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Resumen

Laradiacion UV puede producir efectos perjudiciales enlasalud humana. Los fotoprotectores
tépicos reducen las dosis eritematicas aminorando el dafio potencial de la radiacion
UV. Inicialmente las cremas fotoprotectoras se disefiaron para filtrar la radiacion UV-B
(A=280-320 nm) por su efecto fotocarcinogénico, pero actualmente también se incluyen
filtros contra la radiacion UV-A (A=320-400 nm), porque al favorecer el dafio oxidativo
esta banda de radiacién tiene un efecto directo sobre el fotoenvejecimiento de la piel pero
también indirecto sobre la fotocarcinogénesis. Entre las nuevas sustancias naturales con
alta capacidad de filtracién de UV-A y con propiedades antioxidantes se encuentran los
aminoacidos tipo micosporina (MAAs) presentes especialmente en macroalgas rojas. Los
MAAs se estimulan por radiacién UV y al ser sustancias nitrogenadas, el contenido interno
esta también modulado por la disponibilidad de nitrato o amonio. Se ha conseguido duplicar
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los contenidos internos de MAAs en algas crecidas en altas concentraciones de amonio
(>150 uM). Por otro lado se ha demostrado una alta capacidad antioxidante en varios
MAAs aislados de liquenes (micosporina-glicina) y de algas rojas (porphyra-334, chinorina
y asterina-330). Estas dos propiedades, alta capacidad de filtraciéon de la radiacion UV
y actividad antioxidante, hacen que los MAAs sean unos excelentes candidatos para su
aplicacién como fotoprotectores en preparados cosméticos. La limitacidn se encuentra en
la necesidad de producir y garantizar biomasa suficiente para la extraccion del producto.
La recoleccion de algas del medio natural resulta insostenible y estd sujeta a variaciones
estacionales. Ahi es donde la acuicultura multitréfica integrada (AMTI) aparece como
una estrategia alternativa muy interesante ya que los nutrientes (especialmente amonio)
de los efluentes de las acuiculturas animales son aprovechados por las macroalgas
para incrementar la produccion de biomasa e inducen la acumulacién de compuestos
nitrogenados entre los que se encuentran los MAASs.

Resumo

Aradiagdo UV pode causar efeitos prejudiciais a salide humana. Os cremes fotoprotetores
atuais reduzem a dose eriteméatica de modo a diminuir o dano potencial da radiagéo
UV. Os cremes de filtros solares foram inicialmente concebidos para filtrar a radiacdo
UV-B (A=280-320 nm), a qual possui efeitos foto-carcinogénicos. Atualmente também
existem filtros contra a radiagdo UV-A (A=320-400 nm). Essa radiacdo causa danos
oxidativos que resultam em efeitos diretos (fotoenvelhecimento da pele) e indiretos
(foto-carcinogénese) sobre os seres humanos. Entre as substancias naturais as quais
recentemente foram atribuidas propriedades antioxidantes e capacidade de filtracao
da radiagdo UV-A, incluem-se os aminodcidos tipo micosporina (MAAs), encontrados
principalmente em macroalgas vermelhas. Estes compostos sao nitrogenados e requlados
pela disponibilidade interna de nitrato ou aménia nas algas, sendo também estimulados
pela exposicdo das mesmas a radiacdo UV. Observou-se a duplicacdo do contelido interno
de MAAs em algas cultivadas sob altas concentragdes de aménia (>150 puM). Além disso,
foi demonstrada uma alta capacidade antioxidante de diversos MAAs isolados de liquens
(micosporina-glicina) e algas vermelhas (porphyra-334, chinorina e asterina-330). Estas
duas propriedades (filtracdo da radiacdo UV e atividade antioxidante) levam a que os
MAAs sejam considerados excelentes candidatos para integrar cremes e filtros solares
na industria cosmética. Atualmente, o principal desafio é a obtencdo de biomassa
suficiente e de qualidade para a extracdo do produto. A colheita de algas de populagdes
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naturais é insustentavel e esta sujeita a grandes variacdes sazonais. Consequentemente,
a aquicultura multi-tréfica integrada (AMTI) apresenta-se como uma estratégia
alternativa muito positiva; nestes sistemas, os nutrientes (principalmente a amoénia)
presentes nos efluentes de aquaculturas animais sdo aproveitados/assimilados pelas
macroalgas, aumentando os niveis de producdo de biomassa e promovendo a acumulagao
de compostos nitrogenados, entre os quais se incluem os MAAs.

Radiacion UV y sustancias fotoprotectoras

Laradiacion ultravioleta (UV) es conocida como uno de los principales agentes ambientales
que puede repercutir negativamente en la salud humana. A nivel molecular, entre los
multiples efectos dafiinos de la radiacion UV se incluye la alteracion de moléculas de ADN
y proteinas, inactivacion de enzimas y la formacion de radicales libres, los cuales atacan
a membranas celulares y otras moléculas diana alterando su funcionalidad. La exposicién
cutdnea a dosis elevadas de radiacion UV es responsable del desarrollo de eritemas
actinicos y quemaduras en la piel a corto plazo, mientras que exposiciones reiteradas,
dan lugar a inmunosupresion, fotocarcinogénesis y fotoenvejecimiento. El deterioro de
la capa de ozono, el aumento de la esperanza de vida junto al cambio en los habitos
relacionados con la exposicion al sol son los factores que determinan el incremento de
la dosis de radiacién UV acumulada de gran parte de la poblacién y por tanto el mayor
riesgo a padecer algun tipo de patologia.

La atenuacion de la radiacién UV en la piel se obtiene mediante sustancias que cumplan
los requisitos biofisicos siguientes (Gilaberte et al, 2003):

»  Absorcidn y filtracién de la radiacién UV en la superficie del estrato cérneo a fin de
prevenir su penetracion hacia la epidermis y la dermis.

*  Dispersion de las radiaciones.

*  Reflexién de las mismas mediante la aplicacién de sustancias barrera.

» Inactivacion o destruccion de los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno
(ROS) que se producen en la piel fotoexpuesta.

Ademas de estos mecanismos bien conocidos habria que afiadir otro mas novedoso,
que acttia mediante la reparacion del dafio celular cuténeo inducido por la radiacién
solar. Asi, un fotoprotector no sélo debe ser seqguro (no transformarse en fotoproductos
fotosensibilizantes) y proteger frente a los efectos agudos de la radiacion UV, sino que
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debe proporcionar beneficios a largo plazo en la prevencién del cancer cutaneo, la
fotodermatosis y el fotoenvejecimiento.

Asi una de las principales estrategias de fotoproteccién en la actualidad es el uso tépico
de fotoprotectores que incorporan ciertas sustancias capaces de absorber radiacion UV
(filtros quimicos) y dispersar la radiacién (filtros fisicos), ademas de sustancias antioxi-
dantes que ayudan a combatir el estrés oxidativo provocado por la fraccién de radiacion
que logra atravesar la barrera de los filtros solares (filtros biolégicos). Ante la creciente
demanda de productos de origen natural, se ha intensificado la busqueda por parte de la
industria cosmética y nutraceltica de este tipo de sustancias (sinénimo de saludable) que
puedan ser comercializadas en multitud de campos entre los que se encuentra el de la
fotoproteccidn. Las principales sustancias fotoprotectoras que se usan en la actualidad se
recogen en la Tabla 1, que ha sido modificada de Gilaberte et al. (2003).

Tabla 1. Principales sustancias fotoprotectoras. Modificada de Gilaberte et al (2003).

NINEED

Filtros quimicos principalmente UVB Filtros quimicos UVB y menos UVA
PABA y derivados Benzofenonas
Cinamatos Sulisobenzona
Salicilatos Antralinas
Otros Filtros quimicos de amplio espectro
Filtros quimicos principalmente UVA Silatrizol
Avobenzona Mexoryl XL
Parson 1789 Dibenzotriazol
Eusolex 6300 Tinosorb M
Mexoryl SX Anisotriazina
Filtros fisicos o pantallas minerales Tinosorb S

Diéxido de titanio

Oxido de cinc

Aminoacidos tipo micosporina (MAAs)

Tsujino y Saito (1961) descubrieron unas sustancias que absorbian la radiacién UV
en algas rojas, las llamaron sustancias 334. Sin embargo, las micosporinas fueron
caracterizadas por Leach (1965) en el hongo Ascochyta pisi, de ahi su nombre y se las
relaciond con la induccién luminica de la esporulacién. Favre-Bonvin et al. (1976) fueron
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los primeros en describir la estructura quimica de una micosporina en el hongo Stereum
hirsutum, la que fue denominada micosporina-310.

Posteriormente, se aislaron de cianobacterias, algas y otros organismos una serie de
derivados de la micosporina-310, se trata de derivados imino-carbonil del croméforo
de ciclohexenona de las micosporinas, estos nuevos compuestos son los denominados
aminoéacidos tipo micosporina (Mycosporine-like Amino Acids, MAAs de sus siglas en
inglés). Tanto las micosporinas como los MAAs tienen conjugado en el anillo sustituyentes
nitrogenados (amino), aminoacidos o sus amino-alcoholes correspondientes, la glicina es
el aminoacido mas comtn presente en los MAAs.

Los MAAs son metabolitos presentes en organismos acuaticos con amplia distribucion
taxondmica cuyos grupos cromdforos son capaces de absorber radiacion entre 310 y
360 nm, correspondiente a las bandas espectrales del UV-A y UV-B. En organismos
marinos hay descritos 23 MAAs: micosporina-glicina y asterina-330 (Gleason, 1993),
chinorina (Tsujino et al, 1980), porphyra-334 y palitina (Takano et al,, 1978a), palitinol
(Dunlap et al,, 1986), paliteno (Takano et al., 1978b), micosporina-taurina y micosporina-
2-glicina (Stochaj et al, 1994), acido paliténico, micosporina-glicina-valina (Karentz et
al, 1991), micosporina-glicina-treonina, micosporina-glicina-serina, micosporina-glicina-
aspartato (Grant et al, 1985), micosporina-metilamina-treonina (Wu Won et al,, 1995),
palitina-serina, palitina-treonina-sulfato y palitina-serina-sulfato (Wu Won et al,, 1997),
micosporina-NMA:serina, micosporina-NMA:treonina, micosporina-glutamato-glicina,
micosporina-glutamato y usujireno (Bandaranayake et al., 1996) (Figura 1).

Andlisis filogenéticos recientes revelan que los genes que estan implicados en los primeros
pasos de la biosintesis de MAAs fueron transferidos desde cianobacterias a dinoflagelados
y finalmente a metazoos mediante una transferencia horizontal de genes, indicando
el alto significado evolutivo de estos compuestos en la evolucién (Carreto y Carignan,
2011). Son muchas las funciones que se les ha atribuido a este tipo de metabolitos en el
organismo, pero el papel fotoprotector es el mas aceptado y documentado, especialmente
por su capacidad para absorber longitudes de onda corta, unido a su alta fotoestabilidad
y altos coeficientes de extincion molar. Los MAAs se sintetizan a través de la ruta del
acido chiquimico que da lugar también a la sintesis de Fenilalanina, Tirosina, Tritéfano
y Ubiqunona entre otras sustancias. La acumulaciéon de MAAs esta relacionada con la
actividad la fotosintética (Bentley, 1990) pero también es dependiente de la calidad de
la luz mediante la accion de fotorreceptores no fotosintéticos y mensajeros secundarios
aun desconocidos (Karsten et al, 1998, Franklin et al,, 1999, Carreto y Carignan, 2011).
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Los MAAs actlian como filtros
pasivos disipando térmicamente
la  energia UV  absorbida
sin dar lugar a productos
intermedios téxicos (Conde et
al, 2000, 2004). Junto a la
radiacion 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-Peinado et al,
2004, Korbee et al 2005b,
Huovinen et al, 2006). Se ha
observado un incremento de
la concentracion de MAAs en
especies de algas rojas de los

. . o géneros Porphyra, Grateloupia
Figura 1. Estructura quimica de los principales MAAs

identificados en macroalgas rojas y sus respectivos picos de Y ASPAragopsis cultivadas en
longitudes de absorcion. Modificado de Korbee et al. (2006). medios con alta disponibilidad
de N (Korbee-Peinado et al., 2004, Korbee et al,, 2005b, Huovinen et al, 2006, Figueroa
et al, 2008), siendo este incremento mas acusado en los casos en que el alga estaba
sometida a radiacion UV. Estos MAAs pueden funcionar como reservas de nitrégeno
movilizandose en periodos de carencia de nutrientes. Esta capacidad de actuar como
reservas de nitrégeno ha sido igualmente propuesta para otros pigmentos como las
biliproteinas (Lopez-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 formulacién de cremas fotoprotectoras como filtros frente a la radiaciéon UV y por su
actividad antioxidante en la disminucién de los efectos causados por los radicales libres
(Bandaranayake, 1998, De la Coba et al,, 2009b,c,d,e,f).

Asi, ademas de su papel fisioldgico en las algas, diferentes trabajos recientes han
demostrado que los MAAs porphyra-334 (P-334) y chinorina (CH), con maximos de
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absorcion en el UVA y muy estables en un amplio rango de pH y temperatura, pueden
vehiculizarse con éxito en formulaciones de uso tépico y presentar valores de FPS
(Método Diffey) similares a cremas que contienen filtros solares comerciales (UV-A y
UV-B) al mismo porcentaje (De la Coba, 2007). Los MAAs no solo pueden ser efectivos
contra el eritema actinico sino también pueden fotoproteger de otros efectos bioldgicos
como inmunosupresion o dafio oxidativo. Se ha propuesto un factor de fotoproteccion
mas amplio denominado FAPEB (factor de proteccion de efectos bioldgicos) que el factor
de proteccion solar (FPS) formulado sélo para el eritema (Lopez Figueroa et al, 2010).
Ensayos in vivo con animales de experimentacién también demostraron la capacidad
fotoprotectora de estos MAAs. La aplicacién tépica de P-334 (+CH) limité de manera
efectiva el desarrollo de reacciones fotoquimicas y bioquimicas de la piel propias del dafio
actinico agudo (eritema, edema, expresion de la proteina de estrés Hsp72, engrosamiento
cutaneo, entre otros) ademas de contribuir a mantener el sistema defensivo antioxidante
de la piel (De la Coba et al, 2009a).

Estos resultados avalan el gran potencial biotecnolégico en la industria cosmética-
farmacéutica de estas moléculas como filtros solares quimicos/bioldgicos, debido a sus
propiedades de absorcién de la radiacién UV-A y UV-B in vitro e in vivo, gran estabilidad
frente a diferentes condiciones de pH y temperatura y propiedades antioxidantes (De la
Coba, 2007, De la Coba et al, 2009b, Lépez Figueroa, 2010).

MAAs en macroalgas

Los MAAs estan presentes en algas rojas, mientras que algas verdes y pardas sélo
contienen trazas de ellos (Karentz et al, 1991, Karentz, 1994, Molina y Montecino,
1996, Karsten et al, 1998, Hoyer et al, 2001, Huovinen et al, 2004, Korbee-Peinado
et al, 2004). Se ha observado que la acumulacién de MAAs depende de la cantidad de
radiacion recibida, tanto tras exponer en aguas someras ejemplares de algas rojas de
aguas profundas, como tras analizar la dependencia estacional en la acumulacion (Post
y Larkum, 1993, Karsten et al, 1999, Karsten y West, 2000). Por otro lado, los apices de
las especies articas Devaleraea ramentacea y Palmaria palmata contienen 5 veces mas
MAAs que las bases (Karsten et al, 1999, Karsten y Wiencke, 1999). Y se sugiere que el
mayor contenido de MAAs en el alga roja Mastocarpus stellatus podria ser la causa de
la mayor resistencia y competitividad frente a otro alga roja como es Chondlrus crispus
(Bischof et al, 2000). Sin embargo, en el alga roja Porphyra umbilicalis no se estimulaba
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la acumulacién de MAAs ni con radiacién PAR ni con UV (A y B), quiza debido a que
los niveles de MAAs se mantenian altos (en saturacién) desde el inicio del experimento
(Groniger et al, 1999). Tampoco se detectd una induccién de la sintesis de MAAs en
el alga roja Gracilaria cornea (Sinha et al, 2000). En D. ramentacea se encontrd una
correlacion positiva entre el incremento de la concentracion de MAAs vy la resistencia
fotosintética frente a la radiacién UV y en P. palmata, con niveles de MAAs similares, no
se encontrd tal relacion (Karsten et al, 2003).

En general, se pueden distinguir tres comportamientos en macroalgas marinas (Hoyer
et al, 2001):

»  Especies que no pueden sintetizar MAAs.

»  Especies que poseen una concentracion basica de MAAs que puede variar seglin la
radiacion recibida y/o en funcién al contenido de nitrégeno en el medio de cultivo
(Korbee-Peinado et al, 2004, Korbee et al. 2005b, Huovinen et al, 2006, Figueroa
et al, 2008).

* Especies con una concentracion interna alta que se mantiene constante
independientemente de las condiciones ambientales.

Produccion de MAAs: efecto de la radiacion UV y nitrégeno
(laboratorio)

Tanto la calidad y cantidad de radiacién recibida, asi como el contenido nitrogenado del
medio de cultivo influye en la acumulacién de MAAs en experimentos en laboratorio
(Korbee et al, 2006). La concentracion de MAAs en la biomasa varia en funcion de las
condiciones ambientales. Asi las algas que crecen en alta exposicion solar, como algas
de la zona intermareal en latitudes medias, subtropicales y tropicales, presentan un
contenido mas alto en MAAs que las algas submareales y de latitudes altas. Los MAAs
son sustancias fotorreguladas; alta intensidad de radiacién fotosintética (A=400-700
nm), UV-A o UV-B (dependiendo de la especie) incrementan el contenido interno en un
tiempo relativamente corto (> 24 h). En general, la radiacion mas efectiva en la sintesis
de estos compuestos fotoprotectores es la UV-A y azul (Franklin et al., 2001, Korbee et
al, 20053, Tabla 2). En el alga roja Porphyra rosengurttii, |a luz azul fue la mas efectiva
en términos de acumulacién de compuestos nitrogenados, como los MAAs, después de
una semana de experimentacion en laboratorio a diferentes calidades luminicas.
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Tabla 2. Concentracién de aminodcidos tipo micosporina expresada en mg de MAAs por g de peso seco
(PS) de hiomasa y composicion (%), en diferentes especies de macroalgas cultivadas en laboratorio con
radiacion artificial (PAR+UV) durante una semana, excepto para Grateloupia lanceola que se cultivd
durante 2 semanas. Resultados para medios de cultivos enriquecidos en nitrégeno y no enriquecidos.

Agua de mar no Agua de mar

enriguecida enriquecida Composicién de MAAs (%) | Referencia bibliografica

MAAs (mg g PSY | MAAs (mg g PSY)

Porphyra-334 (80)
Porphyra columbina 37+0,76 89+090 Chinorina (20) Korbee-Peinado et al, 2004

Palitina y asterina-330 (trazas)

Porphyra-334 (90)
Porphyra umbilicalis 53+1,66 8,2+0,48 Chinorina (9) Korbee et al, 2005b

Palitina y asterina-330 (trazas)

Porphyra-334 (80-82)

. Chinorina (5-11)
Porphyra leucosticta 4,3+0,63 9,7£045 N Korbee et al, 2005b
Palitina (3-6)
Asterina-330 (3-6)

Porphyra-334 (97-99)
Grateloupia lanceola  19+0,12 34+0,25 Micosporina-glicina (trazas) Huovinen et al,, 2006

Palitina (trazas)

Gracilaria Porphyra-334 (95-99) )
o 0,3+0,03 2,5+0,06 Barufi et al, 2011
tenuistipitata Chinorina (1-5)

*La concentracién de N fue de 1 uM de NH,* en agua de mar no enriquecida y de 300 uM en la enriquecida para todos los
casos, excepto para G. tenuistipitata que se cultivé con 3 uM de NO, (no enriquecida) y 2000 uM de NO, (enriquecida).

Por otro lado, la presencia de amonio en el medio de cultivo incrementd la concentracion
de MAAs en tres especies del género Porphyra, asi como en Grateloupia lanceola en
experimentos bajo condiciones controladas y radiacién artificial (Korbee-Peinado et al,
2004, Korbee et al, 2005b, Huovinen et al, 2006, Tabla 2). En un trabajo reciente en el
alga roja Gracilaria tenuistipitata, también en laboratorio, se observé un incremento en la
concentracién interna de MAAs en relacién al nitrato disponible en el medio (Barufi et
al, 2011). El contenido de MAAs aumentd hasta 8 veces cuando se incrementd unas 16
veces la concentracion de nitrato en el medio de cultivo (30 uM de nitrato a 500 uM),
llegandose a concentraciones de 2,5 mg de MAAs g* peso seco de alga (Barufi et al,
2011), cultivada en PAR y UV. Otro experimento hecho con la misma especie comprobd
que la radiaciéon UV fue responsable por el incremento de MAAs, acoplada al nitrato
disponible: en algas cultivadas sin nitrato, hubo un aumento de 1,9 veces el total de MAA
después de 7 dias de cultivo en PAR+UV mientras que cuando el nitrato fue afiadido
(500 uM), el aumento de MAAs fue hasta 6 veces el contenido inicial, llegandose a los
39 mg de MAAs g peso seco de alga (Barufi et al. en revisién).
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Figura 2. A) sistema AMTI de cultivo combinado entre macroalgas y animales (ej. peces), y B) usos
posibles a la biomasa macroalgal obtenida en el sistema.

Algas cultivadas en efluentes (sistema AMTI): produccion de MAAs

Una limitacién importante para la obtencién y ensayo de los productos derivados de las
algas es la propia dificultad para la produccion 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 de acuicultura multitréfica integrada (AMTI), denominados en inglés como
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“integrated multitrophic aquaculture” (IMTA) para el aprovechamiento de los efluentes
de la acuicultura intensiva de peces o mariscos (Neori et al, 2004), 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,
Neoriy Shpigel, 1999, Neori et al, 2001, Chopin et al, 2008). En los sistemas AMTI, las
especies producidas deben de, ademas de biofiltrar, tener un valor comercial afiadido
(Neori et al, 2004, Neori, 2008, Nobre et al, 2010) (Figura 2). La biomasa producida
en sistema AMTI ha sido empleada para el ensayo de sustancias bioestimulantes en
plantas dando lugar a un producto actualmente en el mercado (Algacan), sustancias
fotoprotectoras-antioxidantes de interés en la industria cosmética y nutracética (Holdt
y Krann, 2011, Stengel et al, 2011), sustancias empleadas para la produccién de piensos
en la acuicultura de interés alimentario e inmunoestimulante (Diaz Rosales et al., 2007,
Abdala et al, 2011) y recientemente también se esta valorando el uso energético de la
biomasa (produccidn de biodiesel y bioetanol) (Horn, 2000, Waltz, 2009, Yeon et al,
2011). Las algas con mas potencial para la produccion de bioetanol de acuerdo a las
investigaciones realizadas son las algas pardas de los géneros Laminaria, Saccorhiza,
Trichoderma'y Alaria (Nobe et al, 2003, Adams et al, 2009) y del género Gelidium entre
las algas rojas (Wi et al, 2009) aunque es de esperar que se incremente esta lista con el
esfuerzo investigador que se esta emprendiendo.

La necesidad de cultivar algas para la produccién, econémicamente rentable, de
metabolitos secundarios es similar a los requerimientos para la explotacién de plantas
terrestres: alto valor econémico, densidades limitadas en el medio costero, limitada
disponibilidad de fuentes naturales (especies raras o en peligro de extincion, 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 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 farmacéutica que requiere biomoléculas de alto perfil, entre otros. Ademas
permite la mejora y modificacion de la calidad de la biomasa (Gémez-Pinchetti et al,
1998). El cultivo intensivo de plantas terrestres requiere un alto aporte de nutrientes,
en general fertilizantes quimicos. El cultivo de macroalgas no es una excepcién. 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
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enfoque ademas produce un beneficio ambiental ya que reduce la carga de nutrientes en
los vertidos desde las instalaciones acuicolas a la costa.

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 algin tipo de valor
industrial o biotecnoldgico, por ejemplo: Palmaria (Pang y Liining, 2004); Gelidium
(Friedlander, 2008); Pterocladiella (Gal-Or e Israel, 2004); Gigartina (Buschmann et af.,
2004); Hizikia (Pang et al, 2006); Codium (Hwang et al. 2008); Sargassum (Pang et
al, 2010); Macrocystis (Macchiavello et al, 2011); o Porphyra y Undaria en tanques y
fotobiorreactores (Zhang et al, 2006, Deng et al.,, 2008, Pereira et al, 2008); ademas de
las ya resefiadas y ampliamente estudiadas Ulva, Gracilaria o Chondrus.

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 estas especies son capaces de
responder a elevadas concentraciones de nutrientes, funcionando como trampas de
amonio y eliminando la carga de nutrientes proveniente de los efluentes, tal como ha
sido descrito en otros trabajos (Neori et al, 1991, Shpigel et al., 1993, Jiménez del Rio et
al, 1996, Neori, 1996, Buschmann et al, 2008, Hayashi et al,, 2008, Abreu et al., 2009).
Las especies que son morfoldgicamente mas simples y que presentan altas relaciones
superficie/volumen muestran una tasa de absorcién 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). No ocurrié asi
con las especies pertenecientes al filo Ochrophyta, que mostraron poca adaptacion a la
hidrodindmica del sistema con valores de eficiencia de eliminaciéon de amonio entre el 17
y los 27%, poco representativos en comparacion a los obtenidos con el resto de especies
(Guenaga, 2011).

Macroalgas del género Ulva (Chlorophyta) han sido empleadas en la depuracion de aguas
residuales de piscifactorias (Jiménez del Rio et al, 1996, Neori et al., 2003, Msuya et al,,
2006), cultivos de abulones (Robertson-Andersson et al, 2008) y urbanas (Schramm
et al, 1991). La reduccién del impacto negativo de la acuicultura es una de las tareas
obligadas para el desarrollo sostenible (Naylor, 2000, Neori et al., 2007). El uso de Ulva
lactuca como biofiltro, redujo el contenido de N del agua vertida final a menos de la
mitad de los nutrientes vertidos de acuerdo a la tecnologia convencional (Krom et al,
1995). En el Proyecto de Investigacion europeo denominado SEAPURA (2001-2004)
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se investigd sobre el uso de otras especies biofiltradoras buscando aquellas con elevada
capacidad depuradora pero ademas, que tuvieran sustancias de interés para la propia
acuicultura como alimento (Valente et al, 2006) o la industria cosmética: fotoprotectores
y antioxidantes (Figueroa et al, 2008, De la Coba et al,, 2009 c,d.e,f).

Asparagopsis armata (fase tetraesporofitica: Falkenbergia rufolanosa) fue cultivada con
gran éxito en sistemas AMTI en una piscifactoria de dorada cercana a Faro (Algarve,
Portugal) alcanzando elevadas tasas de biofiltracion de aménio (>75%) y acumulacién en
la biomasa de compuestos nitrogenados de interés como es el caso de los MAAs (Figueroa
et al, 2008). La acumulacién de MAAs esta acoplada al crecimiento (rendimiento de la
biomasa) hasta unos ciertos flujos de efluentes (aproximadamente hasta 100-150 uM
N-amonio) alcanzandose unos 2,5-2,7 mg MAA g* PS con rendimientos de biomasa de
35,7-571 g PS m? diat. Sin embargo, a flujos de N-amonio de 400 uM se alcanzaron
rendimientos de biomasa de 700 g PS m2 dia?! pero solo se acumulé 1,2 mg MAA gPS*!
(Tabla 3).

Tabla 3. Concentracién de aminoacidos tipo micosporina (MAAs) expresado en mg de MAAs por g de
peso seco (PS) de biomasa y composicion (%), rendimiento de MAAs en mg MAAs m? d* en diversas
especies de macroalgas crecidas en agua de mar enriquecida con efluentes de peces a distintos flujos y
en distintos momentos del afio.

) MAAs A1 ® Rendimiento MAAs eyl (oS v
(mg g PSY) Composicién de MAAs (%) mg MAAs m? d1 Referencia bibliografica

; Chinorina(81-85) .
Asparagopsis armata 13-27 Palitina (15-19) 1157-142,8 Figueroa et al. (2008)

. Chinorina (95) §
05-24 70-372 Fi t al. (2010
Gracilaria conferta Porphyra334 (5) igueroa et al. ( )

Chinorina (50-55)

Hydropuntia cornea 1,0-24 Porphyra-334 (35-45) 5,6-129 Figueroa et al. (en revision)
Palitina (5-10)
Porphyra-334 (60-75)

Gracilaria vermiculophylla - 04-35 Chinorina (7,5-25) 53-1071 Abreu et al.(en preparacion)
Palitina (5-25)

Se estima que se podria obtener una produccién anual de 548 kg de Asparagopsis
armata en ese sistema; considerando una concentracion media de MAAs de 1,75 mg
MAA g'PS, se obtendria una produccién de MAAs de 959 g. Estos calculos estan
basados en la biofiltracion de un efluente de 11 m? h?, siendo el flujo total procedente
del cultivo de peces de 740 m* h. Por lo tanto, si se dispusiera de una superficie de
100 m? para el cultivo de algas se podria biofiltrar el total del efluente y teniendo en
cuenta una eficiencia de biofiltracién en torno al 57%, podrian producirse 19,7 T PS
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area® de biomasa algal de las que se obtendrian 34,5 kg de MAAs (Figueroa et al,
2008).

Gracilaria conferta (Figueroa et al, 2010) e Hydropuntia cornea (Figueroa et al,
en revision) también han resultado ser buenos biofiltros. En H. cornea, el cultivo bajo
radiacion solar en las instalaciones del Centro de Biotecnologia Marina (Gran Canaria,
Islas Canarias) aumenta el contenido interno de MAAs respecto a los cultivos dentro
del invernadero (reduce la radiacién fotosintética un 15% v filtra totalmente la radiacién
UV), asi esta variacion se relaciona con la fotoestimulacion de la sintesis de MAAs por
la radiacion UV en presencia de alta disponibilidad de nitrégeno (Figueroa et al, en
revision). Bajo ciertas condiciones de cultivo se ha observado una competencia entre el
crecimiento y la sintesis y acumulacion de MAAs (Figueroa et al,, 2009, 2010). En este
sentido, en H. cornea el rendimiento de MAAs fue de 13 mg MAA m d' en algunas de las
condiciones ensayadas (Tabla 3), es decir, 3 veces menos que el que mostré G. conferta
(37 mg MAA m? d1) y 10 veces menos que aquel para Asparagopsis armata (110 mg
MAA m? d?) crecidas todas ellas con efluentes de piscifactorias (Figueroa et al, 2008,
2010; Tabla 3).

Gracilaria vermiculophylla ha sido también producida con éxito en una piscifactoria
(robalo, lenguado y rodaballo) cercana a Oporto (Norte de Portugal) durante un ciclo de 9
meses (Abreu et al, 2011). El contenido de MAASs en la biomasa producida fue analizado
al largo dese tiempo (Abreu et al, en preparacion) y se observé una variacién estacional
del mismo con valores bhajos en invierno (0,5-1 mg MAA g* PS) y altos en primavera
(2,0-35 mg MAA g'PS). En general, el rendimiento de la biomasa siguié ese mismo
padrén estacional para las tres densidades de cultivo testadas (3,75, 6,25y 8,75 g ),
excepto durante los meses de primavera y verano en que se observé un desacoplamiento
entre el rendimiento de los MAAs y el de la biomasa para las densidades mas bajas.
Combinando las dos variables, en los meses de bajas temperaturas y menos luz, se obtuvo
el minimo de MAAs (media de 6,0 mg m? d?) sin diferencias para las 3 densidades de
cultivo testadas. En los meses de primavera, se obtuvo la mayor cantidad de MAAs (107
mg m? d?) en G. vermiculophylla cultivada a densidades mas bajas. Este rendimiento
maximo de MAAs en G. vermiculophylla es asi equiparado al de Asparagopsis armata
medido durante el mes de junio.

En conclusion, la biomasa de algas producida en sistemas de AMTI puede contener
elevados valores de MAAs; sin embargo, siendo uno de los objetivos del cultivo controlado
disminuir la variacién estacional de la calidad de la biomasa, es necesario optimizar los
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sistemas. Ademas de las condiciones ambientales (radiacién solar, temperatura) y de
las caracteristicas de cada especie de alga, hay otros factores a considerar. En cultivos
comerciales de pescado/marisco la concentracién de nutrientes en los efluentes, en
especial amonio, varia segun la especie, la densidad de cultivo y la actividad biolégica de
los organismos; eso no se puede controlar, pero el aporte de esos nutrientes a los cultivos
de algas puede ser manipulado haciendo variar el flujo de agua utilizado y la volumetria
de los tanques. O sea, para cada especie de macroalga hay que encontrar el equilibrio
entre su accion como biofiltro, la produccién de biomasa y el rendimiento de MAAs o de
otros compuestos de interés. La generalizacién es pues complicada, y cada caso debe de
ser estudiado considerando los varios factores envueltos.

Tabla 4. Resultados de actividad antioxidante obtenidos mediante el método del poder reductor en los
extractos (metandlicos e hidroalcohdlicos) de macroalgas; (R) recolectadas en el sistema intermareal
(costa este de Gran Canaria), y (C) cultivadas en un sistema de biofiltraciéon bajo alto contenido en
N-amonio, proveniente de los efluentes de peces, en fotobiorreactores tubulares de 30 | con agitacion
permanente mediante burbujeo de aire y bajo invernadero. El periodo de experimentacion corresponde
al verano (Agosto y Septiembre); la densidad de algas fue de 18 g Peso Fresco y la tasa de renovacion
de agua de 8.5 vol d. Los datos, en mg de acido ascérbico mg? de peso seco de alga, representan la
media * desviacién estandar, n=3.

FILO Tratamiento | Poder reductor
Especies (mg Acido Ascérbico mg? Peso Seco alga)

CHLOROPHYTA

L R 0,28+0,01 3,04 +0,09
Codium intertextum c 0184002 3194001
R 153+0,01 377+0,09
Caulerpa racemosa o 330+0,01 490 +0,02
R 140+0,10 531+0,04
Ulva rigida c 160 +0,20 3204004
RHODOPHYTA
" . R 0,37 +0,04 103+0,01
Pterocladiella capillaceae c 0,83+ 001 075+ 001
) R 039 +0,06 125+ 0,01
Hypea spinella c 032+0,02 056+ 0,01
R 019+0,01 249 +0,02
Grateloupia dichotoma c 037+0,01 040+0,03
R 24,28 £ 0,02 5315+1,68
Halopithys incurva © 230+0,04 21754105
R 1,69 + 0,07 1,74 +0,01
. . © 116 +£0,10 114 +0,04
Laurencia majuscula
OCHROPHYTA
rali R 412 £ 045 1982+ 042
RUGLISISDIratS © 500+ 0,04 860+014
R 2724028 24,80 0,25
Cystoseira abies-marina c 340 + 0,02 890+ 019

125



MACROALGAS EN LA ACUICULTURA MULTITROFICA INTEGRADA PENINSULAR.

Fotoproteccion oral: antioxidantes de macroalgas

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 (Stengel et al, 2011) entre otras
aplicaciones. Ademas, la preferencia de los consumidores por ingredientes funcionales
de origen natural en lugar de aquellos producidos sintéticamente va en aumento (Herrero
et al. 2006, Holdt y Kraan, 2011). En este contexto, se ha propuesto el uso de extractos
de algas, siempre que contengan compuestos que pueden actuar como antioxidantes
con diferentes mecanismos de accion, sobre las complejas vias en que participan los
radicales libres constituyendo un campo de interés creciente para la comunidad cientifica
internacional (Matsukawa et al., 1997, Zubia et al, 2007, 2009, Tierney et al., 2010, Plaza
del Moral, 2010; Giienaga, 2011).

Dunlap y Yamamoto (1995) demostraron que micosporina-glicina poseifa actividad
antioxidante in vitro. También se ha identificado la capacidad que posee esta molécula de
proteger sistemas bioldgicos capturando los radicales de oxigeno generados por estrés
oxidativo en Escherichia coli (Suh et al, 2003). Esta propiedad podria relacionarse con
la capacidad de los MAAs extraidos de Porphyra yezoensis de blogquear la produccién
de fotodimeros de timina, como el 6-4 y 5-6 (Misonou et al, 2003). Se propone un
amortiguamiento del estado de excitacién de las moléculas de timina mediante un
proceso de transferencia energética directa a los MAAs, relajandose posteriormente
éstas y disipando calor (Misonou et al, 2003).

Recientemente, también se ha demostrado la capacidad antioxidante in vitro que
presentan algunos MAAs a nivel de secuestro de radicales hidrosolubles, superéxido
e inhibicion de la peroxidacion lipidica, y que esta actividad aumenta de forma dosis-
dependiente a medida que lo hace el pH del medio de reaccién (6-8,5) (De la Coba et
al, 2009b). Los MAAs porphyra-334 y chinorina presentaron actividades antioxidantes
moderadas a bajas en estos ensayos mientras que micosporina-glicina, presenté una
capacidad antioxidante en medio acuoso similar a la del acido ascérbico a pH 75y ocho
veces mas efectiva que éste a pH 8,5. La mezcla de asterina-330 y palitina también
supuso una alternativa al acido ascérbico a pH mas alcalino y present6 una actividad
moderada a nivel de inhibicién de la peroxidacion lipidica. Estos resultados obtuvieron
el Primer Premio Inventum de Patentes de la Universidad de Malaga y 19 patentes
nacionales concedidas protegen el uso de estos MAAs en el campo de la fotoproteccion
como filtros quimicos/biolégicos y en el tratamiento terapéutico de enfermedades y
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afecciones relacionadas con los radicales libres, asi como en la industria alimentaria
como potenciales antioxidantes o aditivos (De la Coba et af, 2009 c,d,e,f).

Se ha comparado la actividad antioxidante de extractos de algas recolectadas en la
naturaleza y crecidas en sistemas multitréficos. Esta comparativa es relevante ya que la
actividad antioxidante en extractos de algas esta relacionada con condiciones de estrés
ambiental y cabria esperar una caida en la actividad antioxidante en las algas crecidas
en sistemas AMTI. En el sistema intermareal, las algas estarian sometidas a un estrés
mas alto pues las algas crecidas en tanques no sufren estrés luminico (fotoinhibicién
por alta radiacién PAR y UV) al estar a altas densidades (en muchos casos dentro de
un invernadero que filtra la radiacién UV) y tampoco estan limitadas en nitrégeno como
en el medio costero ya que tienen aporte casi constante de nitrégeno procedente los
efluentes de los peces. Se han ensayado diez especies de macroalgas recolectadas de
la naturaleza de los filos Chlorophyta, Rhodophyta y Ochrophyta (Giienaga, 2011) y
presentaron un amplio rango de actividades antioxidantes, tal y como se determiné a
través de los ensayos de barrido de radicales libres y poder reductor expresado como
equivalentes de acido ascdérbico. Las actividades en extractos hidroalcohdlicos (etanol
50%) fueron en general mas altas que la de los extractos alcohélicos (100% Metanol)
(Tabla 4). La actividad antioxidante de los extractos de la biomasa cultivada de forma
intensiva en un sistema de biofiltracion, con aporte continuo de nutrientes durante
periodos cortos de tiempo, aumenté 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). Los extractos con mayor actividad
antioxidante correspondieron a las especies Halopithys incurva (Rhodophyta), Fucus
spiralis y Cystoseira abies-marina (Ochrophyta). La actividad antioxidante en estas tres
especies fue relacionada con el contenido en polifenoles. Se conoce que las algas pardas
tienen altos contenidos en polifenoles y que éstos son potentes antioxidantes (Connan
et al, 2004, 2006) pero en algas rojas como es el caso de H. incurva hay muy pocos
estudios (Giienaga, 2011).

Por todo lo expuesto, los aminoacidos tipo micosporina, asi como los polifenoles de
macrolagas cultivadas en sistemas AMTI son compuestos con propiedades antioxidantes
que podrian ser empleados en la denominada fotoproteccion oral, es decir por ingesta
del producto favoreciéndose el secuestro de radicales libres (potenciados por la
radiacién UV). En la actualidad se utilizan diversas sustancias antioxidantes, algunas
de ella extraidas de algas con funcién protectora del dafio oxidativo: vitamina C (acido
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ascérbico), vitamina E (a-tocoferol), carotenoides (b-caroteno, astaxantina), polifenoles
de té verde, flavonoides, extractos de Polypodium leucotomos y acidos grasos Omega-3,
entre otros.

La transferencia de los resultados de la investigacion sobre fotoprotectores de macroalgas
y los avances en la tecnologia de cultivo han puesto en valor los sistemas AMTI por su
doble beneficio ambiental y biotecnolégico. Aln queda que las empresas de acuicultura
adopten el sistema AMTI lo que supone una apuesta por la acuicultura sostenible y
ecoldgica de mayor valor afiadido.
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