger y Lépez Figueroa, 1992; Lépez Figueroa, 1993; Figueroa et
al., 1995 a,b; Figueroa et al., 1996)

Igualmente ha sido descrita la estrecha relacion que existe entre el
metabolismo del nitrégeno y el metabolismo del carbono tanto en plantas
superiores como en microalgas (Syrett, 1981; AslamyHuffaker, 1984).

Tal y como ha sido expuesto en capitulos anteriores (Introduccién y Capitulo
II) el nitrbgeno inorganico procedente de los efluentes de piscifactorias puede ser
asimilado eficientemente por diferentes especies de macroalgas. Pero la
optimizacion de la eficiencia global de un sistema de acuicultura integrada en el que
las macroalgas son el organismo biofiltrador es compleja ya que requiere el

establecimiento de un equilibrio entre la produccion de biomasa con posible interés
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y la eficiencia de biofiltracion (Chopin et al., 2001;Troell et al., 2003). El cultivo de
algas marinas en los IMTA aumenta la produccién y con menos variabilidad que en
las algas procedentes de la naturaleza debido a la mayor disponibilidad de
nutrientes, como el caso de los cultivos de Gracilaria y Ulva en este tipo de
sistemas (Neori et al., 2000; Buschmann et al., 2001; Abreu et al., 2009; Bolton et
al, 2009). La disponibilidad de nitrbegno es practicamente constante con solo
ligeras fluctuaciones relacionadas con la biologia de los peces (Abreu et al., 2009;
Luning y Pang, 2003)

Durante los ultimos afos en el Centro de Biotecnologia Marina (CBM) de la
ULPGC y en cooperacion con otros grupos y centros de investigacion nacionales y
europeos se han desarrollado diversos proyectos basados en un sistema de
policultivo integrado peces-macroalgas a escala de planta piloto, con el objetivo de
demostrar la eficacia de este tipo de tratamientos y al mismo tiempo aprovechar la
biomasa de algas producida en el biofiltro. El proyecto europeo “Species
Diversification and improvement of aquatic production in seaweeds purifying
effluents from integrated fish farms (SEAPURA)” y El Proyecto I+D +| del Programa
Nacional de Ciencias y Tecnologias Agroalimentarias (AGL) en colaboraciéon con el
Grupo de Fotobiologia y Biotecnologia de la UMA, denominado DEPUSIAL
“Depuracion y biofiltracion de efluentes de piscifactorias con macroalgas marinas y
valoracion de la biomasa de algas como fuente de sustancias de interés biomédico
(fotoprotectores y antioxidantes), piscicola (inmunoestimuladores) y agronémico
(bioestimuladores)”. Estos proyectos tenian como objetivo la identificacionde
especies de macroalgas marinas con alta capacidad de crecimiento y biofiltracion
de efluentes de piscifactorias (beneficio ambiental) pero que ademas presentaran
sustancias con interés agronémico (bioestimulantes) y biomédico (fotoprotectores-
antioxidantes e inmunoestimulantes). El estudio de la influencia de las condiciones
de cultivo de macroalgas crecidas en efluentes de piscifactorias sobre la
estimulacion de las rutas del C y/o del N fue uno de los principales objetivos se
aborddé a continuacién en otro Proyecto también del Programa Nacional de Ciencias
y  Tecnologias  Agroalimentarias (AGL) denominado BIFARO  “Bio-
inmunoestimulantes y fotoprotectores de algas rojas con alta capacidad de
biofiltracion de efluentes de piscifactorias” cuyos objetivos fundamentales se
centraron en la obtencién de biomasa de algas rojas cultivadas, con bajo coste
econdmico, en efluentes con alto contenido en nutrientes procedentes del cultivo de
dorada (Sparus aurata) para evaluar la capacidad y mejora de la biofiltracion de

dichos efluentes empleando distintas especies de macroalgas (Gracilaria cornea,
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Hypnea spinella, Halopythis incurva y Jania adhaerens), y ademas, se realiz6 la
valoracion econémica de la biomasa, cultivada en las distintas condiciones, en
relacion a la acumulacion de MAAs, sustancias fotoprotectoras y con alto potencial
antioxidante,y de polisacéridos con funcién inmunoestimuladora (Fig.3.1.).

Figura 3.1. Disefio del proyecto “Bio-bioinmunoestimulantes y fotoprotectores de algas rojas
con alta capacidad de biofiltracion de efluentes de piscifactorias — BIFARO” (UMA-ULPGC)
y posibles usos de la biomasa generada.
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3.2. OBJETIVOS

A la vista de los resultados obtenidos y presentados en los capitulos precedentes,
nos parecio relevante estudiar el efecto de las condiciones de cultivo en un sistema
de biofiltracion, con aporte continuo de nutrientes, en la calidad de la biomasa y la
actividad antioxidante de los extractos de una especie que, hasta el momento, no
ha sido cultivada de forma comercial, el alga roja Halopithys incurva. Con los

antecedentes planteados, los objetivos del presente capitulo son:

- Estudiar la capacidad de respuesta de Halopithys incurva a
diferentes posibilidades de cultivo en tanques, durante periodos
prolongados, y bajo diferentes condiciones de aporte de nutrientes;
adicién de pulsos o bombeo continuo de los efluentes provenientes
de los tanques para el cultivo de peces, y valorar su capacidad como
especie biofiltradora.

- Estudiar los efectos que la dinAmica del aporte de nutrientes
combinada con diferentes condiciones de irradiacién natural, tanto
distinto niveles de radiacion fotosintética como la presencia o
ausencia de radiacion solar ultravioleta, tienen sobre la fisiologia y
el metabolismo de Halopithys incurva bajo condiciones de cultivo
intensivo.

- Valorar los efectos y las posibilidades que las diferentes condiciones
de cultivo ensayadas tienen sobre la actividad antioxidante de los

extractos obtenidos a partir de la biomasa de Halopithys incurva.
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HIPOTESIS

Es posible el cultivo intensivo de Halopithys incurva en tanques con agitacion

del agua mediante aire bajo condiciones controladas.

El cultivo de H. incurva en tanques dispuestos en cascada permite aumentar
latasa de renovacién de agua reduciendo el riesgo de limitacién de nutrientes

y optimizando las eficiencias de biofiltracion de los efluentes.

Ademas de la disponibilidad de nutrientes, la radiaciéon luminosa juega un
papel importante para la obtencion de producciones significativas y

sostenibles de H. incurva.

Los extractos obtenidos de la biomasa de Halopithys incurva cultivada bajo

altairradiacién (PAR + UVR) presentan mayor capacidad antioxidante.
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3.3. MATERIAL Y METODOS

3.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las especies Halopithys incurva (Hudson) Batters y Jania adherens J.V.
Lamouroux, fueron recolectadas de poblaciones naturales localizadas en la Playa
de Jinamar (28°01'N; 15°24'W, lIsla de Gran Canaria), donde se observa su
coexistencia. Durante la bajamar, se seleccionaron plantas de buen porte, con baja
incidencia de epifitos y pigmentacion rojiza. Una vez en el laboratorio se procedié a
una limpieza detenida, principalmente de otras algas y arena. Las algas
seleccionadas fueron inoculadas en los tanques y las condiciones de cultivo bajo
invernadero durante un periodo de aclimatacion previo a los ensayos. Los
experimentos fueron desarrollados una vez alcanzada la biomasa suficiente para la
inoculacion de los tanques a la densidad Optima establecida. Sparus aurata
Linnaeus (Familia Sparidae; nombre comin: Sama dorada) fue cultivada, a una
densidad 6ptima de 20 kg m™, en dos tanques de 11 m® con tasas de renovacion de

agua entre 6 - 8 vol d™.

3.3.2. SISTEMA DE CULTIVO Y COSECHADO

Los experimentos de cultivo fueron desarrollados en las instalaciones del Centro de
Biotecnologia Marina (CBM) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
(ULPGC). Los tanques utilizados en los diferentes experimentos de cultivo de
Halopithys incurva fueron: tanques semicirculares (SCT) de fibra de vidrio, con
750L de capacidad, 1.8 m? de superficie y una relacién S:V=2.4 m™ y la pared
interior recubierta de pintura epoxi blanca. La aireacibn se dispone
longitudinalmente en la parte central del fondo del tanque de modo que se crean
dos células de conveccion (Fig.3.2. a). Tanques circulares (CPT) de polietileno
blanco semi-transparente, con 1500L de capacidad y aéreade 1.5m? y S:V=1m’
! La aireacion se dispone en forma de anillo en el fondo del tanque, creandose una
célula de circulacién que mueve las algas desde el fondo a la superficie y desde la
periferia hacia el centro. (Fig.3.2. b). Tanques circulares (CPTP), de polietileno
blanco semi-transparente, con 90L de capacidad y 0.2 m? de superficie aérea (S:V

= 2.2 m™).En estos tanques, la aireacion se dispone longitudinalmente en la parte
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central del fondo creandose suficiente movimiento de las algas por todo el tanque
(Fig.3.2.c).

En los tanques, la biomasa de algas se mantiene libre en la columna de
agua por la inyeccion forzada de aire mediante una bomba soplante (SIEMENS
Elmo-G).El flujo abierto de agua se mantiene a través de un desague situado en la
parte superior de los tanques que es cubierto con una malla para evitar los escapes
de biomasa algal. Las tasas de renovacién del medio son establecidas para cada
tanque en funcién del experimento a desarrollar.

El cosechado de los tanques se realiza sacando la biomasa total con la
ayuda de redes y dejandola escurrir durante un periodo de 15-30 minutos para
obtener el peso fresco escurrido. Antes de ser nuevamente inoculada, la biomasa
es pesada y ajustada a la densidad 6ptima del tanque correspondiente. La tasa de
renovaciéon del medio es ajustada tras la re-inoculacién y revisada diariamente

durante el periodo experimental.

Figura 3.2. Modelos de tanque utilizados en los experimentos de cultivo de macroalgas,
tanque semicircular de 750L (a), tanque circular de 1500L (b) y tanque circular de 90L (c).

3.3.3. DISENOS EXPERIMENTALES PARA EL CULTIVO DE HALOPITHYS
INCURVA

El cultivo de Halopithys incurva, se realiz6 en tres disefios experimentales :

1.Cultivo de Halopithys incurva en tanques SCT con adicibn de N-amonio por

pulsos, en circuito cerrado y con aporte de N-amonio por pulsos, se llevé a cabo
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durante el periodo comprendido entre el 22 de febrero y el 26 de abril de 2005 (8
semanas). Los pulsos de N-amonio, a partir de una solucién madre de NH,CI, se
afiadieron a las concentraciones 20, 60 y 100 y M para cada tratamiento. Se
dispuso un tanque control con agua de mar sin aporte de nutrientes. Los pulsos
fueron afadidos diariamente a las 11:30 horas. La densidad inicial de cada tanque
fue de 5 g L™. Los tanques fueron dispuestos en condiciones naturales de radiacion
sin filtrar (PAR + UV). La radiacion PAR media maxima del periodo alcanzé los 422
W m™. Los cultivos fueron cosechados semanalmente para calcular los valores de
producciébn y tasa especifica de crecimiento. Muestras de los diferentes
tratamientos fueron procesadas para el andlisis del contenido en carbono y

nitrégeno interno y las relaciones C:N.

2.Cultivo _de Halopithys incurva en tanques distribuidos en cascada, el disefio

experimental del cultivo en cascada de H. incurva consisti6 en tanques tipo
circulares (CPT — 1500 L) con flujo de entrada de agua rica en amonio proveniente
del efluente de los tanques de cultivo de peces (Nivel 1= N1), y cuyo desagie
alimentaba el flujo de entrada a los tanques semicirculares (SCT — 750 L) (Nivel 2=

N2) a modo de cascada, tal como se muestra en la Figura 3.3.

Figura 3.3. Esquema del disefio experimental del cultivo en cascada de Halopithys incurva.
Entrada del agua de mar (SW), tanque de peces (TP), tanque de decantacion (TD), tanque
circular (CPT-N1), tanque semicircular (SCT-N2). Las condiciones de irradiacion fueron
exteriores (PAR+UV).
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Tabla 3.1. Caracteristicas experimentales y condiciones de cultivo para cada uno de los dos
niveles del sistema de biofiltracién en cascada; tanque circular (CPT), tanque semicircular
(SCT), relacién superficie volumen (S/V) y tasa de renovaciéon de agua (TR).

Caracteristicas N1 N2
Modelo tanque CPT SCT
Superficie (m?) 1.5 1.8
Volumen (m®) 1.5 0.75

SV 1 2.4
Tasa renovacion (vol d™) 4 8
Tasa entrada agua (L h™) 375 375
Densidad cultivo (kg m™) 7 2.9
Densidad cultivo (g L™) 7 7

Para facilitar el trasvase de agua por gravedad entre las dos unidades, el segundo
tanque se dispuso con un desnivel de 10 cm respecto al primero. El caudal de
entrada de agua al N1 fue ajustado a una tasa de renovacién de 4 vol. d*. El flujo
de agua en los tanques SCT (N2) fue de una tasa de renovacion de 8 vol d*. La
densidad de inoculacion fue de 7 g L™ Los tanques fueron dispuestos en
condiciones de radiacién solar sin filtrar (PAR + UV). Los cultivos fueron
cosechados cada 15 dias para el calculo de la produccidn, la tasa de crecimiento,
las eficacias de biofiltracion de amonio (NUE) y la tasa de asimilacién de amonio
(NUR). En la Tabla 3.1. se resumen las caracteristicas y condiciones

experimentales.

3. Co-cultivo de Halopithys incurva y Jania adhaerens, previamente al experimento

de co-cultivo de Halopithys incurva y Jania adhaerens, ambas especies fueron
mantenidas conjuntamente en tanques SCT (750 L) con aporte continuado de N-
amonio a modo de biofiltro por un periodo superior a tres meses. El periodo
experimental de 6 semanas se desarrollé entre los meses de septiembre y
noviembre de 2007. Para el experimento de co-cultivo se emplearon tanques
circulares de polietileno (CPTP — 90L) (Fig. 3.4.). La densidad de inoculacién de los
tanques fue ajustada a 13.3 g L™ (6 kg m), manteniéndose una relacién 50:50 de
cada especie al inicio del periodo experimental. La tasa de renovacion de agua fue
establecida en 20 vol d*. Los muestreos fueron realizados separando la biomasa
de ambas especies para la obtencién de datos por especie. Se establecieron dos
condiciones de radiacién para los dos grupos de seis tanques: (1) bajo radiacion
natural natural sin filtrar (100% PAR + UV) y (2) bajo las condiciones de invernadero

con un plastico que reduce la radiacion PAR (80% de transmision de PAR), la
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radiacion UV-A(10% de trasmision de UVA) y filtra la totalidad de la radiacién UV-B
( 0% de transmision de UVB). Durante las 4 primeras semanas, los tanques fueron
mantenidos con agua enriquecida con N-amonio (concentraciébn media, 82.14 +
42.97 pM, con minimos de 24.53 pM y méaximos de 165.68 pM) y P-fosfato
(concentracién media, 23.66 + 11.47 uM, con minimos de 12.72 uM y maximos de
49.62 uM) proveniente de los efluentes de los tanques de peces, y en los controles
las algas fueron cultivadas Unicamente con agua de mar (donden no se detectaron
concentracion de N-amonio y P-fosfato).

Durante las siguientes 2 semanas todos los tanques fueron mantenidos con flujo
de agua de mar no enriquecida con nutrientes. Finalmente, la biomasa de
Halopithys incurva muestreada para los distintos analisis en cada tratamiento fue
envasada en bolsas de plastico y congelada a -20°C hasta su secado en un

liofilizador Labconco (6.5 L).

Figura 3.4. Esquema del disefio experimental del co-cultivo de Halopithys incurva y
Jania adhaerens donde se muestra la disposicién de los tanques circulares (CPTP).

Se obtuvieron datos de produccién, tasa de crecimiento, eficiencias de
biofiltraciébn de N-amonio (NUE) y P-fosfato (PUE), y tasas de asimilacién de N-
amonio (NUR) y P-fosfato (PUE), y las dinamicas en los contenidos de R-ficoeritrina
y las relaciones C:N de las muestras obtenidas en las diferentes condiciones. Para
determinar el grado de estrés de la biomasa en cada tratamiento se obtuvieron
valores del rendimiento cuantico 6ptimo utilizando medidas de fluorescencia de la

clorofila, descritas en el apartado 3.3.7.
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3.3.4. DETERMINACION DE LA PRODUCCION Y LA TASA DE CRECIMIENTO

Después de escurrir la biomasa cosechada de Halopithys incurvapara la obtencién
del peso fresco escurrido (PF) la produccién (g PS m? d™) fue calculada de acuerdo
a DeBoer y Ryther (1977):

P= ((Nt — No)/t) * (PS/PH) / A

siendo Ny el peso inicial, Nt peso a los t dias, PS/PH la relacién peso seco/peso
fresco y A el area del tanque de cultivo.

Para determinar la relacion PS/PH, se eliminé el exceso de agua con ayuda
de papel de filtro, se peso6 el peso fresco escurrido y se secaron muestras por
triplicado en estufa a una temperatura de 90°C hasta obtener un peso seco
constante. La relacion PS/PH fue 0.23 para Halopithys incurva y 0.22 para el
experimento de co-cultivo con H. incurva y Jania adherens. La tasa de crecimiento

neta fue calculada de acuerdo a D’Elia y DeBoer (1978):

TC =100 *In(Pt/Po) / t

siendo Py peso inicial de la biomasa, P; el peso final de la biomasa a los t dias.

3.3.5. BIOFILTRACION DE AMONIO Y FOSFATO

Semanalmente, el dia posterior al cosechado y reajuste de los tanques, se
determinaron las tasas de biofiltracion de amonio y fosfato (en el experimento
correspondiente) durante el periodo de enriquecimiento con nutrientes. Las
muestras recolectadas en las entradas y salidas de los diferentes tanques fueron
procesadas inmediatamente siguiendo los métodos colorimétricos de Parsons et al.
(1984), tal y como se ha detallado en el Capitulo Il. Con los resultados obtenidos se
calcularon la tasa de eliminacién de nutrientes para el N-amonio y P-fosfato (NUE y

PUE) respectivamente:
UE (%) = 100 — (Cs/Ce * 100)

donde Cs y Ce son las concentraciones de amonio y fosfato en la salida (desagie)
y en la entrada del tanque; y las velocidades de asimilacion (NUR y PUR):
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UR (mmol m?h?)=Q*(Ce-Cs)/A
donde Q = flujo de agua (L h™),Ce = concentracién de N-amonio o P-fosfato en la
entrada (mM),Cs = concentracion de N-amonio o P-fosfato en la salida (mM) y A =
superficie aérea del tanque de cultivo (m?).

3.3.6. MEDIDAS DE RADIACION Y OTROS PARAMETROS DE INTERES

Las condiciones de radiacion fueron determinadas por la localizacion de los
tanques de cultivo en el ensayo correspondiente, distinguiéndose dos condiciones
generales en un ivernadero: (1) bajo invernadero con transmisiones de 80%PAR ,
20%UVA y 0%UVB, y (2) en condiciones naturales sin filtrar y por lo tanto con
trasmisiones de radiacion incidente de 100%PAR y 100% UV). Un
espectrorradiometro de multidiodos Sphere Optics (SMS-500) con barrido cada
minuto fue utilizado para determinar el espectro de radiacion en ambas condiciones
(ver Figura 3.3.). Los tanques situados bajo un segundo invernadero reciben
99.84% de radiacion PAR y 0.16% de radiacion UVA, mientras que la radiacion
UVB es filtrada en su totalidad. En los cultivos en el exterior los tanques de
macroalgas reciben el 100% de la radiacion solar distribuida en 90.30% PAR,
9.44% UVA y 0.26% UVB. Con los valores de irradiancia se calcularon los
porcentajes de transmision y absorcion del invernadero segun las siguientes
férmulas:
T = (Einv/Eext) *100

A=1-T

donde T es el porcentaje de transmision; E;j,, es la irradiancia recibida en el

invernadero; Eey €s la irradiancia en el exterior y A el porcentaje de absorcion.



Capitulo 111

140 100
T A a9 B
€ 120 | H'E
rI‘c £
€ 10 S50 kb
3 £
2 | 50 |
o E
'S w 50
c L ‘0
8 % C 40
T ©
® | T30 |
E 40 E
L2
20 b
10
0 T S S S S 0
250 300 350 400 450 500 550 500 550 700 750 800 250 300 350 400 450 500 550 §00 550 700 750 800
Longitud de onda (nm)

Figura 3.5. Espectros de irradiacién en las condiciones ensayadas: exterior (A), y bajo
invernadero (B).

En la Figura 3.6. se representan los porcentajes de absorcion y transmision

de radiacion del invernadero.

Figura 3.6. Porcentajes de transmitancia y absorbancia dela cubierta del invernadero.

Durante el periodo experimental, los datos de irradiacion (W m™) fueron
obtenidos de forma diaria con un radiometro ELDONET (Real Time Computer,
Erlangen, Alemania). Este radibmetro toma lecturas en tres canales (PAR, 400-700
nm; UV-A, 315-400 nm; UV-B, 280-315 nm) a intervalos de 1 s y almacena los
datos a través del software WinDose 2000, que calcula la dosis diaria acumulada (kj

m?2d?).
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Figura 3.7. Dosis de radiacion solar PAR y UV-A (kj m'z) en, (A) experimento cultivo en
cascada (Oct-Dic, 2002) (B), experimento cocultivo condiciones interiores (C), experimento
cocultivo condiciones exteriores (Sept-Nov, 2007). (D) Dosis de radiacién solar UV-B (kj m™)
en las tres condiciones de cultivo, cascada, cocultivo exterior (bifaro exterior) e cocultivo
interior (bifaro interior).
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Las determinaciones del pH del medio se realizaron con un pH-metro 507
(Crison) calibrado diariamente de acuerdo a las instrucciones, y las medidas de
oxigeno disuelto (DO) y temperatura de los tanques fueron obtenidas con un
oximetro DO100 (Cole-Palmer).

3.3.7. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO CUANTICO OPTIMO (Fv/Fm) DEL
FOTOSISTEMA Il (MEDIDAS DE LA FLUORESCENCIA IN VIVO DE LA
CLOROFILA ASOCIADA AL FOTOSISTEMA i)

Para la determinacion del efecto de las diferentes condiciones de cultivo sobre el
grado de estrés de la biomasa, en el experimento de co-cultivo, se utilizé un Plant
Efficiency Analizer (Pocket PEA, Hansatech, UK) con el que se determing, in vivo, el
rendimiento cuantico 6ptimo del FSIl (Fv/Fm) a través de las medidas de
fluorescencia de la clorofila

Fu/Fim = (Fm - Fo) / Frn

Donde Fy, es el nivel minimo de fluorescencia, F,, es el nivel de fluorescencia
maximo en un pulso de saturacion, F,, es la fluorescencia variable y PSlI, fotosistema
Il. Para ello las algas fueron adaptadas a la oscuridad durante un tiempo de 15 min
antes de aplicar un pulso de luz de 3.000 pmoles de fotones m? s (100% de
saturacion) durante un intervalo de 5 s. Las medidas fueron tomadas por triplicado al

menos una vez cada semana durante el periodo experimental.

3.3.8. DETERMINACION DE R-FICOERITRINA

El protocolo de determinacién de la R-ficoeritrina esta descrito con detalle en el

Capitulo 1.

3.3.9.DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CARBONO Y NITROGENO
INTERNO

Los contenidos internos de C y N total, y las relaciones C:N, se determinaron
empleando un analizador elemental CNHS LECO-932 a 1050°C, que realiza el
analisis mediante un detector de infrarrojos. Para el analisis de las muestras de

algas, previamente liofilizadas, se utiliz6 EDTA como patron. Se determinaronlos
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contenidos de Cy N (mg C 6 N g* PS) que finalmente fueron expresados en forma

de porcentaje.

3.3.10. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.3.10.1. Ensayo DPPH

El protocolo de determinacién del estudio del barrido de radicales libres mediante el

ensayo DPPH esta descrito con detalle en el Capitulo I.

3.3.10.2. Ensayo ferrilmioglobina/ ABTS

El 4cido 2,2 -azino—bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), 6 ABTS, es un
compuesto que presenta gran estabilidad quimica, alta solubilidad en agua y un
maximo de absorcion en la banda del UVA a 342 nm. Cuando este compuesto se
oxida, se transforma en un radical metaestable (ABTS") con un espectro de
absorcion caracteristico y diferente al ABTS, presentando maximos de absorcién en
la regidn espectral del UV y visible a 413, 645, 727 y 811 nm (Fig. 3.8). El producto
de oxidacion del ABTS, el catién-radical de larga vida ABTS *,permite determinar la
actividad antioxidante total de antioxidantes donadores de hidrégeno (capturadores
de radicales en fase acuosa) y antioxidantes rompedores de cadena (capturadores
de radicales peroxilo lipidicos). El estudio de la capacidad antioxidante a través de
la oxidacién del ABTS se abord6 en este trabajo tal y como se describe a

continuacion.

645 727 811
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Figura 3.8. Espectros de absorcion del ABTS y ABTS".

El ensayo ABTS ™ se basa en la activaciéon de la ferrilmioglobina con
peroxido de hidrégeno en presencia de ABTS para producir el radial catién, en

presencia 0 ausencia de antioxidantes.
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PROTOCOLO

Se llevo cabo segun el método desarrollado por Miller et al.1993. La mezcla de
reaccion se preparé directamente en una cubeta de cuarzo de 1 ml donde se
afnadieron progresivamente las siguientes soluciones con las concentraciones
finales indicadas.2.5 uM metmioglobina, 150 uM ABTS, 75 pM H,0,, 50 mM de
tampédn fosfato, pH= 7.5. La absorbancia se midi6 a 413 nm. El resultado final se
expresé como equivalentes de los compuesto de referencia acido ascérbico
(CVEAC) y pirogalol (CPEAC).

3.3.10.3. Ensayo de decoloracidn de beta-caroteno

La técnica se fundamenta en la capacidad de diversos extractos de disminuir la
decoloracion oxidativa del betacaroteno en una emulsion Acida de
betacaroteno/linoleico. El acido linoleico se oxida facilmente ante la presencia de
atomos de oxigeno especialmente activados. El B-caroteno, precursor de la
vitamina A, también es conocido como antioxidante lipofilico, ya que previene la
peroxidacion lipidica en membranas secuestrando moléculas de oxigeno singlete
(Burton e Ingold, 1984) y radicales lipidicos peréxidos. El p-caroteno, cuando se
encuentra en presencia de acido linoleico, cede electrones retardando asi la etapa
de iniciacion del proceso de autooxidacion del acido linoléico y limitando la fase de
propagacion del dafio (elimina simultdneamente radicales peréxidos formados). Si
se afiade una sustancia con capacidad antioxidante al medio de reaccion
betacaroteno/linoleico, ésta nueva sustancia tendera a oxidarse ella
preferentemente al p-caroteno, compitiendo con este por el secuestro de estos

radicales.

PROTOCOLO

Se prepar6 una solucién madre de p-caroteno (0,2 mg/mL de cloroformo), 1 mLde
ésta solucion se adiciono a un balén volumétrico de 100 mL que contenia 15 pl de
acido linoleico y 0.2 mL de Tween 20 y se llevé a sequedad tras pasar la mezcla
por un rotavapor. Tanto la solucién madre de B-caroteno como el acido linoléico se
bombearon con nitrégeno para evitar su oxidacion. Al residuo obtenido se le
adicionaron 100 mL de agua ultrapura previamente saturada con oxigeno. A
continuacién se dispensé en tubos de ensayo 2 mL de esta emulsibn mas 100 pL

de los extractos testados.Se utiliz6 como control positivo a-tocoferol 1 uM y 10 uM.
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Se tomaron medidas espectrofotométricas, inicialmente (t=0) y a intervalos de 15
minutos hasta completar 45 minutos una longitud de onda de 470 nm. Los tubos de
ensayo, preparados por triplicado, se cubrieron con papel de aluminio y fueron
introducidos en un bafio de agua a 40°C mientras se realizaron las lecturas. Todos

los reactivos usados fueron grado analitico.

3.3.10.4. Ensayo de secuestro de radical superoxido (O -)

La generaciébn no enzimatica del anion superéxidofue generado por la reaccion
entre PMS, NADH y NBT el cuél permite evaluar el barrido del anion superéxido de

los extractos por la reduccion del NBT.

PROTOCOLO

Se desarrollé un microensayo adaptando el método descrito por Paya et al., 1993.
En las cubetas de cuarzo se afiadieron,10 uL del extracto de alga, 50 uL de NADH
166 uM,50 pL de NBT 43 uM, 50 uLPMS 5 uM y tampoén fosfato 850uL a pH 7.5.
Los cambios de absorbancia se registraron a 560 nm. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicidn de la formacién del anién superéxido en comparacion
con una muestra a la que no se le agregé ningun tratamiento.Todas las medidas,
tanto de las muestras y controles positivos (pirogalol, cumarina y LPS) se

realizaron por triplicado.

3.3.11. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores representados corresponden a valores mediostdesviacion
estandar de las réplicas realizadas para cada ensayo. Para comparar las medias,
en el experimento en cascada y los resultados de produccién de cocultivo se
empled el test de t-Student, previo test de Levene para asegurar la homogeneidad
de varianza. Para el estudio de los factores (tiempo, luz y nutrientes). Se realizé un
analisis de varianza multiple, test de Fisher LSD, (p<0.05) y el estudio de
subconjuntos entre medias se analizé mediante el test de Tukey-B. Los andlisis se
realizaron con el programa informéatico SPSS para MAC OS X y Sigma Plot para
PC.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1.CULTIVO DE HALOPITHYS INCURVA EN TANQUES SCT CON ADICION
DE N-AMONIO POR PULSOS

El cosechado semanal de los cultivos permitié calcular las producciones y tasas de
crecimiento a lo largo de las ocho semanas. La influencia de las distintas
concentraciones de N-amonio se muestran de forma resumida en la Tabla
3.2.Durante el periodo experimental, la temperatura en los tanques de cultivo fue de
18.2 + 1.05°C, el pH 8,5 (x 0.1) y el promedio de la concentracion de oxigeno
disuelto de 9.8 + 0.3 mgL™.

El cultivo de Halopithys incurva a lo largo de las ocho semanas alcanz6 una
produccion méaxima de 9.08 + 1.90 g PS m?d™ en el tanque que recibia pulsos de
N-amonio con una concentracién de 100 yM d*, mientras que las producciones
mas bajas se detectaron en el tanque control (sin aporte de nutrientes) siendo estas
de 2.14 + 0.81 g PS m?d™. Los tanques que recibieron pulsos diarios de 20 pM y
60 uM de N-amonio, mostraron valores promedio de 3.23 (+ 1.23) g PS m?d'y
5.43 (+ 1.02) g PS m?d™ respectivamente.

Tabla 3.2. Produccién expresada en g PS m2d™ y tasa de crecimiento expresada en % d™,

contenidoen Cy N (mg g PS™ y relacién C:N obtenidos tras el cultivo de Halopithys incurva
bajo diferentes concentraciones de N-amonio (medias + desv, n=3). El nitrogéno es aplicado
a modo de pulsos.

Concentrapién Produccioén Ta_sa_de C N C:N
N-amonio crecimiento
(UM) (gPSm?dY)  (%dh mg C gPS*  mgN gPS™
HTC 2.14+081 0.86+0.31 298.13+2.25 15.80+0.27 18.80+0.42
HT20 3.23+1.23 1.27+0.46 29356+1.94 20.67+0.34 14.20+0.14
HT60 543+1.02 2.08+0.36 278.33+2.18 27.26+0.58 10.21+0.14
HT100 9.08+1.90 3.30+0.60 303.75+0.90 32.52+0.21 9.34+0.64

Las tasas de crecimiento mostraron diferencias entre los cuatro tanques de

cultivo, siendo mayor en el tanque con concentraciones 100 yM de N-amonio, 3.3
(+ 0.81)% d™*. Tanto los resultados del contenido en N como la relaciéon C:N se

vieron afectados significativamente por la disponibilidad de N-amonio (Tabla 3.2).
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La relacién disminuy6é de manera significativa en funcion de la concentracion
de pulsos de N-amonio recibidos, encontrando la relacion C:N mas baja en algas
cultivadas con pulsos diarios de 100 uM (Tabla 3.2). Las diferencias que se
detectaron en el contenido de nitrdgeno en talo de Halopithys incurva cultivada con
pulsos diarios de N-amonio mostraron diferencias significativas (p< 0.05). Se
observé un incremento del 55,5 % en el contenido de nitrégeno entre el tanque
control (HTC) y el tanque que recibe el mayor pulso de N-amonio (HT100) tal y

como se muestra la Tabla 3.2.

3.3.2. CULTIVO DE HALOPITHYS INCURVA EN TANQUES DISTRIBUIDOS EN
CASCADA

La produccion y tasas de crecimiento obtenidos en el sistema a lo largo del
ensayo se muestran de manera resumida en la Tabla 3.3. No se encontraron
diferencias en los valores de produccion (Fig. 3.9.) (p<0.05, test t-Student) entre los

dos tipos de tanque de cultivo utilizados.

Tabla.3.3. Produccion expresada en g PS md™y tasa de crecimiento expresada como % d™
(medias + desv, n=2) obtenidos para Halopithys incurva cultivada en los dos niveles de
biofiltros.

Mes Sistema l\g)li\(/)eﬁlltrdoe Densidad Densidad Produccién cre(-:rifrinsi:nto
Cultivo en cascada (gL™ (gm? (gPSm32d™) (% d™)
Octubre 16.70 £ 6.2 091+04
Noviembre CPT 1 7 7 11.20+8.3 0.60+0.4
Diciembre 18.02 £ 0.7 1.25+£0.05
Octubre 17.20+£0.9 1.60+0.8
Noviembre ~ SCT 2 7 2.9 10.4+1.3 1.30£0.2
Diciembre 21.2+7.6 3.30+1.1

El cultivo de Halopithys incurva alcanzé un rendimiento medio de 15.3 +
3.61 gPSm™“d™ en los tanques CPT y 16.2 + 5.46 g PSm™d™ en los tanques SCT.
Los mayores valores de produccién en ambos niveles,18.02 + 0.7 g PS m?d™ en
tanque CPT y 21.2 + 7.6 g PS m?d’en SCT, fueron obtenidos en el mes de
diciembre. Los valores mas bajos, en ambos niveles se observaron el mes de
noviembre 0.6 + 0.4 g PS m?d™en tanques CPTy 1.3 + 0.2 g PS m?d’en tanques
SCT. Sin embargo las tasas de crecimiento (Fig. 3.10) fueron significativamente
superiores en el 2° nivel (p<0.05), demostrando que no existié limitacién para el

crecimiento de las algas en este nivel. EI mes de diciembre fue donde se
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alcanzaron los mayores valores, 1.25 +0.05 % d* en tanque CPTy 3.3+ 1.1%d™
en SCT. Los valores mas bajos, en ambos niveles se observaron el mes de
noviembre0.6 + 0.4% d™en tanques CPTy 1.3+ 0.2 % d™ en tanques SCT.

Figura 3.9. Resultados de produccién y tasas de crecimiento en los cultivos en cascada de
Halopithys incurva en los dos niveles de biofiltros (medias + desv, n=3).Donde IR
corresponde a la produccién (g PS m'zd'l) obtenida en tanque CPT (Nivel 1)y L—1
corresponde a la produccion (g PS m'zd’l) obtenida en tanque SCT (Nivel 2).

Figura 3.10. Resultados de la tasa de crecimiento (TC)en los cultivos en cascada de
Halopithysincurva en los dos niveles delbiofiltro(medias + desv, n=3). Donde IR
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corresponde a la tasa de crecimiento (% d'l) obtenida en tanque CPT (Nivel 1) y —1
corresponde a la tasa de crecimiento (% d™) obtenida en tanque SCT (Nivel 2).

Durante el periodo de ensayo la concentracién de NH," en la entrada de los
cultivos oscilé entre 12 - 82 uM. La eficiencia media de eliminacién en el 1°" BF fue
del 45.9% obteniéndose valores maximos cercanos al 68%. En el 2° BF los valores
de NUE disminuyeron, con valores medios del 25.6% y méximos del 57% (Tabla
3.4).

Tabla 3.4. Concentracion N-amonio en los tanques (Et) expresado en uM y eficiencia de
incorporacion de N ( NUE,%) y tasa de incorporacion de nitrégeno (NUR, mmol NH; gt h™
valores medios(MEDIA), minimos (MIN) y maximos (MAX) obtenidos en H.incurva crecida
en dos niveles del sistema en cascada .

% Eliminacién de NHs* (NUE)  mmol NHs" g™ h™ (NUR)

Et MEDIA MIN MAX MEDIA MIN MAX
1% BF 45.9 45.9 24.4 67.6 0.57 0.30 0.76
2°BF 25.6 25.6 13.12 a7 1.04 0.58 2.73
Total 715 54.1 97.5 - - -

La eficiencia media de eliminacién de NH," a la salida del conjunto del
sistema fue del 71%, eliminandose mas del 64% de este porcentaje en el 1* BF.
La reduccioén del los niveles de NH,'medios en cada nivel del sistema (nivel 1 (CPT)
y nivel 2 (SCT) se muestra en la figura 3.11. La concentracion media en los
efluentes finales se redujo hasta un 28 % con respecto a los niveles contenidos en

el efluente del cultivo de peces.
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Figura 3.11. Concentracion de N- amonio (%) en la entrada del tanque, nivel 1 del biofiltros
(1er BF) y nivel 2 del biofiltro (1er BF).
3.3.3. CO-CULTIVO DE HALOPITHYS INCURVA Y JANIA ADHAERENS

Los resultados de produccion del experimento de cocultivo Halopithys-Jania
mostraron diferencias significativas (p< 0.05, test de t-Student). Las mayores
producciones (54.5 *22.2 g PS m?d’) se encontraron sin aporte de nutrientes y
crecidas bajo condiciones naturales sin filtrar la radiacion solar (PAR+ UV),
mientras que las menores se encontraron en los cultivos interiores con suministro
de nutrientes proveniente del efluente 34.3 + 11.9 g PS m? d™. Los resultados de la
tasa de crecimiento maximos y minimos correspondieron a las algas cultivadas en
las mismas condiciones, donde se encontraron valores de 3.6 + 1.2 % d* y18+
0.9 % d™. A continuacién se representan los datos de manera resumida en la Tabla
3.5.

Tabla 3.5. Produccion expresada en g PS m d'y tasa de crecimiento expresada como %
(medias + desv, n=3)obtenidos en el experimento de cocultivo en las diferentes condiciones,
exterior (PAR+UVR), en invernadero (PAR) y sin nutrientes (sn).

Irradiacién Nutrientes P 2 1 TCl
(gPSmM~-d) (% d™)
PAR NH,"-N , PO,-P 343+11.9 1.8+0.9
sh 40.7 £ 13.9 25+1.0
*. = + +
PAR+UV NH,-N , PO, -P 48.7 +29.3 3.2+1.7

sn 54.5+22.2 3.6+12
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Las eficiencias de biofiltracion de NH,* (NUE) vy la tasa de incorporacion de
NH," (NUR) en los tanques con aporte de aguas del efluente ricas en N-amonio se
presentan en la Tabla 3.6. A los 7 dias desde el inicio del experimento se alcanza la
eficiencia de biofiltracion méaxima, siendo ésta del 100%. Dicha eficiencia es igual
en el caso de los experimentos en exterior (PAR+UVR) que en los experimentos en
invernadero (PAR). La tasa de incorporacion de NH;" no presenta grandes
diferencias entre los tratamientos aunque es mayor en exterior 31.5 +17.1 mmol m™
d*, que bajo invernadero, 27.9 +16.8 mmol m? d.

Al igual que sucede con la eficiencia de biofiltracion, la eliminacion de
fosfato es muy similar en ambas condiciones de irradiacion pero los valores son
muy inferiores, logrando la retirada de 20.2 +6.4 % en condiciones de alta
irradiaciéon (PAR+UVR) y 21.5 +4.3 % bajo invernadero. La velocidad de absorcién
de fosfato (PUR) fue significativamente superior (p< 0.05) en condiciones de alta
irradiacion 11.1 +5.3 mmol m? d* frente a las algas cultivadas bajo invernadero 8.5

+5.7 mmol m?d™.

Tabla 3.6. Eficiencia de incorporacion de nitrégeno- NH," (NUE) expresada como %, tasa
de incoporacion de N-amonio (NUR) expresada en mmoles m™? d*, eficiencia de biofiltracion
de PO, -P (PUE) expresada en % y tasa de incorporacion de fosfato (PUR) expresada en
mmoles m? d* (medias + desv, n=8) obtenidos en el experimento de cocultivo bajo
diferentes condiciones de irradiancia y aporte de nutrientes.

Irradiacion Nutrientes NUE NUR 2.1 PUE PUR 21
(%) (mmoles m* h™) (%) (mmoles m™* h™)
'\gg ;_'\;,' 100.0£00  27.9+16.8 202+64 85+57
PAR 4
Sn
NH,"-N ,
DO .p 100.0 + 0.0 315+ 17.1 215+ 4.3 11.1 £5.3
PAR+UVR 4
sn

En iguales condiciones luminicas el rendimiento cuantico 6ptimo (Fv/Fm) fue
significativamente mayor (p<0.05) en los tratamientos con efluentes de
piscifactorias que en aquellos con agua de mar (Fig. 3.12.). En los casos con aporte
de NH," se observaron diferencias significativas entre los tratamientos bajo
invernadero (PAR) y en exterior (PAR+UVR).
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Tabla 3.7. Andlisis de varianza mudltiple (tiempo, luz y nutrientes), test de de Fisher LSD,
(p<0.05) para el estudio de los factores que afectan en el resultado Fv/Fm.

FACTORES GL |F P
TIEMPO 2 2.308 | 0.142
IRRADIACION 1 3.261 | 0.096
NUTRIENTES 1 63.505 | <0.001
TIEMPO x IRRADIACION 2 1.070 | 0.374
TIEMPO x NUTRIENTES 2 3.197 | 0.077
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 10.304 | 0.007
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES 2 1.269 | 0.316

También se aprecia una variacion significativa del rendimiento cuantico
Optimo a lo largo de cada uno de los muestreos en funcién de los dias, salvo en el
caso del tratamiento en exterior (PAR) con agua de mar, en el que se observa una
disminucion significativa a los 42 dias. En cambio respecto al factor, irradiacion
(PAR, PAR+UV), no se encontraron diferencias significativas (p<0.05, test de Fisher
LSD)(Tabla 3.7).

Figura 3.12. Rendimiento cuéntico optimo (Fv/Fm) de Halophitys incurva cultivada bajo
diferentes condiciones (medias * desv, n=3). Donde EEMcorresponde a muestras
cosechadas a los 7 dias de cultivo, 1 corresponde a muestras cosechadas a los 28 dias
de cultivo y BB corresponde a muestras cosechadas a los 42 dias de cultivo. En el caso
del tratamiento de NH," a los 28 dias las algas a los 28 dias las algas fueron transferidas a

agua de mar (7 ). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test
de Fisher, LSD).
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La concentracion de ficobiliproteinas no experimenté diferencias
significativas (p<0.05) cuando las algas son cultivadas con aporte de efluentes,
aungue se observé una disminucion de dicha concentracién en la quinta semana de
experimento y coincidiendo ésta con el cese de los aportes de NH;" con los
efluentes (Figura 3.13.). Se observaron diferencias cuando el medio no fue
enriquecido con NH;'en condiciones de baja irradiacion (PAR) al igual que se
detectaron dichas diferencias entre los tratamientos en iguales condiciones de

nutrientes pero no fueron significativas (p<0.05, test de Fisher LSD).

Figura 3.13. Contenido en ficoeritrina(mg gPS™) de Halophity sincurva cultivada bajo
diferentes condiciones(medias + desv, n=3). Donde EEMcorresponde a muestras
cosechadas a los 7 dias de cultivo, =1 corresponde a muestras cosechadas a los 28 dias
de cultivo y BB corresponde a muestras cosechadas a los 42 dias de cultivo. En el caso

del tratamiento de NH," a los 28 dias las algas fueron transferidas a agua de mar(”7 ).
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Tras 42 dias de experimento, el contenido en N (mg N gPS™) se mantuvo
entorno al 27-31%. El contenido en C mas bajo fue observado en condiciones
interiors (PAR) tras 28 dias en cultivo 253.8+14.0 (mg C gPS™) mientras que los
valores mas altos, entorno a 310.4+14.8 (mg C gPS™) fueron observados también
a los 28 dias pero en condiciones exteriors (PAR+UV).

La relacion C/N no se ven afectados significativamente por la disponibilidad
de N, el tiempo y la irradiacién ( PAR, PAR+UV) respecto a las algas en agua de
mar (sin nutrientes) en iguales condiciones de tiempo e irradiacion. El andlisis
estadistico revel6 una falta de interaccion significativa entre los tres factores
(p<0.05, test de Fisher LSD). Aunque se observan oscilaciones entre los valores de
H. incurva con aporte de N-amonio, respecto a las algas cultivadas en agua de mar
sin aporte de nutrientes en condiciones de exterior (PAR+UV) aunque no fue

significativa (Tabla 3.8.).

Tabla 3.8. Relaciéon C/N, contenido de C (mg g PS™ )y N (mg g PS™ ) obtenidos en H.
incurva cultivada bajo diferentes condiciones de irradiacion y aporte de nutrientes (medias £
desv, n=3).

Dia Irradiacion Nutrientes C:N mg C gPS*  mgN gPS™
NH,-N , PO,-P 10.63+1.69 283.6+20.7 27.3+3.2
PAR
sn 12.24+0.8 334.0+£16.1 27.4+2.0
7
+ = 9.29+0.6 294.3+12.2 32.1+2.5
PAR+UV NH; -N , PO, -P
sn 10.84+0.7 303.4+15.1 29.0+2.2
PAR NH.*-N , PO,~-P 11.89+5.6 255.7+19.5 31.6+3.3
sn 19.0416.24 253.8+14.0 13.6x£2.1
28
+ = 9.42+0.22 279.4+26.1 26.5+2.7
PAR+UV NH; -N , PO, -P
sn 16.07+0.23 310.4+£14.8 19.6x£2.1
+ = 15.25+6.25 271.2+4.9 23.3+6.7
PAR NH; -N , PO, -P
sn 10.9+0.7 309.0+£15.3 29.6x2.0
42
+ = 8.23+0.61 289.9+28.9 35.5+1.3
PAR+UV NH; -N , PO, -P
sn 12.44+0.3 286.8+15.7 24.1+2.2




Capitulo 1l

1.3.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos de Halopithys incurva
preparados a partir de la biomasa producida en los diferentes ensayos de cultivo y
determinada por los métodos DPPH, ABTS y oxidacidon del beta-caroteno se
presentan en las tablas 3.9, 3.10 y la figura 3.14. Mediante el ensayo DPPH, la
evaluacion de la actividad antioxidante de todas las muestras de H. incurva fue
positiva (Tabla 3.9.). Observando que los valores de % de barrido de radical libre de
las muestras estudiadas oscilaron entre un maximo de 95.43% y un minimo de
73.03%, siendo en algunos caso similar al mostrado por el control positivo, propil
galato 91.69 %. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las algas que
fueron cultivadas con aporte de pulsos de N-amonio y procedentes del sistema en
cascada respecto a las co cultivadas a excepcion de las algas que recibieron
radiacion PAR y aporte de N-amonio. Esta misma diferencia se observé en la
capacidad atrapadora exhibida por el control positivo, propil galato pero menor en
todos los extractos que la detectada con el control positivo 4cido ascérbico. La
concentracion EC50 del extracto de H. incurva necesario para reducir el 50% de la
estabilidad de los radicales libres DPPH fue de aproximadamente 97.5 y 94 veces
mayor que la requerida para el acido ascérbicoy propil galato, respectivamente. El
extracto hidroalcohdlico de H.incurva que presenté el menor valor de EC50 fue
(2.42 + 0.01 mgml?),aunque en general fue similar en todos los extractos, no
encontrando diferencias significativas (p<0.05) con el resto de los extractos a

excepcion de H.incurva cultivada bajo radiacion PAR y agua de mar.

Tabla 3.9. Actividad antioxidante, determinada in vitro por el método DPPH, de los extractos
de Halopithys incurva obtenidos de la biomasa producida en los tres experimentos de cultivo
descritos. Los resultados estan expresados como % de barrido de radicales libres y EC50
(mg ml™). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey
B).

Experimento  Irradiacion Nutrientes r;/;iE:Irensdlcin?ss (nl]E gC r?]?—l)
Agua de mar (sn)  92.48+0.18  2.48+0.01"
Pulsos ARV 20 uM d* 92.43+0.20  2.48+0.00"
N-amonio 60 uM d* 92.16 +0.21  2.49+0.00"
100 uM d™* 91.69+0.14  2.50+0.00"
Cascada PAR+UV NH," 90.36 + 0.35 2.50+0.04°"
Co-cultivo PAR Agua de mar (sn) 73.03+£0.23 3.13+0.03¢
NH," 95.43 + 0.10 2.42+0.01°
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Agua de mar (sn)  87.13+0.03 2.65+0.02°
PAR+UV

NH,* 89.93+0.31  2.58+0.02°"
Antioxidantes Acido ascorbico 96.44 +0.14 0.06 +0.012
comerciales Propil galato 90.69+ 0.20 0.15+0.192

Los resultados de inhibicion mediante el ensayo ABTS en muestras del
ensayo de co cultivo mostraron un comportamiento similar a los detectados
mediante el ensayo DPPH, aunque el % de inhibicion fue muy inferior. Cuando los
resultados se expresan en VCEAC (equivalente de acido ascérbico) y VPEAC
(equivalente de pirogalol) el mejor resultado corresponde en ambos casos a las
algas que reciben irradiacion PAR y aporte de N-amonio 4.86 £ 0.71 y 19.60 + 3.06,
respectivamente. El analisis estadistico reveld diferencias significativas entre los
tratamientos(p<0.05).

Tabla 3.10. Actividad antioxidante, determinada in vitro mediante el ensayo ABTS, de los
extractos de Halopithys incurva obtenidos de la biomasa producida en el experimento de co-
cultivo. Los resultados estan expresados como % de inhibicion, VCEAC (equivalentes de
acido ascorbico en mg g de PS) y PCEAC (equivalentes de pirogalol mg g de PS). Las
letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Condiciones de cultivo Ensayo ABTS
Irradiacién Nutrientes (% Inhibicién) VCEAC PCEAC
Agua de mar 33.31 217 +0.55% 12.53+0.93°
PAR (sn)
NH," 48.60 486+0.71° 19.60+3.06°
Ag”"’zs?qe) mar 35.96 3.60+029° 13.11 +1.08°
PAR+UV
NH," 36.25 3.63+0.47° 12.59+0.58°

La actividad antioxidante de peroxidacion lipidica a través del método de
decoloracion del betacaroteno (Fig. 3.14.) de los extractos de H.incurva fue
negativa, no mostrando inhibicion frente a los resultados obtenidos mediante el

control positivo vitamina E a diferentes concentraciones.
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Figura 3.14. Decoloracion oxidativa del beta-caroteno tras la adicion de los extractos de
Halopithys incurva obtenidos de la biomasa producida en el experimento de co-cultivo.
Como control positivo se utilizé vitamina E a diferentes concentraciones (10 uMy 1uM).

El radical superdoxido fue formado en el sistema PMS/NADH-NBT, la
disminucion de la absorbancia 560 nm provocada por el antioxidante, lo que implicd
el consumo del radical superéxido. En este ensayo, el efecto de los extractos
crudos de Halopithys incurva sobre el anién superéxido no mostraron capacidad

para disminuir los radicales superéxido, mostrando el efecto contrario.

3.4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los capitulos 1 y 2 motivaron la seleccion de la especie
de alga roja Halopithys incurva para un estudio mas profundo sobre su cultivo en
tanques asi como de la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos en la
biomasa producida bajo estas condiciones controladas. Por un lado, se compararon
diferentes posibilidades en cuanto al aporte de N-amonio proveniente de los
efluentes de los tanques de cultivo de dorada, bajo dos condiciones de irradiacion :
tanques bajo cubierta de plastico en un invernadero (80%PAR+10%UVA) vy
tanques al exterior bajo radiacion solar sin filtra (PAR+UVR=PAR+UVA+UVB)
empleando diferentes modelos de tanques de distintas formas, transparencia,
volumen vy relacién S:V. Por otro lado se evalué la actividad antioxidante de los
extractos de Halopithys incurva empleando diferentes métodos in vitro, con el fin de

completar el conocimiento de su potencial como fuente de antioxidantes.

Rendimiento de biomasa y produccion
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La disponibilidad de nutrientes es uno de los principales factores que regula
la el rendimiento de la biomasa, ya que limita su tasa de crecimiento y produccion
(Topinka y Robins, 1976; DeBoer y Ryther, 1977). En algunos casos puede
controlar el contenido bioquimico, la reproduccion, el desarrollo, la morfologia y la
distribucion (DeBoer,1981; Lobban y Harrison, 1994). La produccion y tasas de
crecimiento aumentaron por el aporte de N-NH," ya sea como NH,CI aplicado a
modo de pulsos (9.08 + 1.90 g PS m?d™y 3.30 + 0.60 % d’respectivamente) o
procedente de efluentes de peces en el que se alcanzaron producciones mayores
que aplicando pulsos de NH,CI tanto en el primer biofiltro (11.20-18.02 g PS m?d™
) como en el segundo (10.4-21.2 g PS m?d™). Hay que tener en cuenta que en
estos experimentos no solo era diferente el tipo de fuente de nitrdgeno (NH,CI
versus NH," contenido en los efluentes) si no que ademas los experimentos se
hacen en periodos del afio diferentes (Febrero-Abril en el caso del experimento de
pulsos versus octubre-diciembre en el caso de las cascada con efluentes de
peces). Ademas la densidad de algas fueron diferentes 5g/l en el disefio de pulsos
y 79/l en el de cascada. Los tanques en el caso del experimento de pulsos eran
SCT (7501, S:V=2.4 m™) y en el experimento de cascada en el primer biofiltro CPT
(1.500 1 y S:v=1 m) y el segundo filtro era con tanques SCT. En el tercer
experimento con tanques SCT de 90 | S:V=2.2 m* realizado de septiembre a
noviembre y con amonio procedente de efluentes de peces se alcanzaron valores
de produccién ain mayores (34.3-54.5 g PS m?d™* ) aunque hay que precisar que
esta experiencia se hizo en cocultivo Jania adhaerens y densidad de algas inicial de
13.3 g/l de ambas especies. Asi la cifra incluye el crecimiento de la otra especie del
cocultivo, Jania adhaerens, aunque Halopithys incurva representaba la parte
mayoritaria. Con el disefio empleado no se puede discriminar la variable de mayor
influencia sobre el crecimiento: volumen de tanques, relaciéon S:V de los tanques,
densidad de algas, periodo del afio y nieles de nitrdgeno pero si se pueden
observar tendencias. En primer lugar parece que a concentraciones de amonio
similares entre el experimento de pulsos con NH,Cl y amonio de efluentes (60-100
mM) la produccion fue practicamente el doble en el caso de cultivo en cascada con
efluentes, asi los efluentes parece que aportan otros elementos que influyen en el
crecimiento, tal y como se demostré en el experimento 3 (concentracién media,
82.14 *+ 42.97 pyM, de N-amonio con minimos de 24.53 pM y maximos de 165.68
uM) y P-fosfato (concentracién media, 23.66 + 11.47 uM, con minimos de 12.72 uM

y maximos de 49.62 uM) proveniente de los efluentes de los tanques de peces),
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excluyendo las diferencias de dosis de radiacién, ya que fueron similares aunque
en el ensayo aplicando pulsos fue en aumento (meses de Febrero-Abril) y en el
ensayo en cascada disminuyendo (meses de Octubre a Diciembre). Con valores
minimos de 4500 Kj m? d™* y méaximos de 8500 Kj m?d™.

La produccion puede también haber aumentado por haber iniciado el cultivo
en el caso del experimento en cascada con una densidad mayor (7g/l) frente a 5g/I
del experimento de pulsos, hay que sefalar que las maximas producciones se
alcanzan en el experimento de cocultivo con densidades iniciales de 13.3 g/l
realizado en periodo del afio similar (septiembre-noviembre) que el del experimento
de cascada (octubre-diciembre) y en este caso el efecto del N se excluye ya que
ambos tenian efluentes de peces. Por otro el efecto tanque sobre la tasa de
produccién se puede excluir basandonos en el experimento de cascada donde no
se encontraron diferencias en la produccién entre el primer biofiltro en tanques CPT
(1.500 L , S:V=1 m™) y tanques SCT (750 L, S:V, 2.4 m™").Se puede concluir que
H.incurva puede cultivarse en tanques con agua de mar con efluentes de peces y
moviéndose libre en el tanque mediante agitacion con aire. Las tasas de
crecimiento en todo caso son menores que otras especies empleados en
biofiltraciéon de efluentes como especies del género Ulva y Gracilaria (Chen y Neori,
1991; Jiménez del Rio et al.,, 1996, Mata y Santos, 2003; Figueroa et al., 2009,
2010) pero esté dentro de los valores medios de produccién de algas crecidas en
efluentes tanto a baja como a alta irradiancia. En las especies rojas Gracilaria
cornea, Hypnea spinella se obtuvieron valores de producciéon entorno a 29.3 y 43.5
gPSm?d™* respectivamente, en condiciones de baja irradiacion. En estas mismas
condiciones, la especie Ulva rigida alcanzé producciones de 37.7 g PSm™?d™ (Datos
Proyecto Depusial y Bifaro).

El cultivo en cascada de Halopithys incurva en relacidon a los valores de
produccién, tasa de crecimiento demostré que el flujo de agua procedente del
primer nivel de la cascada (nivel 1) no produjo ningun tipo de limitacidon en cuanto a
nutrientes, para el crecimiento de los cultivos del nivel 2 (Tabla 3.3.). La mayor tasa
de crecimiento obtenida en este nivel (3.3 % d), fue probablemente resultado de
una mayor eficiencia en la utilizacion de la luz condicionada por el disefio del
tanque de cultivo. Los tanques semicirculares (SCT) empleados para el cultivo en el
2° nivel tienen una mayor relacién superficie volumen que los circulares (CPT), y la
mitad de profundidad que éstos. Estas caracteristicas del tanque permiten que las
algas reciban mas cantidad de luz por unidad de tiempo. En condiciones de

nutrientes no limitantes, como en este caso, el mayor aprovechamiento de la luz
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aumenta la tasa fotosintética y se traduce en un aumento del crecimiento. La
agitacion por burbujeo desde el fondo obliga a las algas a subir a la superficie
donde quedan expuestas a la luz a modo de pulso, y bajar de nuevo al fondo del
tanque quedando en oscuridad por unos segundos antes de ser de nuevo
impulsadas a la superficie. Aunque para densidades de cultivo moderadas, esta
exposicion intermitente a la luz permite una fotosintesis mas eficiente que la
exposicion a luz continua (Bidwell et al., 1985), la profundidad del tanque junto con
la densidad de cultivo, son factores criticos para una dindmica correcta del cultivo
en tanque. La mayor profundidad de los tanques CPT implica una mayor duracion
del periodo de oscuridad durante el movimiento de las algas, reduciendo la
frecuencia de los periodos de exposicién a la luz. Por otro lado hay que tener en
cuenta que a la densidad de cultivo (7 g L™) elegida para el ensayo, en los tanques
SCT hay menos de la mitad de biomasa que en los CPT. Al tener ambos modelos
practicamente la misma superficie, la densidad de cultivo expresada en kg m™
(superficie atil para la captacion de luz), también es menos de la mitad en el modelo
SCT (2.9 kg m™) que en los CPT (7 kg m™). El hecho de tener una mayor densidad
junto con una mayor profundidad del tanque reduce la cantidad de luz que llega a
zonas inferiores de la columna de agua, lo cual provoca una menor tasa de
crecimiento para las algas cultivadas en el nivel 1 entre 0.6 y 1.25 % d™. Sin
embargo, aunque la tasa de crecimiento de plantas individuales sea menor, la
mayor densidad de indculo por unidad de superficie de la que parten los cultivos
permite que las producciones no desciendan. Una ventaja a tener en cuenta en
estas condiciones es que la mayor densidad de cultivo y mayor sombreado reducen
notablemente el crecimiento de epifitos (Ulva rigida) en relacion con el modelo
SCT.

El principal efecto del aumento de la tasa de renovacion de agua es el
incremento en la disponibilidad de amonio suministrado por unidad de tiempo,
variando de 6.4 g N h™a una tasa de renovacion de 8 vol d*a3.2gNh* a4 vol d™.
Si comparamos la produccién de Halopithys incurva cultivada en tanques CPT
frente a la produccién en los SCT, la diferencia no es tan notoria, alcanzando un
maximo de 18.0 gPSm™d'y teniendo en cuenta que el aporte de N-amonio es el
mismo, por el efecto volumen de cada modelo de tanque, se puede deducir que la
morfologia de la especie también juega un papel importante. Las tasas de
crecimiento son mayores para los cultivos en tanques SCT. Estas diferencias

reflejan que la mayor relacién superficie/volumen de este modelo de tanque
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permiten a las algas un aprovechamiento mas efectivo de la luz y por tanto un
incremento del crecimiento diario.

El co-cultivo de Halopithys incurva y Jania adhaerens (experimento 3) en el
sistema de biofiltracion bajo las condiciones ensayadas, irradiacion y aporte de
nutrientes, confirmé la capacidad de adaptacion y respuesta de ambas especies al
crecimiento conjunto sin competencia. Los mejores resultados de produccion se
obtuvieron en condiciones de alta irradiacion (PAR+UVR) con y sin aporte de
nutrientes, obteniéndose en estas Ultimas condiciones, valores de produccién
cercanos a 54.5 + 22.2 g PS m? d*. La produccién en condiciones de baja
irradiacién fue significativamente inferior, resultado que corrobora la importancia
que juega la luz en el cultivo de macroalgas, sefialado con anterioridad (Lobban y
Harrison, 1997; Lining, 1990) junto con la temperatura. Aunque en nuestros
experimentos, este Ultimo parametro (temperatura) no es determinante debido a
sus estrechas variaciones, de 19 a 24 ° C, uno de los primeros trabajos al respecto,
mostrd una relacion positiva entre la tasa de crecimiento y la temperatura en cultivo
en tanques de Gracilaria tenuistipitata (Haglund y Pedersen, 1993).La capacidad de
H.incurva para sostener el crecimiento quedo reflejada en la tasa de crecimiento
experimentada a lo largo de las 6 semanas de duracién del ensayo. Una vez mas,
las mayores tasas de crecimiento se relacionan de forma directa con la cantidad de
luz (PAR+UVR) que reciben los cultivos. H.incurva present6 tasas de crecimiento
3.6 % d™* (con aporte de nutrientes) y 3.2 % d™* (sin aporte de nutrientes).

En el experimento 3 (cocutivo) realizado de septiembre a noviembre se
puede conocer el efecto de la dosis de radiacion y de la radiacion UV ya que se
cultivaron algas bajo plastico dentro de un invernadero (80% transmision de PAR,
10% de UVA y 0% de UVB) vy en el exterior sin filtrar la radiacion solar (100% de
transmision de PAR+UVA+UVB).La produccion o rendimiento de biomasa asi como
las tasas de crecimiento fueron mayor en el exterior que dentro del invernadero
(Tabla 3.5). Asi no se ha producido ningin negativo de la radiacién UV sobre el
crecimiento. No es de extrafiar ya que por un lado el experimento se hizo en un
periodo del afio con decrecimiento de las dosis de radiacion UV (Figura 3.7.) y la
densidad de algas en el tanque es alta (13.3 g/l) por lo que el efecto de
autosombreado sobre la atenuacién de la radiacion UV se espera que sea elevada .
La radiacién UV desaparece en la primera capa (10 cm) de acuerdo a medidas
realizadas en tanques similares (Figueroa et al., 2006) aunque con otras especies
(Gracilaria cornea y Falkenbergia rufolanosa (tetraesporofito de Asparagopsis

armata)
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Asi el crecimiento de H.incurva en el periodo de septiembre a noviembre fue
mayor en algas expuestas a toda la radiacién. La disminucion de la dosis de
radiacion PAR probablemente sea la responsable de la citada de la produccién en
algas crecidas dentro del invernadero ya que la radiacién UV apenas penetra en la
columna de agua por la elevada densidad de algas. Aguirre von Wobesser et al.
(2000) y Cabello Pasini et al. (2000) encontraron que la radiacion UV reduce la
produccién fotosintética en Macrocystis pyrifera (Phaeophyte), Chondrus crispus
(Rhodophyta) and Ulva lactuca (Chlorophyta) crecidas en tanques pero a
densidades mucho mas bajas de las empleadas en este estudio (< 1g/l frente 5-13
g/l ) y en tanques con un relacion S:V también mucho mas alta (8 m™frente a 1-2.4
m™ ), de esta manera el efecto de autosombreado es mucho menor y la radiacion
UV incide mas sobre la biomasa de algas y alcanza profundidades mayores en el
tanque.

En algas crecidas con aporte de amonio procedente de efluentes de peces
no hay diferencias en el rendimiento maximo en algas crecidas dentro o fuera del
invernadero. Sin embargo la radiacion UV si que disminuye la produccién en algas
crecidas en agua de mar (sin enriquecimiento de nitrégeno). Este resultado coincide
con lo observado con otras especies (Figueroa et al., 2008, 2009, 2010). Segun los
datos publicados por Figueroa et al. (2006), cabria esperar que la radiacion UV
afectara negativamente no solo al rendimiento fotosintético sino también a la
acumulacion de sustancias nitrogenadas. No obstante, lo resultados del presente
estudio muestran lo contrario: el rendimiento fotosintético es significativamente
superior en las algas que son sometidas a radiacion PAR+UV que en aquéllas que
s6lo reciben PAR. La fluorescencia de clorofila demostr6 ser una herramienta
poderosa para detectar situaciones de estrés en cultivos integrados de algas
marinas con efluentes (Figueroa et al. 2006). En particular, el rendimiento cuantico
Optimo de las algas puede ser supervisado como una alerta temprana del estrés
fisiologico de los cultivos. Se ha propuesto que el nitrégeno se moviliza hacia
sustancias fotoprotectoras con actividad antioxidante como los aminoéacidos tipo

micopsorina (Korbee et al., 2004, Huovinen et al., 2006).
Biofiltracién: NUE y NUR
Las mayores eficiencias de eliminacion de amonio (NUE) se obtuvieron en

el primer nivel del sistema en cascada siendo este valor de 45.9 %. Esto se explica

porque al ser menor la tasa de renovacion en este tanque, aumenta el tiempo de
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residencia del agua, lo que facilita el consumo de un mayor % de NH,".Por el
contrario la NUE se reduce en el 2° nivel del BF. Los cultivos de este nivel reciben
una menor concentracion de amonio, y en principio un flujo de agua limitado en
nutrientes de forma general (principalmente nitrogeno y fésforo) al proceder del
1°nivel del BF, sin embargo la mayor tasa de renovaciéon de agua aumenta la
disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de las algas. Es un hecho
ampliamente demostrado que el aumento de la tasa de renovacion produce el
aumento del crecimiento de las algas(Lapointe y Ryther, 1978; Friedlander y Ben-
Amotz, 1991).Los resultados obtenidos para la tasas de consumo de NH," (NUR)
muestran un patron contrario, obteniéndose mayores valores para los cultivos de 2°
nivel del sistema. La relacion inversa que existe entre la NUE y la tasa de
renovacién asi como la directa entre la NUR y la tasas de renovacion han sido
descritas anteriormente en sistemas de cultivo de macroalgas (Jiménez del Rio, et
al., 1994; Mufioz y Varas, 1998; Buschmann et al., 2001; Hernandez et al., 2002
Schuenhoff et al., 2006).

Los resultados del experimento 3 (cocultivo) muestran que H.incurva puede
actuar como un eficiente biofiltrador de los efluentes procedentes del cultivo
intensivo de dorada, con valores de NUE del 100 % a los flujos de NH," ensayados
(4.5 + 2.6 mmoles h™). Al igual que con otras especies de algas rojas ensayadas
durante el proyecto Bifaro, como Gracilaria (Hydropuntia) cornea (Figueroa et al.,
enviado) o Hypnea spinella, se han mostrado eficiencias de biofiltracion de hasta el
90 % (Gil Jérez, 2010) similares a las obtenidas en sistemas integrados
combinados de animales y macroalgas (Chow et al., 2001).

Se ha observado que la tasa de eliminacion es maxima cuando las algas
son cultivadas bajo alta irradiacién (PAR+UVR) consiguiéndose la retirada de 0.44
+ 0.03 g N m? h' de los 2 g N h?* que pasan diariamente por el sistema de
biofiltracion (Tabla 3.6.). Esta tasa de asimilacion de N es superior a la capacidad
de biofiltracién que mostré Gracilaria cornea 0.34 + 0.04 g N m? h* dentro de los
mismos experimentos y a la lograda con el cultivo de Gracilaria bursa pastoris 0.14
g N m?h™ (Matos et al., 2006).

C:N y compuestos internos
El aporte de pulsos de NH;" (experimento) incrementé el contenido interno

de N afectando a las relaciones C:N que mostraron una disminucion al igual que
los valores en el contenido interno de N. La disminucién de C:N se debié al
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incremento del contenido en N ya que el contenido C no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos de N a excepcion de las algas que recibieron
pulsos de NH, de 60 pM. Se deduce que en los tanques de cultivo siempre tienen
carbono disponible, mientras el N esta sujeto al aporte externo. Un incremento en 5
veces de la concentracion de amonio (de 20 a 100 pM) incremento 2 veces en el
contenido interno de nitrdgeno indicando una movilizacién importante del nitrégeno
disponible en la biomasa. En el experimento 3 (cocultivo) se observa especialmente
a las 4 semanas de cultivo que las algas crecidas en efluentes presentan un
contenido interno de N mayor que las algas crecidas en agua de mar. No se
observa efecto de la radiacién UV sobre el contenido interno de nitrégeno a los 28 d
de cultivo pero en cultivos en agua de mar (control) el contenido en N interno fue
ligeramente mayor en presencia de radiacion UV. La transferencia de las algas
crecidas en efluentes agua de mar (dia 28 a dia 42) produjo caida en el nitrégeno
interno solo en el algas crecidas dentro del invernadero sin radiacion UV. En
cambio en algas crecidas en el exterior, la transferencia a agua de mar produjo al
contrario de los esperado un incremento del N interno pero lo mismo ocurre del dia
28 al 42 en algas crecidas de forma continuada en agua de mar tanto dentro como
fuera. Estos datos parecen indicar que ha habido en este tiempo en los tanques
alguna entrada de nitrdgeno no controlada responsable del aumento del N interno.

Este N se moviliza hacia estructuras celulares que demanda el crecimiento
pero también se acumula en compuestos nitrogenados como es el caso de
biliproteinas (Fig. 3.12). La concentracion de ficoeritrina es mas alta en algas
crecidas en efluentes especialmente en algas crecidas dentro del invernadero. En
algas crecidas al exterior, el nitrdgeno de los efluentes no se movilizé tanto hacia la
ficoeritrina o la radiacion UV produjo un efecto negativo sobre la acumulacién de
ficoertina como han descrito otros autores en algas crecidas en el medio natural
(Figueroa et al., 1997; Flores-Moya et al., 1998) o en el laboratorio con el uso de
lamparas artificiales (Aguilera et al., 1999).

La concentracién de ficobiliproteinas también es mayor en las algas cultivadas
en presencia de UV, puede ser indicativo de que esta radiacion estimula la
movilizaciéon del N disponible en el medio hacia la sintesis de compuestos
nitrogenados con capacidad fotoprotectora (MAAs) y pigmentos (ficobiliproteinas y
clorofilas). La acumulacién de MAAs puede ser inducida por la radiaciéon UV o la luz
azul de forma directa, no viéndose ésta afectada por la luz roja ni verde (Franklin et

al., 2001; Korbee et al.,, 2005). Esto sugiere la existencia de fotorreceptores
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especificos asociados a la sintesis de MAAs(Shick y Dunlap, 2002). Se ha
observado que la luz azul estimula el metabolismo del N mediante la acumulacion
de clorofilas y ficobiliproteinas (Lopez-Figueroa y Niell, 1991) y la luz roja el
metabolismo del C y el crecimiento (Figueroa et al., 1995). Ademas, la acumulacion
de compuestos nitrogenados bajo luz azul esté relacionada con la estimulacién de
la incorporacion de NO3™ (Figueroa, 1996) . Por ello, no se descarta la existencia de
una estimulacion indirecta de la radiacion UV sobre la acumulacion de MAAs a
través de fotorreceptores asociados a mecanismos de incorporacién de N. De esta
forma, al producirse una mayor sintesis de MAAs en presencia de NH;" en el medio,
las algas cultivadas en estas condiciones tienen una mayor capacidad de
fotoprotegerse ante esta radiacion y esto les permite aumentar el rendimiento
fotosintético. Los cultivos de H incurva sin aporte de nutrientes muestran un
rendimiento fotosintético (Fv/Fm) inferior. No obstante, se han descrito resultados
en los que la exposicion a radiacion UV o PAR no supone la induccién de la
acumulacion de MAAs (Groniger et al.,, 1999) u otros en los que los MAAs no
proveen de una proteccién completa frente a los efectos del UV (Garcia-Pichel et al.
1993, Neale et al. 1998, Franklin et al. 1999, Yakovleva y Titlyanov 2001).Por otra
parte, las algas cultivadas en los efluentes de piscifactoria poseen un mayor
rendimiento fotosintético que las cultivadas en agua de mar, siendo éste mayor
tanto en los casos de exposicion a PAR+UV como en los de exposicion solo a PAR.
Esta relacién entre el aporte de NH," y el rendimiento fotosintético ya ha sido
previamente estudiada por Korbee et al. (2005, 2006) en distintas especies de
Porphyra observandose una menor caida del rendimiento fotosintético en las algas
cultivadas con alta concentracién de NH,".

La relacién C :N es ampliamente utilizado para evaluar la fisiologica estado de
las macroalgas (Atkinson y Snlith 1983, Hanisak 1990, Duarte 1992, Vergara et al.
1993). Los contenidos en N interno en el experimento 1 (pulsos de amonio)
oscilaron de 1.58-3.2% y en el experimento de cocultivo con amonio suministrado
con efluentes de peces 2.3-3.1% en algas crecidas dentro del invernadero y de
2.6-3.5% en algas cecidas en el exterior sin filtrar la radiacion solar. Estos valores
se encuentra en los valores mas altos encontrados entre macroalgas del medio
natural (3.2-4.2%) y proximos a los observados en algas crecidas en efluentes de
piscifactorias por Figueroa et al. (2009) en Ulva lactuca (2.5-4.1%) y por Figueroa
et al. (2010) Gracilaria conferta (4.5-5.5%). Como los niveles de C no varia tanto en
experimentol (pulsos) como en el experimento 3 (co-cultivo) , las variaciones en

C:N son debidas a los cambios en el contenido en N interno. Los valores de C:N en
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algas crecidas en medios ricos en amonio rinden valores de C:N que oscilan de 9 a
18 en el experimento 1 y de 9 a 12 en el experimento 3 , lo que corresponde de
acuerdo al estudio de Duarte (1992) a macroalgas con un buen estado nutritivo y
por tanto con reservas para poder emplear este nitrdgeno en situaciones de
deficiencia de nitrégeno. En el caso del crecimiento en tanques con aporte
continuado de nitrdgeno, el alga no necesita utilizar las reservas ya que la
disponibilidad es siempre alta pero puede ser muy Util si se quiere mantener la tasa
de crecimiento o no reducir demasiado cuando se corta la fuente de nitrogeno con
el fin de obtener productos del metabolismo del C (polisacéaridos) o lipidico (Lobban
et al., 1985). Las algas con altos niveles de N interno gracias al cultivo en efluentes
de piscifactorias son unas excelentes candidatas para el repoblamiento de zonas
degradadas (restauracién ambiental) o para la biofiltracion del exceso de nutrientes
en las jaulas flotantes con peces en areas costeras. Estas algas con alto contenido
interno de N sufriran menos el estrés de la transferencia al medio natural con mas
radiacion fotosintética y UV que bajo las condiciones controladas de cultivo en
tanques ya que entre los compuestos nitrogenados se encuentran fotoprotectores y
sustancias antioxidantes (Figueroa et al., 2009,2010). El uso de las algas para la
biofiltracién y bioextraccion del nitrogeno disuelto en el medio costero préximo a
jaulas de peces (salmén) ha sido empleado ya con éxito en Chile con Gracilaria

chilensis o en Canadéa con Laminaria saccharina (Neori et al., 2004, 2007).

Actividad antioxidante

Los resultados presentados en este estudio demuestran que H. incurva
cultivada bajo diferentes condiciones de aporte de nutrientes e irradiacion solar,
posee actividad antioxidante frente a los radicales libores DPPH y ABTSe+. En
cambio, sus extractos hidroalcohdlicos no inhibe la oxidacion del acido linoleico ni
presentan capacidad atrapadora del anién superéxido. Mostrando asi un
comportamiento diferente en los cuatro ensayos in vitro, probablemente debido a
los diferentes mecanismos involucrados en los pasos del proceso de oxidaciéon. La
capacidad de los extractos de H.incurva para reducir el radical DPPH mediante la
donacion de un atomo de hidrégeno o electrones ha sido entre aproximadamente 2
y 22 veces mas débil que el acido ascérbico y el propil galato. La concentracion
EC50 (también llamado indice de oxidacién) del extracto de H. incurva fue de
aproximadamente 97.5 y 94 veces mayor que la requerida para el 4cido ascorbico y

propil galato, respectivamente. El valor mas bajo(2.42 + 0.01 mg ml™) correspondi6
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a la biomasa de H.incurva obtenida tras cuatro semanas en cultivo bajo radiacion
PAR y aporte de N-amonio. Los resultados de EC50 en algas rojas mas relevantes
han sido descritas en dos especies pertenecientes al Orden Ceramiales,
Brongniartella byssoides (0.14 + 0.01 mg ml™*) y Polysiphonia lanosa (2.71 + 0.01
mg ml') y una especie perteneciente al orden Gigartinales, Furcellaria
fastigiata(1.39+ 0.04 mg ml™) (Zubia et al., 2010).Se encontraron diferencias en el
comportamiento de los compuestos antioxidantes en el ensayo DPPH vy
ABTSe+siendo los porcentajes de inhibicion inferiores en este ultimo. Aunque en
ambos métodos el extracto mas activo fue el de H.incurva obtenida tras cuatro
semanas en cultivo bajo radiacion PAR y aporte de N-amonio (Ver tabla 3.9,3.10).
Estas diferencias se han descrito que estan relacionado con la estequiometria de la
reaccién del nimero de electrones disponibles para inactivar los radicales libres
(Koleva et al., 2002). La reaccion de compuestos antioxidante presentes en el
extracto H.incurva utilizado en el presente estudio, puede que presente un
mecanismo de reaccibn mas complejos que implique una o mas reacciones
secundarias en la extincion del DPPH asi como en el radical libre ABTSe+ (Koleva
et al., 2002).En la literatura se encuentra ampliamente referenciada la necesidad de
utilizar mas de un método cuando se evalla la capacidad antioxidante de extractos
vegetales en profundidad, debido a que los antioxidantes pueden actuar por
mecanismos diferentes dependiendo del sistema de reaccion o la fuente radicalaria
(Sacchetti et al., 2005).Los métodos DPPH y ABTSe+ son de los mas aplicados
para determinar la capacidad de un antioxidante para captar radicales libres, al
considerarse metodos de elevada sensibilidad, rapidos y muy estables (Arnao et al.,
2000). Ambos ensayos reflejan la habilidad que posee un antioxidante de donar
protones en un medio fisiologico pH 7.5 0 en un medio metandlico. La desventaja
mas relevante entre ambos métodos es el tiempo de medida necesario para realizar
las medidas de DPPH (60 minutos) en comparacién con el método ABTSe+ (1

minuto).

El ensayo de DPPH ha sido utilizado por muchos investigadores para
evaluar la libre actividad de los radicales del barrido de las moléculas antioxidantes
y extractos de algas a pesar del hecho de que este cromdgeno no solubiliza
facilmente; aunque, si genera soluciones fuertemente coloreadas con metanol y
etanol como disolventes (Blois, 1958; Matsukawa et al, 1997; Yan et al, 1999; Yan
et al, 1998; Pellegrini et al , 1999) ademas es un método rapido, reproducible e
independiente de la polaridad de las muestras. El ensayo del ABTS se basa en la

inhibicion por los antioxidantes del radical catidnico verde-azulado ABTS-+. Para el
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desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias: inhibicién y decoloracion.
En la primera los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del radical
ABTS:+ y lo que se determina es la inhibicion de la formacién del radical, que se
traduce en un retraso en la aparicion de la coloracién verde-azulada. En la segunda
estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS:-+ se ha formado y se
determina entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del
radical, es decir la decoloracion de éste (Sanchez-Moreno, 2002). En nuestro
trabajo hemos aplicado el método original descrito por Miller et al. (1993) que
emplea metamioglobina y peroxido de hidrégeno (H,O,) para generar
ferrilmioglobina, la cual reacciona con el ABTS para generar el radical ABTS-+ .La
muestra a analizar se afiade antes de la formacioén del ABTS-+ por lo que se trata
de un ensayo de inhibicion. Este orden de adicion de los reactivos ha hecho que el
método sea criticado, ya que posibles interferencias de los antioxidantes con el
sistema de generacion de radicales puede llevar a una estimacion de los valores de
actividad antioxidante por debajo de los reales (Prior et al., 2005).Este método
espectrofotométrico es valido para el estudio de antioxidantes hidrofilicos, lipofilicos
0 sanguineos, compuestos puros y extractos alimentarios (Sanchez-Moreno, 2002).

Los resultados obtenidos con el método decoloracién de betacaroteno y
secuestro del anién superdoxido han sido negativos, poco reproducibles y en
algunos casos incoherentes. El ensayo de peroxidacion lipidica en el sistema
micelar metil linoleato/B-caroteno es mas complejo, porque mide tres propiedades
antioxidantes de la muestra (Rosas et al., 1999). Dos de las propiedades se pueden
explicar basados en el mecanismo general de la oxidacion de acidos grasos. En el
mecanismo, el antioxidante puede atrapar radicales peroxilos en la etapa de
propagacion inhibiendo la continuacion de la reaccion en cadena. El antioxidante
también puede tener la propiedad de inhibir la etapa de iniciacion extinguiendo el
oxigeno singlete (*O,), retardando asi la oxidacion del metil linoleato. La tercera
propiedad antioxidante que mide el método en el sistema micelar metil linoleato/(3-
caroteno, esta dirigida al caracter lipofilico-hidrofilico de la molécula a evaluar, de
manera que la ubicacién del compuesto en la micela podria permitir la interaccion
mas frecuente con posibles especies radicalarias que se formen durante la
oxidacion del acido graso. Un posible mecanismo para la decoloracion del B -
caroteno en el sistema emulsionado, se asume que es debido al ataque del radical
peréxido proveniente del metil linoleato oxidado (Frankel, 1991).Los extractos
hidroalcohélicos de H. incurva mostraron escasa capacidad antioxidante a nivel de

inhibicion de peroxidacion lipidica (Figura 3.15.) presentando un comportamiento
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similar al control la oxidacion del betacaroteno se completé a los 15min de
comenzar la reaccién. En cambio en los resultados del control positivo, vitamina E
(a concentraciones de 1uM, 10uM) se encontraron diferencias significativas,
exhibiendo inhibicién en la decoloracién del betacaroteno. Para interpretar estos
resultados en el Capitulo Il, se ha detectado una correlacion positiva entre la
actividad antioxidante de H. incurva y el contenido en fenoles totales. Las
propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos se ha demostrado que
dependen de la solubilidad del compuesto (Frankel et al., 1993). Segun Porter et al.
(1997) los antioxidantes hidrofobicos inhiben la oxidacion de lipidos en la fase de
emulsiones. En las emulsiones de lipidos, los fenoles son generalmente
equilibrados en el agua, emulsionante (Tween 20). Es posible que los compuestos
fendlicos presentes en los extractos de H.incurva no han logrado este equilibrio,
mientras que la vitamina E han permanecido principalmente en la fase lipidica del
sistema, lo que justifica la baja actividad antioxidante mostrada por estos extractos.
Recientemente, De la Coba et al. (2009) presenta que extractos purificados que
contienen distintas micosporinas (porphyra 334, shinorine, palythine y asterina 330)
presentan actividad antioxidante a nivel de inhibicion de la peroxidacién lipidica

siendo estos dos Ultimos los que ofrecen mejores resultados.

Por dltimo, la capacidad de los extractos H. incurva de interactuar con el
radical anién superéxido (O,.-) fue contrariamente a lo esperado prooxidante. Los
ensayos para la medida de la capacidad desactivadora de O,.-, se basan
habitualmente en la inhibicibn de la reduccion de un compuesto coloreado
(normalmente una sal de tetrazolio, como el NBT) por el radical superéxido. En la
medida en la que la concentracién de compuestos antioxidantes en los medios de
reaccion aumenta, se produce una disminucion de la cantidad de aceptor reducido
y, por lo tanto, la reduccién de color observada sera menor. La cuantificacion de
estas variaciones de absorbancia a las longitudes de onda alas que absorben los
cromoforos utilizados dara una indicacion de la capacidada trapadora de O,.-de la
muestra ensayada. Este radical, puede iniciar entre otros, procesosde oxidacion de
lipidos de forma indirecta a través de la formacion de radicales hidroxilo en
presencia de metales de transicion contribuyendo al proceso patolégico demuchas
enfermedades. Mediante este método, trabajos previos han indicado una fuerte
actividad en varias especies de algas pardas (Siriwardhana et al., 2003.;Kim et al.,
2005; Kuda et al., 2005; Zubia et al., 2007). En este sentido, Robak y Gryglewski,
1988 demostraron que los compuestos fendlicos son eficaces principalmente a

través de la compactacion de los aniones superoxido. Trabajos posteriores
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presentaron actividades de captacion de radicales aniones muy bajos (<5%) para
diversos extractos de Rhodophyta (Kim et al., 2005). En este estudio, los extractos
de H. incurva inducen la produccion de superoxido anién radical en lugar de la
inhibicion de la misma. La actividad prooxidante de los extractos no se podria
explicar hasta no identificar los compuestos antioxidantes presentes en los
extractos. Sin embargo, estd documentado que algunos antioxidantes, como el
acido ascorbico o a-tocoferol, puede actuar como pro-oxidantes, dependiendo de la
dosis y condiciones experimentales (Zhang y Omaye 2001).En conclusion, este
estudio permiti6 establecer la actividad antioxidante de H.incurva mediante
ensayosviables, sencillos y reproduciblespara detectar los antioxidantes a partir de

extractos crudos de algas.

Para concluir, lo observado en los ensayos antioxidantes in vitro, no implica
que las actividades de los extractos de H.incurva podrian ejercer efectos
protectores también en vivo, hecho invita a futuras investigaciones a cerca del
comportamiento de los compuestos implicados en la actividad de esta especie en

modelos experimentales in vivo.
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4.1. INTRODUCCION

Las sustancias con actividad antioxidante pueden ser de distinta naturaleza, tal y
como se ha descrito en la introduccibn general son numerosos los trabajos
cientificos que sefialan a los polifenoles, micosporinas y polisacaridos como
compuestos con poder antioxidante (Aruoma et al.,2003; Qi et al., 2005; De la Coba
et al.,2009).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos son sustancias
gue poseen un anillo aromatico y un anillo benceno con uno 0 MAas grupos
hidroxilados incluyendo derivados funcionales, como podrian ser ésteres,
glucésidos, entre otros (Tsimidou,1998). La naturaleza de estos compuestos varia
desde moléculas simples, como acidos fendlicos, hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Los polifenoles se encuentran en las plantas en
forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos,
aunque en algunos caso se pueden producir uniones directas entre una molécula
de azucar y un carbono aromatico. Por ello, la forma mas comun de encontrarlos en
la naturaleza es en forma de glucésidos siendo solubles en agua y solventes
organicos (Shahidi et al., 1995). Los azUcares asociados a los polifenoles pueden
ser monosacaridos, disacaridos incluso oligosacéaridos. Los compuestos a los que
se encuentran unidos generalmente son glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y
acidos glucuronico y galacturénico. También pueden encontrarse unidos a 4cidos
carboxilicos, acidos orgénicos, aminas, lipidos y otros compuestos fendlicos
(Bravo, 1998).

Estos compuestos son en su mayoria potentes antioxidantes debido a su
estructura quimica, ya que son excelentes donadores de protones o electrones
(Kinsella, 1993). Ademas, su capacidad de guelar metales, especialmente cobre y
hierro, los hace actuar indirectamente como antioxidantes ya que inhiben la accién
de los metales como catalizadores en la formacion de radicales libres (Conner et
al.,1996). Hasta el momento, las algas pertenecientes al phylum Phaeophyta han
destacado por contener los niveles mas altos de fenoles entre las algas,
principalmente florotaninos, es decir polimeros de floroglucionol (1,3,5-
trinidroxibenceno) de un peso molecular de hasta unos 650 KDa. La actividad
antioxidante de los polifenoles de las algas parece depender de su estructura y
sobre todo del grado de polimerizacion de floroglucinol; los florotaninos mas
pequefios han mostrado ser mas activos en general que los compuestos

polimerizados (Nakamura et al., 1996). Estos compuestos, desempefian un papel
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importante en la proteccion del talo contra herbivoros (Geiselman y McConell, 1981;
Pavia y Toth, 2000), patégenos (Ragan y Glombitza, 1986) y epifitos (Jennings y
Steinberg, 1997). Pero ademas, estdn implicados en los mecanismos de
fotoproteccion y son especialmente eficaces en la lucha contra los efectos
citotoxicos de la radiacion UV (Pavia et al., 1997; Abdala et al., 2006).

Las estructuras de los polifenoles aisladas de varias especies de algas
pardas, se han caracterizado como el esqueleto dibenzo-1,4-dioxina (Shin et
al.,2006). Las estructuras de estos compuestos estan constituidas por unidades
floroglucinol ligadas por enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno. Ejemplos de
ellos son el fucofurecktol, obtenido de Eisenia arborea (Haslam, 1998), eckol, 8.8-
bieckol, 8,4 -dieckol y florofucofuroeckol A, aislados de Ecklonia cava (Ahn et al.,
2004). Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se determinan diversos
aspectos quimicos de polifenoles extraidos de Stypocaulon scoparium, como son la
variacion del rendimiento segun la polaridad del solvente asi como la deteccion e
identificacién de varios polifenoles apuntando como compuesto mayoritario el 4cido
galico (Lopez et al., 2011).

El estudio y cuantificacién de fenoles en algas verdes y algas rojas también
ha sido abordado aunque en menor grado (Santo Raymundo et al., 2004; Zubia et
al., 2007), asi como la identificacién de los mismos. Entre este tipo de fenoles se
encuentran la trihidroxicumarina, identificada en la macroalga verde Dasycladus
vernicularis (Pérez-Rodriguez et al., 1998; Pérez-Rodriguez et al., 2001; Pérez-
Rodriguez et al., 2003) y excretada al medio en situacion de estrés (alta irradiancia
solar, incremento de radiacion UV, aumento de temperatura o bajada de la
salinidad ).

Han y Han (2005) reportan que el alga verde Ulva pertusa Kjellman
acumula sustancias con alta absorcion en la banda de UV con su maximo a 294
nm en respuesta al incremento de la dosis de radiacién UV-B. El espectro de accién
policromético de sintesis de estos compuestos muestra un pico principal a 292 nmy
otro mas pequefio a 311.5 nm, no habiendo induccién significativa por encima de
354.5 nm, lo que llevé a Han y Han (2005) a sugerir que la naturaleza de esta
sustancia era del tipo fendlica. Ademas, encontraron una relacién positiva entre la
cantidad de sustancia y actividad antioxidante de acuerdo al ensayo o,a-diphenyl-
B-picrylhydrazyl.

En algas rojas, sin embargo no se han encontrado trabajos en los que se

ahonde en la estructura de fenoles y su relacién con la actividad antioxidante. Se
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han descrito los bromofenoles pero a los que hasta el momento no se les ha
atribuido capacidad antioxidante. Estas moléculas han sido descritas en géneros
pertenecientes a la familia Ceramiales, concretamente en los géneros Ceramium,
Halopithys, Laurencia, Odonthalia y Polysiphonia entre otros (Tabla 4.1.) (Carvalho
etal., 2004).

Tabla 4.1.Fenoles, terpenos, digeneaside y florodésidos identificados en algas rojas de la
familia Ceramiales, siendo F (fenoles), T (terpenos), D (Digeneaside) y F (Florodosidos).

Metabolitos Material de
Género secundarios reserva Referencia
F T D F

Bouveng et al., 1955; Pedersen etal.,
Ceramium X X 1974,
Zubia et al., 2009

Chondria X X Barrow et al., 1995

Halopithys X X Lamure, 1944; Combaut et al.,1978
. Erickson, 1983; Barrow et al.,

Laurencia X X X

1995; Zubia et al., 2007

Craigie, 1974; Kurihara et al.,

Odonthalia X X 1999
Osmundea X X X Rahman et al., 1988; Barrow et
al.,1995; Sabina y Aliya 2009
Lamure, 1944; Fenical, 1975; Zubia et
Polysiphonia X X al., 2009
Rhodomela X X Whyte, 1970; Fenical, 1975
Vidalia X X Carvalho, 2000

Otras sustancias que han captado creciente interés en el campo de los
antioxidantes son los aminodacidos tipo micosporina (Micosporine-like Amino Acids,
MAAs de sus siglas en inglés). Se trata de compuestos nitrogenados solubles en
agua, de bajo peso molecular y maximo de absorcién en la region del UV (310-360
nm) (Cockell y Knowland, 1999; Shick y Dunlap, 2002). Por su composicién quimica
se les considera derivados imino-carbonil del cromo6foro de ciclohexenona de las
micosporinas. El anillo se encuentra conjugado con sustituyentes nitrogenados
(amino), aminoacidos o sus amino-alcoholes correspondientes. Los MAAs se
sintetizan a través de la ruta del &cido shikimico, relacionada con la fotosintesis

(Bentley, 1990). Esto no implica que la regulacion de la sintesis de MAAs esté
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directamente acoplada a la asimilacion de carbono con la fotosintesis ya que
existen otras variables ambientales que pueden modular la sintesis de estos
compuestos. La acumulacién de uno u otro tipo de MAA se ha descrito como
dependiente de la calidad de la luz incidente y también de la especie (Karsten et al.,
1998; Franklin et al., 1999). En macroalgas pertenecientes al phylum Rhodophyta,
se han detectado altas concentraciones intracelulares de MAAs mientras que en
algas verdes y pardas no se han determinado o solo estan presentes trazas
(Karentz, 1994; Karsten et al., 1998; Hoyer et al.,2001; Korbee et al., 2006). Los
MAAs actuan como filtros pasivos disipando térmicamente la energia UV absorbida
sin dar lugar a productos intermedios toxicos (Conde et al., 2000, 2004). Junto a la
radiaciébn solar, otros factores ambientales como salinidad, temperatura o
disponibilidad de nutrientes pueden influir en la acumulacion de MAAs
(Bandanarayake, 1998; Dunlap y Shick 1998, Karsten y Wiencke 1999; Korbee et
al., 2004; Huovinen et al., 2006). Se ha observado un incremento de la
concentracion de MAAs en especies del género Porphyra y Grateloupia cultivadas
en medios con alta disponibilidad de N (Korbee et al., 2004, 2005; Huovinen et al.,
2006), siendo este incremento mas acusado en los casos en que el alga estaba
sometida a radiacién UV. Recientemente se ha demostrado que los MAAs asterina-
330 y palythine presentaron una alta actividad antioxidante en el ensayo de
inhibicion de la peroxidacion lipidica mientras que porphyra-334 y shinorine tuvieron
actividad moderada (De la Coba et al., 2009). Por otro lado porphyra-334
presentaba una alta actividad antioxidante en solvente acuoso (ensayo ABTS),
estos resultado han dado lugar a la publicacion de varias patentes sobre la
aplicacion de MAAs como antioxidantes frente al estrés oxidativo provocado por
diversas enfermedades (De la Coba et al., 2005-2007). Es mas, otros autores han
publicado una patente en la que se apunta a que, gracias a la capacidad
antioxidante de los MAAs, se podrian emplear como cosmético contra el
envejecimiento prematuro de la piel (Schmid et al., 2004).

En la dltima década los trabajos dirigidos al estudio de antioxidantes en
algas, han apuntado a los polisacaridos sulfatados (PS) también como sustancias
con un alto poder antioxidante. El conocimiento de la naturaleza de los
polisacaridos y de sus fracciones, permite establecer relaciones entre su estructura,
cantidad y posicién de los grupos funcionales asi como las propiedades biolégicas
tal y como muestran los numerosos trabajos publicados al respecto (Rochas et al.;
1986; Duarte et al., 2004; Lu et al., 2008). Ademas de los polisacéaridos de reserva

como el almidén, las algas marinas sintetizan polisacaridos estructurales presentes
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en su pared celular en cantidades variables, conformados por diferentes
monosacéridos, algunos con grupos sulfatos y algunos de ellos con diversas
propiedades biolégicas constituyendo un recurso renovable de importancia
(Rupérez et al., 2002; Toida et al., 2003; Wang et al., 2009). Los PS comprenden
un grupo de macromoléculas, constituidos por polimeros que contienen en su
estructura una cantidad de grupos sulfatos esterificados con los azucares
(Shanmugam y Mody, 2000; Giroldoy Viera, 2002). Su estructura primaria varia en
composicion y secuencia monomeérica, peso molecular, configuracion anomeérica,
posicion del enlace glucosidico y densidad de cargas. En las macroalgas, estas
variaciones estructurales dependen del tipo de alga que los produce y de la manera
en que ellas responden al medio ambiente (Yalpani, 1988). El contenido de
polisacaridos es modulable por radiacion y disponibilidad de nutrientes, asi bajo
limitacion de nitr6geno (efecto Neish) y bajo radiacion roja el metabolismo es
dirigido hacia la acumulacion de polisacaridos, mientras que en condiciones ricas
de nitrégeno y bajo radiacién enriquecida en luz azul, se acumula el nitrdgeno en
compuestos de reserva facilmente movilizables como en el caso de Porphyra
leucosticta (Figueroa et al. 1995, 1997 ) o Gelidium sesquipedale (Carmona et al.,
1996). También éste esto ocurre en el orden Gigartinales, donde se han descrito
variaciones respecto al rendimiento y calidad del carragenato asociados a cambios
estacionales (irradiacion, disponibilidad de nutrientes, temperatura) ademas del
ciclo de vida y diferentes zonas de localizacion (Dawes et al., 1977a; Doty y Santos,
1978; Craigie, 1990). La diversidad estructural de los PS explica su amplio rango de
propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas, algunas de las cuales han encontrado
uso en multiples aplicaciones frente a los polisacaridos no sulfatados tales como
anticoagulantes, inmunoestimuladores y antioxidantes entre otros (Shanmugam y
Mody, 2000; Xue et al., 2001, Pereiraet al., 2002). Estudios previos han sefialado
gue la composicion, estructura primaria, la conformacion, solubilidad intrinseca, la
viscosidad, y el peso molecular de los polisacaridos tienen gran influencia en la
actividad biologica de éstos (Chen y Wang, 1997). En este ultimo sentido, se ha
descrito que polisacaridos de bajo peso molecular extraidos de Chondrus ocellatus,
eran mas eficaces sobre las actividades de la inhibicién de tumores que los de alto
peso molecular (Zhou et al., 2004). También se ha informado que los efectos
anticoagulantes de los fucanos dependen de su grado de sulfatacion y de el peso
molecular (Ferial et al., 2000). Se ha demostrado que los polisacéridos sulfatados
del alga parda Fucus vesiculosus presentan actividad antioxidante (Rupérez et al.,

2002) al igual que polisacéridos sulfatados de Laminaria japonica y Ecklonia
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jurome Okam también sefialados como secuestradores de radicales libres (Hu et
al., 2001). Los polisacaridos mas activos con actividad antioxidante hasta el
momento han sido aislados a partir de algas pardas y verdes, aunque existen
ejemplos interesantes en algas rojas como es el caso de Porphyra haitanensis
(Zhanget al., 2003) Porphyridium sp (Tannin-Spitz et al., 2005). Recientemente, se
ha publicado la actividad inmunoestimuladora de polisacaridos &cidos extraidos de
Hypnea spinella y Halopithys incurva (Abdala et al., 2011).

En este capitulo se aborda el estudio de las moléculas identificadas en
Halopithys incurva y si bajo la influencia de las diferentes condiciones de cultivo
fluctia el rendimiento de las sustancias (polifenoles, MAAs y polisacaridos acidos).
Ademas se investigara la estimulacién de la via del carbono en el sistema de
biofiltracién de efluentes con el fin de incrementar la acumulacion de polisacéaridos y

MAAs con potencial biolégicamente activo.
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4.2. OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio planteado en este capitulo se centr6 en determinar
las caracteristicas cualitativas, composicion y estructuras de polifenoles, MAAs y
polisacaridos acidos de la biomasa obtenida en cultivo, ahondado en el Capitulo 3,
de Halopithys incurva (Ceramiales) con posibles propiedades novedosas de
aplicacion, ya sea como antioxidantes o hidrocoloides en la industria alimentaria o
medicinal. La biomasa valorada, procede de cultivos en diferentes condiciones de
irradiancia solar fuera o dentro de un invernadero, asi como aporte de nutrientes.
Los objetivos concretos planteados se detallan a continuacion:
- Determinar el contenido cuantitativo de polifenoles en extractos
hidroalcohdlicos mediante el método Folin Ciocalteu.
- Separacion, identificacion y cuantificacién de los polifenoles presentes en
extractos Halopithys incurva.
- Extraccion, separacion, identificacion y cuantificacion de los MAAs
presentes en extractos de Halopithys incurva.
- Purificaciéon de polisacaridos acidos y determinacion el rendimiento.
- Estudio de las estructuras de los polisacaridos acidos de la biomasa
obtenida bajo diferentes condiciones de cultivo mediante espectros IR que
permitan identificar la estructura y grupos funcionales en dichos

polisacaridos.

HIPOTESIS
El cultivo que presente una mayor tasa fotosintética y alta disponibilidad de
nitrégeno acumulara mas MAAs y fenoles mientras que el cultivo con
limitacion de nitr6geno acumulara principalmente carbohidratos (incluyendo

polisacaridos acidos).

La radiacion UV solar (cultivos fuera del invernadero) induce la acumulacién

de fotoprotectores: MAAs y fenoles.

El extracto acuoso Halopithys incurva posee propiedades antioxidantes que
guardan relacion con su contenido en sustancias potencialmente
antioxidantes como son los polifenoles, amino &cidos tipo micosporina y

polisacéaridos acidos.
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4.3. MATERIAL Y METODOS

4.3.1. Material biolégico y disefio experimental

La especie Halopithys incurva (Hudson) Batters (Ceramiales; Rhodophyta) fue
producida en un cocultivo en tanques dentro de un sistema de biofiltracion. El
periodo experimental tuvo una duracion de seis semanas llevandose a cabo desde
el 30 de septiembre al 13 de noviembre de 2007. Los cultivos se mantuvieron con
aporte en circuito abierto de efluentes procedentes de cultivo intensivo de peces (tal
como se describe en el capitulo 1ll) desde el inicio del experimento hasta el final de
la cuarta semana, momento en el que cesaban dichos aportes y estos tanques eran
mantenidos Unicamente en agua de mar durante las dos Ultimas semanas del
experimento. Durante todo el periodo experimental se mantuvieron cultivos control
con circuito abierto de agua de mar natural (sin aporte de nutrientes).

Estas condiciones experimentales se realizaron simultdneamente bajo dos
condiciones de diferentes de irradiacion: (1) baja irradiacion, para cultivos
mantenidos en el interior de un invernadero que permite el paso del 80% de la
radiacion PAR incidente y bloquea toda la radiacién UV y (2) alta irradiacion
considerada para cultivos mantenidos en exterior (cultivos outdoor) que reciben
100% de irradiacion para ademas de radiacion UV (PAR+UV). La tabla 4.2 muestra

un resumen de las combinaciones de condiciones experimentales.

Tabla 4.2. Condiciones de irradiacion y aporte de nutrientes bajo las que se cultivé la
biomasa estudiada. Sin aporte de nutrientes (sn).

Irradiacion Nutrientes

NH,"-N , PO, -P
sn
NH,-N, PO, -P
sn

PAR (interior)

PAR+UV (exterior)

Los ensayos de cuantificacion y caracterizacion de fenoles se llevaron a
cabo con biomasa liofilizada de Halopithys incurva obtenida tras cuatro semanas de
cultivo, bajo las diferentes condiciones ambientales de irradiacién y aporte de
nutrientes descritas (Tabla 4.2.). Los ensayos de cuantificacion y caracterizacion de
polisacaridos y MAAs se evaluaron en muestras de biomasa liofilizada de
Halopithys incurva cosechada al final de la primera, cuarta y dltima semana del

experimento, es decir, a los 7, 28 y 42 dias del comienzo del mismo, con el fin de
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analizar las variables de estudio consideradas. En la figura 4.1 se representa un
esquema del disefio experimental, indicando los puntos temporales de toma de

muestras.

Figura 4.1. Esquema del disefio experimental mostrando la disposiciéon de los cultivos de
donde se obtuvo la biomasa para los diferentes andlisis de fenoles, polisacaridos acidos y
micosporinas y el cronograma de muestreo. EF: efluente de piscifactoria, SW: agua de mar.

4.3.2. Preparacion de los extractos para el estudio de fenoles

Los extractos de Halopithys incurva liofilizada procedente de diferentes condiciones
de cultivo, se realizaron con el mismo protocolo descrito en el Capitulo 1, con
solventes de distinta polaridad (etanol:agua, metanol y agua destilada). Para la
cuantificacion de fenoles y para los andlisis mediante NRM se emplearon
Unicamente los extractos de etanol:agua (1:1)(v/v), mientras que para los estudios

de caracterizacion mediante HPLC se emplearon los tres tipos de extracto.

Figura 4.4. Imagenes de la formacién de micelios (izquierda), polisacaridos purificados
(centro) y liofilizados (derecha).
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4.3.3. Extraccion, fraccionamiento y purificacién de polisacaridos acidos

Las muestras de Halopithys incurva liofilizadas se sometieron a un proceso de
despigmentacion (eliminacion de clorofilas y ficobiliproteinas) con el fin de obtener
el polisacéarido lo mas blanquecino posible. El protocolo se llevé a cabo tal y como
se descrie en la Figura 4.4. Para la eliminacion de las clorofilas se resuspendieron
10 g de alga seca liofilizada en 150 ml de etanol al 80 % en agitacién sin calor.
Posteriormente se centrifugd a 4500 r.p.m. durante 5 min, desechando el
sobrenadante. Este paso se realiz6 4 veces. Para la eliminacion de las
ficobiliproteinas se parti6 del precipitado obtenido tras la eliminacion de las
clorofilas, al cual, se le afiadi6 150 ml de Buffer fosfato en agitacion sin calor.
Posteriormente se centrifugd a 4500 r.p.m. durante 5 min, obteniéndose un
precipitado. Este paso se realizO 2 veces. El precipitado obtenido tras la
despigmentacion se redisuelve en 250 ml de agua destilada mediante agitacion y
calor. Una vez disueltos se autoclavé a 134°C durante 10 minutos. La muestra

autoclavada se centrifuga a 4.500 r.p.m. durante 15 minutos.

Figura 4.3. Imagenes de la formacion de micelios(izquierda), polisacaridos purificados
(centro) y liofilizados (derecha).

Como resultado de la centrifugacion, se obtuvo el primer sobrenadante,
(sobrenadante 1). Al precipitado obtenido se le afiadi6 nuevamente agua destilada
y se le someti6 a los mismos pasos anteriores, obteniéndose, en este caso el
segundo de sobrenadante, (sobrenadante 2). El precipitado se desechd, y se
unieron los dos sobrenadantes. Los polisacaridos nativos contenidos en el
sobrenadante final se sometieron a fraccionamiento por precipitacion con un agente

selectivo con el fin de obtener polisacéridos &cidos (Figura 4.3., izquierda).
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Figura 4.4. Protocolo de extraccion y purificacién de polisacaridos acidos.

Para la precipitacion selectiva, se afadio cetavién al 2%, al sobrenadante,
en este paso separamos polisacéridos acidos de neutros, observandose formacion
de micelios. A continuacion se centrifugé a 4.500 r.p.m. durante 20 minutos. El
precipitado se disolvié con una solucién de cloruro sdédico (NaCl) 4M en agitacion y
calor. Una vez enfriado se precipitdé con etanol (1:1) (v/v) y se centrifuga a 4.500
r.p.m. durante 15 minutos. Este paso se realiza hasta lograr la maxima purificacion
de los polisacéaridos (hasta que el precipitado obtenga un color blanquecino). El
precipitado se dializé6 en una solucion de NaCl 2M con agitacion. Transcurridas 24
horas se vacia la tripa y los tratamientos quimicos finalizan precipitando
nuevamente en etanol. Tras eliminar el etanol, el precipitado (polisacarido
purificado) se congel6 a -20 °C durante 24-48 horas antes de su liofilizacion. El

rendimiento se expres6 como (%) de peso seco .
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4.3.4. Extraccion y analisis de MAAs

El protocolo de extraccion se llevé a cabo segun Korbee-Peinado et al. (2004). Se
pesaron 20 mg de peso seco de cada muestra por triplicado para realizar la
extraccion durante dos horas en un bafio de agua a 45°C utilizando 1mL de una

soluciéon acuosa de metanol al 20%.

Figura 4.5. Protocolo de extraccion de aminoacidos tipo micosporina.

Tras centrifugar a 5000 g durante 5 minutos se tomaron 600 u L del
sobrenadante y se llevaron a sequedad en un concentrador centrifugo al vacio
(Jouan RC 10-09). Los extractos resultantes se resuspendieron en 600 u L de
metanol 100% y se mezclaron en un vortex durante 30 segundos. Para el andlisis
de los aminoécidos tipo micosporina se emple6 el método de Korbee-Peinado et al.
(2004) basado en la separacion por cromatografia liquida de alta resolucion (High
Performance Liquid Cromatography, HPLC de sus siglas en inglés) y en su
posterior cuantificacion a partir de su maximo de absorcion en la regidon del
ultravioleta. Los extractos previamente preparados se analizaron mediante un
equipo de HPLC Waters 600tras pasar por un filtro de membrana de de 0.2 um de
diametro previamente las muestras. La fase movil era una solucion acuosa de 2.5%
metanol y 0.1% de &cido acético con un flujo isocratico de 0.5 mL min™. Se hicieron
pasar 20 uL de cada muestra a través de una columna Sphereclone C8 (relleno de
5 um de didmetro, 250 x 4.6 mm, Sphereclone) con una precolumna afin (C8, Octyl,
MOS; Phenomenex).
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La deteccidn se realiz6 con un detector de fotodiodos (Waters Photodiode
Array Detector 996) a 330 nm y con un espectro de absorcion entre 290 y 400 nm
de forma que se registraban cada segundo los picos de absorcion. La identificacion
de los MAAs se realiz6 por comparacion entre el espectro de absorcion y los
tiempos de retencion de varios patrones de macroalgas marinas (Mastocarpus
stellatus (Shinorine), Porphyra rosengurtii (Porphyra-334), Bostrychia scorpioides
(Palythine). La cuantificacion se realizé utilizando coeficientes de extincion ya
publicados(Takano et al. 1978; Tsujino et al. 1980; Dunlap et al. 1986; Gleason,

1993). Los resultados se expresaron como mg/g de peso seco.

4.3.5. Cuantificacién de polifenoles

La metodologia utilizada llevada a cabo para la cuantificacién de fenoles totales en
extractos hidroalcohdlicos mediante el método Folin-Ciocalteau esta descrita en

profundidad en el Capitulo I.

4.3.6.Caracterizaciéon de polifenoles

A. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El analisis cualitativo de los polifenoles se ha realizado mediante la separacién por
cromatografia liquida de alta resolucién (High Performance Liquid Cromatography,
HPLC de sus siglas en inglés) en un cromatégrafo Waters 600 (Figura 4.6.). Los
extractos, antes de ser inyectados, se filtraron por 0.2 um, para eliminar posibles
residuos que podrian afectar al equipo. La columna empleada para la separacién
de los polifenoles en el HPLC fue una C;g y una precolumna afin de 5 um de
didmetro, el tamafo de dicha columna fue de 250x4.6 mm. La fase moévil consistio
en acetonitrilo y un 0.1% de &cido fosfdrico, filtrada y desgasificada previamente. La
temperatura de inyeccion fue de 29.7° C y se inyectaron volimenes de las muestras
entre 10 y 50 pl, que pasaba a un flujo isocratico de 0.5 ml/min. El tiempo de
elucion fue de 20 minutos. Se emple6 un detector de UV vy visible (Waters Photodio
de Array Detector 996) que hacia un barrido para cada muestra entre 220-380nm,
tomando datos cada segundo para cada longitud de onda de entre este rango
seleccionado. Todos los reactivos utilizados fueron de calidad HPLC. La
identificacion de los polifenoles se realiz6 por comparacion entre el espectro de
absorcion y los tiempos de retencién de varios patrones de polifenoles comerciales,
cumarina, 4-hidroxicumarina, umbelliferona y pirogallol. Los andlisis se realizaron

por triplicado y los resultados se expresaron como mg g™ PS.
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Figura 4.6. Filtrado de los extractos antes de la inyeccidon y equipo de HPLC empleado con
todos sus componentes.

B. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los analisis de espectroscopia de 'H-RMN se llevaron a cabo en un
espectréometro Bruker Avance 500 equipado con una criosonda 1H/13C/15N TClI,
utilizando secuencias de pulso estandar disponibles en el software de Bruker
(Bruker, Wissembourg, Francia). Todos los espectros se registraron en D20, a 298
° K. Los desplazamientos quimicos se expresaron en ppm en relacién con 2,2,3,3
sal de é&cido de sodio tetradeuterio-3-(trimetilsilil)-propanoico como referencia
externa. Asimismo, fueron realizados experimentos Bidimensional (2D RMN) HMBC
(conectividad heteronuclear enlace multiple) con el fin de establecer las
correlaciones y el acoplamiento entre un protén dado y atomos vecinos de C (hasta
C3) (cuando se utiliza HMQC: heteronuclear MultiQuantum coherencia, de protones
en el heteroatomo (C, pero también de N) a la que se enlaza directamente). A
continuacién, los desplazamientos quimicos de las resonancias de 1H y 13C
pueden ser comparados con los datos de la literatura. Debe hacerse constar que
todos los analisis de RNM fueron realizados en el Servicio Commun de RMN, UFR
Sciences et Techniques - University of Western Brittany Brest, Brittany, Francia por

la Dr. Stéphane Cérantola y la colaboracién del Dr. Erwan Argall.

4.3.7.Caracterizaciéon de los polisacéaridos

El estudio de las estructuras de los polisacaridos se llevd a cabo por

espectroscopia de infrarrojo FT-IR. Estos ensayos se realizaron empleando un
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equipo marca Bruker modelo Tensor 27. Para el estudio se prepararon unas
pastillas de polisacarido liofilizado con bromuro de potasio combinadas (1% w/w).
La mezcla fue homogeneizada en un mortero de &gata y para dar forma a la
pastilla, el homogeneizado fue colocado en un pastillero, aplicando a continuacion
una presion de 121,5 atm durante 2 minutos. Se prepararon pastillas de cada
tratamiento de cultivo por triplicado, en tres tratamientos del cultivo. Los estandares
empleados fueron el acido alginico de Macrocystis pyrifera de Sigma, kappa-
carragenato de Sanofi Bio-Industries, ulvan, cold extract de Gracilaria y Pullulan de

Sigma.

Figura 4.7. Homogeneizado del polisacarido y equipo de FT-IR empleado con todos sus
componentes.

4.3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores representados corresponden a valores mediostdesviacion
estandar de las réplicas realizadas para cada ensayo. Se realiz6 un contraste de
medias mediante una prueba de andlisis de varianzas (ANOVA). El nivel de
significacion fue del 95% (0=0.95) en todos los casos. Los tests se realizaron con el
programa informatico SPSS para MAC OS X. Para comparar las medias, se emple6
el test de t-Student, previo test de Levene para asegurar la homogeneidad de
varianza. Y el test de Tukey B, en el caso de determinar subconjuntos en funcion
del factor solvente. Para el estudio de los factores (tiempo, solvente,radiacion y
nutrientes) se realizO un analisis de varianza mdltiple, test de Fisher LSD,
(p<0.05).Los analisis se realizaron con el programa informatico SPSS para MAC
OS Xy Sigma Plot para PC.
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4.4, RESULTADOS
4.4.1. Cuantificaciéon de fenoles totales

La cuantificacién del contenido de fenoles totales en los extractos hidroalcohélicos
de Halopithys incurva se llevé a cabo mediante el método Folin-Ciocalteau y dio
lugar al contenido de polifenoles en % de peso seco (Tabla. 4.3.). Se encontraron
diferencias significativas en el contenido de polifenoles en relacion al aporte de
nutrientes a los que fue sometida la biomasa valorada (p< 0.05, test de t-Student)
en cambio no se encontraron diferencias significativas respecto a la irradiacion. Las
muestras evaluadas que presentaron un mayor contenido de fenoles totales fueron
los extractos preparados con talos de Halopithys incurva cultivada en condiciones
de baja irradiacion (PAR) y con aporte de N-amonio, siendo el contenido
encontrado de 6.22 + 0.04 % masa seca. En los extractos de Halopithys incurva
cultivada en condiciones de alta irradiacion (PAR+UV) sin aporte de nutrientes y
condiciones de baja irradiacion (PAR) con aporte de nutrientes se detectaron
valores de 4.90 + 0.01 y 4.48 + 0.02 de % de masa seca respectivamente. Las
muestras con menor contenido de fenoles totales correspondieron a Halopithys
incurva cultivada en condiciones de irradiacion PAR y sin aporte de nutrientes
(PAR/ sn), 3.06 £ 0.02 % masa seca.

Tabla 4.3. Contenido de polifenoles totales valorado mediante el método Folin Cicaulteau en
extractos hidroalcohodlicos de Halopithys incurva procedente de distintas condiciones de
cultivo expresado como % de peso seco, n=3 £ DE. Sin aporte de nutrientes (sn).

Compuestos fendlicos totales

Condiciones de cultivo
(%peso seco)

Irradiacién Nutrientes
o NH,"-N , PO,~-P 6.22+0.04
PAR (interior) “n 3.06+0.02
_ NH,-N , PO, -P 4.48+0.02
PAR+UV (exterior) “n 4.90+0.01

4.4.2. |dentificacién y caracterizacion de polifenoles

La cromatografia liquida de alta resolucion permiti6 el analisis detallado del
contenido de los extractos de H.incurva. La identificacion de los picos
cromatogréficos fue posible tras el paso por la columna Sphereclone C8 de los
extractos analizados (Fig. 4.9). Los fenoles detectados en los tres tipos de
extractos, metandlico, etanol /agua (1/1) y acuoso, se caracterizaron por su

absorcion UV maxima a 270nm con un hombro al 285 nm, deducida de la deteccidn
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de espectros UV vy visible. El andlisis de los perfiles cromatograficos de los
extractos  permitieron apreciar algunas diferencias  significativas. Los
cromatogramas no mostraron diferencias en funcién de los diferentes tratamientos
de cultivo y solvente en tiempos de retencién ni espectros de absorbancia, pero se
encontraron diferencias en las areas de pico obtenidos.

Cada patron fue probado individualmente con el fin de determinar su tiempo
de retencion (RT), las diferencias detectadas en el RT de las muestras patron
fueron determinantes para la identificacion de los compuestos resultantes en los
extractos analizados. Se analizaron cinco compuestos fendlicos comerciales,
umberiferona (RT: 7.11 min), cumarina (RT: 3.2 min), 4 -hidroxicumarina (RT: 2.7
min), floroglucinol (RT: 25.0 min) y pirogalol (RT:2.7 min).

En la Fig. 4.8 se muestra la correcta separacion del pirogalol. Cada andlisis
por HPLC se realiz6 utilizando voliumenes idénticos de inyeccién y concentracion,
siendo asi los cromatogramas directamente comparables. Los cambios en los
tiempos de retencion son principalmente notables para los compuestos comerciales
comparativos, a excepcion de la 4—-hidroxicumarina y el pirogalol que mostraron TR

similares a los extractos.

Figura 4.8.Cromatograma correspondiente al pirogalol.
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A

Figura 4.9. Cromatogramas de los extractos de Halopithys incurva en los diferentes
solventes estudiados. Siendo el cromatograma correspondiente al extracto acuoso (A), al
extracto hidroalcohdlico (B) y al extracto metandlico (C).



Capitulo IV

Los rendimientos detectados de los diferentes extractos de Halophytis
incurva se presentan en la Tabla 4.4. Estos resultados muestran diferencias
significativas en la concentracion detectada en funcion de las diferentes
condiciones de cultivo. El orden de los rendimientos de mayor a menor fue: etanol:

agua (1:1)>agua>metanol.

Tabla 4.4. Concentracién de pirogalol en Halophytis incurva en muestras de diferentes
condiciones de cultivo y diferentes solventes de extraccién, expresada en mg- g PS,
(medias * desv, n=3). Baja irradiacion, interior (PAR), alta irradiacion, exterior (PAR+UV),
efluentes de cultivo (NH4+), agua de mar sin nutrientes (sn). Las letras indican las
diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Tukey B).

Condiciones de cultivo

Solventes Irradiacién Nutrientes mg Pirogalol- g'l PS
o NH,"-N , PO, -P 8.29+0.14 ¢
Agua PAR (interior) sn 6.94+0.13°
destilada PAR+UV NH4+-N , PO, -P 458+1.89°
(exterior) sn 6.94+0.20 Cf
+ =
PAR (interior) NH; -N, PO, -P 23.1510.33e
ETOH50% . sn . 18.62+0.32 .
PAR+UV NH; -N, PO, -P 21.89+0.44
(exterior) sn 20.04+0.11°
+ = a
PAR (interior) NH,-N , PO, ~-P 3.64+0.16°
METOH sn B 5.03+0.74
PAR+UV NH,*-N , PO, -P -
(exterior) sn 5.77+0.34°

La mayor concentracion de pirogalol se determind en los extractos
ETOH50% preparados a partir de la biomasa de H.incurva cosechada en
condiciones de baja irradiacion (PAR) con aporte de nutrientes (p<0.05, ANOVA,
test de Tukey B) a los 28 de cultivo. En cambio las concentraciones mas bajas
correspondieron a los extractos metanélicos preparados con biomasa de H.incurva

en iguales condiciones de irradiacion (PAR) y con aporte de nutrientes.

La realizacion de los andlisis RNM en los extractos hidroalcohdlicos
estudiados permitio la obtencién de sefiales que dieron prueba de la existencia de
anillos aromaticos en los extractos de H. incurva. Los resultados obtenidos se
muestran en la Fig. 4.10. en representacion de los cromatogramas obtenidos, ya

gue no se detectaron diferencias entre los distintos tratamientos de cultivo.
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Figura 4.10. Muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de un extracto
hidroalcohdlico de H. incurva.

4.4.3. Contenido en polisacaridos &cidos

El contenido de polisacaridos acidos precipitados obtenidos de Halopithys incurva
no varié significativamente (p<0.05) en funcién de aporte de nutrientes, si en
cambio en respuesta a las dos condiciones de irradiacion, condiciones de radiacion
(PAR) y (PAR+UV) tal y como se observa de manera resumida en la Figura 4.11.
En general, el contenido de polisacaridos acidos obtenido fue muy bajo. Los
tanques de cultivo de Halopithys incurva fueron muestreados los 7 y 28 dias, en el
que las algas recibian el agua del efluente (alto aporte de N-amonio) y a los 42
dias, fecha en la que llevaban 2 semanas sélo recibiendo agua de mar (sin aporte
de nutrientes). EI muestreo se realiz6 en ambas condiciones de irradiacion asi
como en los cultivos control (interior y exterior sélo con aporte de agua de mar
42dias) para poder ser comparados. Tras una semana de cultivo se observé una
clara influencia de la irradiacién sobre el contenido en polisacaridos acidos. Tanto
para los cultivos en agua de mar como para los cultivos con aporte de nitrégeno,
se observdé un mayor contenido en polisacaridos acidos bajo condiciones de alta

irradiacion que en baja irradiacion (Fig. 4.11).
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Figura 4.11. Contenido de polisacaridos acidos obtenidos de Halophitys incurva cultivada
bajo diferentes condiciones. Donde Il corresponde a muestras cosechadas a los 7 dias
de cultivo, 1 corresponde a muestras cosechadas a los 28 dias de cultivo y EER
corresponde a muestras cosechadas a los 42 dias de cultivo. En el caso del tratamiento de
NH," al los 28 dias las algas fueron transferidas a agua de mar, interrupcion del aporte de N

(7). Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, test de Fisher,
LSD).

A las cuatro semanas de cultivo se mantuvo este patron solo en algas
crecidas dentro del invernadero (PAR) sin embargo el contenido fue similar
independiente de la disponibilidad de nitrégeno en algas cultivadas bajo radiacion
solar fuera del invernadero (PAR+UV). En general se observa una acumulacion
mayor de polisacaridos en algas crecidas fuera del invernadero con mayor
irradiancia y presencia de radiacion UV comparada con las algas crecidas dentro
del invernadero, especialmente acusado en cultivos con agua de mar. Al cortar la
entrada de N- amonio (muestras correspondientes al dia 42), el contenido de
polisacéridos se mantuvo en algas crecidas en alta irradiacion solar (PAR+UV) pero
disminuye drasticamente ( un 56%) en algas crecidas en irradiacion PAR. Las
algas crecidas en agua de mar sin nutrientes, fuera del invernadero (PAR+UVR)
mantuvieron el contenido de polisacaridos a los 42 dias comparado a los 28 dias,
sin embargo las que se encontraban dentro del invernadero acumularon
drasticamente polisacéaridos a los 42 dias de forma no esperada. Es decir aumento

de manera significativa un 59.1 % respecto a los7 dias de cultivo.
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Tabla 4.5. Analisis de varianza multiple de los factores (tiempo, luz y nutrientes), test de
Fisher LSD, (p<0.05) que afectan al contenido de polisacaridos acidos.

FACTORES GL |F P

TIEMPO 2 0.915 | 0.913
IRRADIACION 1 6.165 | 0.029
NUTRIENTES 1 2.050 | 0.178
TIEMPO x IRRADIACION 2 0.152 | 0.861
TIEMPO x NUTRIENTES 2 0.592 | 0.569
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 1.550 | 0.237
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES 2 0.465 | 0.639

4.4.4. Andlisis Infrarrojo de polisacaridos acidos

Los espectros infrarrojos analizados mediante FT-IR de la fraccion de polisacarido
acido de Halophytis incurva cultivada bajo cuatro condiciones diferentes se
presentan en la Figura 4.13. Estos espectros no mostraron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos de cultivo (p<0.05). El analisis estructural de los
espectros obtenidos como resultado se baso principalmente en la interpretacion de
las bandas observadas a 2918, 2850, 1654, 1379, 1267, 950, 925 y a 719 cm™,
pero también se tuvo en cuenta la deteccidon de otras bandas. Las bandas de
absorcion a 3444 y 2918 cm™ corresponden a la vibracion del enlace O-H, del
asociado por puentes de hidrogeno y al estiramiento C-H, respectivamente. La
banda a 2850 se asocia con CH, mientras que la banda a 1471 cm™ se asigna a
las vibraciones de los enlaces del grupo carboxilo de acido. También se observan
bandas a 1379 y 1267 cm™ atribuidas a los grupos sulfatos (S=0) que es
corroborada con la banda de 611 cm™. La banda a 2850 se asocia con CH,
mientras que la banda a 1471 cm™ se asigna a las vibraciones de los enlaces del
grupo carboxilo de &cido. También se observan bandas a 1379 y 1267 cm™
atribuidas a los grupos sulfatos (S=0) que es corroborada con la banda de 611 cm’
! La sefial observada a los 1082 cm™ (Fig. 4.12), bastante ancha, es atribuida a la
vibracion de los enlaces hemiacetalicos del anillo de azucar. La banda a 950 cm™
se relaciona con grupos sulfatos y la banda a 925 cm™ normalmente es atribuida a
3,6- anhydro-galactosa, detectadas a baja intensidad. Mientras que a 786y 719 cm’
! el espectro infrarrojo muestra dos bandas probablemente debido a un sulfato en la

posicién C-4 de galactosa.
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Figura 4.12. Espectro infrarrojo completo obtenidos mediante FT-IR de las fracciones de
polisacaridos acidos aislados de Halopithys incurva, en el que se representa la
transmitancia en bandas entre 0y 4500 cm™.

Ademas, se llevd a cabo tal y como se muestra (Fig. 4.13) el andlisis de
polisacéaridos conocidos. En todas ellos se observaron bandas caracteristicas entre
1200 y 520cm™, los espectros del &cido alginico y pullulan (Fig. 4.13. A,E)
mostraron una banda a 1750 cm™ atribuida a enlaces C-C. El espectro
correspondiente al ulvan (Fig. 4.13. B) mostr6 una banda a 845 cm™, estas
vibraciones representan enlaces —C-O-S aunque no a 1270cm™ lo que corroboraria
Su presencia.

En el espectro de kappa carragenato (Fig. 4.13. E) destacar vibraciones a
830 cm™ y 820 cm™ (galactosa -6-sulfato y galactosa -2-sulfato) y a 805cm™ que
identifican a 3,6- anhydro-galactosa-2-sulfato). El cold extract (Fig. 4.13. D) mostré
una banda ancha y pronunciada a 930 cm™que evidencia la presencia de 3,6-

anhydro-galactosa.
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Figura 4.13. Espectros infrarrojos obtenidos mediante FT-IR de polisacaridos comerciales.
Donde se representan el 4cido alginico (A), ulvan (B), kappa carragenato (C), cold extract
(D) y pullulan (E).
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4.4.5. Composicién de aminoacidos tipo micosporina (MAAS)

La concentracion de MAAs totales es mayor en los tratamientos con agua de mar
que en aquellos con aporte de efluente de piscifactoria (alto contenido en NH;")
(Fig. 4.15). Entre los dias 28 y 42 se produce un aumento de MAAs en las algas
crecidas fuera del invernadero (PAR+UVR). Este aumento fue méas evidente en
algas cultivadas en agua de mar que en algas que habian sido transferidas de
cultivo en efluentes (NH;") a agua de mar. La acumulacion de MAAs en algas
crecidas dentro del invernadero (PAR) es significativamente menor que aquellas
crecidas fuera (PAR+UVR), (p<0.05, test de Fisher LSD). EI contenido de MAAs
fue bajando a lo largo del tiempo en algas crecidas dentro del invernadero (PAR)
sin embargo el contenido se mantuvo si se aportaba amonio (efluentes) para bajar

cuando se corta este aporte a partir del dia 28.

Figura 4.15. Concentracion de MAAs totales detectado en Halopithys incurva cultivada bajo
diferentes condiciones. Donde HEl corresponde a muestras cosechadas a los 7 dias de
cultivo, =1 corresponde a muestras cosechadas a los 28 dias de cultivo y EEE
corresponde a muestras cosechadas a los 42 dias de cultivo. En el caso las algas que
reciben el tratamiento de NH," a los 28 dias éstas fueron transferidas a agua de mar,

cesando el aporte de N( 7 ).
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Tabla 4.6. Analisis de varianza multiple de los factores (tiempo, luz y nutrientes), test de
Fisher LSD, (p<0.05) que afectan al contenido de MAAs.

FACTORES GL |F P
TIEMPO 2 26.795 | <0.001
IRRADIACION 1 104.415 | <0.001
NUTRIENTES 1 13.116 | 0.004
TIEMPO x IRRADIACION 2 75.514 | <0.001
TIEMPO x NUTRIENTES 2 5.001 0.026
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 0.771 0.397
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES 2 11.387 | 0.002

Los resultados de los analisis en relacion al contenido en MAAs mostraron
un incremento significativo (p<0.05) en el porcentaje de shinorine en Halopithys
incurva los 28 dias de cultivo dentro del invernadero (baja irradiacion), pero este
incremento que si dependi6 de la irradiancia, fue independiente de la concentracion
de nutrientes en el medio (Fig. 4.16, Tabla 4.7.).

Este incremento significativo del porcentaje de shinorine coincidié con una
caida de porphyra-334 y palythine. Por lo tanto, parece ser que frente a irradiancias
inferiores se acumula preferentemente shinorine. Sin embargo, tras dos semanas
sin agua de mar (a los 42 dias) los porcentajes vuelven a igualarse con los de las
semanas 1 (7 dias) y 4 (28 dias). Las algas cultivadas fuera del invernadero
(PAR+UV) tienen proporcionalmente mas palythine que las algas que crecen en el
interior (PAR). Ademéas se encontraron diferencias significativas en funcién del
aporte de nutrientes (p<0.05).

En cambio el contenido de shinorine a los 28 dias de cultivo
proporcionalmente fue alta en algas que crecen dentro invernadero (PAR) tanto alto
aporte de N-amonio como en agua de mar. Por dltimo, destacar que los tres
factores (tiempo, irradiacion y nutrientes) afectan al contenido exhibido de porphyra-
334 en H.incurva tal y como revel6 el analisis estadistico (test de Fisher LSD,
p<0.05) .
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Figura 4.16. Porcentaje de cada MAAs detectado en Halopithys incurva cultivada en agua
de mar y con aporte de efluente de piscifactoria hasta los 28 dias. Donde Il corresponde
a muestras cosechadas a los 7 dias de cultivo, ——1 corresponde a muestras cosechadas a
los 28 dias de cultivo y BB corresponde a muestras cosechadas a los 42 dias de cultivo.En
el caso del tratamiento de NH," a los 28 dias las algas fueron transferidas a agua de mar,

cesando el aporte de N (7).
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Tabla 4.7. Analisis de varianza multiple de los factores (tiempo, luz y nutrientes), test de
Fisher LSD, (p<0.05) que afectan al contenido de las MAAs cuantificadas (Shinorine,
Porphyra-334 y Palythine ).

MAAs FACTORES GL F P
TIEMPO 2 44.966 | <0.001
IRRADIACION 1 22583 | <0.001
Shinorine NUTRIENTES 1 3.284 | 0.095
TIEMPO x IRRADIACION 2 26.088 | <0.001
TIEMPO x NUTRIENTES 2 3297 | 0.072
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 1.417 | 0.257
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES | 2 1.670 | 0.229
TIEMPO 2 15.962 | <0.001
IRRADIACION 1 8.476 | 0.013
NUTRIENTES 1 11.228 | 0.006
Porphyra-334 TIEMPO x IRRADIACION 2 23.038 | <0.001
TIEMPO x NUTRIENTES 2 3222 | 0.076
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 2.408 | 0.147
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES | 2 1.463 | 0.270
TIEMPO 2 2.775 | 0.102
IRRADIACION 1 67.720 | <0.001
Palythine NUTRIENTES 1 8.496 | 0.013
TIEMPO x IRRADIACION 2 0.0343 | 0.966
TIEMPO x NUTRIENTES 2 5.808 | 0.017
IRRADIACION x NUTRIENTES 1 1.641 | 0.224
TIEMPO x IRRADIACION x NUTRIENTES | 2 5.003 | 0.026

4.4.6. Andlisis de correlacion

La correlacion entre las diferentes sustancias estudiadas, fenoles, MAAs y
polisacaridos acidos es muy baja y/o negativa y como muestran los resultados
(Tabla 4.8.). Siendo significativa entre MAAs y palythine (p<0.01) asi como entre
porphyra-334 y shinorine (p<0.01). El nivel de significancia entrepalythine vy
shinorine (p<0.05) y entre polisacaridos acidos y palytine fue de (p<0.05).

Tabla 4.8. Coeficientes de correlacidon de Pearson para las variables indicadas.

PF MAAS  %Shino  %Porph  %Paly PA
PF 1
MAASs -0.309 1
%Shino 0.143  -0.252 1
%Porphy 0.148  -0.257 -0.695" 1
%Paly -0.371  0.562° -0.430°  -0.319 1
PA 0.179 0,270 -0.268  -0.035  0.421 1

** La correlacién es significativa al nivel 0.01 (bilateral).
*. La correlacion es significante al nivel 0.05 (bilateral).
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4.5. DISCUSION

Con el fin de correlacionar los datos de actividad biolégica con la presencia de las
moléculas presentes en los extractos de talos de Halopithys incurva (Ceramiales)
procedentes de diferentes tratamientos de cultivo, se han llevado a cabo diversos
andlisis tanto a nivel cuantitativo como cualitativo de dichos extractos. La
cuantificaciébn e identificacion de los componentes de las macroalgas ha
despertado un gran interés por su importancia, relacionada principalmente con la
actividad bioldgica detectada en éstas. El primer objetivo que nos planteamos,
mostré como resultado las diferencias significativas en el contenido en fenoles
totales en extractos elaborados con algas cultivadas en diferentes condiciones,
siendo en alto aporte de nitrégeno y baja irradiacién donde se detectdé el mayor
contenido de fenoles totales. No se han encontrado trabajos con los que comparar
los resultados obtenidos en las diferencias en el contenido de polifenoles en cultivo.
Este resultado lo consideramos de gran interés por ser la primera vez que se
determina. Se han expuesto resultados en relacion al alto contenido de polifenoles
en algas rojas perteneciente al orden Ceramiales (Zubia et al., 2009). También esta
descrito entre poblaciones naturales en algas pardas, los cambios en el contenido
de florotaninos, influenciados no solo por la concentracién de nutrientes, si no que
estos niveles también pudieron variar como respuesta a otros factores ambientales
como la salinidad, la disponibilidad de luz, la radiacién ultravioleta y la presién de
herbivoria (Targett y Arnold, 1998; Amsler y Fairhead, 2006; Jormalainen vy
Honkanen, 2008). En este Ultimo sentido tratando de entender estas variaciones
intraespecificas, estudios realizados por Pavia et al., (1997), Pavia et al., (1999) y
Pavia y Brock (2000) han demostrado que un incremento de la radiacion UV induce
cambios en la produccién de polifenoles en la especie Ascophyllum nodosum.
Segun estos estudios los florotaninos pueden actuar como pantalla frente a los
efectos dafiinos de la radiacién UV. Incluso aunque la absorcion méxima de los
florotaninos es a una longitud de onda entre 260 y 280nm menor que la radiacién
UV en la superficie de la Tierra (295-400 nm) los fenoles también absorben en
longitudes de onda mas largas dentro de la banda de UV (280-400 nm). En estos
mismos ensayos se estudio la relacién entre la disponibilidad de nitrégeno con el
contenido de florotaninos no observando ninguna relacién. En cambio de acuerdo
nuestros resultados, Halopithys incurva presenté diferencias influenciadas por el
aporte de nutrientes, el contenido de fenoles incrementé con el aporte de amonio

por los efluentes de peces (alto contenido de N-amonio), sin embargo al contrario
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de los esperado, este incremento fue menor por radiacion UV y solo se produjo en
algas cultivadas en agua de mar. Asi el nitrégeno y la radiacién UV no tiene efecto
sinérgicos positivos como el caso de MAAs de algas rojas (Korbee et al., 2005), si
no més bien lo contrario, se encuentra un efecto antagoénico.

La respuesta al nitrégeno de esta especie también es contraria a la esperada en el
caso de los MAAs. El contenido de MAAs en H. incurva result6 mayor en algas
cultivadas en agua de mar que en efluentes. El amonio podria resultar negativo
sobre la actividad fotosintética y a su vez sobre la acumulacion de metabolitos
secundarios como son los polifenoles y MAAs a las concentraciones que se dan en
los efluentes de piscifactorias. De hecho Figueroa et al. (2008) encuentra que a
altos flujos de amonio (por encima de 200 uM), el rendimiento de la biomasa de
Asparagopsis armata aumenta pero no se acumulan MAAs. Estos resultados
podrian también responder a la naturaleza de la estructura fenélica presente en
esta especie y a los tratamiento empleados. En el caso del vino se ha demostrado
que la composicion fendlica esta influenciada por diferentes factores: la variedad de
uva, la ubicacion vifia, sistema de cultivo, clima, tipo de suelo, las practicas de
cultivo de la vid, tiempo de cosecha, proceso de producciéon y el envejecimiento
(Shahidi y Naczk,1995).

El andlisis cualitativo de los polifenoles se ha realizado mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) comparandolos simultaneamente
con estandares conocidos (cumarina, umbelliferona, pirogarol) una de las técnicas
mas utilizada para la caracterizacion de estos compuestos. La utilizacion del
detector de multi fotodiodos facilita la deteccion de estos compuestos, al utilizar de
forma conjunta el tiempo de retencion y el espectro ultravioleta para la identificacién
de los picos (Bartolomé et al., 1993). Esta técnica permiti6 la separacion,
aislamiento e identificacién del compuesto fendlico pirogalol en Halopithys incurva.
La presencia y caracterizacion de polifenoles en extractos preparados mediante
solventes de distinta polaridad (acuosos,metandlicos e hidroalcohodlicos) fue
confirmada por comparacion de sus tiempos de retencion y los espectros de UV
con los de los compuestos estandar. La composicion de fenoles determinada esta
afectada por el solvente empleado como ha demostrado Lopez et al. (2011) en el
alga parda S. Scoparium. De los resultados obtenidos puede concluirse que cada
extracto mostré la presencia de pirogalol en concentraciones diferentes. En este
andlisis, el pirogalol fue cuantificado en mayor concentracion en los extractos
hidroalcohdlicos encontrando diferencias significativas respecto a la concentracion

detectada en extractos metandlicos y acuosos pero también en funciéon de las
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condiciones de cultivo. Concretamente, las algas que recibieron aporte de amonio y
fueron cultivadas en condiciones de menor irradiancia solar y sin la presencia de la
radiacion UV (tratamiento PAR dentro del invernadero) mostraron un contenido
significativamente superior que las cultivadas en el resto de las condiciones. Los
perfiles cromatogréficos no mostraron diferencias significativas entre Halopithys
incurva cultivada en medio con alto aporte de nutrientes (N-amonio) y el tratamiento
control (agua demar) en relacion a los tiempos de retencion. Asi el enriquecimiento
de nutrientes no parece producir cambios cualitativos en la composicion de fenoles.
Sin embargo, existe la posibilidad de que el perfil no incluye los florotaninos que
aumentan junto con el nivel de nutrientes. La concentracion de polifenoles oscilo
entre 30.6 y 62.2 mg g-1 PS, mientras que las concentraciones detectadas de
pirogalol dependiendo del extracto analizado y del cultivo procedente oscilaron
entre 3.6 y 24.9 mg de pirogalol g* PS, lo cual nos indica que hay una parte del
contenido de polifenoles sin identificar en las muestras analizadas. Lépez et al.
(2011), observan un resultado similar al analizar los polifenoles de S.scoparium.
Algunos compuestos pueden permanecer sin ser detectados o insuficientemente
representados en la cromatografia liquida de alta afinidad, como ya se ha discutido,
debido a su baja respuesta a la radiacion UV en relacién a la concentracion, la
estructura molecular grande, la superposiciébn de isémeros, o una polaridad
inadecuada para la determinacion cromatografica (Adamson et al, 1999;. Lazaro et
al, 1999). Hasta el momento existen pocos trabajos disponibles en la
caracterizacion de polifenoles mediante técnicas de HPLC a partir de algas en
general, y tampoco hemos encontrado trabajos sobre algas rojas al respecto para
comparar los resultados obtenidos. El presente andlisis no dio evidencia de
moléculas de florotaninos en nuestras muestras. Este hallazgo apoya la sugerencia
hecha por Ragan y Glombitza (1986), que los florotaninos son un grupo fendlico
exclusivo en las algas pardas. Entre las principales clases estructurales de
compuestos fendlicos marinos aislados hasta el momento en la division Rodophyta,
podemos citar a los bromofenoles (Ragan y Glombitza, 1986) estructuralmente
diferentes de los taninos en algas verdes y pardas. El bromofenol C-7-hydroxilico
ha sido detectadas exclusivamente en especies del orden Ceramiales. El mas
distribuido en todos ellos es el 2,3-dibromo-4,5- dihidroxibenzyl alcohol (lanosol)
que también ha sido detectado en algas pardas. Los métodos quimicos para el
analisis de polifenoles en estudios ecolégicos fueron revisados hace dos décadas
(Ragan y Glombitza, 1986). A partir de entonces, rara vez han sido publicados

métodos quimicos adicionales para investigar sobre polifenoles.
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La falta de métodos de analisis mas sofisticados se debe principalmente a la
reactividad y polaridad de los mismos (Amsler y Fairhead, 2006). Pero la gran
diversidad de compuestos fendlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como
sus diferentes estructuras quimicas, ha traido consigo la necesidad de comparar
distintos solventes de extraccién para su identificacion y cuantificacion (Parys et
al.,2007). Esta abordado en la literatura que el rendimiento de extraccion quimica
de los fenoles depende del tipo de disolventes con diferentes polaridades, pH,
tiempo de extraccion y la temperatura, asi como en las composiciones quimicas de
los muestra. En las mismas condiciones de tiempo y temperatura, el solvente y las
propiedades quimicas de la muestra son dos de los factores mas importantes que
contribuyen a la obtencién de mayor contenido en estos compuestos. Dado que no
existe un protocolo Unico para la extraccion de taninos de material vegetal, los
solventes utilizados para los taninos son muy variables (Hagerman, 1988). Los mas
utilizados para extraer polifenoles han sido mezclas acuosas de etanol y acetona
tanto en algas rojas como pardas (Ragan y Glombitza, 1986; Zubia et al.,
2007).Pero los cambios en la polaridad del disolvente pueden alterar su capacidad
de disolver un grupo seleccionado de compuestos antioxidantes. En uno de los
pocos trabajos recientemente publicado el extracto etandlico del alga parda S.
Scoparium mostré tener acido galico (tanino hidrolizable como el pirogalol) en
menor concentracion (Lopez et al. 2011).

Estos resultados nos lleva a plantearnos si ademas de la polaridad de los
solventes el tipo de pared celular caracteristico de los diferentes phylum (en algas
pardas alginatos y en algas rojas galactanos) puede interferir en el rendimiento de
extraccion incluso en las estructuras de los polifenoles extraidos. Los posibles
vinculos entre la pared celular (4cido alginico) de las algas pardas y florotaninos
son el enlace éster y el enlace hemiacetal, los cuales son enlaces covalentes, lo
que exige fuertes condiciones para degradar la pared. En los galactanos el enlace
principal es de tipo glucosidico. Estas caracteristicas pueden causar dificultades
tanto en HPLC y andlisis de RMN. La gran complejidad de los resultados
encontrados mediante el analisis RMN fue debido a que los extractos valorados no
estdn compuestos por un material homogéneo sino que se trata de extractos
crudos. Por tanto la presencia de Br, | y otros halégenos, en las moléculas, que
pueden provocar un cambio en la posicion de los cambios de protones, pero para
ello es necesario completar los estudios con la espectroscopia de masas y la
dosificaciéon de las sustancias estudiadas. En cambio, los resultados de RMN

permitieron corroborar la presencia de anillos aromaticos en los extractos,
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estructura basica de los fenoles. La utilizacién de estas técnicas como método de
identificacion y de cuantificacion de los fenoles presentes en los extractos
presentaron el problema afiadido de la falta de disponibilidad de patrones de
fenoles de algas rojas con los que comparar tiempos de retencion y areas.

En relacion a los polisacaridos acido, el cese de los aportes de NH," a los 28
dias no dio lugar a un aumento significativo de la concentracion de polisacaridos
aunque el hecho de que disminuyera en condiciones de menor irradiancia y
ausencia de UV (dentro del invernadero) y se mantuviera en algas crecidas fuera
del invernadero (PAR+UVR) sugiere que tienden hacia la ruta del carbono en
ausencia de nutrientes, presencia de UV y dosis mas altas de PAR. Mientras que el
contenido de polisacaridos acidos de las algas cultivadas fuera del invernadero
(PAR+UVR) se mantienen similar en agua de mar como en cultivos con efluentes
(alto amonio). Por tanto, la hipo6tesis del contenido de polisacaridos no se ha
validado ya que el contenido han sido muy bajos en los distintos tratamientos de
cultivo y tanto en las muestras cultivadas con aporte y sin aporte de NH,".

Este comportamiento es diferente al descrito en otras algas rojas, ya que
cuando existe rapido crecimiento se espera una baja acumulacion , atribuible a que
en un medio rico en nutrientes, el carbono producido en la fotosintesis y que entra
al ciclo de Krebs, es destinado principalmente a la sintesis de compuestos
precursores de aminoacidos y en menor medida a la biosintesis de carbohidratos
(Raven, 1974; Neish et al.; 1977, DeBoer, 1979). No obstante el hecho de que el
contenido de polisacaridos sea mayor en algas cultivadas fuera del invernadero nos
puede indicar que la radiacion UV puede estar provocando estrés como bajada de
la actividad fotosintética y en consecuencia se produzca una acumulacion de
carbohidratos a costa de disminuir la tasa de crecimiento. Algunos trabajos de
carragenofitas apuntan a una variacion estacional en el rendimiento atribuida a
condiciones ambientales tales como la temperatura y la salinidad (Fogg 1964,
Neish y Shacklocck, 1971; Dawes et al., 1977a; Zertuche-Gonzalez, 1988). Si bien
estd reconocido y avalado por numerosos trabajos que los principales nutrientes
requeridos por las algas en mayor concentraciones son el nitrégeno (N) y fésforo
(P) comparados con el resto (micronutrientes y elementos traza) (Lobban &
Harrison 1994, véase cuadro 5.1) y por lo tanto suelen ser los factores limitantes
para la productividad (Ryther y Dunstan, 1971), el efecto de los nutrientes en
macroalgas se rige por relaciones de captacion de algas, la asimilacion,
almacenamiento y liberacién de N (Hanisak, 1983). La tasa de adquisicién de las

diferentes formas de N esta influenciada por las condiciones ambientales
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incluyendo la luz y la temperatura (Lapointe y Ryther, 1978; Valiela,1984). Asi como
la asimilacién de las diversas formas de N por las algas depende de la
concentracion de cada forma en el agua circundante, aunque el N-amonio es la
forma mas facil de asimilacién de N para la mayoria de las especies de macroalgas,
en el agua de mar esta presente en una concentracion mucho mas baja que el NO3’
(Hanisak, 1983). Tras carencias de nitrégeno Gracilaria spp. mostré una rapida
asimilacién de N-amonio duplicando el total del contenido de N en el tejido 8h o
menos, sin embargo, el consumo de N-nitrato fue menos rapido (Ryther et al.,
1981). En nuestro caso, se observd que Halopithys incurva presenta en general un
bajo contenido en polisacéridos acidos dependiente de las condiciones de
irradiacién(p<0.05).

La técnica utilizada para el estudio de los polisacaridos acidos precipitados
de Halopithys incurva, la espectrometria infrarroja, ha encontrado interesantes
aplicaciones en los estudios de conformacion de los polisacaridos y ha sido
utilizada en el estudio de polisacéaridos de algas desde hace muchos afios (Cerezo,
1967; MacCandless et al., 1973; MacCandless et al., 1975; Garay et al., 1976; Doty
y Santos, 1978; Matulewicz y Cerezo, 1980; MacCandless et al., 1983; Rochas et
al., 1989). Recientemente esta técnica ha sido perfeccionada mediante la
transformada de Fourier (FT-IR). Asi, el espectro FT-IR permite reconocer los
diferentes tipos de polisacéarido, por la presencia o ausencia de bandas
caracteristicas a partir del alga molida o su extracto (Chopin y Whalen, 1993).
Ademas del uso de tablas de frecuencias de grupos caracteristicos. La absorcién
infrarroja en la bandas 2960, 2920, 2845, 1640, 1370, 1250, 930, 900, 845, 805,
705 cm™ se utilizan para obtener informacion de las estructuras de agares y
carragenatos (Rochas et al, 1986). Las bandas de absorcion a 3444 y 2918 cm™
corresponden a la vibracién del enlace O-H, del asociado por puentes de hidrogeno
y al estiramiento C-H, respectivamente mientras que la banda a 2850 se asocia
con CH,. Estos analisis evidencian la presencia de algunos enlaces que pueden ser
asociados a estructuras de carbohidratos en los polisacaridos acidos purificados de
H. incurva, enlazados unos con otros por enlaces del tipo C-O-C, 1082 cm™, con
abundancia de grupos hidroxilo 3444 cm™, que forman parte de la estructura tipica
de los carbohidratos. Es interesante sefialar la marcada presencia de los grupos
hidréfilos, especialmente en la region entre 3600 y 3074 cm™ asi como a 1654 cm™,
banda atribuida al agua, lo cual indica la tendencia de este tipo de moléculas a la

captacién de humedad (Zundel, 1969). También se observan bandas a 1379 y
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1267 cm™ atribuidas a los grupos sulfatos (S=0) que es corroborada con la banda
de 611 cm™ (Lloyd et al. 1961; Zundel, 1969). La banda a 2918 cm™est4 asociada
con la presencia de enlaces C-H. La banda a 1471 cm™ se asigna a las vibraciones
de los enlaces del grupo carboxilo de &cido (Tako et al., 2000). La banda a 950 cm™
se relaciona con grupos sulfatos (Archbald et al., 1981) y la banda a 925 cm™
normalmente es atribuida a 3,6- anhydro-galactose (Stanley, 1963). La baja
intensidad relativa a estas sefial confirma la baja concentraciébn de las mismas.
Mientras que a 786 y 719 cm™ el espectro infrarrojo muestra dos bandas
probablemente debido a un sulfato en la posicion C-4 de galactosa. Aunque la
posicidn de estos grupos funcionales no puede ser determinada mediante el uso de
esta herramienta analitica. Estos resultados concuerdan con las sefales detectadas
para otras especies pertenecientes al orden Ceramiales Polysiphonia (Prado et al.,
2008). De las especies pertenecientes al orden Ceramiales, el polisacarido extraido
con agua mayoritariamente figura el agar, con una amplia gama de sustitutos en
una variedad de posiciones, mas bien con altos niveles de 3,6-
anhidrogalactopiranosyl, como es en Odonthalia, Pterosiphonia, Rhodomela (Usov
et al., 1992), Acanthophora spicifera (Noseda et al., 2000) y Bostrychia moritziana
(Youngs et al., 1998). Recientemente, se ha encontrado mediante la comparacion
con los datos de la biblioteca de Thermo Fischer cientifico que la fraccion de
polisacaridos de Halopithys incurva tuvo el mayor porcentaje de similitud con P800
pullulan (86%)(Abdala et al., 2011). Pullulan es una a-(1-6) maltotriosa, polimero
soluble en agua obtenido de almidon por fermentacion. Su uso mas importante es
para la fabricacion de peliculas comestibles y capsulas para la industria
farmacéutica y nutracéutica.

En macroalgas rojas la proporcion de los distintos tipos de MAAs, cuando se
estimula la sintesis de éstos, puede variar en cuestion de dias (Franklin et al.,
1999). Se han observado cambios reciprocos en las concentraciones de shinorine y
palythine en la macroalga Chondrus crispus y el coral Stylophora pistillata (Shick et
al., 2002). En este trabajo se ha observado un comportamiento antagonista de las
concentraciones de shinorine y porphyra-334 en presencia de NH;" existiendo una
correlacion negativa entre ambas. En ausencia de este nutriente y presencia de
radiacion UV son las concentraciones de palythine y porphyra-334 las que se
correlacionan negativamente, produciéndose un aumento de la concentracion de
palythine en detrimento de la de porphyra-334. Estas mismas relaciones entre estos
tipos de MAAs ya fueron descritas por en Porphyra leucosticta (Korbee 2004)

aunque no fueron detectadas en estudios posteriores en la especie Grateloupia
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lanceola (Houvinen et al., 2006). El aumento de una determinado amino &cido tipo
micosporina y el aumento concomitante de otro ha sido relacionado con procesos
de interconvesion de unos MAAs por otros debido a condiciones ambientales
(Dunlap y Shick, 1998; Conde et al., 2004) pero aun existe un consenso cientifico
sobre la ruta de sintesis e interconversion de todos los MAAs (Carreto et al., 2005;
Carreto y Carrignan, 2011). Los cambios en composicién de MAAs detectados en
este estudio, puede relacionarse por cambios en las condiciones de cultivo. Se ha
demostrado que Asterina-330(+Palythine) presenta una alta capacidad contra la
peroxidacion lipidica por lo que es de esperar que se active si aumenta el estrés
ambiental , por ejemplo radiacion aumento de radiacion UV como es en este caso :
las algas de fuera del invernadero que reciben radiacion UV tienen mayor
contenido en Palythine (Fig. 4.16 A y B). Por otro lado, las diferencias en la tasa de
fotodegradacion de los distintos MAAs parecen estar relacionadas con las
caracteristicas quimicas del radical R (Tabla X) siendo palythine, de los 3 tipos de
MAAs encontrados en G. cornea, el que posee una estructura quimica mas sencilla
y una menor tasa de degradacion (Whitehead et al., 2005). Se propone que éste
sea el motivo por el que se detecta un incremento en la concentracion de palythine
en algas cultivadas en presencia de UV y en agua de mar con respecto a aquéllas
cultivadas en efluentes con alta disponibilidad de NH,". Por ello, al ser el agua de
mar un medio con baja disponibilidad de NH,;" en el que se ha detectado que la
concentracion total de MAAs es menor, se produce una acumulacion preferente de
palythine por tener una baja tasa de fotodegradacion y en medios con alta
disponibilidad de NH," se acumulan shinorine y porphyra-334 a pesar de que su
estructura es mas compleja y su tasa de fotodegradacién mayor. Ademas, segun de
la Coba et al. (2009), palythine presenta una mayor capacidad antioxidante que
shinorine y porphyra-334 por lo que puede explicarse que se acumule con
preferencia en presencia de UV cuando la concentracion total de MAAs es menor.
El efecto de los nutrientes esta afectado por la calidad de luz en algas cultivadas
en agua de mar, la acumulacibn de MAAs es mayor fuera del invernadero
(PA+UVR) que dentro del invernadero (PAR). Asi la radiacion UV estimula la
acumulacién de MAAs como se ha encontrado en otras algas rojas (Karsten et al.,
2008; Franklin et al., 199) ), sin embargo al contrario a lo encontrado en Porphyra
leucosicta (Korbee et al.2005), o Grateloupia lanceola (Huvoninen et al., 2006) en
cultivos en amonio la sintesis fue mayor en radiacién PAR que en PAR+UVR Como

se indic6 anteriormente elevadas concentraciones de amonio puede estar
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relacionado mas con la estimulacion del crecimiento mas que en la acumulacion de
MAA:S.

En resumen, la radiacion UV estimula la acumulacién de fenoles y
polisacéridos independiente de la disponibilidad de nitrégeno pero solo estimula la
acumulacién de MAAs a niveles bajos de amonio (cultivos en agua de mar). La
acumulacién de fenoles fue mayor en agua de mar que en efluentes (altos niveles
de amonio) como en caso de los MAAs pero en este caso solo en PAR+UVR. Asi la
concentracion de fotoprotectores , MAAs y fenoles aumenta en algas cultivadas en
agua de mar subiendo de manera significativa en el caso de los fenoles dia 42 en
algas cultivadas en invernadero. Asi es en los tratamientos supuestamente mas
generadores de estrés , cultivo fuera del invernadero con UV y baja disponibilidad
donde se acumulan los fotoprotectores. Estas sustancias podrian estar indicando
potenciacién no solo de la capacidad de fotoproteccion por absorcion de irradiacion
UV (pigmento pantalla) sino también por su capacidad antioxidante (Zubia et al.,
2007; De la Coba et al., 2009) . Los polisacaridos en cambio siguen otro patrén, la
acumulacion es similar en algas cultivadas en agua de mar que en efluentes
(amonio). Al retirar el nitrégeno el dia 28 en las algas cultivadas en efluentes, el
contenido de polisacaridos disminuye al contrario de lo esperado , asi el efecto
Neish a tan corto plazo en algas precultivadas en niveles altos de amonio no fue
observado. El dia 42 incluso el contenido de polisacaridos aumenta en algas que
han estado cultivadas todo ese tiempo en agua de mar. En conclusion la baja
disponibilidad de nitrégeno estimula la acumulacién de polisacéridos pero el cultivo
en amonio reduce la acumulacién de polisacéaridos incluso dos semanas después
de retirarlo del medio. Los fotoprotectores y sustancias antioxidantes amino acidos
tipo micosporina (MAAS) incrementaron con la disponibilidad de nitrégeno como
previamente se ha demostrado en distintas especie del género Porphyra (Korbee et
al., 2005), Grateloupia lanceola (Huovinen et al., 2006), Asparagopsis armata

(Figueroa et al., 2008) y Gracilaria tenuistipitata (Barufi Bonomi et al., 2011).
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DISCUSION GENERAL

Los antioxidantes se han convertido en estrategia terapéutica de interés para el
tratamiento de las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Rice-Evans,
2001) y en ingredientes multifuncionales en alimentacién (Diplock et al., 1999) entre
otras aplicaciones. Ademas, la preferencia de los consumidores por ingredientes
funcionales de origen natural en lugar de producidos sintéticamente va en aumento
(Herrero et al., 2006). En este contexto, se ha propuesto el uso de extractos de
plantas u otras fuentes naturales, siempre que contengan compuestos que pueden
actuar como antioxidantes, con diferentes mecanismos de accion, sobre las
complejas vias en que participan los radicales libres (Ou et al., 2002). De modo
gue, la capacidad antioxidante de los extractos de algas, constituye un campo de
interés creciente para la comunidad cientifica internacional (Matsukawa et al., 1997;
Zhang et al., 2007; Zubia et al 2007, 2009; Tierney et al., 2010). Una limitacion
importante para la obtencion y ensayo de los productos derivados de las algas es la
propia dificultad para la produccién sostenible de biomasa con caracteristicas
estables o reproducibles. Esta limitacion ha sido superada con el desarrollo de las
técnicas para el cultivo de macroalgas en sistemas intensivos bajo un alto grado de
control (Bidwell et al., 1985; Friedlander y Levy, 1995). Mas recientemente,
mediante el disefio de los sistemas multitr6fico, denominados en inglés como
“Integrated multitrophic aquaculture” (IMTA) para el aprovechamiento de los
efluentes de la acuicultura intensiva de peces, las técnicas de cultivo han sido
modernizadas a través de una apropiada seleccion y diversificacion de especies
que desarrollan las diferentes funciones dentro del sistema (Shpigel y Friedman,
1990; Neori y Shpigel, 1999, Neori et al.,, 2001; Chopin et al., 2008). En los
sistemas IMTA, las especies producidas pueden, ademdas de bidfiltrar, tener un
valor comercial afladido (Neori et al., 2004; Neori, 2008; Nobre et al., 2010).
Ademads, los compuestos bioactivos de interés, producidos por las macroalgas, son
a menudo inducidos por causas de estrés y tienden a poseer un amplio rango de
posibilidades.

La presente investigacion, estuvo dirigida a la evaluacion de la actividad
antioxidante mediante el uso de modelos experimentales in vitro en macroalgas
procedentes del medio natural y producidas bajo condiciones controladas de cultivo
y a la cuantificacion y/o identificacion de las posibles moléculas responsables de
estas propiedades. El punto de partida, consistio en el estudio de la actividad

antioxidante in vitro de extractos de diferente polaridad (metandlicos e
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hidroalcohdlicos) preparados a partir de diez especies de macroalgas,
pertenecientes a los tres Phyllum (Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta),
recolectadas del medio natural y cultivadas con aporte continuo de N-amonio, ya
sea afiadido en forma de CINH, o en forma efluentes de peces . Para ello se
tomaron en consideracion:

i) La eleccion de especies representativas de las distintas zonas de la zona
intermareal con el fin de profundizar en el comportamiento que cada especie
presenta ante el estrés generado por las variaciones ambientales (alta exposicion a
la radiacion solar, hidrodinamismo y concentracion de oxigeno entre otros);

ii) La seleccion de una especie por su capacidad de adaptacién al sistema
de cultivo establecido, por su capacidad biofiltradora y alta actividad antioxidante,
tras un periodo experimental corto, no superior a un mes dentro de un sistema de
policultivo integrado;

iii) Las metodologias de evaluacion antioxidante propuestas en la literatura
seleccionando aquellas que fueran sencillas, rapidas y reproducibles para la
caracterizacion de la actividad antioxidante in vitro asi como la cuantificacién de
componentes con propiedades antioxidantes conocidos (polifenoles, clorofila,
carotenoides y ficoeritrina).

Los experimentos iniciales, realizados en especies de algas procedentes del
intermareal y cultivadas bajo alto aporte de N-amonio mostraron la habilidad que
poseen los antioxidantes para donar protones presentes en los extractos,
metandlicos e hidroalcohdlicos, mediante el ensayo del DPPH y del poder reductor.
Las mayores actividades antioxidantes, superiores al 90% de barrido de radical libre
y significativamente superiores al resto de los extractos ensayados, se detectaron
en el alga roja Halopithys incurva y en las pardas Fucus spiralis y Cystoseira abies-
marina. El segundo método, indicé la actividad antioxidante mas alta en extractos
hidroalcohdlicos de H. incurva, con una actividad equivalente a 53.15 pyg AA mg™.
Al expresar el % de barrido de radicales libres como EC50 (indice de oxidacién), C.
abies-marina (en ambos tipos de extractos) y el alga verde Caulerpa racemosa (en
extractos ETOH50) exhibieron las mayores actividades, con EC50 de 1.97+0.03,
2.03+0.01 y 1.88+0.03 mg-ml* respectivamente. Otras especies de algas pardas, F.
spiralis y rojas, H. incurva y Laurencia majuscula, exhibieron valores de EC50
cercanos a los anteriores (2.21+0.02; 2.47+0.01 y 2.48+0.01 mg-ml?,
respectivamente). Especies pertenecientes a estos géneros procedentes de la
naturaleza, han sido sefialados por diversos autores como especies con alta

capacidad antioxidante la actividad de las mismas en la naturaleza (Conan et al.,
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2008; Zubia et al., 2009). Entre las rojas destacan géneros (Polysiphonia,
Heterosiphonia, y Bryothamnion) pertenecientes al Orden Ceramiales y entre las
pardas géneros pertenecientes al Orden de las Fucales (Cystoseira, Fucus,
Sargassum)(Yan et al., 1998; Zubia et al., 2007). En algas rojas los resultados mas
revelantes han sido descritos en dos especies pertenecientes al Orden Ceramiales,
Brongniartella byssoides (0.14 + 0.01 mg ml™) y Polysiphonia lanosa (2.71 + 0.01
mg ml™) y una especie perteneciente al orden Gigartinales, Furcellaria fastigiata
(1.39+ 0.04 mg ml™) (Zubia et al., 2009). En cambio no existe informacién sobre la
capacidad antioxidante en especies de macroalgas cultivadas en efluentes de
piscifactrorias (sistemas IMTA). Nuestro estudio sugiere una alta capacidad en las
especies cultivadas y que los mecanismos antioxidantes que desempefian estos
extractos se basan principalmente en el barrido de radical.

Una vez evaluadas las propiedades antioxidantes de los extracto de
macroalgas procedentes tanto de la naturaleza como cultivadas dentro de un
sistema de policultivo, actuando como biofiltros, el trabajo fue dirigido hacia el
estudio de sus componentes quimicos, que podrian ser responsables del potencial
antioxidante evaluado. Los parametros de cultivo y la disponibilidad de N-amonio
tras un mes en cultivo provocaron cambios en la acumulacion de compuestos en la
biomasa producida, fuente de los extractos ensayados. Esta observacion se
confirmd con los resultados obtenidos de los componentes quimicos con actividad
antioxidante de naturaleza liposoluble (clorofila a y carotenoides) e hidrosoluble
(polifenoles y ficoeritrina), asi como las relaciones C:N, que disminuyeron
sustancialmente respecto a los resultados obtenidos en especies provenientes de la
naturaleza. El contenido de clorofila a en la naturaleza frente a las especies
cultivadas es acusadamente menor en todas las especies excepto en las algas
pardas, Fucus spiralis y Cystoseira abies marina, donde se observdé una
disminucion de la concentracion de clorofila a en cultivo de aprox. 20 % y 2 %
respectivamente. La especie U. rigida mostré el mayor aumento en la concentracion
de pigmentos liposolubles tras el cultivo, la clorofila a aumenté un 81 % y los
carotenoides un 85 % respecto a la detectada en el medio natural. Los resultados
mostraron que las diez especies contenian compuestos fendlicos. H. incurva mostré
el contenido mas alto (4.86 % de su peso seco), mientras que los valores mas bajos
se observaron en G. dichotoma (0.73 %) (Capitulo I, Tabla 1.7). Tras un mes en
cultivo con alto aporte de N-amonio y baja irradiacion (PAR), el contenido en
compuestos fendlicos totales varié significativamente entre todas las especies

analizadas, llegando a disminuir un 27 % en H.incurva, 28% en C. abies marina y
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63 % en F.spiralis, en comparaciéon al contenido exhibido en el medio natural. En
general, los niveles medios determinados en todas las especies fueron bajos,
inferiores a 1.52 % exceptuando (Halopithys incurva, Fucus spiralis y Cystoseira
abies-marina) y solo en estas tres especies de la naturaleza se detectaron niveles
interesantes (4.86%, 3.07% y 3.90% respectivamente). En la variante del ensayo
con la adicion de PVPP, polimero especifico de los compuestos polifendlicos
disueltos en medio acido, sélo se cuantificaron polifenoles en las especies de algas
pardas (F. spiralis y C. abies-marina) y la especie de alga roja (H. incurva) con
concentraciones de 2.19%, 3.15% y 1.46% de su peso seco, respectivamente.
Estos resultados disminuyeron tras el cultivo un 37 % en H. incurva, un 35 % C.
abies-marina y un 88 % en F. spiralis. Ademas, confirmaron la sobreestimacion
sugerida por diversos autores al analizar en contenido mediante el método de Folin
Ciocalteu, por la posible reaccién con todos los compuestos oxidantes con un ciclo
aromatico (fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido ascorbico) (Ragan y Glombitza,
1986). El contenido en compuestos fendlicos de las algas pertenecientes a la
division Rhodophyta, Phaeophyta y Chlorophyta oscila generalmente entre 0 y 5%
del peso seco, aunque hay estudios que muestran niveles de hasta 15-20% para
las algas pertenecientes a la division Phaeophyta (Ragan y Jensen, 1977;
Geiselman, 1980; Anderson y Velimirov, 1982; Steinberg, 1985, 1986; Ragan y
Glombitza, 1986). En general los valores obtenidos en este trabajo son
comparables a los de las algas pardas clasificadas como pobres en compuestos
fendlicos (0-2% del peso seco) (Stein 1985,1986; Targett et al, 1992). El extracto de
Fucus spiralis mostré un contenido en compuestos fendlicos inferior al valor
publicado por Denton et al. (1990) para esta misma especie (8.14%) recolectada en
Nova Scotia (Canada). Sin embargo, ejemplares de Cystoseira abies-marina de la
isla de Gran Canaria recolectados en una zona diferente, presentaron un contenido
medio menor 0.5%, (Granado, 1996) que el obtenido en este trabajo siendo, 3.90 %
en algas recolectadas y 2.80 % en cultivadas. Los valores para éste género van
desde 0.3% en Cystoseira trinodis del norte australiano (Steinberg y Paul, 1990)
hasta 4.4% en C. osmundacea recolectada en California (Steinberg, 1985). Las
referencias en algas rojas indican contenidos en Polysiphonia lanosa, Brongniartella
byssoides, Heterosiphonia plumosa y Furcellaria fastigiata, (5.73 % PS, 3.64 % PS,
3.45 % PS, 3.29 % PS, 3.25 % PS, respectivamente)(Zubia et al.,, 2009). La
variacion en el contenido en polifenoles puede ser la respuesta a cambios
ambientales e incluso a la divergencia genética entre las poblaciones naturales,

como ha sido descrito en Fucus vesiculosus (Jormalainen y Honkanen, 2004).
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Otros factores que influyen en la acumulacion de compuestos fenélicos estan
relacionados con la estacionalidad o la localizacién de estos elementos en la planta
(Conan et al., 2007; Abdala et al., 2011). Como ha sido discutido previamente, las
situaciones de estrés bajo las condiciones de cultivo establecidas podrian explicar
la sintesis, acumulacion y exudacion al medio de este tipo de elementos, como fue
observado en el alga roja Halopithys incurva, y como también ha sido observado en
el caso de algas verdes en ambientes variables como los charcos intermareales,
donde se ha descrito la presencia de trihidroxicumarina (Pérez-Rodriguez et al.,
2003). El aumento mas significativo en el contenido de ficoeritrina se midié en H.
incurva (92 %). Este hecho ha sido descrito trabajos anteriores, apuntando que el
contenido de la ficoeritrina en algas rojas, esta positivamente correlacionado con el
aporte de nitr6geno y la cantidd y calidad de la radiacién (Lapointe, 1981; Bird et
al.,1982; Vergara y Niell, 1993; Figueroa et al., 1995).

Los andlisis estadisticos revelaron que los factores (especies, naturaleza,
cultivo y solvente) afectan de manera significativa (p<0.05) a los resultados de la
actividad antioxidante de los extractos. Ademas, el coeficiente de correlacion (R?)
indicé que la actividad antioxidante en las especies esta directamente relacionada
con el contenido en polifenoles. No hay referencias sobre el contenido de fenoles
totales en algas cultivadas en alto contenido de N-amonio, pero los resultados
muestran una disminucion en su contenido frente a las recolectadas en la
naturaleza, lo que indica que las condiciones de cultivo en el sistema de biofiltracién
influyen en su sintesis. Las propiedades antioxidantes de estos compuestos, tanto
en lo referido al atrapamiento de radicales libres como a la quelacion de Fe,", han
sido bien documentadas (Rice-Evans et al., 1995; 1996; Bravo, 1998). De hecho,
entre todos los componentes antioxidantes que fueron referidos anteriormente, los
compuestos fendlicos han sido ampliamente relacionados con las propiedades
antioxidantes de las macroalgas (Fujimoto y Kaneda, 1984; Yan et al., 1996; Zubia
et al, 2007,2009).

La capacidad de adaptacién al sistema de cultivo establecido de la mayoria
de las especies ensayadas y los porcentajes de biofiltracion de amonio
determinados, muestran que durante periodos experimentales cortos, no superiores
a un mes, estas especies son capaces de responder a situaciones de cultivo libre
(sin fijacibn a ninguna estructura) en la columna de agua bajo elevadas
concentraciones de nutrientes, funcionando como trampas de N-amonio y
eliminando la carga de nutrientes proveniente de los efluentes, tal y como

anteriormente ha sido descrito en otros trabajos con diferentes especies (Neori et
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al., 1991; Shpigel et al., 1993; Jiménez del Rio et al., 1996; Neori, 1996). Las
especies que son morfolégicamente mas simples y que presentan altas relaciones
superficie/volumen muestran una tasa de absorcion de amonio mayor (Wallentinus,
1984: Hein et al., 1995; Taylor et al., 1998), lo que queda demostrado con especies
como Ulva rigida (Chlorophyta) y Grateloupia dichotoma (Rhodophyta), con
eficiencias de biofiltracién medias cercanas al 50% en las condiciones ensayadas.
No ocurrié asi con las especies pertenecientes a la Division Phaeophyta, que
mostraron poca adaptacion a la hidrodinamica del sistema con valores de eficiencia
de eliminacion de amonio entre el 17 y el 27%, poco representativos en
comparacion a los obtenidos con el resto de especies. Estos resultados obtenidos
con algas pardas concuerdan con los obtenidos en otros experimentos en los que
especies no pertenecientes a los géneros conocidos como kelps (Laminaria,
Undaria, Macrocystis), muestran poca capacidad de adaptacién a los sistemas de
cultivo en los que las condiciones de estrés a las que son sometidas (rotacion libre
en la columna agua con desarrollo de morfologias pseudo-esféricas, ausencia de
estructuras de fijacion, altas irradiaciones o elevada disponibilidad de nutrientes)
conducen a la excrecion de metabolitos que producen el colapso del sistema
(Pedersen et al., 1996).

Al analizar los resultados de los Capitulos | y Il en su conjunto, podemos
destacar que los extractos, los metandlicos e hidroalcohdlicos, obtenidos a partir de
las especies Halopithys incurva, Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina fueron los
mas activos. Considerando los pobres resultados obtenidos con las especies de
algas pardas, en cuanto a la capacidad biofiltradora se refiere, en los siguientes
ensayos planteados nos centramos en el estudio exhaustivo de la asimilacion de
nutrientes, el cultivo y la actividad antioxidante del alga roja Halopithys incurva.

Estos ensayos se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones de radiacion
(PAR, PAR+UV) dentro de un sistema IMTA simple, peces-algas. La combinacion
de tanques, densidades de cultivo y tasas de renovacién en los sistemas de cultivo
en cascada permitieron maximizar la calidad de los efluentes, sin reducir los valores
de produccion de la especie cultivada. Los resultados tras la aplicacién de N-NH,"
en forma de pulsos (Capitulo Ill, experimento 1), revelaron incrementos tanto en la
produccién como en la tasa de crecimiento a mayores concentraciones de N-
amonio tras un periodo prolongado de cultivo, alcanzando valores medios de 9.08 +
1.90 g PS m?d*y 3.30 + 0.60 % d™ respectivamente. El aporte de pulsos de NH,",
afecté las relaciones C:N que mostraron una disminucion fundamentalmente por el

incremento de Nitréegeno interno.. En cambio los valores del contenido interno de
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C no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos a excepcion de las
algas que recibieron pulsos de NH;" de 60 pM, indicando que en los tanques de
cultivo siempre tienen carbono disponible, mientras el N estd sujeto al aporte
externo. Los resultados del cultivo de Halopithys incurva en tanques dispuestos en
cascada (Capitulo Ill, experimento 2), permitieron la optimizaciéon de la depuracion
de efluentes de cultivo de Sparus aurata, al tiempo que reduce los costes del cultivo
en cuanto a bombeo de agua. La eleccion de tanques de volumen decreciente para
los niveles mas bajos de la cascada permitié aumentar la frecuencia de renovacion
del agua, reduciendo el riesgo de limitacion por nutrientes y manteniendo los
valores de produccion. El cultivo en cascada de Halopithys incurva el flujo de agua
procedente del primer nivel de la cascada (nivel 1) no produjo ningun tipo de
limitacién por nutrientes de la produccion y tasa de crecimiento en los cultivos del
nivel 2 (Capitulo Ill, Tabla 3.3.). La mayor tasa de crecimiento obtenida en este
nivel (3.3 % d™), fue probablemente resultado de una mayor eficiencia en la
utilizacion de la luz condicionada por el disefio del tanque de cultivo ya que los
tanques semicirculares (SCT) empleados para el cultivo en el 2° nivel tienen una
mayor relacion superficie:volumen que los circulares (CPT), y la mitad de
profundidad que éstos. Las mayores eficiencias de eliminacion de amonio (NUE) se
obtuvieron en el primer nivel del sistema siendo este valor de 45.9 %. Esto se
explica porque al ser menor la tasa de renovacién en este tanque, aumenta el
tiempo de residencia del agua, lo que facilita el consumo de un mayor % de NH,".
Por el contrario la NUE se reduce en el 2° nivel del BF. Los cultivos de este nivel
reciben una menor concentracion de amonio, y en principio un flujo de agua
limitado en nutrientes de forma general (principalmente nitrogeno y fésforo) al
proceder del 1*" nivel del BF, sin embargo la mayor tasa de renovacién de agua
aumenta la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de las algas. Es un
hecho ampliamente demostrado que el aumento de la tasa de renovacion
incrementa la produccién de biomasa (Lapointe y Ryther, 1978; Friedlander y Ben-
Amotz, 1991). Los resultados obtenidos para la tasas de consumo de NH;" (NUR)
muestran un patron contrario, obteniéndose mayores valores para los cultivos de 2°
nivel del sistema. La relacion inversa que existe entre la NUE y la tasa de
renovacién asi como la directa entre la NUR y la tasas de renovaciéon han sido
descritas anteriormente en sistemas de cultivo de macroalgas (Jiménez del Rio, et
al., 1994; Mufoz y Varas, 1998; Buschmann et al., 2001; Hernandez et al., 2002;
Schuenhoff et al., 2006).
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El co-cultivo de Halopithys incurva y Jania adhaerens (Capitulo |lI,
experimento 3) en el sistema de biofiltracion bajo las condiciones ensayadas,
irradiacion y aporte de nutrientes, confirmé la capacidad de adaptacién y respuesta
de ambas especies al crecimiento conjunto sin competencia. Las producciones mas
altas se obtuvieron en condiciones de alta irradiacion (PAR+UV) con y sin aporte de
nutrientes, obteniéndose en estas Ultimas condiciones, valores de produccion
cercanos a 54.5 (+ 22.2) g PS m? d™. La produccién en condiciones de baja
irradiacién fue significativamente inferior, resultado que corrobora la importancia
que juega la luz en los sistemas de cultivo de macroalgas (Lobban y Harrison,
1997; Luning, 1990) junto con la temperatura. Aungue en nuestros experimentos,
este Ultimo parametro no es determinante debido a sus estrechas variaciones, de
19 a 24 ° C, uno de los primeros trabajos al respecto, mostré una relacion positiva
entre la tasa de crecimiento y la temperatura en cultivo en tanques de Gracilaria
tenuistipitata (Haglund y Pedersen, 1993). La capacidad de H. incurva para
sostener el crecimiento quedo reflejada en la tasa de crecimiento experimentada a
lo largo de las 6 semanas de duracion del ensayo. Una vez mas, las mayores tasas
de crecimiento se relacionan de forma directa con la cantidad de luz (PAR+UV) que
reciben los cultivos. H. incurva present6 tasas de crecimiento 3.6 % d* (con aporte
de nutrientes) y 3.2 % d* (sin aporte de nutrientes). Los resultados de este
experimento muestran que H. incurva puede actuar como un eficiente biofiltrador de
los efluentes procedentes del cultivo intensivo de dorada, con valores de NUE del
100 % a los flujos de NH," ensayados (4.5 + 2.6 mmoles h™). Al igual que con otras
especies de algas rojas ensayadas durante el desarrollo del proyecto Bifaro, como
Gracilaria cornea o Hypnea spinella, se han mostrado eficiencias de biofiltracion de
hasta el 90 % (Gil Jeréz, 2010) similares a las obtenidas en sistemas integrados
combinados de animales y macroalgas (Chow et al., 2001).

La biomasa producida se evalué empleando diferentes métodos in vitro, con
el fin de completar el conocimiento de su potencial como fuente de antioxidantes.
Los extractos empleados en estos ensayos fueron hidroalcohdlicos (ETOH50) ya
gue es menos toxico que el metanol resultando una opcidon mejor para la
extraccién de compuestos con fines alimentarios, nutracéuticos o funcionales
(Hamburger et al., 2004). Los porcentajes de inhibicion antirradical del ensayo
DPPH fueron mayores que las del ensayo ABTSe+. El extracto mas activo en
ambos métodos fue el de H. incurva crecidas durante cuatro semanas bajo
radiacion PAR y aporte de N-amonio (Capitulo Ill, Ver tabla 3.9 y 3.10). La

capacidad de los extractos de H. incurva para reducir el radical DPPH mediante la
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donacion de un atomo de hidrégeno o electrones ha sido entre aproximadamente 2
y 22 veces mas débil que el &cido ascorbico y el propil galato. La concentraciéon
EC50 (indice de oxidacion) del extracto de H. incurva fue aproximadamente 97.5 y
94 veces mayor que la requerida para el &cido ascorbico y el propil galato,
respectivamente. El valor mas bajo (2.42 + 0.01 mg ml™) correspondi6 a la biomasa
de H. incurva obtenida tras cuatro semanas en cultivo bajo radiacion PAR y aporte
de N-amonio. Los resultados de EC50 mas relevantes en algas rojas han sido
descritos para dos especies pertenecientes al Orden Ceramiales, Brongniartella
byssoides (0.14 + 0.01 mg ml™") y Polysiphonia lanosa (2.71 + 0.01 mg mi™*) y una
especie perteneciente al orden Gigartinales, Furcellaria fastigiata (1.39 = 0.04 mg
ml™) (Zubia et al., 2010).

La disponibilidad de nitrégeno, como nutriente esencial, es uno de los
factores importantes para evaluar los estados fisiolégico y bioquimico de las
macroalgas crecidas en sistemas de cultivo intensivo. El efecto de la adicién y
limitacion de nitrégeno sobre los cambios en los componentes de especies del
género Gracilaria cultivadas en sistemas intensivos durante periodos de tiempo
prolongados, han sido investigados ampliamente (Bird et al. 1981; 1982; Lapointe
1981; Lapointe y Duke, 1984; Levy y Friedlander, 1990; Friedlander et al., 1991;
Haglund y Pedersen, 1993). Sin embargo, existe poca informaciéon sobre los
procesos bioquimicos que la disponibilidad de N tiene sobre la activacion de las
defensas antioxidantes. Los resultados obtenidos en los ensayos descritos sugieren
gue la fuente y la concentracion de nitrdgeno han mostrado un efecto directo sobre
los cambios en las actividades antioxidantes detectadas, principalmente debido a
los cambios en la composicion bioquimica de las especies estudiadas. Los
extractos hidroalcohdlicos de H. incurva mostraron escasa capacidad antioxidante a
nivel de inhibicion de peroxidacion lipidica (Capitulo I, Figura 3.14) presentando un
comportamiento similar al control. La oxidacién del p-caroteno se complet6 a los 15
min de comenzar la reaccion a diferencia de los resultados del control positivo,
vitamina E (a concentraciones de 1 pMy 10 uM). La capacidad para atrapar el
radical superéxido en el sistema PMS/NADH-NBT fue negativa y poco reproducible.
Trabajos previos han indicado una fuerte actividad en varias especies de algas
pardas (Siriwardhana et al., 2003.; Kim et al., 2005; Kuda et al., 2005; Zubia et al.,
2007). Trabajos posteriores describieron actividades de captacion de radicales
aniones bajos (<5%) para diversos extractos de algas Rhodophytas (Kim et al.,
2005).

Una vez estudiadas las propiedades antioxidantes de los extracto de H.
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incurva procedentes de diferentes condiciones de radiacién y el aporte de N-
amonio, los ensayos se dirigieron hacia el estudio de los componentes quimicos
gue podrian ser responsables de las propiedades detectadas en la biomasa
procedente de los experimentos de co-cultivo. Los procedimientos empleados para
la cuantificacion y caracterizacion del extracto de H. incurva permitieron determinar
la concentracién de polifenoles que oscilé entre 30.6 y 62.2 mg g* PS en
condiciones PAR y bajo aporte de N-amonio.

Del analisis cromatogréafico para su caracterizacion, realizado por HPLC, pudo
concluirse que la actividad antioxidante de H. incurva, esta relacionada, al menos
parcialmente, con la presencia de pirogalol. Las concentraciones detectadas,
dependiendo de la procedencia del tratamiento de cultivo, oscilaron entre 3.6 y 24.9
mg de pirogalol g* PS, lo cual nos indica que hay una parte del contenido de
polifenoles sin identificar en las muestras analizadas. Aparentemente, los tipos y
cantidades de los &cidos fendlicos en las algas dependen de la especie en cuestién
(Whitfield et al., 1999). Lépez et al. (2010) observaron resultados similares al
analizar los polifenoles de S. scoparium. Algunos compuestos pueden permanecer
sin ser detectados o insuficientemente representados en la cromatografia liquida de
alta afinidad, como ya se ha discutido, debido a su baja respuesta a la radiacién UV
en relacién a la concentracién, la estructura molecular, la superposicién de
isdbmeros, o una polaridad inadecuada para la determinacién cromatogréafica
(Adamson et al, 1999;. Lazaro et al, 1999). Hasta el momento existen pocos
trabajos disponibles en la caracterizacion de polifenoles mediante técnicas de
HPLC a partir de algas en general, y tampoco hemos encontrado trabajos sobre
algas rojas al respecto para comparar los resultados obtenidos. El presente analisis
no mostré la presencia de moléculas de florotaninos en nuestras muestras. Este
hallazgo apoya la sugerencia hecha por Ragan y Glombitza (1986) de que los
florotaninos son un grupo fendlico exclusivo en las algas pardas. Entre las
principales clases estructurales de compuestos fendlicos marinos aislados hasta el
momento en la Division Rhodophyta, podemos citar los bromofenoles (Ragan vy
Glombitza, 1986), compuestos estructuralmente diferentes a los taninos en algas
verdes y pardas. El bromofenol C-7-hidroxilico ha sido detectado exclusivamente en
especies del orden Ceramiales. El mas distribuido en todos ellos es el 2,3-dibromo-
4,5- dihidroxibenzyl alcohol (lanosol) que también ha sido detectado en algas
pardas. Los métodos quimicos para el analisis de polifenoles en estudios

ecoldgicos fueron revisados hace dos décadas (Ragan y Glombitza, 1986). A partir
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de entonces, rara vez han sido publicados métodos quimicos adicionales para
investigar este tipo de compuestos.

En relacion a los polisacaridos acidos, el cese de los aportes de NH;" a los
28 dias de cultivo no dio lugar a un aumento significativo de la concentracion de
polisacéaridos aunque el hecho de que disminuyera en condiciones de menor
irradiancia y ausencia de UV (dentro del invernadero) y se mantuviera en algas
crecidas fuera del invernadero (PAR+UVR) sugiere que tienden hacia la ruta del
carbono en ausencia de nutrientes, presencia de UV y dosis mas altas de PAR.
Mientras que el contenido en polisacaridos acidos de las algas cultivadas fuera del
invernadero (PAR+UVR) se mantuvo similar tanto en muestras cultivadas en agua
de mar como en las producidas con las aguas de los efluentes (ricas en amonio).
Los polisacaridos acidos se acumularon drasticamente a los 42 dias (PAR+UV)
aumentando de manera significativa un 59.1 % respecto al muestreo del dia 7 de
cultivo.

Este comportamiento es diferente al descrito en otras algas rojas, ya que
cuando existe crecimiento rapido se espera una baja acumulacion, atribuible a que
en un medio rico en nutrientes, el carbono producido en la fotosintesis y que entra
al ciclo de Krebs, es destinado principalmente a la sintesis de compuestos
precursores de aminoacidos y en menor medida a la biosintesis de carbohidratos
(Raven, 1974; Neish et al. 1977, DeBoer, 1979). No obstante el hecho de que el
contenido de polisacaridos sea mayor en algas cultivadas fuera del invernadero nos
puede indicar que la radiacion UV puede estar provocando situaciones de estrés
que conducen a una disminucién de la actividad fotosintética y en consecuencia a
una acumulacion de carbohidratos a costa de disminuir la tasa de crecimiento.
Algunos trabajos en algas carragenofitas apuntan a una variacion estacional en el
rendimiento atribuida a condiciones ambientales tales como la temperatura y la
salinidad (Fogg 1964; Neish y Shacklocck, 1971; Dawes et al., 1977a; Zertuche-
Gonzalez, 1988). La caracterizacion de los espectros de éstos, mediante FT-IR, no
mostraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos de cultivo
(p<0.05). Recientemente se ha identificado, mediante la comparacion con los datos
de la biblioteca de Thermo Fischer que la fraccién de polisacaridos de Halopithys
incurva tuvo el mayor porcentaje de similitud con P800 Pullulan (86%)(Abdala et al.,
2011). Pullulan es una a (1-6) maltotriosa, polimero soluble en agua obtenido a
partir del almidén por fermentacion. Su uso mas importante es para la fabricacion
de peliculas comestibles y capsulas para la industria farmacéutica y nutracéutica.

Los fotoprotectores y sustancias antioxidantes amino &cidos tipo micosporina
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(MAAS) incrementaron con la disponibilidad de nitrégeno como previamente se ha
demostrado en distintas especie del género Porphyra (Korbee et al., 2005),
Grateloupia lanceola (Huovinen et al., 2006), Asparagopsis armata (Figueroa et al.,
2008) y Gracilaria tenuistipitata (Barufi Bonomi et al., 2011). El analisis del
contenido e identificacion de amino &cidos tipo micosporina (MAAS) mostré un
comportamiento antagonista en las concentraciones de shinorine y porphyra-334 en
biomasa producida con N-amonio, existiendo una correlacion negativa entre ambas.
En ausencia de este nutriente y presencia de radiacién UV son las concentraciones
de palythine y porphyra-334 las que muestran una correlacion negativa,
produciéndose un aumento de la concentracién de palythine en detrimento de la
porphyra-334. Se ha demostrado que las especies de algas rojas acumulan mas
MAAs que las especies de algas verdes y pardas (Singh et al.,, 2008). Estas
mismas relaciones entre los tipos de MAAs ya fueron descritas en Porphyra
leucosticta (Korbee, 2004) aunque no fueron detectadas en la especie Grateloupia
lanceola (Houvinen et al., 2006). EI aumento de un determinado amino acido tipo
micosporina y el aumento concomitante de otro ha sido relacionado con procesos
de interconvesion de unos MAAs por otros debido a condiciones ambientales
(Dunlap y Shick, 1998; Conde et al., 2004) pero se desconoce con exactitud la ruta
de sintesis e interconversion de todos los MAAs. Los cambios en composicion de
MAAs detectados en este estudio, puede relacionarse por cambios en las
condiciones de cultivo. De la Coba et al. (2009) presentan que los extractos
purificados a partir de las especies de algas rojas Porphyra y Gelidium contienen
distintas micosporinas (Porphyra 334, shinorine, palythine y asterina 330) que
presentan actividad antioxidante a nivel de inhibicion de la peroxidacion lipidica
siendo estos dos ultimos los que ofrecen mejores resultados. Un factor que
contribuye a este hecho es la acidez relativa de estos compuestos y su grado de
disociacion en solucion.

Ciertamente, la determinacién de un modo de accién es particularmente
compleja en el caso de un extracto crudo natural como el extracto hidroalcohélico
de Halopithys incurva, y a pesar de mostrar una correlacion alta en relacion al
contenido en polifenoles no se descarta que su efecto antioxidante pueda ser el
resultado de la accién conjunta de sus componentes. Tras una extensa revision de
la literatura, no se han encontrado estudios similares al presente trabajo en lo que
concierne al contenido en polifenoles de Halophytis incurva ni, en consiguiente,
tampoco ha sido abordado el estudio sobre la capacidad antioxidante de los

mismos. Ademas se desconocen estudios sobre la actividad antioxidante de algas
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producidas en cultivos IMTA. La evaluacion de la actividad antioxidante del pirogalol
tampoco ha sido abordada previamente en este modelo, aunque existen estudios
del efecto producido por otros compuestos fendlicos (Gasso et al., 2001; Shanker y
Aschner, 2003).

Se concluye que el alga Halopithys incurva es una excelente candidata para
el cultivo en efluentes de piscifactorias ya sea en doble biofiltro (dos tanques
conectados en cascada) Yy especialmente en cocultivo con Jania adhaerens.
Presenta una alta capacidad de biofiltracién y acumula en la biomasa compuestos
bioactivos de interés como compuestos nitrogenados: aminoacidos tipo micosporina
(fotoprotectores frente a la radiacion UV con capacidad antioxidante) y compuestos
carbonados: polisacaridos acidos con potente actividad inmunoestimuladora.
Ademas los compuestos polifendlicos se correlacionan con una alta actividad

antioxidante.

255



CONCLUSIONES




Conclusiones

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos y presentados en el presente trabajo, podemos extraer

las conclusiones que se enumeran a continuacion:

1. Las diez especies de macroalgas ensayadas, recolectadas de la naturaleza y
pertenecientes a las Divisiones Chlorophyta, Rhodophyta y Phaeophyta,
presentaron un amplio rango de actividad antioxidante, tal y como se determino
a través de los ensayos de barrido de radicales libres y poder reductor
expresado como equivalentes de acido ascorbico. Las actividades mas altas
fueron obtenidas en extractos hidroalcohdlicos (ETOH 50%).

a. Los extractos con mayor actividad antioxidante correspondieron a las
especies, Halopithys incurva (Rhodophyta), Fucus spiralis y Cystoseira
abies-marina (Phaeophyta).

b. Se cuantificaron compuestos fendlicos en todas las especies analizadas
siendo Halopithys incurva la que presentd el mayor contenido en polifenoles
totales, alcanzando valores del 4.9 % de su peso seco previo a la aplicacién
de PVPP.Tras la aplicacion de PVPP el contenido de polifenoes en
H.incurva bajé a 1.46 % y los contenidos més altos se alcanzaron a las
algas pardas Fucus spiralis (2.2%) y Cystoseira abies-marina (3.5%)
indicando una sobrevaloracion de la concentracion de polifenoles si no se
realiza la precipitacion de sustancias que interfieren en la valoracion de
polifenoles

c. Los contenidos en pigmentos liposolubles e hidrosolubles de las especies
recolectadas fueron bajos en general, lo que complementado con los valores
medios obtenidos para las relaciones C:N indico la fuerte limitacién por
nutrientes, tipica de aguas oligotréficas, a la que estdn sometidas estas

especies en su medio natural.

2. La actividad antioxidante de los extractos de la biomasa cultivada de forma
intensiva en un sistema de biofiltraciébn, con aporte continuo de nutrientes
durante periodos cortos de tiempo, aumentd o se mantuvo estable en diferentes
especies de algas verdes (Caulerpa racemosa), rojas (Laurencia majuscula o
Halopithys incurva) y pardas (Fucus spiralis o Cystoseira abies-marina). Las
principales respuestas a las condiciones de cultivo y la disponibilidad de N-

amonio fueron una variacion significativa en el contenido en compuestos
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fendlicos totales y la acumulaciéon de compuestos nitrogenados, a la vista de la
disminucion en las relaciones C:N, que condujo al aumento en la concentraciéon
de pigmentos liposolubles (clorofilas y carotenoides, p.e. en Ulva rigida) e
hidrosolubles (ficoeritrina, p.e. en Halopithys incurva).

3. El analisis estadistico de los resultados reveld, de forma general, que los factores
especie, naturaleza, cultivo y solvente, afectan de manera significativa la
actividad antioxidante de los extractos evaluados. Ademas, la actividad
antioxidante cuantificada es dependiente de la concentracibn de compuestos
fendlicos. El andlisis de correlacion indico que las especies con mayor capacidad

de biofiltracién de N-amonio presentan menor actividad antioxidante.

4. El cultivo de Halopithys incurva en tanques dispuestos en una cascada con dos
niveles, optimizé la biofiltracion de efluentes con alta concentracién de N-
amonio, provenientes del cultivo de Sparus aurata. La eleccion de tanques
semicirculares (SCT) de volumen menor y relaciébn Superficie:volumen mayor
para los niveles mas bajos de la cascada permite aumentar la frecuencia de
renovacion de agua reduciendo el riesgo de limitacion por nutrientes vy

manteniendo estables los valores de produccion.

5. El cultivo de Halopithys incurva durante periodos prolongados bajo diferentes
condiciones de radiacion (PAR y PAR+UV) y aporte de nutrientes (con
enriquecimiento de N y P o Unicamente con agua de mar) permitié confirmar que
se pueden obtener producciones sostenibles principalmente en condiciones de
alta irradiacion natural (PAR+UV) y aporte de nutrientes, manteniendo valores
elevados de eliminacion de N-amonio y P-fosfato. La mayor disponibilidad de
Nitrégeno produce un aumento del contenido interno de nitrégeno que va
asociado a una caida en la proporcion C:N:. Ademas, Halopithys incurva
cultivada en los efluentes presenta rendimientos fotosintéticos superiores a los
obtenidos con la biomasa cultivada en agua de mar, tanto bajo condiciones de
exposicion a la radiacion PAR+UV como en condiciones de invernadero, sélo

expuesta a la radiacion PAR.

6. Los extractos de Halopithys incurva obtenidos de la biomasa producida en
cocultivo tras un periodo prolongado bajo radiacion PAR y aporte continuo de N-

amonio, mostraron la mayor actividad antioxidante, tal y como fue determinado
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por los ensayos del DPPH y del ABTSe+, siendo los porcentajes de inhibiciéon
antirradical inferiores en este ultimo. El andlisis cromatografico comparativo
entre extractos de algas y patrones de fenoles conocidos, permite concluir que
la actividad antioxidante de Halopithys incurva, esta relacionada, al menos
parcialmente, con la presencia del pirogalol.

7. La acumulacién de polisacéaridos &cidos, fue en general baja, obteniéndose un
aumento de la concentracion tras 35 dias de cultivo en condiciones de
irradiacion PAR+UV. Sin embargo, los espectros analizados mediante FT-IR no
mostraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos de cultivo
ensayados.

El andlisis del contenido en aminoacidos tipo micosporina (MAAS) mostré un
comportamiento antagonista entre las concentraciones de shinorine y porphyra-

334 en presencia de N-amonio, existiendo una correlacion negativa entre ambas.

8. A la vista de los resultados, el alga roja Halopithys incurva se postula como una
especie de interés desde el punto de vista aplicado; (i) por su capacidad de
respuesta en condiciones de cultivo intensivo bajo radiacion natural, creciendo
de forma unialgal o en co-cultivo con Jania adhaerens; (ii) su capacidad para
biofiltrar N-amonio y P-fosfato de los efluentes producidos en los tanques de
cultivo de dorada (Sparus aurata); y (iii) como fuente potencial de sustancias
antioxidantes probablemente relacionado con sustancias de naturaleza fendlica ,
por su capacidad para acumular compuestos como aminoacidos tipo
micosporina (fotoprotectores y antioxidantes), polisacaridos estructurales y

acidos con potencial actividad inmunoestimuladora.
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RESUMEN

El presente trabajo aborda el estudio de la acumulacién de sustancias antioxidantes
en macroalgas tanto recolectadas del medio natural como cultivadas, de forma
intensiva, en un sistema de biofiltracion de efluentes provenientes del cultivo de peces
(IMTA). Se analizaron los efectos de las condiciones de cultivo, principalmente
relacionadas con la radiacion solar y el aporte de nutrientes, sobre el crecimiento y la
calidad de la biomasa de las diferentes especies producidas. La biomasa obtenida de
las diferentes fuentes y condiciones de cultivo fue utilizada en la preparacion vy
caracterizacion de extractos para la evaluacion de la actividad antioxidante mediante
el uso de modelos experimentales in vitro. Los experimentos iniciales (Capitulos I y I1),
fueron realizados con especies de macroalgas de las Divisiones Chlorophyta,
Rhodophyta y Phaeophyta, recolectadas en la zona intermareal de la costa de la isla
de Gran Canaria (Islas Canarias, Espafia) y cultivadas bajo condiciones de
invernadero y alto aporte de N-amonio. Los extractos metanolicos (METOH) e
hidroalcohélicos (ETOH50) obtenidos presentaban la habilidad de donar protones,
caracteristica de los compuestos antioxidantes, tal y como fue determinado por los
ensayos del DPPH y del poder reductor. Entre las especies estudiadas, Halopithys
incurva resulté un alga muy interesante por su elevada actividad antioxidante tanto en
el medio natural como en condiciones de cultivo y su alto contenido en polifenoles. Asi
en los capitulos Il y 1V, se aborda en el estudio méas detallado sobre la acuicultura de
H. incurva bajo diferentes condiciones. Se analizaron la tasas de crecimiento,
rendimiento de la biomasa o produccién, capacidad de biofiltraciébn expresada como
eficiencia de biofiltracién del N-amonio (NUE) y tasa de incorporaciéon de N-amonio
(NUR), calidad de la biomasa (acumulacién de pigmentos, polifenoles y relaciones
C:N) y la capacidad antioxidante de la biomasa producida mediante los ensayos DPPH
y ABTS™. Ademas se determinaron mediante HPLC el contenido e identificacion de
fenoles y aminoacidos tipo micosporina (MAAs), asi como la acumulacion de
polisacaridos acidos. Se concluye que el alga H. incurva es un excelente candidato
para el cultivo en efluentes de piscifactorias ya sea en doble biofiltro (dos tanques
conectados en cascada) Yy especialmente en cocultivo con Jania adhaerens. Presenta
una alta capacidad de biofiltracién y acumula en la biomasa compuestos bioactivos de
interés como compuestos nitrogenados: aminodcidos tipo micosporina (fotoprotectores
frente a la radiacibn UV con capacidad antioxidante) y compuestos carbonados:
polisacéridos acidos con potente actividad inmunoestimuladora. Ademas los

compuestos polifendlicos se correlacionan con una alta actividad antioxidante.
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