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RESUMEN

En el siguiente informe se evaluara la capacidad antioxidante de la microalga Coccomyxa
onubensis (C. onubensis), un microorganismo extremofilo aislado de los drenajes &cidos de
la zona minera del rio Tinto (Huelva, Espafia) y su posible uso en el mercado de la industria
agroalimentaria en un estudio realizado en el seno del grupo de investigacion SEJ-523 con
la colaboracion del grupo de investigacion BIO-214. Esta microalga ha demostrado presentar
una biomasa rica en proteinas, lipidos, hidratos de carbono, antioxidantes y vitaminas que le
podrian conferir un gran interés nutricional.

Los estudios previos realizados con esta microalga demostraron que podia ser empleada
como suplemento alimentario, al presentar propiedades nutricionales adecuadas, mostrando
efectos beneficiosos al presentar un poder antioxidante igual y mayor que ciertos alimentos
ricos en antioxidantes.

El potencial antioxidante de la microalga se comprob6 mediante la comparativa con
microalgas comerciales de amplio uso farmacéutico.

En este estudio se aprecié que C. onubensis mostraba un enriquecimiento en pigmentos
como la luteina, la zeaxantina, la neoxantina y el licopeno, superando los niveles del resto
de algas del estudio, siendo el contenido en carotenoides totales (medido como equivalentes
en [-caroteno) solo un 17.97% inferior que N. gaditana, quien presentaba la mayor
concentracion del extracto comercial, asi como en clorofila-a siendo C. onubensis la de
mayor concentracioén en este pigmento, no obstante, presentd una baja concentraciéon de
feofitina-a, lo que hace que el poder antioxidante derivado de los pigmentos clorofilicos sea
inferior que para el caso de P. tricornutum.

En cuanto a su composicion fendlica y actividad antioxidante total, C. onubensis mostré los
valores mas elevados de todas las muestras analizadas siendo mayores incluso gue muchos
alimentos antioxidantes, lo que le confiere un alto potencial antioxidante y puede ser util en
su empleo como alimento funcional, suplemento alimenticio y nutracéutico, presentando
accion antitumoral, antimutagénica y protectora del dafio macular, y antihiperglucemiante,
antihiperlipidemiante y protectora del riesgo cardiovascular como se demostr6 en estudios
previos.

Palabras clave: Coccomyxa onubensis, microalgas extremofilas, nutracéuticos,
antioxidantes.
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ABSTRACT

This report evaluates the antioxidant capacity of the microalgae Coccomyxa onubensis
(C. onubensis), an extremophilic microorganism isolated from the acid drains of the mining
area of Tinto River (Huelva, Spain) and its possible use in the food industry, by a study carried
out within the SEJ-523 research group with the collaboration of the BIO-214 research group.
This microalga has been shown to present a biomass rich in proteins, lipids, carbohydrates,
antioxidants and vitamins that could give it great nutritional interest.

Previous studies carried out with this microalga showed that it could be used as a dietary
supplement, by presenting adequate nutritional properties, showing beneficial effects by
presenting an antioxidant power equal to and greater than certain foods rich in antioxidants.

The study of the antioxidant potential of the microalgae was verified by comparing it with
commercial microalgae that are widely used in the pharmaceutical industry.

In this study, it was observed that C. onubensis showed an enrichment in pigments such as
lutein, zeaxanthin, neoxanthin and lycopene, exceeding the levels of the rest of the study
microalgae, the total carotenoid content (measured as equivalents in 3-carotene) being only
17.97% lower than N. gaditana, who had the highest concentration of the commercial extract,
as well as in chlorophyll-a, C. onubensis being the one with the highest concentration in this
pigment. However, this microalga had a low concentration of pheophytin-a, which makes the
antioxidant power derived from chlorophyll pigments be lower than in the case of P.
tricornutum.

Regarding its phenolic composition and total antioxidant activity, C. onubensis showed the
highest values of all the samples analyzed, being higher even than those values of many
antioxidant foods. This feature confers C. onubensis a high antioxidant potential and may be
useful in its use as a functional food, nutritional supplement and nutraceutical products,
presenting antitumor, antimutagenic and protective action potential against macular damage,
and antihyperglycemic, antihyperlipidemic and protective action against cardiovascular risk
effects as demonstrated in previous studies.

Keywords: Coccomyxa onubensis, extremophilic microalgae, nutraceuticals, antioxidants.
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1. INTRODUCCION.

La Unién Europea en su estrategia de Bioeconomia actualizada el 29 de noviembre de
2019 bajo el titulo “Una bioeconomia sostenible para Europa: reforzar la conexion entre la
economia, la sociedad y el medio ambiente” trata de promover la investigacion en torno a
los nuevos recursos biolégicos que ayuden a la Sociedad a diversificar las cadenas de valor
existente y alcanzar la Economia Circular [Parlamento Europeo, 2020]. Esto hace que sea
necesario la innovacion y desarrollo de nuevas técnicas basadas en ciclos bioldgicos, asi
como la puesta en valor de nuevos recursos y productos revalorizables.

El caso de las microalgas es un ejemplo claro de la implementacion de nuevas técnicas
para alcanzar este nuevo sistema econdmico, debido, en primer caso a sus propiedades
intrinsecas como son su elevado rendimiento productivo y su biomasa rica en proteinas,
lipidos y carbohidratos de alto interés en diversos sectores econdmicos [Steffen et al.,
2015].

Las microalgas, o algas microscoépicas, son un grupo diverso de algas (Algae L. 1751) de
tamafio microscopico. Esta clasificacion no muestra un grupo taxonémico, sino que se
tratan de organismos capaces de realizar fotosintesis oxigénica y de obtener el carbono
organico a través de la luz solar diferente a la realizada por las embriofitas o plantas
terrestres. Esta clasificacion tan extensa ha provocado que en ella se encuentren
organismos de diferentes grupos taxonémicos caracterizados por su nivel de organizacion
protofitico o talofitico y la presencia de clorofila (al menos del tipo a) y otros pigmentos en
mayor o0 menor grado de autotrofia respecto al carbono, tratAndose de un grupo funcional
ecologico [Toimil, 2021].

Este grupo funcional se compone de entre 22500 y 33000 especies agrupadas en 12 a 15
clase con diferentes lineas filogenéticas y son las responsables de la produccién de
aproximadamente 2/3 de la materia organica de la Biosfera [Romero-Zarco, 2018; AdI et
al., 2005]. A su vez, estas son la causa del 50% de las emisiones de oxigeno fotosintético
global y son capaces de capturar alrededor del 40% del didxido de carbono emitido por los
humanos, fomentando el control del efecto invernadero y la lluvia acida [Field et al., 1998;
Wang et al., 2008; Kumar et al., 2010; Zeng et al., 2011] desempafiando un importante
papel como organismos autétrofos y un enorme impacto en la cadena tréfica, al ser la base
de la captacion luminica en ecosistemas acuaticos y de la produccion primaria de materia
organica.

Este tipo de organismos, ademas, estan siendo ampliamente estudiados desde el punto
de vista tecnoldgico debido a sus multiples funciones y a su gran potencial biotecnolégico
desde el punto de vista de la Economia Circular, al tratarse de organismos vivos capaces
de diversificar las cadenas de valor existentes y de desarrollar nuevas tecnologias que
permiten reducir la generacion de residuos de tipo organico, asi como la captacion de las
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emisiones de COg, favoreciendo el cierre del ciclo de la produccion, ademas de dar
respuesta a uno de los principales problemas derivados de la accion humana a nivel global

La Economia Circular es uno de los conceptos que mas fuertemente estan afianzandose
en el panorama mundial actual surgiendo gran cantidad de estudios al respecto para la
actualizacion de las factorias con el fin de afectar en la menor medida posible la economia
de los Recursos Naturales, asi como el propio Medio Ambiente [Pearce y Turner, 1989].
Este modelo, sugerido en el siglo pasado, se contrapone con el sistema clasico conocido
como “lineal”, en el cual se le da un final de vida til a los productos convirtiéndolos en
desechos cuando es empleado por el consumidor final; esto hace que, a largo plazo, este
sistema sea insostenible al consumir todos los recursos del planeta y crear sustancias
inservibles desechadas [Steffen et al., 2015].

De esta forma y con el fin de premiar la sostenibilidad, la Economia Circular se apoya en el
principio de “cerrar el ciclo de vida”, asi los productos que anteriormente debian de ser
desechados, pasan a ser un nuevo recurso, reduciéndose el consumo de materias primer
y evitando el desperdicio de energia, agua y materias primas [Rodriguez, 2019]. Dentro de
los principios marcados para la introduccion de la Economia Circular en el comercio y la
industria se diferencian los ciclos bioldgicos y los técnicos siempre que el ciclo de desarrollo
continuo sea positivo y preserve y aumente todo el capital natural [Perman et al., 1996],
siendo uno de los principales focos de atencion como ciclo bioldgico el potencial uso de las
microalgas.

Potenciar el empleo e implementacion de las llamadas biorrefinerias de microalgas es uno
de los principales objetivos de la investigacion en biotecnologia de microalgas, con el fin de
fomentar el cierre del ciclo del carbono mediante esta fijacion de CO2 derivada de la propia
produccion de la biorrefineria [Dufour, 2017].

No obstante, la obtencion de biocombustibles no es la Unica opcion para fomentar el
empleo de las microalgas. Desde hace afios, en China, se ha incentivado la creacién de
factorias naturales para el cultivo microalgal con propiedades alimentarias y farmacologicas
0 nutracéuticas. Estas factorias presentan una alta eficiencia y bajo consumo de recursos,
al tener una alta productividad y solo requerir de agitacion, luz y control de las condiciones
Optimas de cultivo [Abalde et al., 1995].

El empleo de las microalgas en la industria alimentaria y cosmética, en la actualidad, no
estd ampliamente potenciado en la Sociedad Europea, pudiendo ser un objetivo a alcanzar
con el fin de potenciar el empleo de los ciclos biologicos en las industrias, tanto para la
obtencion de productos de interés como para la reduccion de la emisiones netas de COz a
la atmosfera.

Asi, unificando los dos intereses de la sociedad europea, surge la biotecnologia de
microalgas. Tal y como se recoge en el Programa POCTEFA (2018), “las microalgas
representan actualmente un nuevo recurso renovable para la obtencion de bio-productos
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destinados a los sectores energéticos, quimicos y agropecuarios”. Tanto es asi que en las
ultimas décadas ha aumentado considerablemente la demanda de biomasa marina de esta
indole para su empleo directo en alimentacion (alimentos funcionales o nutracéuticos), para
la obtencién de productos industriales o terapéutico o, en especial, para la obtencion de
biodiésel [del Rio et al., 2017].

La biotecnologia de microalgas ha sido una de las disciplinas que mas ha influenciado a
este aumento de productos sostenibles derivados de los ciclos bioldgicos de microalgas.
Esto es debido a que esta disciplina se encarga de emplear técnicas biotecnologicas para
inducir a las microalgas a la generacion de estos productos de interés e, incluso, ha sido la
inductora de la introduccion de estas en técnicas de fitorremediacion, dado su alta tasa de
proliferacion y su capacidad de biotransformacion de contaminantes presentes en medios
liquidos y gaseosos en pos de la generacion de biomasa [Hernandez Pérez y Labbé, 2014].

Las microalgas tienen una gran utilidad dentro de la industria alimentaria ya que es un
sistema totalmente eficiente al alcanzar grandes cantidades de biomasa en poco tiempo
gracias a su tasa de crecimiento superior a la de otras especies vegetales terrestres. Estos
grandes rendimientos, unido a que la modificacion de su composicién bioquimica
empleando técnicas biotecnoldgicas presenta una gran facilidad, hacen de las microalgas
el principal foco de atencioén para la obtencion de nutracéuticos sostenibles gracias a que,
ademas, presentan altas concentraciones de compuestos de interés comercial como las
proteinas, los lipidos, el almidon, el glicerol, los pigmentos naturales y otros biopolimeros
gue podrian servir para equilibrar la dieta de los consumidores [Brennan y Owende, 2010].

La biotecnologia de microalgas es una disciplina bastante novedosa, siendo la Chlorella
vulgaris (una Clorophyceae de agua dulce con una alta presencia en el medio natural) el
primer objeto de cultivo y analisis [Romero Lopez y Echevarria Lazo, 1999]. Esta especie
de microalga junto con Spirulina (0 Arthrospira) maxima, Heamatococcus pluvialis,
Diacronema vikianum e Isochrysis galbana han sido los maximos exponentes del empleo
de esta disciplina para la obtencién de nutracéuticos en forma de pildora y pastilla con
concentrados de su biomasa [Batista et al., 2013]. Como se ha demostrado, en muy pocos
casos la biomasa de las microalgas se emplea para alimentacién humana (tan solo el 30%
de la produccién se destina a alimentacién animal y es en su mayoria destinada a la
acuicultura) y se restringe al uso de S. maxima, C. vulgaris, Dunaliella, Nostoc y
Aphanizomenom, destacando la Chlorella y la Spirulina debido a su facil digestion por el
reducido contenido en glucosa [Batista et al., 2013].

En los ultimos afios ha cobrado especial relevancia una microalga aislada por el equipo del
Dr. Vilchez en la zona norte del rio Tinto (Huelva) debido a su gran interés dentro de la
industria alimenticia. Esta alga, nombrada como Coccomyxa onubensis [Garbayo et al. ex
J. L. Fuentes et al., 2016] ha sido cultivada y estudiada como potencial productor de
biodiésel [Ruiz-Dominguez et al., 2015], pero, en los ultimos afios, y tras su caracterizacion
bioguimica [Garbayo et al., 2012] y el conocimiento de su actividad antimicrobiana frente a
patdogenos humanos [Navarro et al., 2015], ha pasado a ser objeto de estudio como
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nutracéutico para el control y tratamiento de los efectos derivados del sindrome metabdlico

[Navarro et al., 2020].

En el pasado afio, se publicaron los ultimos resultados del estudio con esta microalga
[Navarro et al., 2020], en el cual se observd que esta alga presentaba un suave efecto
hematopoyético con respuesta hipocolesterolemiante e hipolipemiante, a su vez, se
observaron resultados prometedores relacionados con la disminucién de los niveles de
glucemia en los roedores de estudio, reduciéndose los efectos derivados del Sindrome
Metabdlico a nivel sanguineo e, incluso, se apreciaron mejoras en la calidad de las
membranas plasmaticas del sistema nervioso. Junto con estos resultados, se confirmo que
la ingesta de esta microalga no inducia ningln dafio organico a nivel sérico [Amador, 2020;
Toimil, 2021], por lo que se concluyd que no existia riesgo derivado de la ingesta de esta
microalga en ensayos de avanzados de experimentacioén animal.

1.1. Identificacion de C. onubensis.

La microalga C. onubensis SAG 2510 [Fuentes et al., 2016] fue aislada de las aguas acidas
presentes en el curso alto del rio Tinto en la localizacion georreferenciada para las
coordenadas de latitud 37.585115° y longitud -6.550754° (Fig. 1.1.ay 1.1.b) a su paso por
la Cuenca minera de Huelva [Navarro et al., 2017].

El rio tinto (Fig. 1.2.a) nace en la Pefia del Hierro, situado al norte de Nerva, y desemboca
en el océano Atlantico en la desembocadura estuarina del Tinto-Odiel, con una longitud
total de casi 100 km [Davis et al., 2000]. Este rio presenta variaciones de caudal durante el
afo hidrologico, pasando de 1 hm3/mes (escorrentia minima), a aproximadamente 40
hm3/mes (escorrentia maxima) durante los meses de diciembre a febrero [BOJA, 2016].

Geoldgicamente (Fig. 1.2.b), este rio discurre movilizando e interactuando con dos de las
tres unidades de la provincia de Huelva, la Zona Sud-portuguesa (en su curso alto) y la
Cuenca del Guadalquivir (en su tramo final). A su paso por la Cuenca minera, recorre varias
explotaciones mineras como las minas de Riotinto, localizadas en la conocida como faja
piritica Ibérica, la unidad mas septentrional de la zona Sud-portuguesa, que se trata de una
banda de 250 km de largo y 75 km de ancho de yacimientos de sulfuro masivo y
manganeso [Mellado, 2006].
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Fig. 1.1.a. Localizacién geogréfica del punto de extraccion de la microalga (Elaboracion propia mediante
software ArcGIS vs 10.8.1) [Fuente: Mapa de Rios y Distritos hidrogeograficos de Andalucia 100 REDIAM,

2008].

Fig. 1.1.b. Localizacién geoldgica del punto de extraccion de la microalga (Elaboracion propia mediante
software ArcGIS vs 10.8.1) [Fuente: DERA 100 IECA, 2015].
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Fig. 1.2.b. Localizacion geogréafica del rio Tinto (Elaboracion propia mediante software ArcGIS vs 10.8.1)
[Fuente: Mapa de Rios y Distritos hidrogeograficos de Andalucia 100 REDIAM, 2008].

Fig. 1.2.b. Localizacién geoldgica del rio Tinto (Elaboracién propia mediante software ArcGIS vs 10.8.1)
[Fuente: DERA 100 IECA, 2015].

Estos materiales se formaron durante la etapa del Devonico al Carbonifero en un ambiente
reductor; es por ello, que, tras su exposicion supergénica, tienden a oxidarse en un proceso
conocido como Drenaje Acido (AMD, o Acid Mine Drainage, si se trata de origen antropico,
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0 ARD, o Acid Rock Drainage, cuando es por causas naturales). En este proceso los
minerales de los sulfuros metalicos, en especial la pirita (FeS2), se oxidan en un medio
acuoso (acelerado por la accion microbiana de bacterias como la Acidithiobacillus
ferrooxidans), liberando al medio protones o hidrogeniones que reducen el pH,
aumentando la movilizacion en el agua de los metales que pasan al medio acuoso al
disolverse en aguas superficiales y subterraneas afectadas por el drenaje Acido [Galvan,
2011], los cuales conllevan la aparicion de habitats acidos y ecosistemas y ambientes
extremos debido a la exposicion de estos materiales, proceso natural que ha ocurrido en la
Tierra desde hace millones de afios [Phoenix et al., 2006], intensificada por la accion
humana asociada a la mineria de la Cuenca minera desde hace mas de 3000 afios,
aumentando el volumen de roca expuesta en forma de minas (a cielo abierto o de galeria)
y escombreras [Sarmiento et al., 2008].

Las condiciones de acidez presentes en las aguas del rio Tinto generan graves
consecuencias como es la escasez de nutrientes inorganicos (tales como los nitratos o el
amonio que son requeridos por los organismos fotosintéticos; productores primarios del
ecosistema), limitaciones de carbono en disolucion (derivado de la conversion del
bicarbonato a &cido carbdnico con liberacién del CO2 a la atmésfera dada su baja
solubilidad en las aguas con extrema acidez) y la presencia de altas acumulaciones de
especies reactivas del oxigeno como son los peroxidos que inducen la ruptura de la
membrana plasmética de las células por peroxidacion lipidica [Forjan et al., 2015].

La microalga C. onubensis es un espécimen de alto interés, en primer lugar, debido a su
resistencia a estas condiciones extremas y, ademas, por su elevada tasa de crecimiento y
productividad en concentraciones altas de hierro en solucién [Forjan et al., 2015]. Con el fin
de comprender las condiciones de crecimiento éptimo de esta microalga para su cultivo y
produccion, se llevaron a cabo andlisis que mostraron gque su proliferacion dependia de la
presencia de este elemento en solucion (Fig. 1.3.a) aumentando su proliferacion en funcion
del incremento de Fe?* hasta alcanzar el 6ptimo a 0,5 mM e inhibiéndose su crecimiento
para valores superiores a 20 mM [Garbayo et al., 2012].

Esto se debe a las adaptaciones que, al igual que otras microalgas extremdfilas, muestra
C. onubensis con el fin de defenderse ante las condiciones especiales del medio. Entre
estas adaptaciones destaca la presencia de granulos de almidon con el fin de hacer frente
a la escasez de carbono en el medio, la presencia de granulos electrodensos en el
citoplasma, los cuales corresponderian con inclusiones metalicas, como respuesta a la
presencia de metales pesados en disolucion que, unidas al aumento del tamafio de las
vacuolas, generan resistencia ante la actividad de estos como respuesta de
bioacumulacion [Forjan et al., 2015].
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Junto con esto, C. onubensis ha mostrado adaptaciones para evitar la peroxidacion lipidica
derivada el estrés oxidativo mediante la hiperacumulacion de acidos grasos insaturados y
terpenoides (carotenoides). Este mecanismo antioxidante le permite hacer frente a las
especies reactivas del oxigeno y es una respuesta ante la oxidacion ampliamente
empleada en microorganismos extremofilos, cuyo fin esencial es evitar los efectos nocivos
de la presencia de radicales libres producto de dicho estrés oxidativo [Granado-Lorencio et
al., 2009]. Entre los carotenoides que presenta (Fig. 1.3.b) destacan por su abundancia la
luteina, la zeaxantina, la violaxantina y el B-caroteno [Garbayo et al., 2012].

Fig. 1.3.a. Densidad celular y tasas de crecimiento de la microalga “Coccomyxa onubensis” incubadas en
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medios con distintas concentraciones de hierro (Fe?*). [Fuente: Forjan et al., 2015].

Fig. 1.3.b. Cromatografia correspondiente a extractos metandlicos obtenidos en cultivos de “Coccomyxa
onubensis” incubada en condiciones estandar. (1) violaxantina, (2) luteina, (3) zeaxantina, (4) clorofila-b, (5)
clorofila-a, (6) B-caroteno. [Fuente: Forjan et al., 2015].

1.2. Estado del arte y antecedentes del estudio.

En los dltimos afos, la linea de investigacion de nuevos alimentos y nutracéuticos ha
mostrado un especial interés en el estudio de los beneficios alimenticios de las microalgas,
es por esta razon que la influencia de la ingesta de estas microalgas en animales es aln
objeto de estudio. A pesar de ello, se ha comprobado la influencia de algunas algas en el
crecimiento de animales ademas de la biodisponibilidad de algunos de los componentes
de estas para su empleo como aditivo potencial dentro de la industria alimentaria [Gudiel-
Urbano y Gorii, 2001-a].

El uso de las algas en la alimentacion es algo que se ha extendido tradicionalmente mucho
en paises asiaticos, no obstante, en los paises europeos aun se estd iniciando su comercio
y reconocimiento; a pesar de ello, en los ultimos afios, la aceptacién de estos productos
marinos esta mostrando un aumento considerable. Esto es debido a que se trata de un
alimento equilibrado con bajas calorias y gran cantidad de nutrientes esenciales, bajo
contenido lipidico y alta presencia de &cidos grasos insaturados (que presentan grandes
beneficios para la prevencion de enfermedades crénicas cardiovasculares); las algas,
ademas presentan bajo contenido de carbohidratos hidrolizables, aumentando el contenido
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de fibra en la dieta que, ademas, favorece la disminucion de los niveles de colesterol en
sangre y mejora el transito intestinal; junto con esto, las microalgas presentan un gran
conjunto de vitaminas, aminoacidos esenciales y micronutrientes, lo que las convierte en
un potencial suplemento alimentario [Quitral et al., 2012].

Algunos estudios incluso han podido demostrar que la ingesta de algas, ademas, presenta
beneficios indirectos al modificar la composicién y actividad de la microflora intestina de la
rata [Gudiel-Urbano y Gofi, 2001-b]. Todo esto hace que estudiar el efecto de nuevas
especies de microalgas, como es el caso de C. onubensis (Fig 1.4.ay 1.4.b), como alimento
funcional, suplemento alimentario o nutracéutico sea necesario.

Fig. 1.4.a. Vista de la microalga “Coccomyxa onubensis sp.” Bajo contraste de fases (100x) [Fuente: Romero,
2015].

Fig. 1.4.b. Morfologia de la microalga “Coccomyxa onubensis sp.” [Fuente: Fuentes et al., 2016].

Como otros alimentos potenciales, el primer paso a realizar fueron los estudios de
bioseguridad, con el fin de demostrar que este “futuro alimento” era inocuo. Este proceso,
previo al estudio de los beneficios del alimento, se conoce como fase preclinicay se realiza,
generalmente, sobre animales de experimentacion, especialmente roedores, debido a que
su bioguimica y metabolismo es faciimente semejable con los de los humanos, presentan
tasas de crecimiento aptas para la reduccién de los tiempos de experimentacion y es
posible eliminar las afecciones externas que puedan generar errores en el procedimiento;
junto con esto, los roedores muestran un especial interés debido a su posibilidad de cria
consanguinea, la creacion de hibridos viables y fértiles y la capacidad de transmisién de
alteraciones del genoma “a pedido” [Benavides y Guénet, 2003]. Para emplear estos
vectores, suelen crearse piensos modificados, mezclando dietas convencionales en
funcién del roedor empleado y suplementando con compuestos de interés para el estudio
realizado [Van Haver, 2007].

En los estudios de bioseguridad que se llevaron a cabo por nuestro el equipo de
investigacion SEJ-523, se concluy6 en que C. onubensis podia servir como suplemento
para elaborar estos piensos siendo tolerado por los vectores de experimentacion (Rattus
norvegicus var. Lon Evans), sin provocar alteraciones de parametros bioquimicos de dafio
hepatico, pancreatico o renal incluso a dosis muy elevadas (no fisiolégicas), mostrando un
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leve efecto hematopoyético y un fuerte efecto hipocolesterolemiante con poder
hepatoprotector. Junto con esto, no se obtuvieron datos que pudieran llevar a pensar que
se mostrasen dafos ni respuesta negativa a nivel histopatologico [Romero, 2015; Navarro
et al., 2016]. Las conclusiones obtenidas para los estudios de bioseguridad realizados,
mostraron la necesidad de continuar el estudio de la C. onubensis como suplemento
alimentario, dado que se traté de un producto seguro con “las propiedades nutricionales
adecuadas de los alimentos funcionales” [Romero, 2015].

Tras esto, se procedi6 a los estudios avanzados mediante el empleo de los supuestos bajo
los cuales se basaron los estudios de bioseguridad resaltados como “Optimos”
(suplementacion en la dieta con 62,5 mg de microalga en polvo por cada gramo de dieta
convencional o lo que es lo mismo 6,25% del peso). Estos estudios se realizaron
empleando el modelo animal considerado mas ventajoso, Rattus norvegicus var. Long
Evans (Orden Rodentia, Suborden Myomorpha, Familia Muridae), esto fue debido a que
presenta una gran similitud anatémica y fisiolégica con los ratones y su mayor tamafio
(mayores 6rganos y volumen de sangre) facilitaria su tratamiento posterior. Estos
individuos, ademas, presentan poca vision, no regurgitan ni vomitan, lo que hace que sean
mas seguros a la hora de garantizar la ingesta del alimento [Romero, 2015] y tienen un
metabolismo constante [Salvador, 2012].

Esta variedad de rata muestra una alta docilidad, lo que favorece su manipulacion y reduce
los riesgos y su tamafio maximo es reducido, ahorrando en produccién de alimento.
Finalmente, presentan una gran ventaja al reducirse la variabilidad genética gracias a la
capacidad de cria de cepas consanguineas. No obstante, las caracteristicas del ensayo
indujeron a la necesidad de emplear individuos machos, ya que se requeria de una
composicion hormonal estable durante la vida adulta para evitar errores de interpretacion
de los pardmetros esenciales para el estudio en ensayos nutricionales [Navarro et al.,
1999].

Tras un periodo de alimentacion de alimentacion semicontinua en condiciones ad libitum
realizado en los roedores, se observé que la microalga presentaba la capacidad de
contrarrestar el aumento sérico de glucosa producida por una ingesta de dieta
hipercalorica, asi como induccién a la disminucion de los niveles de colesterol total y,
concretamente, colesterol-LDL a unos niveles comparables y semejantes con el farmaco
empleado de forma general para el tratamiento y control de los efectos del sindrome
metabdlico en sangre en humanos y animales (atorvastatina 10 mg/kg de peso y dia). Junto
con esto, se apreciaron beneficios a nivel del sistema nervioso al protegerse frente a la
disminucion del contenido en EPA (acido eicosapentanoico) del tronco encefalico y el
cerebelo y el nivel de DHA (acido docosahexanoico) de la médula espinal de forma
semejante que el farmaco, disminuyendo, ademas el contenido de éacido palmitico y
araquidonico del mesencéfalo y la médula espinal, por lo que mostré una clara mejora de
la calidad de las membranas celulares del sistema nervioso sin mostrar ningun dafo en los
organos de los individuos a nivel histologico ni mediante marcadores de dafio bioquimico
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[Amador, 2020; Navarro et al., 2020; Tomil Garcia, 2021]. De esta forma se concluyo
mediante estudios en animales que la microalga contrarrestaba los efectos ligados al
sindrome metabdlico derivados de la hipercolesterolemia e hiperlipidemia, hiperglucemia
y, ademas, podria servir como prevencion ante la disfuncion cognitiva asociada a la dieta.
Con el fin de concluir con esta fase de estudio en vectores animales, se hace necesario
continuar los estudios organicos asociados a los marcadores de actividad enzimatica

asociada a la accion del estrés oxidativo inducido por las dietas hipercaldricas.

Por otro lado, mediante estudios de la biomasa fresca de la microalga, se obtuvieron
resultados que mostraron que su capacidad antioxidante (medida en equivalentes de
Trélox) era de 3,65 umoles de Trélox por cada 100 gramos del peso fresco. Esta alta
actividad antioxidante venia unida a un valor de polifenoles totales de 167,2 mg de &cido
gélico por cada 100 g de peso, un contenido en flavonoides de 21,32 mg equivalentes de
catequina por cada 100 g de peso fresco, un contenido en taninos hidrolizables de 450 mg
de metil-galato por cada 100 gramos de peso seco y contenidos de 0,1462 mg de B-
caroteno por cada 100 gramos de peso fresco [del Valle, 2016; Toimil, 2021]. Por lo que se
confirmaba que esta microalga presentaba un alto contenido en antioxidantes naturales
absorbibles por los organismos que adaptase su dieta con este suplemento dietético.

De esta forma, la microalga presenta un gran potencial como suplemento alimenticio
antioxidante [Garbayo et al., 2012], por lo que su empleo para el control y estabilizacion del
estrés oxidativo dentro de los tejidos animales seria fundamental para atacar las tres
principales consecuencias del Sindrome Metabdlico. Es por este motivo, que se procedera
a la comparativa de estas propiedades antioxidantes del alga de estudio con respecto a
otras algas comerciales con propiedades antioxidantes aportadas por el Laboratorio de
Investigacion y Control Agroalimentario de la Universidad de Huelva del Centro de
Investigacion y Desarrollo de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias (CIDERTA).

1.3. Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) y antioxidantes.

El estrés oxidativo celular es una de las consecuencias derivadas de una dieta hipercalérica
y el sindrome metabdlico en los animales [Bernabé et al., 2010]. La principal causa del
estrés oxidativo es la presencia en las células de los llamados “radicales libres”, los cuales
son especies quimicas (atomos, moléculas o partes de las moléculas) que no pueden
existir de forma independiente en el medio debido a su inestabilidad orbital. Estos radicales
suelen presentar uno o varios electrones desapareados que suelen ser cedidos a otras
estructuras (agente reductor) o aceptan electrones de estas estructuras (agente oxidante)
[Halliwell, 1993].

Los principales agentes causantes del estrés oxidativo en la naturaleza son las Especies
Reactivas del Oxigeno (EROs), las cuales, a su vez, pueden ser radicales libres o no. Entre
los mas importantes destacan los radicales superoxidos (Oz*), hidroperoxilo (H207%),
hidroxilo (OH™), alcoxi (RO™*) y peroxi (ROO™*), perdxido de hidrégeno (H20z2), 6xido nitrico
(NO*)y dioxido de nitrogeno (NO2*). En muchos casos, estas moléculas pueden ser
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asimiladas del medio o de origen enddgeno (surgen tras reacciones secundarias no
deseadas entre moléculas del sistema bioldgico). Estos EROs presenta una reactividad
variable, dependiente del tipo de molécula (naturaleza quimica esencialmente), asi, son
mas reactivos los radicales libres de reducido volumen, aunque presenten una carga
eléctrica equivalente [Valko et al., 2007].

Dentro de las células se producen diversas reacciones que pueden provocar la generacion
de estos EROs vy radicales libres de origen enddgeno. Entre las diferentes fuentes
principales, se destaca la accidon de las mitocondrias celulares derivado del metabolismo
del oxigeno por la via univalente. De los cuatro complejos asociados al transporte
electrénico en la cadena respiratoria, se ha comprobado que son los complejos |y Il
aquellos que producen estos radicales libres enddgenos causantes del estrés oxidativo
[Boveris et al., 1976; Turrens y Boveris, 1980]. Ademas, el radical hidroxilo afecta a la
funcién de barrera permeable selectiva de las membranas biolégicas [Goodam, 1998] al
verse sus acidos grasos poliinsaturados afectados por la peroxidacion lipidica inducida por
este. Estas reacciones afectan al acido graso formando un radical carbonado que inicia
una cadena de reacciones oxidativas. La Unica forma de evitar la pérdida de fluidez de las
membranas y posterior lisis celular es presentar un nivel de antioxidantes tal que puedan
hacer frente a estas sustancias conformando complejos estables que inhiban la accion
catabdlica de los radicales libres [Halliwell, 1990].

Los antioxidantes son un grupo de elementos con una importante funcibn homeostatica
entre la que destaca la capacidad de controlar las concentraciones de los radicales libres
por debajo de umbrales citotoxicos [Willcox et al., 2004]. Estas especies antioxidantes
pueden ser de naturaleza enzimatica y no enzimatica y son capaces de prevenir la
oxidacion de otras moléculas al interaccionar y estabilizar las estructuras afectadas o
transformar a configuraciones reducidas las especies oxidantes [Halliwell, 1995]. Entre los
principales antioxidantes no enzimaticos presentes en las microalgas se pueden diferenciar
los polifenoles y los pigmentos carotenoides, especialmente.

Estos compuestos antioxidantes presentes en microalgas han sido objeto de estudio en
especial por la industria cosmética y alimentaria, al reducir el envejecimiento celular y los
posibles dafios derivados, destacando los extractos activos de cuatro microalgas:
Isocrhysis galbana, Nannochlopsis gaditana, Phaeodactylum tricornutum y Tetraselmis
suecica, (presentes en un extracto bioactivo comercial junto con Dunaliella salina conocido
con el nombre de Dermalgae®) las cuales seran estudiadas junto a la microalga de estudio
C. onubensis con el fin de caracterizar la potencial accion nutracéutica de nuestra alga en
comparacion con otras ya comercializadas.

1.4. Objetivos del estudio.

Objetivo principal: El siguiente trabajo de investigacion de fin de master se enfoca en el
estudio de la utilidad de la microalga Coccomyxa onubensis como suplemento alimentario
antioxidante mediante la comparativa de diversos parametros con respecto a cuatro de las
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cinco algas presentes en el compuesto bioactivo Dermalgae®. En particular, este trabajo
se centra en el analisis de diferentes compuestos bioquimicos presentes en las microalgas
gue presentan respuesta antioxidante al ser ingeridos por organismos Vivos.

Para alcanzar este objetivo principal, establecemos los siguientes objetivos especificos:

— Obtencion y preparacion de biomasa de Coccomyxa onubensis para su posterior
empleo.

— Obtencion de los extractos bioactivos metandlicos de todas las microalgas del
estudio para el analisis cromatografico y espectrofotométrico, asi como el extracto
en acetona para la determinacion de los pigmentos totales.

— Caracterizacion de los picos cromatograficos obtenidos mediante el espectro de
absorcién propio de los pigmentos fotosintéticos.

— Caracterizacion cromatografica y espectrofotométrica de los pigmentos totales e
individuales de cada alga del estudio y comparativa de las concentraciones
obtenidas mediante el empleo de patrones en cromatografia y formulas empiricas
para la espectrofotometria.

— Determinacién espectrofotométrica de los compuestos fendlicos totales y parciales
de cada alga del estudio y comparacion de los valores obtenidos entre si y con
respecto a alimentos de alto contenido en los mismos.

— Determinacion espectrofotométrica de la actividad antioxidante total de cada alga
del estudio y comparacion de los valores obtenidos entre si y con respecto a
alimentos de alto valor antioxidante.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1 Aislamiento y obtencién de biomasa de las algas de interés.

La biomasa de la microalga de estudio C. onubensis fue facilitada por el grupo de
investigacion BIO-214 cuando el cultvo se encontraba en etapa de crecimiento
exponencial. Fuero recogidas mediante centrifugacion y posteriormente liofilizadas para
finalmente ser almacenadas hasta su empleo posterior a -80°C.

Todas las algas comerciales estudiadas fueron suministradas por los proveedores
especializados y suministradas ya liofilizadas, conservandose en las mismas condiciones
gue la biomasa de C. onubensis.

2.2. Extraccion de los compuestos activos de interés.

Todas las muestras de microalgas fueron tratadas para su analisis en forma de extracto
metandlico o en acetona, siguiendo dos procedimientos diferenciados en funcion del
sistema analitico a emplear debido a la especificidad de los reactivos requeridos, asi como
la solubilidad de los compuestos a analizar.

2.2.1. Extraccion de los pigmentos fotosintéticos y los carotenoides para analisis
cromatografico.

El polvo de las microalgas fué tratado mediante una extraccion metandlica con el fin de
separar la fraccion soluble de los compuestos sin interés.

Para ello, en primer lugar, se procedié a la rotura de las paredes celulares y el
homogenizado de la muestra, para lo cual se dispuso una fraccion del polvo de las algas
de estudio en un volumen final de 4 mL de metanol puro (grado HPLC) a una concentracion
de 0,003 g mL? y se homogeniz6 empleando un homogeneizador de alta eficiencia
(Ultraturrax T 25 basic, IKA-Werke GmbH& Co.Kg, 79219 Staufen, Alemania), ajustado a
una velocidad de giro de 2500 rpm, manteniendo la temperatura de la muestra a 4°C (con
la ayuda de un bafio de hielo), seguido de una homogenizacion manual empleando un
Potter de vidrio con vastago de teflon para completar la rotura de las paredes celulares y
permitir la liberacion de todos los pigmentos. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a
5500 g durante 5 minutos para eliminar restos insolubles, y el sobrenadante se almacendé
en oscuridad a 4°C hasta el momento de las determinaciones, con el fin de evitar
alteraciones indeseadas de la muestra.

2.2.2. Extraccion de compuestos antioxidantes para determinaciones
espectrofotométricas.

Para la extraccion de los compuestos antioxidantes para las determinaciones
espectrofotométricas se empled un medio de metanol al 30% de calidad analitica, al cual
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se le afiadié la muestra pulverizada y seca a una concentracion final de 0,04 g mL*en un
volumen total de 2,5 mL.

Esta muestra fue procesada en frio y oscuridad mediante la homogenizacion siguiendo el
procedimiento descrito previamente, para finalmente centrifugarla a 12500 g durante 10
min a una temperatura de 4°C. El sobrenadante generado tras la separacién de fases fue
extraido y alicuotado para las diferentes determinaciones, almacenandose en oscuridad a
-80°C para evitar la degradacion de los compuestos antioxidantes.

Para la determinacion de los pigmentos totales se realizd la misma extraccion con una
concentracion de 0,02 g mL?! de cada alga en acetona fria al 90% y se mantuvo en
agitacion durante 24 horas a 4°C hasta su posterior analisis espectrofotomeétrico.

2.3. Analisis de los compuestos de interés alimentario.

Todos los andlisis se realizaron manteniendo la cadena de frio y en oscuridad, con el fin de
evitar la oxidacion y degradacion de los compuestos antioxidantes. Por ello, se emplearon
recipientes de vidrio tintado o, en su defecto, forrados con aluminio, y se mantuvieron en
un bafio de hielo durante periodos de tiempo reducidos.

2.3.1. Determinacion espectrofotométrica de las clorofilas y los carotenoides
totales.

Para proceder a las determinaciones de los pigmentos fotosintéticos, asi como los
carotenoides totales, se empled un volumen final de 1 mL del extracto en acetona y se
procedié a su medicién espectrofotométrica en un dispositivo UV-VIS (Spectronic 200E
Version 4.07i, Thermo Fisher Scientific 02451, Mundelein, lllinois, USA).

Para el calculo de las clorofilas a, b y ¢ presentes en los extractos, se procedio a la medicion
de la absorbancia del sobrenadante obtenido tras la extraccion a una longitud de onda de
664, 647 y 630 nm respectivamente, empleando las ecuaciones de Arnon (1949) para la
clorofila-a, la clorofila-b y la clorofila-c, asi como para el valor de feofitina-a (producto de
degradacion de la clorofila-a que se calculara como la diferencia de absorbancia antes y
después de la degradacion de clorofila en medio acido a una absorbancia de 664 nm).
Todos estos valores obtenidos fueron corregidos mediante la resta del valor de turbidez de
la muestra (medida a 750 nm, la cual se repiti6 tras el proceso de acidificacion de la muestra
para el calculo de la feofitina-a), siguiendo el método de Clesceri et al (1988) modificado.

2.3.2. Determinacion cromatografica del contenido de pigmentos en extracto
metandlico.

La medicion de los extractos se llevé a cabo mediante inyeccion manual (con el fin de evitar
la exposicion prolongada de las muestras a la temperatura ambiente) en un cromatégrafo
liquido de alta precisiéon o HPLC (System Gold HPLC, Beckman Coulter Inc., 4300, N.
Harbor Blvd., Fllerton, California, USA) y analizado mediante el software 32 KaratTM
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Software version 7 con detector diode array UV-VIS y una columna C18 de fase reversa o
separacion por afinidad a medios de diferente apolaridad.

Antes de proceder a la inyeccién de las muestras, se procedié al filtrado del extracto
mediante un filtro de 0,45 pum con el fin de eliminar toda impureza y reducir el riesgo de
obstruccion de la columna.

Para llevar a cabo la separacion, se dispuso de dos fases moviles una con acetato de etilo
puro (Fase A) y otra de acetonitrilo-agua (9:1) (Fase B) disponiendo el gradiente de analisis
descrito por Young et al. (1997), con un flujo constante de 1 mL mint

Tabla 2.1. Gradiente de separacion por fase reversa para la determinacion cromatografica del contenido de
carotenoides y clorofilas en extracto metandlico.

T'(fn”i"np)o Fase A (%) Fase B (%)
0 0 100
16 60 40
25 100 0
30 0 100

La identificacion y cuantificacion de los carotenoides especificos se basé en la comparacion
de los tiempos de retencion de los diferentes picos con respecto al de los estandares
comerciales conocidos (entre 0,007 y 0,015 mg mL?) (DHL Water and Environment,
Dinamarca). Para proceder al calculo de la concentracion, se relacioné el area del pico
correspondiente con el area del pico del estandar comercial considerando el factor de
dilucién de cada extracto.

2.3.3. Determinacién espectrofotométrica de los compuestos antioxidantes de
interés.

Todos los métodos espectrofotométricos se llevaron a cabo con el mismo
espectrofotometro (Scientific Espectrofotometer Evolution 201/220 UV-VIS, Thermo Fisher
Scientific 02451, Mundelein, lllinois, USA) y todos los valores de absorbancia obtenidos
fueron referenciados en funcion al peso seco de cada microalga.

2.3.3.1. Determinacion de la capacidad antioxidante total de la muestra microalgal.

El calculo de la capacidad antioxidante total inicial de cada microalga fue realizado
siguiendo el método descrito por Brand Williams et al. (1995), basado en la captacion de
radicales libres, adaptado para nuestro material a microvolimenes. El método se basa en
la reduccion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) por los antioxidantes de la
muestra, medido a 515 nm. Es un método sencillo, fiable y ampliamente utilizado para la
evaluacion e la actividad antioxidante total. El radical DPPH es estable y presenta una
coloracion purpura que se pierde progresivamente cuando se afade la muestra
conteniendo sustancias antioxidantes.
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2.3.3.2. Determinacion de los polifenoles totales en la muestra microalgal.

Los fenoles totales fueron determinados mediante el procedimiento descrito en Georgé et
al. (2005). Segun éste, los compuestos fendlicos son oxidados por el reactivo de Folin-
Ciocalteau que le confiere una coloracion azul que es medida en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 725 nm, permitiendo cuantificar los polifenoles presentes en una
muestra antioxidante.

2.3.3.3. Determinacion de polifenoles flavonoides en la muestra microalgal.

El contenido de los flavonoides totales fue determinado en equivalentes de catequina
siguiendo la metodologia descrita por Liu et al. (2002). El valor de la absorbancia fue
medido a 510 nm obteniendo la cantidad de flavonoides equivalentes para una masa de 1
mg de peso fresco de microalga.

2.3.3.4. Determinacion de polifenoles no flavonoides (taninos hidrolizables) en la
muestra microalgal.

El contenido en taninos fue determinado en equivalentes de metil-galato mediante la
oxidacion de los taninos con yodato potasico como se describe en el ensayo de Mueller-
Harvey (2001). Estos taninos son convertidos en metil-galato (un componente estructural
comun) mediante metandlisis y este, en medio acido con adicion de yodato, genera un
cromoforo de color rojo que es medido a una longitud de onda de 525 nm.

2.3.3.5. Determinacion de la actividad pro-vitamina A de los extractos.

Para ello se procedié al calculo previo del contenido en carotenos equivalentes en la
muestra siguiendo el procedimiento de medicion espectrofotométrica a 480 y 750 nm del
extracto en acetona al 90% siguiendo el método descrito por Britton (1985). Este valor fue
corregido a concentracion equivalente de vitamina A segun se describe en Mahan y Escott-
Saump (2008).

2.4. Reactivos.

Todos los reactivos, empleados para la preparacion de las determinaciones fueron
provistos por la empresa Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania).

Las solventes empleados para las fases separadoras del cromatografo de grado HPLC
fueron proporcionados, también, por la empresa Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). A
su vez, Todos los estandares (fucoxantina, violaxantina, neoxantina, astaxantina, luteina,
zeaxantina, licopeno y 3-caroteno) fueron proporcionados por DHL Water and Environment
(Dinamarca) con una pureza superior al 99% y fueron diluidos en metanol puro de grado
HPLC.
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2.5. Analisis estadisticos.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el empleo del paquete estadistico
SPSS version 19 con el fin de poder comparar las diferencias entre los grupos, estos fueron
evaluados mediante el estudio ANOVA unidireccional seguido del test post-hoc de Tuckey-
Kramer para diferencias significativas con valores p<0,05.

Los resultados que se muestran han sido expresados como el valor de la Media *
Desviacion Estandar (S.D.), donde n es el nimero de réplicas realizadas para cada una de
las muestras comparadas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Todas las muestras analizadas consistieron en polvo liofilizado de microalga, ya que es la
forma en la que se comerzializa este tipo de microorganismos. Esto permite hacer una
comparativa de sus propiedades nutracéuticas de forma mas precisa y real. No obstante,
la bibliografia suele emplear biomasa fresca para realizar los analisis, o que proporciona
los valores del microorganismo en estado natural pero que no seria lo mas adecuado en
este estudio, ya que el procesado de la biomasa para su comercializacion puede afectar a
la capacidad antioxidante respecto del producto fresco sin procesar.

El estudio de la biomasa liofilizada, por el contrario, nos permite conocer la efectividad real
de las microalgas en su uso como suplemento dietético y fuente de sustancias bioactivas
para animales y humanos.

3.1. Caracterizacion de los pigmentos fotosintéticos de las
microalgas.

Tal y como se ha comentado previamente, las microalgas son organismos fotosintéticos,
cuyo proceso de captacion de energia luminica se basa en un proceso oxigénico. Este
proceso, en condiciones normales, produce la liberacion de especies reactivas del oxigeno,
asi como otros radicales libres, al medio intracelular y al cloroplasto. Este estrés oxidativo
inducido por el normal funcionamiento del cloroplasto podria desembocar en procesos de
lipoperoxidacion de las membranas, asi como en el deterioro de biomoléculas e, incluso,
en casos mas severos, la alteracion del propio genoma, induccién del envejecimiento, del
proceso apoptotico celular y muerte celular. Es por este motivo que, las microalgas, para
su defensa, han producido diversos compuestos antioxidantes con el fin de reducir y evitar
los dafios oxidativos [Madhavi y Salunkhe, 1995].

Ciertas microalgas, como es el caso de C. onubensis [Toimil, 2021] deben su actividad
antioxidante al contenido en acidos grasos insaturados [Mei et al., 2006], asi como a su
riqueza en diversas sustancias con accion antioxidante, las cuales generan una accion
sinérgica [Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2006].

Por este motivo, previo al estudio de la actividad antioxidante de cada una de las microalgas
de estudio, se realizara la caracterizacion de los pigmentos fotosintéticos presentes en cada
una de las microalgas de estudio que, posteriormente, actuaran de forma directa en la
citada accion sinérgica antioxidante.

En todos los casos, se procedera a la diferenciacion entre los pigmentos carotenoides y los
clorofilicos debido a su diferente rango de absorcion luminica, asi como la diferente accion
en el metabolismo celular.
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3.1.1. Caracterizacion de los pigmentos del grupo de las clorofilas.

Las clorofilas son uno de los principales grupos de pigmentos presentes en todas las
plantas y algas cuya funcion principal es la captacion y empleo de la energia luminica con
el fin de obtener energia para realizar el proceso fotosintético celular. En este grupo se
distinguen esencialmente tres tipos de clorofilas la clorofila-a, la clorofila-b y la clorofila-c
(aunque existen otras como la c2, d y f en menor concentracion). Estas biomoléculas son
compuestos reducidos de las porfirinas con un &tomo de magnesio unido al centro del anillo
aromético el cual, en ciertos casos, puede incluir una cadena de fitol [Nagini et al., 2015].

En cuando a su poder antioxidante, se ha descrito que la clorofila-a (y todos sus isobmeros
y derivados) presentan una mayor accion en la reduccion del estrés oxidativo celular que
otros compuestos del grupo [Hsu et al., 2013], siendo explicada mediante la interrupcion de
la cadena de peroxidacion al interaccionar directamente con los radicales oxigenados
(peroxi- y alcoxi-) [Rigane et al., 2013]. Especialmente destaca la accién de la clorofila-a y
la feofitina (biomolécula resultado de la degradacion de a clorofila-a) en las etapas iniciales
de la peroxidacion lipidica, siendo hasta 200 veces mas potente que el a-tocoferol [Hsu et
al., 2013] que es la forma de la vitamina E (acido ascorbico o a-tocoferol) que
preferentemente se absorbe y acumula en los seres humanos.

3.1.1.1. Perfil clorofilico de las microalgas de estudio.

El alga de estudio C. onubensis ha sido ampliamente caracterizada desde el punto de vista
pigmentario debido a varios estudios realizados en el seno del grupo de investigacion BIO-
214 de la Universidad de Huelva con el fin de potenciar la formacién de compuestos de
interés comercial en estos, no obstante, la muestra empleada se trataba de un cultivo nativo
sin modificacion de las condiciones de crecimiento, mostrandose unos niveles de clorofilas
normales para la especie, en los cuales la maxima produccion perceptible se encontraba
dentro de la familia de la clorofila-a, seguido por la clorofila-b y la feofitina-a (Fig. 3.1.),
alcanzando los valores que se recogen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Contenido en pigmentos del grupo de las clorofilas presentes en la microalga C. onubensis en
condiciones de crecimiento estandar junto con los valores obtenidos para cada una de las algas comerciales
de estudio ordenados de mayor a menor contenido en pigmentos totales.

Clorofila-a Clorofila-b Clorofila-c Feofitina-a
(Hg/g peso seco) (Mg/g peso seco)  (Mg/g peso seco)  (ug/g peso seco)
Phaeodactylum tricornutum 8460 + 90 800 + 200 2330 + 150 7070 £ 120
Coccomixa onubensis 10098 + 20 3108 * 43 676 + 6 2099 * 400
Nannochloropsis gaditana 7020 + 60 710 = 20 1670 + 170 700 £ 400
Tetraselmis suecica 4200 + 110 2080 + 80 1700 + 80 1100 £ 200
Isochrysis galbana 1860 + 20 1400 + 190 2090 * 160 510 = 40

A su vez, entre las algas comerciales estudiadas, encontramos bibliografia que describe
una gran diversidad de acciones antioxidantes, desde el alto contenido en polifenoles
presente en el alga I. galbana y T. suecica [Widowati et al., 2017], hasta la riqueza en
carotenoides presente en P. tricornutum [Kawee-ai et al., 2013]. A pesar de ello, existe poca
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bibliografia que muestre un perfil completo de estas algas, si bien, en todos los casos se
trata de algas con un alto contenido en pigmentos clorofilicos y carotenoides, tal y como se
ha podido comprobar en el estudio realizado (Fig. 3.1), en los cuales se apreciaron
contenidos en clorofilas totales del rango de los 10 mg/g de peso fresco en todos los casos,
desglosandose en los rangos mostrados en la Tabla 3.1.

Diversos estudios realizados en animales hemos demostrado que la accién de
peroxidacion lipidica de compuestos lipoproteinicos como el colesterol LDL inducen el
aumento del riesgo cardiovascular al inducirse la formacion de células espumosas
precursoras de la formacion de placas de ateroma inductoras de la aterosclerosis [Park y
Oh, 2011]. Es por este motivo que la presencia de altos contenidos en clorofilas de la familia
de la clorofila-a y de la feofitina-a produciria una mejora notable del estado del individuo
que tomase un suplemento algal rico en estas biomoléculas, al actuar de forma directa
sobre los radicales libres del grupo peroxi- que pudieran generarse fruto de una dieta rica
en lipidos de origen animal, reduciendo el riesgo al actuar en la etapa inicial de esta
enfermedad derivada de la accion oxidativa del organismo.

Tal y como se puede apreciar en la Fig. 3.1, en condiciones estandar de crecimiento, el
alga C. onubensis presenta un contenido del 76% del total de pigmentos clorofilicos en
forma de clorofila-a e isbmeros y compuestos de degradacion de estos, por lo que su
potencial accidn antioxidante seria elevada segun los estudios realizados por Hsu y Rigane
(2013), siendo de especial interés para la reduccion de la accion de peroxidacion lipidica y,
por ende, siendo potencial su empleo como nutracéutico antioxidante para el control de los
procesos de peroxidacion lipidica en animales inductores de la aterosclerosis y como
reductor del riesgo cardiovascular.

Como se puede apreciar en la comparativa de valores totales medidos, el alga P.
tricornutum es la que presentd una mayor riqueza en los compuestos altamente
antioxidantes, siendo una clara opcién para el uso como nutracéutico.

l. galbana, a su vez, mostr6 un contenido muy elevado de clorofila-c, mostrando niveles de
casi dos veces mas que de clorofila-a, resultados similares a los proporcionados en
Montero et al., 2002, mostrando que el método de calculo y extraccion de los pigmentos
empleados son consecuentes con la bibliografia.

En dltimo lugar, las microalgas N. gaditana y T. suecica mostraron elevados valores de
clorofila-a y feofitina-a, mostrandose, en ambos casos, un contenido correspondiente casi
al 75% del total de pigmentos extraidos, no obstante, su baja concentraciéon total en
comparacion con P. tricornutum (cuyo contenido casi triplica al total presente en las otras
dos algas) hace que no sean potenciales fuentes de antioxidantes para el control de la
lipoperoxidacion lipidica, basandonos en los contenidos en pigmentos clorofilicos.
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Fig. 3.1. Relacion del contenido en pigmentos del grupo de las clorofilas presentes en la microalga C.
onubensis en condiciones de crecimiento estandar junto con los valores obtenidos para cada una de las algas

comerciales de estudio.

Como se puede apreciar en la Fig. 3.1, los perfiles obtenidos para cada una de las algas
muestran una clara diferenciacion entre las cuatro especies comerciales, asi como para el
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caso de C. onubensis, siendo el extracto mas homogéneo y equilibrado el presente en la I.
galbana, la cual, ademas, presenta el valor mas bajo de feofitina-a que, segun la
bibliografia, al tratarse de un compuesto de degradacion de la clorofila-a indica que la mayor
parte de su accion fotosintética se deriva del empleo de otros pigmentos. Las algas T.
suecica y N. gaditana mostraron un perfil similar entre si y con respecto a C. onubensis,
diferenciandose en la presencia mas elevada de clorofila-b en el caso de T. suecica y
siendo la mayor diferencia con nuestro alga de estudio el contenido en clorofila-a presente
en esta.

Tal como se observd previamente, en el caso de las cuatro algas comerciales, la que
presentaria una mayor accién antioxidante derivada de los pigmentos fotosintéticos se
corresponderia con la P. tricornutum, al presentar un computo global del 83% del total de
pigmentos fotosintéticos de este grupo en forma de clorofila-a y feofitina-a, siendo una clara
propuesta como nutracéutico para el control del estrés oxidativo y el riesgo de sufrir riesgos
cardiovasculares.

Estos valores obtenidos para P. tricornutum superan los presentes en C. onubensis, la cual
muestra un 76% del total de pigmentos clorofilicos dentro del grupo a, respecto de P.
tricornutum, no obstante, C. onubensis ha resultado ser la segunda microalga del conjunto
estudiado mostrando un contenido porcentual de clorofila-a similares a las de N. gaditana
y superiores a las de |. galbana y T. suecica, lo que indica que C. onubensis también podria
ser un potencial antioxidante derivado del contenido en clorofilas del grupo a.

Como se comentd previamente, desde el punto de vista de la reduccion del estrés
oxidativo, los pigmentos clorofilicos con una mayor accién antioxidante son la clorofila-a y
la feofitina-a, siendo especialmente interesantes los niveles presentes en C. onubensis y P
tricornutum. En la Fig. 3.2 se recoge la comparativa de los diferentes niveles medidos para
cada una de las algas mostrando si existen diferencias significativas entre las cinco
microalgas.

Todos los grupos de estudio mostraron rangos de clorofilas con diferencias significativas a
las obtenidas en C. onubensis, siendo ésta la que presentaba una mayor riqueza en
clorofila-a y clorofila-b, alcanzando niveles de hasta un 16% més de clorofila-a que la
siguiente P. tricornutum (el alga con mayor contenido en clorofila-a del grupo comercial).
En cuanto a la clorofila-b, C. onubensis present6 un contenido un 33% mayor que T.
suecica, quien, a su vez, fue la muestra con mayor contenido en este pigmento del conjunto
de microalgas comerciales.

En cuanto al contenido en clorofila-c, C. onubensis mostrd niveles significativamente mas bajos
gue el conjunto de algas comerciales, las cuales, a su vez, mostraron valores semejantes entre
si y sin diferencias significativas. Siendo el valor de C. onubensis en clorofila-c, 2 veces inferior
gue el contenido presente en estas algas. Finalmente, de nuevo, todas las algas presentaron
rangos variables y con diferencias significativas para el contenido en feofitina-a. Esto significa
gue la formacion de este isomero de degradacion varia en funcion a la especie a considerar.
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Fig. 3.2. Niveles totales obtenidos de los pigmentos clorofilicos para cada uno en las diferentes algas estudiadas.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la precision de los valores, expresandose estos como media +
SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que los valores obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para p<0.05.
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La feofitina-a es un compuesto de degradacion de la clorofila-a que surge como derivado
de la senescencia de una colonia. Este producto de pérdida del ion magnesio de la clorofila
por la presencia de un grupo H* induce en el alga una disminucion de la productividad en
la fijacion de energia luminica. Esta degradacion suele verse aumentada cuando el medio
se encuentra acidificado, al aumentar la movilidad de los iones metalicos. Al realizarse la
relacion entre los niveles de absorbancia a 664 nm y 665 nm medida para cada uno de los
casos, se aprecio que las muestras analizadas de C. onubensis, T. suecica y P. tricornutum
presentaron valores muy similares y proximos a 1,7, lo que significa que estas especies
presentan niveles de feofitina-a reducidos en comparacion con los niveles de clorofila-a
siendo el estado fisiologico de estas células excelente tras la acidificacion del medio. En
cambio, los niveles obtenidos para |. galbana y N. gaditana se mostraron mas proximos a
1y con diferencias significativas a los obtenidos en las otras muestras. Esto indica que las
muestras empleadas para el estudio de I. galbana y N. gaditana comercializadas presentan
una alta degradacion, posiblemente derivado de un estado senescente, que no deberia ser
el mas adecuado para su comercializacion.

A pesar de esto, la feofitina-a, al estar conformada por los mismos anillos que la clorofila-a,
sigue teniendo un alto nivel antioxidante comparable con el obtenido por el pigmento
original. Al realizar el estudio comparativo, se aprecié que P. tricornutum fue la microalga
con mayor contenido en este pigmento, siendo sus niveles 2,3 veces superior a C.
onubensis mostrando diferencias significativas para un valor de p<0.05, al igual que con
respecto al resto de componentes. A su vez, C. onubensis mostr6é un contenido de feofitina-
a similar a los obtenidos para la T. suecica mostrando diferencias significativas y de hasta
un 75% mas que la muestra de I. galbana, y de un 66% mas que la muestra de N. gaditana.

Dado que, segun cita la bibliografia, la principal accion antioxidante derivada de los
pigmentos fotosintéticos del grupo de las clorofilas proviene de la presencia de clorofila-a y
feofitina-a (Fig 3.3), se procedi6 a la comparativa de los valores obtenidos de la suma de
ambos pigmentos, obteniéndose los datos mostrados en la Tabla 3.2 para estimar la mayor
o menor capacidad antioxidante de las microalgas debida a sus pigmentos fotosintéticos
del grupo de la clorofilas.

Tabla 3.2. Contenido en clorofila-a y feofitina-a presentes en las microalgas de estudio ordenados de mayor a
menor contenido en estos pigmentos.

Clorofila-a + Feofitina-a
(Mg g™ peso seco)

Phaeodactylum tricornutum 15530 + 150
Coccomixa onubensis 12200 + 400
Tetraselmis suecica 5300 = 300
Nannochloropsis gaditana 4700 + 400
Isochrysis galbana 2380 = 50
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Como se puede apreciar, los niveles presentes en las muestras de C. onubensis y P.
tricornutum fueron de hasta 2 veces los obtenidos en el caso de la T. suecica y la N.
gaditana y de hasta 5 veces mas que los obtenidos en el extracto de la I. galbana.

Al realizar un analisis estadistico entre los cinco grupos (Fig. 3.3.), se aprecia que los niveles
alcanzados por parte de C. onubensis y P. tricornutum muestran diferencias significativas
para un valor de p<0.05. A su vez, ambas microalgas mostraron diferencias significativas
frente al resto de extractos de estudio, siendo los valores de T. suecica y N. gaditana
similares y sin diferencias significativas.

De esta forma se puede deducir que las dos algas que muestran el mayor potencial
antioxidante derivado de la presencia de compuestos fotosintéticos del grupo de las
clorofilas son la P. tricornutum y la C. onubensis, presentando esta ultima unos niveles
similares y comparables (con un 90% de semejanza) a los presentes en P. tricornutum.
Siendo en ambos casos de especial interés para el empleo como nutracéuticos
antioxidantes preventivos ante la accion de la lipoperoxidacion lipidica inductora del riesgo
cardiovascular.
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Fig. 3.3. Contenido en clorofila-a + feofitina-a presentes en las microalgas de estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.
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3.1.2. Analisis de los pigmentos del grupo de los carotenoides en las microalgas
estudiadas.

Los pigmentos del grupo de los carotenoides, al igual que las clorofilas, se tratan de pigmentos
liposolubles de origen vegetal que Unicamente pueden entrar en el organismo a través de la
dieta. La funcién esencial de estos es la de fotoproteccion del sistema fotosintético y, en
humanos, destaca su accion provitaminica A. Ciertos estudios han demostrado que la ingesta
de carotenoides, ademas, fortalece el sistema inmunoldgico, disminuye el riesgo de sufrir
enfermedades degenerativas como el cancer, previene de enfermedades cardiovasculares, la
degeneracién muscular y la formacion de cataratas [Bauernfeind, 1981]; dependiendo del tipo
de carotenoide, la accién frente a una dolencia es mas importante, es por ello que,
posteriormente, se analizaran los carotenoides por separado.

En una dieta equilibrada estos pigmentos son aportados por frutas y hortalizas y, en pequefia
proporcién, por fuentes de origen animal y aditivos alimentarios como los colorantes. ES por
este motivo que se recomienda el consumo elevado de frutas y hortalizas con el fin de
aumentar la produccion de vitamina A y reducir el riesgo de sufrir diversas enfermedades
cronicas [Stahly Sies, 2007] antes citadas. Los carotenoides son los que han demostrado tener
unos efectos antioxidantes mas importantes y son considerados una gran fuente de
nutracéuticos [Vaquero et al., 2014], tanto es asi, que muchos sistemas de biorrefineria de
microalgas estudian la modificacion de las condiciones de los cultivos con el fin de potenciar la
formacion de estos pigmentos, al ser compuestos precursores de la formacion de vitamina A
[Bishop y Zubeck, 2012; Spolaore et al., 2006].

Existe una gran variedad de carotenoides, los cuales, a su vez, se diferencian en funcion de
sus isémeros y modificaciones estructurales. En los siguientes apartados se estudiaran
concretamente los carotenoides mas comunes presentes en las microalgas que presentan una
mayor accién nutracéutica, como son la fucoxantina, la neoxantina, la violaxantina, la
astaxantina, la luteina, la zeaxantina, el licopeno y el B-caroteno, los cuales seran cuantificados
en las diferentes microalgas con el fin de obtener una vision especifica de la accion nutracéutica
de cada una de ellas.

3.1.2.1. Perfil de carotenoides de cada una de las microalgas estudiadas.

C. onubensis ha sido sujeto de estudio para la caracterizacion de sus componentes
bioguimicos en multiples ocasiones por nuestro equipo de investigacion, proporcionando
siempre unos resultados bastante positivos para su empleo como nutracéutico y alimento
funcional. Entre otros, debido a la alta presencia de carotenoides, en especial en forma de
luteina y B-caroteno, los cuales han representado cerca del 70% del total de los carotenoides
de la microalga [Toimil, 2021].

Al igual que muchos otros cultivos, C. onubensis ha sido estudiada con el fin de favorecer el
aumento de la produccion de ciertos carotenoides, en especial la luteina. Esto es debido a que,
en condiciones de cultivo normales, este compuesto era el mayoritario y, gracias a sus
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potenciales usos nutracéuticos e industriales, ha sido el objetivo de dichas mejoras en la
productividad. Estudios realizados en el seno del grupo de investigacion BIO-214 de la
Universidad de Huelva lograron fomentar la productividad y el enriquecimiento de esta
microalga en luteina mediante la inyeccion tras ciclos de incubacion de aire rico en COz, gracias
a la acido-tolerancia de esta microalga acidofila, unido a su alta eficiencia en el uso del carbono
[Vaquero, 2012]. Con el fin de poder llevar a cabo una comparativa realista, se empleo, al igual
gue en el caso del estudio de clorofilas, una cepa de C. onubensis cultivada en condiciones
normales, mostrando un perfil de pigmentos tras su estudio en HPLC normal y consecuente
con los resultados analiticos obtenidos en estudios previos (Fig. 3.4); un pico maximo de
carotenoides para la luteinay en el caso de las clorofilas correspondiente a los estereoisdomeros
de la clorofila-a.

Por otro lado, I. galbana es una Haptophyta que ha sido ampliamente estudiada desde el
punto de vista antioxidante, al estar altamente enriquecida en fucoxantina, alcanzando
valores de hasta 6 mg g* de este carotenoide [Kim et al., 2012]. A su vez, ha demostrado
ser una microalga de gran interés industrial, al mostrar incrementos notables en dicho
carotenoide, de hasta 3 veces su concentracion inicial [Hobson, et al., 1979], y de facil
extraccion en diversos extractantes de caracter polar, lo que favorece su manipulacion y
tratamiento como nutracéutico en forma de extracto bioactivo [Herrmann et al., 2010].

T. suecica, en cambio, debe esencialmente su accion antioxidante a los acidos grasos
polinsaturados que presenta, capaces de ser extraidos en fracciones especificas
bioactivas [Parra-Riofrio et al., 2020]. En cuanto a los carotenoides, T. suecica ha
demostrado ser una rica fuente de carotenoides como son la violaxantina y la luteina,
presentando concentraciones de mas de 80 mg 100 g en sus extractos metandlicos [di
Lena et al., 2018].

A diferencia de los anteriores, P. tricornutum presenta valores de carotenoides totales de
1760 mg 100 g1, superando hasta en 6 veces los niveles presentes en T. suecica [di Lena
et al., 2018], siendo su principal componente de interés la fucoxantina, con unas
concentraciones comparables con las obtenidas en un extracto idéntico de I. galbana [Kim
et al., 2012]. Esta microalga, ademas, ha demostrado ser un potente antioxidante gracias
a la presencia de &cidos grasos w-3 EPA [Desbois et al., 2009] los cuales, ademas, le
confieren poder antimicrobiano frente a bacterias Gram (+) y Gram (-).

En ultimo lugar, la biomasa de N. gaditana también ha mostrado ser de interés como fuente
de carotenoides al presentar altos contenidos en 3-caroteno y violaxantina, asi como de
astaxantina y a-caroteno, algo que la diferencia del resto de especies del género
Nannochloropsis [Lubian, 1982].

Tal y como se puede apreciar en las Fig. 3.5 a 3.8, los picos proporcionados por el
cromatograma mostraban la presencia de los mismos carotenoides que se recogen en la
bibliografia referenciada para las distintas algas estudiadas.
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Tabla 3.3. Resultados analiticos obtenidos a través del cromatograma de medicion del extracto metandlico de C. onubensis en condiciones normales a una longitud de
onda de 450 nm.

Compuesto (nombre Tiempo de Concentracién Concentracion
P .y ( p - Area (10° mUA?) 3 1
tradicional) retencion (min) (ng cm™) (Lg g~ peso seco)

Fucoxantina 6,12 + 0,03 1,70 + 0,08 1,29 + 0,06 274 + 13
Neoxantina 6,65 + 0,10 0,21 + 0,01 0,16 = 0,01 33+ 2
Violaxantina 8,5+ 0,0 0,50 + 0,01 0,36 £ 0,01 77 £ 2
Astaxantina 92 +0,1 0,07 + 0,03 0,04 + 0,02 9+ 4
Luteina + Zeaxantina 10,6 + 0,1 7,0 £0,3 3,34 + 0,15 711 + 31
Licopeno 18,8 + 0,1 2,93 + 0,12 2,33 + 0,09 495 + 20
Beta Caroteno 20,3 £ 0,1 0,96 + 0,03 0,58 + 0,02 123 + 4
©
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Fig. 3.4. Cromatograma de medicion del extracto metandlico de C. onubensis en condiciones normales a una longitud de onda de 450 nm (se trata de una de las imagenes
representativas, no obstante, los valores de la tabla 3.3. muestran la media de todas las mediciones realizadas, n=3).
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Tabla 3.4. Resultados analiticos obtenidos a través del cromatograma de medicién del extracto metandlico de I. galbana en condiciones de normales, a una longitud de
onda de 450 nm.
Compuesto Tiempo de Area Concentracion Concentracién
(Nombre tradicional) retencién (min) (10° mUA?) (g cm™®) (g g peso seco)
Fucoxantina 4,93 = 0,09 2,9+ 0,3 0,22 = 0,02 72 =7
Neoxantina 5,91 + 0,05 0,2+0,1 0,012 + 0,004 42 + 14
Violaxantina 6,8 £ 0,2 2,42 + 0,2 0,136 + 0,011 45 + 4
Astaxantina 75 0,1 157 £ 0,1 0,114 + 0,004 38,0 £13
Luteina + Zeaxantina 17,0 £ 0,3 10,56 + 0,3 0,497 + 0,074 170 = 30
Licopeno 18,9 + 0,2 1,99 £ 0,1 0,158 + 0,011 53 + 4
B-caroteno 20,0 + 0,1 0,29 + 0,06 0,017 + 0,004 58+ 1.2
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Fig. 3.5. Cromatograma de medicion del extracto metandlico de I. galbana en condiciones normales a una longitud de onda de 450 nm (se trata de una de las imagenes

representativas, no obstante, los valores de la tabla 3.4. muestran la media de todas las mediciones realizadas, n=3).

Méster Oficial en Tecnologia Ambiental

30

Trabajo de Fin de Master “investigacion”



un

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICROALGAS EXTREMOFILAS EN EL MARCO DE LA ECONOMIA CIRCULAR I
AMADOR LUNA, V. M. A

Tniversidad
de Huelva
Tabla 3.5. Resultados analiticos obtenidos a través del cromatograma de medicion del extracto metandlico de T. suecica en condiciones de crecimiento estandar, a una

longitud de onda de 450 nm.

Compuesto Tiempo de 4 ,. Concentracion Concentracion
- s . Area (10" mUA") 3 1
(nombre tradicional) retencion (min) (Mg cm™) (Mg g~ peso seco)
Fucoxantina 4,28 + 0,06 1,08 £ 0,02 0,0792 + 0,0012 20,7 £ 0,3
Neoxantina 5,46 = 0,07 1,82 £ 0,03 0,138 + 0,002 36,0 £ 0,6
Violaxantina 6,27 + 0,02 1,88 + 0,06 0,105 + 0,003 276 £ 0,8
Astaxantina 7,71 £ 0,04 0,15 = 0,02 0,0106 + 0,0012 28 +03
Luteina + Zeaxantina 9,08 * 0,05 12,364 * 0,005 0,6790 = 0,0003 1775 £ 0,1
Licopeno 16,39 + 0,02 1,47 £ 0,18 0,116 + 0,014 30 £ 4
B-caroteno 20,40 + 0,05 2,98 + 0,03 0,1793 + 0,0019 46,9 + 0,5
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Fig. 3.6. Cromatograma de medicion del extracto metandlico de T. suecica en condiciones normales a una longitud de onda de 450 nm (se trata de una de las imagenes
representativas, no obstante, los valores de la tabla 3.5. muestran la media de todas las mediciones realizadas, n=3)..
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Tabla 3.6. Resultados analiticos obtenidos a través del cromatograma de medicion del extracto metandlico de P. tricornutum en condiciones de crecimiento estandar, a

una longitud de onda de 450 nm.

Compuesto Tletmpq ,de Area Concentracioén Concentracion
. retencion ] g
(nombre tradicional) (min) (-10* mUA?) (Mg cm™) (ug g™ peso seco)
Fucoxantina 494 + 0,13 35104 2,57 £ 0,03 895 + 10
Neoxantina 5,43 + 0,06 0,13 £ 0,02 0,0098 + 0,0012 34+04
Violaxantina 7,10 + 0,15 12,11 + 0,61 0,68 + 0,03 236 + 12
Astaxantina 7,86 + 0,09 1,24 + 0,02 0,0898 = 0,0014 31,2+ 05
Luteina + Zeaxantina 8,69 + 0,16 13+ 3 0,72 £ 0,14 250 + 50
Licopeno 19,3 £ 0,1 1,66 + 0,15 0,132 + 0,012 46 + 4
B-caroteno 20,31 + 0,27 3,256 + 0,016 0,1958 + 0,0009 68,1 + 0,3
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Fig. 3.7. Cromatograma de medicién del extracto metandlico de P. tricornutum en condiciones normales a una longitud de onda de 450 nm (se trata de una de las imagenes
representativas, no obstante, los valores de la tabla 3.6. muestran la media de todas las mediciones realizadas, n=3).
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Tabla 3.7. . Resultados analiticos obtenidos a través del cromatograma de medicion del extracto metandlico de N. gaditana en condiciones de crecimiento estandar, a
una longitud de onda de 450 nm.

Compuesto Tiempo de retencion Area Concentracion Concentracion
(nombre tradicional) (min) (-10* mUA?) (ug cm™®) (Mg g™ peso seco)
Fucoxantina 3,71 £ 0,04 1,09 £ 0,15 0,080 = 0,011 28 £ 4
Neoxantina 50+ 0,5 14+ 15 0,021 + 0,004 72
Violaxantina 6,3 £ 0,9 40+ 1,3 0,251 + 0,036 89 + 13
Astaxantina 75+ 0,1 2,0 +£0,2 0,145 + 0,017 51 +6
Luteina + Zeaxantina 9,8 +£+0,1 13,9 £+ 0,3 0,764 + 0,018 270 £ 6
Licopeno 18,54 + 0,16 6,9 +04 0,54 + 0,03 193 + 11
B-caroteno 19,6 + 0,3 8,2 +0,3 0,491 + 0,019 174 + 7
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Fig. 3.8. Cromatograma de medicion del extracto metandlico de N. gaditana en condiciones normales a una longitud de onda de 450 nm (se trata de una de las imagenes
representativas, no obstante, los valores de la tabla 3.7. muestran la media de todas las mediciones realizadas, n=3).
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Tal y como se puede apreciar en los datos aportados por la Tabla 3.3, la microalga
extreméfila C. onubensis presenta altas concentraciones en luteina, licopeno p-caroteno y
fucoxantina, preferentemente, mostrando su maximo en el pico de luteina el cual muestra
concentraciones finales préximas a 0,7 mg g* de peso seco.

Los valores mostrados por estudios preliminares de concentracion de este carotenoide en
la C. onubensis para medios modificados mostraron unos resultados que se presentaban
entre 2y 8 mg g2, esto indica que la capacidad antioxidante derivada de este carotenoide
puede ser potenciada hasta 10 veces modificando las condiciones de cultivo [Vaquero,
2012].

Como se puede apreciar, el contenido en Luteina + Zeaxantina, Licopeno (también
conocidoc como y-caroteno) y B-caroteno correspondian a mas del 75% del total de los
carotenoides estudiados, resultado que concuerda con la bibliografia mostrada de estudios
previos realizados con el cultivo estandar de C. onubensis, por lo que se puede confirmar
gue las condiciones de crecimiento, asi como el método de extraccibn ha mostrado
resultados comparables con los de la bibliografia.

Con el fin de poder obtener una vision general del perfil de carotenoides de esta microalga,
se procedio a la creacion de un diagrama porcentual (Fig. 3.9.).

Estos datos muestran grandes diferencias entre los perfiles de las distintas algas. Destaca
esencialmente la riqueza en fucoxantina en el extracto de P. tricornutum, muy superior,
tanto en cantidad como en relacion con otros carotenoides, al resto de los extractos algales.
Asi mismo, se aprecia una alta concentracion con respecto al total analizado en luteina y
zeaxantina en los extractos de T. suecica y N. gaditana.

N. gaditana ha mostrado ser el principal productor de carotenos (3-caroteno y licopeno),
alcanzando casi el 50% del total, superando a I. galbana tanto en cantidad como en
proporcion respecto del total.

Finalmente, el extracto de |. galbana muestra un perfil bastante equilibrado en el contenido
de todos los carotenoides, destacando la presencia de carotenos (-caroteno y licopeno)
gue corresponden a un 40% del total, la fucoxantina que muestra una concentracion del
19%, luteina + zeaxantina con un 18% Y violaxantina con un 12%.

En cambio, P. tricornutum con un 58% del total de carotenoides en forma de fucoxantina,
presenta una gran afinidad con los datos aportados en la bibliografia, mostrandose sin
diferencias significativas con respecto a la relacion obtenida a partir del método de la
bibliografia. T. suecica presenta altas concentraciones de luteina con contenidos del 52%
del total analizado, lo cual también se corresponde en gran medida con los datos aportados
por la bibliografia. A pesar de ello, el extracto obtenido para el caso de T. suecica no mostro
una alta riqueza en violaxantina, al presentar unicamente un 8% del total analizado, lo
mismo que le ocurrio al caso de N. gaditana.
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En ultimo lugar, el perfil obtenido para el caso de N. gaditana fue el mas rico en 3-carotenos,
alcanzando el 21% del total, porcentajes que se mostraron en concordancia con los
estudios previos realizados en la caracterizacion de las propiedades bioguimicas de este
microalga que afirmaban ser rica en proteinas vegetales y caroteno [Lubian, 1982].

PERFIL DE CAROTENOIDES DE C. onubensis

B-caroteno
Fucoxantina

Neoxantina

m Violaxantina
’ 2 _/“ -

Astaxantina

Licopeno

Luteina +
Zeaxantina

PERFIL DE CAROTENOIDES DE /. galbana PERFIL DE CAROTENOIDES DE T. suecica
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PERFIL DE CAROTENOIDES DE P, tricornutum PERFIL DE CAROTENOIDES DE N. gaditana
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Fig. 3.9. Relacién del contenido en pigmentos del grupo de las carotenoides presentes en la microalga C.
onubensis en condiciones de crecimiento estandar junto con el perfil de carotenoides de cada una de las algas

comerciales estudiadas.
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Las variaciones porcentuales que comprobamos pueden ser debidas al proceso de
tratamiento de las algas (liofilizacion y almacenamiento en frio), ya que esta preparacion
favorece la pérdida de compuestos por evaporacion y degradacion. No obstante, el
alimento funcional sera empleado y comercializado en polvo liofilizado, por lo que los
resultados obtenidos que se muestran son los mas proximos a los que cabria esperar tras
Su preparacion y venta (a diferencia de los presentes en la bibliografia que emplean
material fresco), permitiendo conocer la propiedades reales del alimento en el caso de ser
empleado como nutracéutico en animales y humanos.

3.1.2.2. Comparativa del contenido en carotenoides entre las mircoalgas de estudio.

Tal y como se comentd previamente, los carotenoides presentan grandes ventajas como
suplemento alimentario debido a sus propiedades nutracéuticas, entre la que destaca ser
precursor de la vitamina A, un potente antioxidante natural presente en los animales que
solo puede ser sintetizado mediante la ingesta de ciertos alimentos ricos en compuestos
pro-vitaminicos.

De forma general, todos los carotenoides presentan esta propiedad, destacando la accion
pro-vitamina A de compuestos como la luteina, la zeaxantina o el $-caroteno. No obstante,
el estudio de los carotenoides totales presentes en un alimento funcional puede dar una
buena aproximacién del potencial como nutracéutico y antioxidante, al presentarse
correlacion directa con el poder antioxidante total, al ser dicha vitamina A, junto con la
vitamina C vy los polifenoles los principales agentes antioxidantes ingeridos en forma de
alimentos en las dietas [GOmez-Ariza et al., 2010].

En los estudios cromatograficos previos, se analizaron 8 tipos de carotenoides. Para
obtener una vision realista del poder antioxidante derivado del contenido en carotenoides,
se procedi6 al estudio de los carotenoides totales. Con estos datos podremos obtener una
vision comparativa de la capacidad real de produccion de estos compuestos de interés
nutracéutico en cada una de las microalgas estudiadas. Los resultados se muestran en la
Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Contenido en carotenoides totales presentes en las microalgas de estudio.

Concentracion

(Mg g™ peso seco)
Carotenoides totales
analizados

C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana

1720 + 40 380 + 20 342 + 4 1530 + 50 810 = 20

Tal y como se aprecia en la Fig. 3.10, C. onubensis presenta el mayor contenido en
carotenoides, mostrando diferencias significativas con todas las demas algas del estudio,
y superando en un 10% el contenido en carotenoides totales de P. tricornutum, quien
presentd el mayor valor en carotenoides de todas las algas comerciales.
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A su vez, C. onubensis muestra valores un 52,9% mayores que los de N. gaditana y un
80,1% mayores que I. galbana y T. suecica, quienes presentaron valores similares sin
diferencias significativas entre si para p<0.05.
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Fig. 3.10. Contenido en carotenoides totales analizados presentes en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Esta rigueza en carotenoides apreciable en C. onubensis se muestra en gran concordancia
con trabajos previos de nuestro grupo, que afirman que dicha microalga presentaria un
gran potencial como nutracéutico al ser rica en PUFAs (acidos grasos poliinsaturados) y
carotenoides [Toimil, 2021]. No obstante, al mejorar los niveles presentes en P. tricornutum
(el alga de referencia para todo estudio de nutracéuticos relacionados con carotenoides)
[Kang et al., 2013; Kawee-ai et al., 2013; Neumann et al., 2019] , la posiciona como un
organismo con alto poder nutracéutico, y, en especial, como agente antioxidante.

Seguidamente se procedera al estudio pormenorizado de cada uno de los carotenoides
mas relevantes, con el fin de poder conocer las ventajas nutracéuticas de cada microalga
estudiada.
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3.1.2.2.1. Comparativa del contenido en fucoxantina presente en las algas del estudio.

La fucoxantina es uno de los principales componentes pigmentarios del grupo de los
carotenoides que, junto con la clorofila-a y la clorofila-c en el complejo clorofila-a/c son los
encargados de fijar la mayor parte de la radiacion luminica las microalgas [Owens y World,
1986].

Tal y como se aprecio previamente, P. tricornutum fue una de las microalgas que mostré
de un alto contenido en fucoxantina con respecto al total de carotenoides analizados,
alcanzando valores de hasta el 75% del total medido. Esta alta concentracion ya habia sido
reportado por estudios preliminares [Kawee-ai et al., 2013].

Segun trabajos previos realizados, la fucoxantina presenta un alto poder antioxidante,
mayor incluso que el poder ejercido por el &cido ascoérbico, el butilhidroxianisol o el tocoferol
[Xia et al., 2013]. Este estudio, realizado mediante el método de inhibicion de DPPH
empleando perdéxido de hidrégeno, mostr6 que la presencia de este carotenoide
aumentaba consecuentemente la accién antioxidante, alcanzando los valores del acido
ascorbico para concentraciones de 0,2 mg mL y sin mostrar saturacion en la respuesta (a
diferencia del propio acido ascorbico).

Por otro lado, diversos estudios han manifestado que la fucoxantina contribuye a la
atenuacion de la acumulacion de tejido adiposo blanco y a la reduccién de peso inducida
por dietas hipercaldricas, a la disminucion del contenido en glucosa sérica en ratones
diabéticos [Maeda et al., 2007] y a la accion antitumoral, al inducir los procesos apoptoticos
en células PC-3 de cancer de préstata al encontrarse en adicién con neoxantina [Kotake-
Nara et al., 2005-], también actia como inductor de la apoptosis en leucemia
promyelocitica humana [Kotake-Nara, 2005-I1]

Segun nuestro estudio, C. onubensis present6 un alto contenido en fucoxantina (0,274 mg
g?! de peso seco), lo que equivale a 3,27 veces menos del contenido presente en P.
tricornutum, la microalga con mayor contenido en este compuesto. Segun la bibliografia
anteriormente referenciada, este contenido seria aproximadamente 10 veces menos la
accion antioxidante ejercida por parte del acido ascorbico. Esto, unido a otros compuestos,
provocara una alta accion antioxidante en el estudio del DPPH, al ser esta accion un
producto sinérgico.

Tabla 3.9. Contenido en fucoxantina presente en las microalgas de estudio.

Concentracion

1 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g~ peso seco)

Fucoxantina 274 £ 13 72 7 20,7 £ 0,3 900 * 10 28 +4

Segun la bibliografia (Xia et al., 2013) el contenido en fucoxantina de C. onubensis le
otorgaria un elevado poder antioxidante, muy superior al de las chlorophytas del estudio.
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Fig. 3.11. Contenido en fucoxantina presente en las microalgas de estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Las altas concentraciones en este tipo de carotenoide por parte de un alga verde podrian
ser debido a la necesidad de aumentar la eficiencia de captacion de radiacion luminica para
la generacion de nuevas estructuras para la preservacion de la especie en condiciones tan
adversas como son las del rio Tinto. Esto es debido a que la fucoxantina suele presentarse
en mayor medida en algas pardas como P. tricornutum, ya que permiten captar la luz a
mayor profundidad al ser altamente eficiente con la captacion de luz polarizada [Restrepo,
2015] pero también puede ejercer un papel como protector antioxidante de los radicales
libres inducidos por la alta irradiancia del rio Tinto

De esta forma, se puede concluir que C. onubensis presenta un contenido elevado en
fucoxantina, superior al presente en otras especies de su misma division filogenética y
mayores a los de gran parte de las microalgas comerciales, Unicamente superado por P.
tricornutum; presentando asi un alto poder antioxidante e interés como nutracéutico anti-
obesidad, para el control de los niveles de glucosa séricos y antitumoral [Navarro, 2020].
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3.1.2.2.2. Comparativa del contenido en neoxantina presente en las algas del estudio.

La neoxantina es un carotenoide del grupo de las xantofilas que se presenta en forma de
isbmeros trans y 9-cis cuya finalidad esencial es proteger a la célula contra el estrés foto-
oxidativo [Neuman et al., 2014], al ser un intermediario de la biosintesis de la hormona
acido abscisico involucrada en procesos de respuesta al estrés ambiental, salinidad del
suelo, tolerancia al frio, estrés térmico y tolerancia a metales pesados [Frinkelstein, 2013]
y se produce a partir de la violaxantina en el ciclo de las xantofilas [Demming-Adams et al.,
1996].

Ademas, junto con la fucoxantina, han demostrado tener poder anticancerigeno, al inducir
la apoptosis de células malignas. A diferencia del carotenoide anterior, la neoxantina suele
encontrarse en mayores concentraciones en vegetales de hojas verdes, como las
espinacas.

Los resultados comparativos de todas las muestras de algas estudiadas mostraron una
clara concentracion mayoritaria en las dos especies de la division Chlorophyta, siendo
mayor en T. suecica con valores superiores a los de C. onubensis, tal y como se recoge en
la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Contenido en neoxantina presente en las microalgas del estudio.

Concentracion

1 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g~ peso seco)

Neoxantina 33 £23 42 14 36,0 £0,6 34 £04 7 2

Como se observa en la Fig. 3.12, T. suecica muestra el mayor contenido en neoxantina de
todas las muestras analizadas, seguido por C. onubensis con un 3.7% menos de contenido
y diferencia significativa para p<0.05. En ambos casos, con un contenido muy superior al
del resto de microalgas analizadas.

A pesar de tener valores inferiores a T. suecica y con diferencias significativas, dicha
diferencia es muy pequefia, resultando ser ambas los mayores productores de neoxantina
presentes entre las algas estudiadas. Por ello, y debido a las propiedades nutracéuticas de
este carotenoide, serian potenciales nutracéuticos por la presencia de este compuesto de
interés en suplementacion alimentaria.
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Fig. 3.12. Contenido en neoxantina presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

3.1.2.2.3. Comparativa del contenido en violaxantina presente en las algas de estudio.

La violaxantina es otro de los compuestos carotenoides de interés en un alimento. En el
caso de las microalgas, éste pigmento derivado del a-caroteno, se presenta en alta
concentracion en rodofitas, crisoficeas, clorofitas y viola tricolor [Salazar, 2000]. Al igual que
ocurre con la neoxantina, la violaxantina se encuentra dentro del ciclo de las xantofilas,
pudiéndose convertir desde zeaxantina por catalisis por la enzima depoxidasa- Esto
sucede cuando la energia luminica supera la capacidad de fotosintesis como mecanismo
de defensa por disipacion térmica [Niyogi, 1999].

Al igual que el resto de carotenoides, la violaxantina presenta grupos insaturados que
actuan frente a la accion oxidativa de las especies reactivas del oxigeno (EROs) a través
de la oxidacién de este compuesto. A su vez, ha resultado ser de gran interés al inhibir la
peroxidacion lipidica y hemdalisis de los glébulos rojos [Fu et al., 2011].

Este pigmento se encuentra en especial concentracion en Cloroficeas, como T. suecica y
C. onubensis, y, ademas, N. gaditana, debido al alto contenido en a-caroteno que posee,
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tal y como se aprecia en la Tabla 3.11. Siendo el valor maximo el observado en P.
tricornutum, alcanzando valores de hasta 3 veces el de C. onubensis.

Este incremento especifico de P. tricornutum puede ser debido a las condiciones de cultivo
del fabricante, ya que, segun la bibliografia, P. tricornutum presenta la capacidad de
incrementar su contenido en Violaxantina en funcion de cambios pequefios de las
condiciones del medio. Asi, pequefas variaciones del medio pueden hacer incrementar el
contenido de violaxantina reduciéndose los niveles de zeaxantina por epoxidacion del
alqueno ligada a la baja luminosidad, o convertirla sin posibilidad de revertir la reaccion en
diadinoxantina y ésta a fucoxantina [Manfellotto et al., 2020].

A su vez, y como se puede apreciar en la Fig. 3.13, la violaxantina presente en P.
tricornutum se muestra anexionada a otro carotenoide (posiblemente diadinoxantina,
segun la bibliografia citada previamente), lo que podria haber llevado a una
sobreestimacion del contenido real en este carotenoide para el caso de P. tricornutum. A
pesar de ello, los efectos derivados de la ingesta de violaxantina son muy similares a los
proporcionados por este segundo pigmento que solo se encuentra en las diatomeas, por lo
gue el error, en la estimacion de su capacidad antioxidante, es muy reducido.

Tabla 3.11. Contenido en violaxantina presente en las microalgas del estudio.

Concentracion

4 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g~ peso seco)

Violaxantina 77,1 + 1,7 45 + 4 27,6 +0,8 236 + 12 89 %13

Al observar la Fig. 3.13, se aprecia como P. tricornutum muestra el mayor contenido en
violaxantina, tal y como se apreciaba en la Tabla 3.11. A su vez, N. gaditana ostenta el
segundo puesto en riqueza, con contenidos un 62% mas bajos que P. tricornutum y sin
diferencias significativas a los valores obtenidos para el caso de C. onubensis.

Finalmente, se aprecia que C. onubensis muestra un contenido mas elevado que T.
suecica, con diferencias significativas y valores que superan el 64% de incremento y algo
menores que en el caso de |. galbana con un incremento del 41,2%.

Con los datos obtenidos se puede deducir que la microalga con la mayor accion
antioxidante derivada de la presencia de violaxantina seria P. tricornutum, algo que se
correlaciona en gran medida con lo esperable para el caso de las diatomeas de la familia
Phaeodactylaceae [Dambek, 2012], seguida de C. onubensis y N. gaditana, dos microalgas
caracterizadas por presentar un alto contenido en carotenos.

Méster Oficial en Tecnologia Ambiental 42 Trabajo de Fin de Master “investigacion”



/\‘ & POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICROALGAS EXTREMOFILAS EN EL MARCO DE LA ECONOMIA CIRCULAR I
Tniversidad AMADOR LUNA, V. M. A
de Huelvd
*)
250 (
Q 1
o I
Q
W
o
© 200
Q
o,
Q
T 150
o
[1+]
c
= 100 T
c
% = ]
©
0 50 *
> . *)
Q
o]
o
2 o

Concentracion de Violaxantina

OC. onubensis 0Ol galbana 0OT. suecica OP. tricornutum 0ON. gaditana

Fig. 3.13. Contenido en violaxantina presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

3.1.2.2.4. Comparativa del contenido en astaxantina presente en las algas del estudio.

La astaxantina se considera otra de las xantofilas con mayor efecto antioxidante, aunque,
a diferencia de otros carotenoides, este pigmento del grupo de los terpenoides no se
convierte en vitamina A (retinol) al ser ingerida a través de la dieta [Guerin et al., 2003]. No
obstante, existen estudios que indican que la astaxantina presenta hasta diez veces mas
poder antioxidante que otros carotenoides como el a-tocoferol, el a-caroteno, la luteina, el
B-caroteno y el licopeno [Naguib, 2000].

Este pigmento se puede acumular en peces y crustaceos, asi como en las plumas de
algunas aves que se alimentan a partir de dichos crustaceos [McGraw y Hardy, 2006;
Hussein et al., 2006] y en ciertos microorganismos como algunas levaduras y ciertas
microalgas del grupo de las clorofitas de agua dulce como Haematococcus pluvialis o
Chlorella zofingiensis [Han et al., 2013] confiriéndoles un caracteristico color rosado.

Tras los analisis realizados se pudo comprobar que este pigmento no fue especialmente
abundante en las dos especies de clorofitas estudiadas (C. onubensis y T. suecica), y que,
sin embargo, si lo era en el resto de extractos (Tabla 3.12). No obstante, en ninguno de los
casos con niveles que puedan ser de interés comercial, al no alcanzarse en ningun caso
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los 8 mg dosis recomendada diaria de este antioxidante para el control de los efectos en
sangre de las dietas hipercaloricas y los efectos oxidativos provocados por la acumulacion
de EROs mitocondrial [Mashhadi et al., 2018].

Tabla 3.12. Contenido en astaxantina presentes en las microalgas del estudio.

Concentraciéon

1 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g~ peso seco)

Astaxantina 9 +4 38,0 £1,3 2,8 £0,3 31,2 £05 1 £6

El estudio realizado mostr6 que C. onubensis carecia de cantidades importantes de
astaxantina, siendo N. gaditana, la que presento la mayor concentracion de este pigmento
(Fig. 3.14).
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Fig. 3.14. Contenido en astaxantina presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Por otro lado, este compuesto no es de los mayoritarios en ningn caso, siendo de reducido
interés con respecto a otros presentes, ya que se trata de un pigmento de tipo secundario
y en concentraciones reducidas. Las Unicas microalgas que presentan contenidos con
interés industrial en este pigmento son C. zofingiensis, la cual ha logrado llegar a presentar
concentraciones de 32 mg L de astaxantina [Sun et al., 2008] y H. pluvialis, quien presenta
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rutas de formacion de astaxantina a través de B-caroteno como respuesta ante el estrés
ambiental [Li, 2007] . Entre las especies que han demostrado tener este pigmento con
niveles de interés industrial y nutracéutico, no se encuentra ninguna de las especies
empleadas en este estudio [Han et al., 2013].

3.1.2.25. Comparativa del contenido en luteina y zeaxantina presentes en las algas
del estudio.

La luteina es otro de los carotenoides mas importantes dentro del grupo de las xantofilas y
el cual confiere tonalidades amarillas a las plantas, algas, bacterias fotosintéticas y a fa
yema del huevo [Fugmann et al., 2000].

La zeaxantina, a su vez, es otra xantofila de color amarillo que se presenta en relacion con
la luteina. Ambos compuestos suelen ser estudiados en conjunto debido a sus
propiedades, asi como a sus similares caracteristicas estructurales.

La luteina, junto con la zeaxantina, ha demostrado tener efectos antinflamatorios, y muchos
beneficios relacionados con la prevencion de enfermedades oculares, al prevenir el
deterioro macular derivado de la edad [Buscemi et al., 2018] al encontrarse de forma natural
en la méacula del ojo humano como pigmento fotoprotector [Bone, 2007], y al encontrarse
la luteina especialmente en la periferia y la zeaxantina en el centro de la macula lutea.
Existen estudios que relacionan los bajos niveles de estos pigmentos con enfermedades
maculares y como las cataratas en edades avanzadas [Lim et al., 2014].

Ademas, estos compuestos son grandes antioxidantes, al presentar en su molécula un
oxigeno singlete capaz de contrarrestar la accion de los radicales libres (esta accién es de
mayor importancia en el caso de la zeaxantina) [Kijlstra et al., 2012]. La accion de filtro azul
gue presenta la luteina, ademas, reduce el dafio fototdxico de los fotorreceptores celulares
[Junhans et al., 2001], inhibe la cascada proinflamatoria de la citoquina [Chung et al., 2017]
y del factor de transcripcion nuclear-factor-kB (NF-kB) [Liu et al., 2017] y la expresion de la
oxido nitrico sintasa inducible (iINOS) [Rafi y Shafaie, 2005], asi como la activacion del
sistema del complemento [Tian et al., 2015]. Todo esto hace que la ingesta de alimentos
ricos en luteina y zeaxantina sea de especial interés farmacéutico.

Ciertos estudios realizados por el departamento de Agricultura de los Estados Unidos y
HAC mostraron que el consumo de un aguacate (contenido en luteina de 0,136 mg 100 g
! de peso fresco) por dia durante un periodo de tiempo total equivalente a seis meses
mejora los niveles base séricos de luteina en un 25%, favoreciendo una mejora en la
memoria operativa y en la memoria espacial, favoreciendo el buen estado cognitivo [Scott
etal., 2017].

En este trabajo se ha observado que todas las algas estudiadas mostraban altos
contenidos en estos dos pigmentos, apreciandose las maximas concentraciones en C.
onubensis, P. tricornutum y N. gaditana. Siendo el contenido presente en C. onubensis el
mayor de todos, tal y como se aprecia en la Tabla 3.13, observandose cantidades
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superiores a los 0,711 mg de pigmento por cada gramo de peso seco, lo que equivaldria a
mas de 500 veces el contenido en este compuesto que el presente en una porcion de
aguacate.

Tabla 3.13. Contenido en luteina y zeaxantina presentes en las microalgas del estudio.

Concentracion

1 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g peso seco)

Luteina + Zeaxantina 710 = 30 69 £3 177,52 + 0,07 250,0 = 50,0 270 £ 6
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Fig. 3.15. Contenido en luteina y zeaxantina presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Tal y como se puede observar en la Fig. 3.15, el contenido en luteina y zeaxantina de C.
onubensis sobrepasa con creces los valores obtenidos para el resto de las algas estudiadas
siendo un 75% mayor que el contenido presente en T. suecica, un 64,8% mayor que P.
tricornutum y un 61,9% mas que N. gaditana.

En general, los contenidos presentes en las microalgas comerciales fueron similares entre
si, siendo el valor mas bajo el de la microalga I. galbana, que presentd un 72,5% menos
gue los del resto.
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Estos resultados son consecuentes con la bibliografia referenciada sobre el contenido en
luteina de la microalga C. onubensis [Vaquero et al., 2012] pudiendo ser incrementado
hasta en 10 veces al modificar las condiciones del medio de cultivo. Esto hace que C.
onubensis muestre un gran potencial antioxidante e interés nutracéutico derivado de la
presencia de estos compuestos.

3.1.2.2.6. Comparativa del contenido en licopeno presente en las algas del estudio.

El licopeno es un pigmento del grupo de los carotenoides con alta presencia en vegetales
y que ha demostrado tener grandes efectos beneficiosos para la salud. También conocido
como Y-caroteno, forma parte de los carotenoides de la familia del caroteno, caracterizados
por su alta apolaridad. Se presenta de forma concentrada en especies de vegetales,
hongos y algas fotosintéticas con colores rojizos, debido al rango de absorbancia del
compuesto, siendo una de las mayores concentraciones estudiadas la presente en los
tomates (3 mg 100 g* peso fresco) [Kerr Dow, 2005].

Segun diversos estudios, al ser absorbido en el intestino como parte de la dieta, se
transporta por lipoproteinas en la sangre y se almacena en el tejido adiposo, piel, higado y
glandulas suprarrenales, ejerciendo un alto poder antioxidante y protegiendo a las células
del estrés oxidativo inducido por los EROs [Garrido et al., 2013] previniendo enfermedades
cardiovasculares, cancer y envejecimiento celular.

Este pigmento es el carotenoide predominante en los tejidos humanos, cuya concentracion
maxima se da en la prostata. Esta acumulacion predominante en las células prostaticas
han sido la explicacién al alto poder antitumoral ligado al licopeno, el cual ha sido
confirmado en estudios que concluyeron en gue la ingesta de licopeno diaria reducia el
riesgo de sufrir cdncer de prostata, al bloquear los mecanismos de induccion tumoral
[Sharoni et al., 2012]. Ademas, estudios epidemioldgicos han sugerido que también reduce
la posibilidad de sufrir patologias cancerosas en pulmon y tracto digestivo (cancer de colon
esencialmente) y reduce la posibilidad de sufrir sindrome de degeneraciébn macular
asociada a la edad [Giovannucci et al., 2002].

El licopeno, estructuralmente, se trata de un tetraterpeno ensamblado a ocho unidades de
isopreno, lo que lo hace insoluble en agua, rico en insaturaciones que le confieren un alto
poder antioxidante, reduciendo la lipoperoxidacion lipidica que, unido a la reduccién de los
niveles de colesterol LDL, disminuye el riesgo cardiovascular [Giovannucci et al., 2002]. No
obstante, a diferencia de otros pigmentos del grupo de los carotenos, el licopeno carece de
la capacidad de conversion en vitamina A.

El alga C. onubensis presenta altos contenidos en licopeno (Fig. 3.16) (49,5 mg 100 g*
peso seco), superiores a los presentes en el tomate de ensalada (que presenta 3 mg 100
g de peso fresco) e incluso que del tomate “pera”(con 30 mg 100 g* de peso fresco). Este
valor indica el alto interés de este alga como antioxidante y como reductor del riesgo de
sufrir dolencias asociadas al estrés oxidativo y el dafio al material genético. A su vez, todas
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las algas estudiadas mostraron valores comparables con los aportados por los tomates,
siendo T. suecica la que mostré el menor contenido, siendo éste el mismo que tendrian
100 g de peso fresco de tomate de ensalada (Tabla 3.14).

Tabla 3.14. Contenido en licopeno presentes en las microalgas del estudio.

Concentracion

a C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum N. gaditana
(Mg g peso seco)
Licopeno 500 + 20 100 + 20 30 £ 4 46 + 4 193 + 11
500 I
o] L
o
@
"
o 400
0
@
o
@
< 300
> ®)
2 200 T
2
o (*)
L 100 1
o ! *)
@ *
'c T
2 9 |
=
Concentracion de Licopeno
OC. onubensis 0Ol galbana OT. suecica OP. tricornutum 0ON. gaditana

Fig. 3.16. Contenido en licopeno presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Al realizar la comparativa de las muestras analizadas, se aprecia que C. onubensis es el
alga con el mayor contenido en este pigmento antitumoral y antioxidante, mostrando
concentraciones un 61,1% superiores que las encontradas en N. gaditana, que, segun la
bibliografia, es un alga de gran interés alimenticio debido a su alto contenido en
compuestos de la familia del caroteno [Castejon, 2018]. C. onubensis, presento diferencias
significativas frente a todas las algas comerciales del estudio.

Este alto contenido en licopeno puede ser debido a la estrecha relacion existente entre el
pigmento (licopeno-B o y-caroteno) y el 3-caroteno (el cual es uno de los carotenoides mas
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abundantes en C. onubensis y otras microalgas, ya que forma parte de la ruta de
carotenogénesis de algunos vegetales y microalgas [Naik et al., 2003].

Con estos datos, se deduce que, gracias a la alta riqueza en licopeno presente en C.
onubensis, esta microalga puede ser de especial interés como antioxidante natural, como
reductor del riesgo cardiovascular y del padecer cancer o degradacion macular, lo cual,
junto a su alto contenido en luteina, zeaxantina y fucoxantina, lo hace una buena propuesta
para su empleo como nutracéutico asociado a la reduccion de la posibilidad de sufrir las
patologias sefaladas.

3.1.227. Comparativa del contenido en 3-caroteno presente en las algas del estudio.

El B-caroteno es el Ultimo de los pigmentos carotenoides analizados y uno de los mas
abundantes en los alimentos antioxidantes. Es un terpenoide compuesto por ocho
isoprenos con anillos beta a los extremos, sintetizado a partir de un pirofosfato de
geranilgeranilo con gran cantidad de insaturaciones que le confiere un extremado poder
reductor con diversas funciones nutracéuticas [Van Arnum, 1998]. Las algas,
generalmente, se encuentran enriguecidas en este compuesto, al ser fotoprotector, siendo
especialmente rica Dunaliella salina, que lo sintetiza como respuesta a la alta salinidad del
medio [Mercadante et al., 1999].

Su principal funcidn en humanos es la de precursor de la vitamina A, junto con el a-caroteno
y la B-criptoxantina. Estos compuestos son absorbidos en el duodeno junto con la vitamina
E transformandose cada molécula de B-caroteno en dos moléculas de vitamina A por la
enzima S-caroteno 15,15'-monooxigenasa [van Bennekum et al., 2005].

A su vez, diversos estudios han demostrado que la suplementacion de la dieta con este
pigmento puede disminuir las posibilidades de sufrir cancer de pancreas, colorrectal, de
prostata, de mama, melanoma y cancer de piel en general [Druesne- Pecollo et al., 2010],
aunque paradogicamente ha demostrado ser inductor de cancer de pulmén en fumadores
[Misotti y Gnagnarella, 2013]. La suplementacion en la dieta con este carotenoide en
combinacion con las vitaminas C y E reduce el riesgo de sufrir cataratas, gracias a su accion
provitaminica A [Tao et al., 2004]. También se ha descrito que presenta un leve efecto
antiinflamatorio y estimulador de la produccién de glébulos blancos (anti-leucopénico)
[Beliaev et al., 1992].

En estudios previos realizados sobre la microalga extremdfila C.onubensis [Garbayo et al.,
2012; Vaquero et al., 2012; Navarro et al., 2016; Toimil, 2021] se apreci6 un alto contenido
en este compuesto de gran interés nutracéutico, alcanzandose contenidos comparables
con los presentes en alimentos ricos en B-caroteno como la ciruela amarilla, el melocotén,
la mora, la naranja, la pifia, el platano e incluso mas alta que los presentes en verduras
como el calabacin y la col de Bruselas. Datos que se muestran en consonancia con los
obtenidos en este trabajo (Tabla 3.16), donde se observan contenidos del orden de 12 mg
100 g* de peso seco, lo que corresponderia aproximadamente al doble del contenido en
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este pigmento que el presente en una zanahoria (para 100 g de porcion comestible) [EFSA,
2010].

Cabe destacar que los valores maximos obtenidos para este pigmento se han encontrado
en el cultivo de N. gaditana (Tabla 3.15), lo cual coincide con la bibliografia, al tratarse de
una microalga altamente rica en compuestos del grupo del caroteno y, especialmente, en
a y B-caroteno [Luvidn, 1982], siendo, en este caso, el contenido medido de,
aproximadamente 18 mg 100 g de peso seco; tres veces el valor presente en 100 g de la
porcién comestible de zanahoria.

En la Fig 3.17 se puede apreciar que N. gaditana es el alga que presenta un mayor
contenido en B-caroteno, seguido de C. onubensis, mostrando niveles que se diferencian
Unicamente en un 29,3%. El resto de microalgas comerciales presentan niveles muy
parejos, que rondan los 0,06 mg g* de peso seco, lo que corresponde a un contenido un
61,9% menor que C. onubensis.

Tabla 3.15. Contenido en -caroteno presentes en las microalgas del estudio.

Concentraciéon

1 C. onubensis I. galbana T. suecica P. tricornutum  N. gaditana
(Mg g~ peso seco)

Licopeno 495 + 20 97 + 20 30 £4 46 + 4 193 =11

()
180 T

160

140

80 (*)

60 *)

()

HH

Mg de B-caroteno g de peso seco

Concentracion de 3-caroteno

OC. onubensis 0Ol galbana OT. suecica OP. tricornutum 0ON. gaditana

Fig. 3.17. Contenido en B-caroteno presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
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los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

De esta forma, vemos que N. gaditana y C. onubensis son los dos extractos que
presentarian una mayor actividad antioxidante y propiedades nutracéuticas derivadas de la
presencia de 3-caroteno, siendo de especial interés para el control del envejecimiento tanto
del derivado del proceso oxidativo normal de las células como del inducido por la dieta, asi
como preventivo del riesgo de sufrir cAnceres variados, que unidos (en el caso de C.
onubensis) a la presencia en alta concentracion de otros pigmentos anticancerigenos,
podria llevar a pensar que este alga posee un alto poder anticancerigeno.

3.1.3. Determinacioén de la actividad precursora de la vitamina A de las microalgas.

La actividad precursora de la vitamina A de las distintas microalgas se ha estimado
mediante el célculo de los equivalentes en vitamina A inducidos por la incorporacion en la
dieta de carotenoides, caracterizados en forma de equivalentes de 3-caroteno, tal y como
se recoge en Mahan y Escott-Saump (2008).

3.1.3.1. Determinacion de los carotenoides totales mediante el empleo de
equivalentes de S-caroteno.

Como se comentd en apartados anteriores, los carotenoides son un tipo de pigmentos
fotosintéticos liposolubles de origen vegetal que pueden estar presentes en el ser humano
tras la ingesta de determinados alimentos en la dieta. La accion de estos compuestos en
las plantas es la de fotoproteccion del sistema fotosintético, al captar longitudes de onda en
las que los pigmentos mayoritarios (clorofilas) no trabajan, reduciendo la accién fotolitica y
oxidante de los fotones. En cambio, en el organismo humano cobra otra funcién, como es
la de precursor de la vitamina A [Bauernfeind, 1981].

A pesar de que todos los carotenoides son precursores de la vitamina A, el que presenta
una mayor actividad biolégica es el B-caroteno, llegando, en el caso de las algas, a
corresponder a 9 veces el contenido de vitamina A generado en los humanos [Mahan y
Escott-Saump, 2008].

Con el fin de poder obtener una visién comparativa de las concentraciones equivalentes,
se procederd al estudio comparativo de cada microalga con diversos alimentos
caracterizados por ser ricos en dichos carotenoides.

Asi, el contenido de los ug equivalentes de 3-caroteno presentes en 100 g de peso fresco
de cada una de las algas empleadas en este estudio se calculé empleando el coeficiente
de extincion molar de 2500 (valor que corresponde a la extincion de la absorbancia
derivada de la presencia de B-caroteno en una muestra liquida medida a la longitud de
onda de 480 nm) y aplicando la férmula de Strickland y Parsons (1972), modificada por
Britton (1985):
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Donde:
A = Absorbancia de la muestra corregida frente a la turbidez (Asso-Azso0) (UA).
V = Volumen total del extracto (25 mL).

A% Coeficiente de absortividad molar del B-caroteno (2500 100 mL g-1 cm-1).
Prmx Peso de la muestra (g).

Tras realizar el ensayo, se obtuvieron los resultados recogidos en la Tabla 3.16 para cada
una de las microalgas estudiadas.

Tabla 3.16. Contenido en carotenoides totales medido como ug-eq de B-caroteno 100 g-'de peso fresco en
cada una de las microalgas de estudio.

equivalentes de B-caroteno
(ug-eq B-caroteno 100 g™ de peso fresco)

Nannochloropsis gaditana 165 + 3
Coccomixa onubensis 136 + 3
Phaeodactylum tricornutum 118 + 2
Tetraselmis suecica 71 + 2
Isochrysis Galbana 69 + 3

Como se puede apreciar en la tabla superior y en la Fig. 3.18, N. gaditana es la microalga
gue presenta una mayor concentracion de carotenoides de todas las muestras analizadas.
Esto se corresponde en gran medida con la bibliografia consultada, ya que ésta microalga
se caracteriza por ser una fuente importante de carotenoides, destacando su contenido en
ay B-caroteno [Luvian, 1982]. Algo que, ademas, concuerda con nuestros datos obtenidos
mediante cromatografia.

En cuanto a C. onubensis, es la segunda microalga con mayor contenido en carotenos,
alcanzando un valor de 0,136 mg-eq de B-caroteno 100 g* de peso fresco mostrando
diferencias significativas para un valor de p<0.05 con respecto a todas las microalgas
comerciales, siendo |. galbana y T. suecica las presentan un menor contenido en -
caroteno (un 95,92% menos que C. onubensis)

Todas las microalgas analizadas mostraron diferencias significativas entre si para valores
de p<0.05, salvo en el caso de I. galbana y T. suecica quienes mostraron valores sin
diferencias significativas entre si, siendo las dos algas con menor contenido en
carotenoides totales segun este método de analisis.
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Fig. 3.18. Contenido en equivalentes de S-caroteno presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Estos valores fueron a su vez comparados con los valores publicados para alimentos ricos
en carotenoides, aprecidndose que N. gaditana mostré un contenido en carotenoides
totales superior al de cualquier hortaliza y fruta rica en carotenoides, Unicamente superada
por las judias verdes y C. onubensis mostré unas cantidades promedio de compuestos
carotenoides superiores a las de frutas ricas en estos pigmentos como la ciruela amarilla,
el melocotdn, la mora, la naranja, la pifia y el platano y mucho mas altas que las de
vegetales de consumo como el calabacin y la col de Bruselas (Tabla 3.17), valores que se
asemejan en gran medida con los recogidos por la bibliografia [del Valle, 2016; Toimil et
al., 2021].

Los valores obtenidos para todas las microalgas del estudio muestran su alto poder
antioxidante derivado de las propiedades de los pigmentos carotenoides, siendo todas ellas
comparables con alimentos ricos en estos compuestos, ademas, se aprecia que N.
gaditana y C. onubensis han resultado ser de las mejores fuentes de carotenoides en el
caso de ser empleadas como suplemento dietético que la mayoria de frutas y verduras.

Méster Oficial en Tecnologia Ambiental 53 Trabajo de Fin de Master “investigacion”



N un

& POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICROALGAS EXTREMOFILAS EN EL MARCO DE LA ECONOMIA CIRCULAR I

Tniversidad AMADOR LUNA, V. M. A
de Huelvd

Tabla 3.17. Contenido en carotenoides en diferentes alimentos consumidos en Espafia [modificado de Beltran
etal., 2012]

Carotenoides totales

Muestras 4
(ug-eq B-caroteno 100 g = de peso fresco)
Zanahoria 671
Tomate rojo 592
Espinacas 573
Pimiento rojo 539
Judias verdes 166
N. gaditana 165
Mango 152
Cebolleta 142
C. onubensis 136
P. tricornutum 118
Ciruela amarilla 117
Mora 78
Col de Bruselas 77
Platano 77
T. suecica 71
I. galbana 69
Melocot6n 64
Pifia 57
Naranja 48
Calabacin 23
3.1.3.2. Determinacién de los equivalentes de vitamina A producidos por la ingesta

de las microalgas.

La vitamina A es un conjunto de compuestos con actividad metabdlica conocidos como
retinol, retinal y acido retinoico. Esta vitamina puede encontrarse preformada en ciertos
productos animales, pero lo mas comdn es su sintesis a partir de ellos en el propio
organismo tras la ingesta de alimentos provitaminicos, como los carotenoides [Mahan y
Escott-Saump, 2008].

La sintesis de esta vitamina necesaria para evitar enfermedades asociadas con la
degradacién macular y el buen estado de la piel y mucosas, entre otras, depende de varios
aspectos como la digestibilidad de las proteinas presentes en el complejo pigmentario, la
concentracion de estos compuestos y el tipo de grasas presente en las dietas. Es por ello
gue, en el caso de los vegetales fotosintéticos comestibles, se ha llegado al consenso en
elque se estima que 9 equivalentes de -caroteno corresponderian a la formacion de un
equivalente de vitamina A.

De esta forma, los valores finales de vitamina A inducidos por la presencia de carotenoides
derivados de la ingesta de las microalgas del estudio serian los recogidos en la Tabla 3.18.
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Tabla 3.18. Contenido en equivalentes de vitamina A presente en las microalgas del estudio

Vitamina A equivalente
(Mg-eq vit A 100 g™ de peso seco)

Nannochloropsis gaditana 276 £ 1,7
Coccomixa onubensis 226 £ 19
Phaeodactylum tricornutum 19,7 £ 1,2
Tetraselmis suecica 11,8 £ 1,0
Isochrysis Galbana 115 £+ 1,6

Dada la relacion lineal existente entre el contenido de carotenoides totales y la vitamina A
generada por el organismo, se aprecia una tendencia similar a la de los equivalentes de -
caroteno, siendo la mayor fuente de provitamina A la microalga N. gaditana y en segundo
lugar C. onubensis (Fig. 3.19).

30 *)

—

25 _[
1 ®)
|
20 i
15 (? -
i
10 l :

pg-eq de vitamina A 100 g™ de peso fresco

OC. onubensis Ol galbana OT. suecica OP. tricornutum ON. gaditana

Fig. 3.19. Contenido en equivalentes de vitamina A presente en las microalgas del estudio.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.
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3.2. Cuantificacion de los polifenoles presentes en las microalgas del
estudio.

Los polifenoles son muchos y muy variados, pudiendo diferenciarse en funcion de sus
estructuras, desde los més simples como los monémeros y los oligdbmeros hasta otros
polimeros de alta complejidad y elevado peso molecular. De forma general se subdividen
en dos grandes grupos: los flavonoides y los no flavonoides o también llamados taninos
hidrolizables entre los que se encuentran las moléculas més sencillas; acidos fendlicos, con
esqueletos quimicos de seis carbonos (Cs), ligados 0 no con esqueletos de dos a cuatro
carbonos con la estructura Ce-Ca [Vazquez-Flores et al., 2012]. A su vez, los polifenoles
flavonoides son moléculas complejas compuestas por dos anillos bencénicos (aromaticos),
unidos a través de una cadena de tres &tomos de carbono (Ce-C3-Cs) [Dai y Mumper, 2010].

Los polifenoles son los antioxidantes activos mas abundantes en tejidos vegetales, lo que
hace que su presencia en éstos sea muy abundante [Kinsella et al., 1993], donde actldan
de diversa forma en funcion de sus propiedades particulares. Su accion sobre las moléculas
de LDL provoca que el gasto de antioxidantes, tales como la vitamina E o los carotenoides,
disminuyan e, incluso, favorecen la regeneracién de la vitamina E [Conner y Grisham, 1996]
reduciendo la peroxidacion lipidica sin reducir la respuesta antioxidante del organismo.

Entre las propiedades mas relevantes para la salud humana se encuentra su accion
antirradicalica, antimutagénica, anticarcinogénica, antimicrobiana y el retardo de la
senescencia [Sohal y Weindruch, 1996]

Con el fin de poder caracterizar la cantidad total de los polifenoles presentes en cada una
de las muestras de estudio, se ha procedido al andlisis espectrofotométrico mediante el
empleo de una recta de calibracion (Fig. 3.20) expresada en mg-eq L de acido galico y se
ha medido la absorbancia de cada una de las microalgas con un peso liofilizado de muestra
equivalente a 0,04 mg peso fresco. De esta forma, se obtuvieron los datos de concentracién
equivalente en acido galico que se muestran en la Tabla 3.20. El &cido gélico es un acido
organico gue se puede encontrar de forma libre o asociado a los taninos hidrolizables y que
se emplea como patrén para determinar el contenido de fenoles de diversos analitos
cuando se usa el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Como se puede apreciar, la recta de calibrado se hizo pasar por el origen en (0,0) con el
fin de obtener unos resultados coherentes con la realidad, ya que la absorbancia para
concentraciones de acido galico de 0 mg mL* debe ser de 0 UA al elegirse como blanco el
propio extractante de la muestra, por lo que el valor de absorbancia para la muestra de 0
mg/mL se sustrajo del resto de valores de absorbancia, tanto para la recta de calibrado
como para las muestras de microalgas (Tabla 3.19).
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Fig. 3.20. Recta de calibrado para la medida de polifenoles totales obtenido como densidad optica de la
absorbancia de un patrén de acido galico (mg-eq de acido galico L1).

Los valores mostrados en la grafica correspondian al valor medio £ SD (n=6).

Tabla 3.19. Concentracién de polifenoles totales presentes en las muestras microalgales para 100 g de peso
fresco.

Contenido en polifenoles totales
(mg equivalentes de acido galico
100 g peso fresco)

Coccomyxa onubensis 150 £+ 5
Isochrysis galbana 98 + 5
Phaeodactylum tricornutum 81 + 6
Tetraselmis suecica 76 £ 5
Nannochloropsis gaditana 49 + 4

La mayor fuente de polifenoles totales fue C. onubensis, correspondiente a 1,497 + 0,014
mg-eq L de acido gdlico en 0,04 mg de peso fresco, lo que corresponde a 150 + 5 mg-eq
de acido galico 100 g* de peso fresco. Este valor fue un 34,47% superior al obtenido para
I. galbana la cual era considerada hasta ahora a la microalga con mayor contenido en
polifenoles totales segun la bibliografia [Widowati, 2017] con un 98 + 5 mg-eq de acido
gdlico 100 g' de peso fresco. Todos los valores obtenidos mostraron diferencias
significativas entre ellos para p<0.05 salvo T. suecica y P. tricornutum que presentaron
valores comparables entre ambos. Como podemos apreciar en la Fig. 3.21.
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Fig. 3.21. Concentracion de polifenoles totales presentes en las microalgas en funcién del peso fresco de cada
alga..

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

La concentracién de polifenoles totales presentes en C. onubensis fue superior a la de
varias frutas y hortalizas ricas en polifenoles como es el caso del meldn, la papaya, el
mango, la pifia, el brécoli, el tomate Cherry o la coliflor, tal como es referenciado en la
bibliografia (Tabla 3.20), asi como superior al contenido de la uva blanca.

Dado que los compuestos fendlicos de origen vegetal reducen el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares al tener efectos antiinflamatorios significativos, como la
inhibicion de la expresion de genes de moléculas de adhesion, citocinas y otras
(quimiocinas), la inhibicién de la funcion plaguetaria o el aumento de la liberacion de 6xido
nitrico del endotelio, asi como la supresion de la activacién del masculo liso y otros efectos
sobre factores proinflamatorios como la endotelina y las metaloproteinasas de matriz [Jiang
y Dutsing, 2013] sugieren que C. onubensis pudiera ejercer un importante papel como
nutracéutico y protector cardio vascular.
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Tabla 3.20. Comparacién de valores de polifenoles totales para diferentes frutas y hortalizas en comparacién
con las microalgas del estudio [Modificado de Beltran et al., 2012].

Polifenoles totales

Muestras o . 1
(mg-eq acido galico 100 g ~ de peso fresco)
Mora 671
Uva negra 547
Haba 413
Uva tinta 355
Rucula 275
Nispero 202
Espinaca 191
Nectarina 170
Naranja 152
C. onubensis 150
Uva blanca 149
Pifa 127
Papaya 116
Brocoli 111
l. galbana 98
Tomate cherry 93
P. tricornutum 81
T. suecica 76
Coliflor 61
Mango 57
N. gaditana 49
Meldn 36

Ademas, cabe destacar que la inflamacion se encuentra directamente involucrada en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y eventos el sindrome coronario agudo, la
reestenosis arterial y la lesion por isquemia-reperfusion miocardica. Esta actividad
antiinflamatoria, unido a su accién antioxidante, muestra su importancia para evitar los
riesgos de sufrir riesgo cardiovascular asociado a enfermedad aterosclerotica
previniéndola, al reducir la accién de lipoperoxidacion del LDL, precursor de dicha
enfermedad [Conner y Grisham, 1996].

Con el fin de poder conocer de forma mas especifica las propiedades de cada uno de los
extractos se procede al estudio diferenciado de cada uno de los dos grupos de polifenoles
presentes en los tejidos vegetales: flavonoides y taninos; los cuales presentan propiedades
exclusivas desde el punto de vista antioxidante y nutracéutico.
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3.2.1. Determinacioén de polifenoles flavonoides.

El termino flavonoides es un término genérico que identifica a unos metabolitos secundarios
presentes en plantas cuya funcién esencial es la de proteccion celular frente a la
fotooxidacién derivada de la radiacion ultravioleta.

Estos compuestos se encuentran en ciertos alimentos en forma de sustancias que
contribuyen a la coloracion de los mismos. Por ejemplo, las antocianinas son flavonoides
cromoforos que confieren a los alimentos un color rojo, purpura o malvay es tipico de frutas,
hortalizas e, incluso, del vino tinto. A su vez, las chalconas y auronas dan un color amarillo
y las flavonas y flavonoles, crema o amarillo palido [Brian y Camerdn, 1992]. Los
flavonoides son, ademas, los responsables del cambio de color en las superficies cortadas
de las frutas como resultado de la oxidacién enzimatica de otros compuestos fendlicos a
las conocidas quinonas.

Este grupo de polifenoles también contribuyen a dar la textura a las frutas y les confiere el
amargor caracteristico de algunos frutos, junto con algunos taninos [Brian y Cameron,
1992].

Estos compuestos poseen propiedades muy apreciadas en medicina como es su poder
antimicrobiano y anticancerigeno, asi como su poder preventivo del riesgo cardiovascular,
ya que su ingesta disminuye el colesterol y mejora la resistencia de los capilares y vasos
sanguineos, lo que hace que su presencia como suplemente dietético o nutracéutico
resulte de gran interés. En el caso de ser consumidos por humanos, ejercen un alto poder
protector frente al dafio oxidativo, asi como a los dafios inducidos por metales pesados
como el plomo y el mercurio [Graf et al., 2005].

Dado su alto poder antioxidante, es de gran importancia analizar este tipo de polifenoles
especificamente en cada una de las microalgas del estudio, con el fin de valorar su poder
antioxidante.

Asi, tras realizar la determinacién siguiendo las indicaciones propuestas en la metodologia,
se obtuvo una curva de calibracién (Fig. 3.22), expresada como mg-eq de catequina L1y,
tras medir la absorbancia propia de cada una de las muestras, se extrapolaron los valores
de concentracion en polifenoles flavonoides para un peso liofilizado equivalente a 1 mg de
peso fresco de microalga. De esta forma se obtuvieron los resultados de concentracion
equivalente de catequina (la catequina es un metabolito secundario procedente de las
plantas que define al subgrupo de los flavanoles y que se presenta en la mayoria de los
compuestos mas antioxidantes del grupo de los flavonoides, por lo que se ha generalizado
su empleo como referencia para el analisis indirecto de flovonoides a nivel mundial). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.22.
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Fig. 3.22. Curva de calibrado para la medida de polifenoles flavonoides obtenido como densidad 6ptica de la
absorbancia de un patrén de catequina (mg-eq de catequina L7).

Los valores mostrados en la grafica correspondian al valor medio + SD (n=4).

Como se puede apreciar, la curva de calibrado muestra un patrén tipico de incremento con
saturacion derivado del aumento de absorbancia en funcion al aumento de concentracion
del compuesto, limitado por la saturacién en exposicion debida a la alta concentracion de
dicho compuesto.

En cuanto a las muestras, todas mostraron valores comprendidos entre 7 y 12 mg-eq de
catequina L de disolucién, lo cual correspondio, tras la conversion por el factor de dilucién
a peso fresco a valores de entre 12 y 19 mg-eq de catequina 100 g de peso fresco, siendo
la microalga con mayor concentracion C. onubensis (Tabla 3.21).

Tabla 3.21. Concentracién de polifenoles flavonoides presentes en las muestras microalgales para 100 g de
peso fresco.

Contenido en polifenoles flavonoides

(mg quivalentes de catequina 100 g™
peso fresco)

C.occomyxa onubensis 19,015 + 0,002
Isochrysis galbana 15,944 * 0,003
Tetraselmis suecica 15,913 + 0,003
Phaeodactylum tricornutum 14,396 + 0,002
Nannochloropsis gaditana 12,563 + 0,002
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Tal y como se puede apreciar en la Fig. 3.23, C. onubensis muestra el mayor conteniod en
flavonoides de todas las microalgas del estudio, algo que va parejo con el de polifenoles
totales. A su vez, destaca el contenido en flavonoides presente en T. suecica en
comparacion con su contenido en polifenoles totales. Esto es debido a que es un alga con
un elevado contenido en taninos condensados, los cuales se encuentran juntos en el grupo
de los flavonoides, al ser estos polimeros derivados de un flavonoide llamado antocianidina
[Widowati, 2017].

20

) *)
15 ()

()

10

mg-eq de catequina 100 g de peso fresco

0

OC. onubensis 0Ol galbana 0OT. suecica OP. tricornutum 0ON. gaditana

Fig. 3.23. Concentracion de polifenoles flavonoides presentes en las microalgas en funcién del peso fresco de
cada alga.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=4) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

C. onubensis mostr6é una concentracion en flavonoides un 16,15% superiores a |. galbana
y T. suecica, quienes no mostraron diferencias significativas entre si, pero si con respecto
a Coccomyxa onubensis y un 24,29% superiores a P. tricornutum y un 33,93% superiores
a los de N. gaditana.

Por otro lado, si se compara el contenido de polifenoles flavonoides de las microalgas con
el de alimentos comercializados ricos en flavonoides (Tabla 3.22), apreciamos que C.
onubensis, con de 19,015 + 0,002 mg-eq de catequina 100 g de peso fresco, fue mas rico
en flavonoides que la ciruela negra, el haba, la uva negra, la nectarina, la manzana vy el
albaricoque, con resultados similares y comparables con los obtenidos en estudios previos
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[Toimil, 2021; del Valle, 2016], siendo I. galbana, T. suecica y P. tricornutum menos ricas
en flavonoides que la ciruela negra 'y N. gaditana, a su vez, menos que el haba.

Tabla 3.22. Comparacion de valores de polifenoles flavonoides para diferentes alimentos ricos en este
compuesto en comparacion con las microalgas analizadas [Modificado de Bhagwat et al., 2014].

Polifenoles flavonoides

Muestras _ 1
(mg-eq de catequina 100 g ~ de peso fresco)
Té verde 57,12
Arandano 37,24
Mora 37,06
C. onubensis 19,02
Ciruela negra 17,55
l. galbana 15,94
T. suecica 15,91
P. tricornutum 14,40
Haba 14,29
N. gaditana 12,56
Uva negra 10,14
Nectarina 7,98
Manzana 7,40
Albaricoque 4,79

Estos resultados ponen de manifiesto el gran interés antioxidante de la microalga C.
onubensis, al mostrar un mayor contenido en polifenoles totales y, a su vez, en polifenoles
flavonoides, siendo un buen alimento para el control del estrés oxidativo.

3.2.2. Determinacion de polifenoles no flavonoides (taninos hidrolizables).

Se conoce por el nombre de taninos hidrolizables a todos aquellos polifenoles que no se
encuentran en el grupo de los flavonoides y que presentan un alto peso molecular,
comprendido entre 500 y 3000 g mol™. Son considerados como productos de secrecion de
muchas plantas y su principal accion es de defensa frente a parasitos. Estas sustancias,
de caracter no nitrogenado y estructura polifendlica, son solubles en agua, alcohol y
acetonay poco solubles en éter y confieren a los frutos un sabor astringente [Porras-Loaiza
y Lopez-Malo, 2009; Pefia Rodriguez, 2014].

Existen diversos tipos de taninos hidrolizables, pero el mas estudiado es la pentagaloil
glucosa (PGG), a la cual se le ha reconocido actividad anticancerigena, antidiabética y
antioxidante en modelos experimentales in vitro. Con respecto a esta actividad
anticancerigena, se ha probado que inhibe factores de crecimiento tumoral y vascular en
canceres de prostata y pulmon. No solo impidiendo el crecimiento del tumor, sino, ademas,
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disminuyendo su tamafio, al impedir los procesos de angiogénesis, crecimiento vascular
comun en las metastasis [Zhang et al., 2009].

No obstante, existe controversia respecto a la recomendacion de la suplementacion de la
dieta con taninos de forma habitual, debido a su alta capacidad de anexion a las proteinas,
especialmente las ricas en aminoacidos como la prolina, glicina y acido glutdmico. Esta
accion hace que, por ejemplo, precipiten las proteinas presentes en la saliva [Soares et al.,
2011] lo que conduce a la sensacion de astringencia de alimentos y bebidas de origen
vegetal [Cala et al., 2011], como el vino, la cascara de manzanas, el hollejo de las uvas y
algunas nueces. Algunos autores defienden que esta astringencia es un aviso para evitar
su consumo [Cheynier, 2005].

Es por todo esto que los taninos han sido considerados como compuestos polifendlicos de
gran interés nutracéutico, pero con efectos negativos que no deben ser pasados por alto a
la hora de recomendar su consumo en una dieta de forma habitual. No obstante, el elevado
potencial antioxidante que presentan y su accion anticancerigena puede conferir, en
circunstancias adecuadas, un efecto protector en la salud del individuo.

Para proceder a su estudio y la caracterizacion del contenido en taninos de cada una de
las muestras de microalga, se procedi6 al andlisis espectrofotométrico mediante una recta
de calibraciéon (Fig. 3.24), expresada como mg-eq mL?* de metil-galato (un compuesto
fendlico del grupo de los elagitaninos farmacologicamente activo empleado como
referencia para la determinacion indirecta de la concentracion en taninos hidrolizables a
nivel mundial) y, tras la medida de la absorbancia y extrapolacion frente a la recta obtenida,
se obtuvo la concentraciéon en taninos hidrolizables para un peso liofilizado de microalga
equivalente a 3 mg de peso fresco. Todos los valores obtenidos para las microalgas fueron
recalculados a mg-eq de metil galato 100 g* de peso fresco (Tabla 3.23) con el fin de
obtener unos valores comparables con los de la bibliografia.

Como se puede apreciar, los valores mostrados en la recta de calibrado, se basaban en la
correccion de la densidad 6ptica aportada por la disolucion tratada presente en agua
desionizada frente a la obtenida en medio acido con HCI, tal y como se recoge en el método
de Mueller-Harvey (2001).

Tal y como se puede apreciar en la Fig. 3.25, los valores de taninos muestran una relacion
similar a la observada para el caso de los polifenoles totales, mostrando en un claro primer
puesto a C. onubensis, con concentraciones en taninos superiores a los 400 mg-eq de metil
galato 100 g peso fresco, valor que corresponde a 1,65 veces mas el contenido presente
en P. tricornutum, quien ostenta el segundo puesto.
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Fig. 3.24. Recta de calibrado para la medida de polifenoles no flavonoides (taninos hidrolizables) obtenido
como densidad Optica de la absorbancia de un patron de metil-galato (mg-eq de metil-galato mL™).

Los valores mostrados en la grafica correspondian al valor medio £ SD (n=4).

Tabla 3.23. Concentracion de polifenoles no flavonoides (taninos hidrolizables) presentes en las muestras
microalgales para 100 g de peso fresco.

Concentracién de taninos hidrolizables
(mg equivalentes de metil galato

100 g™ peso fresco)

Coccomyxa onubensis 435 + 10
Phaeodactylum tricornutum 263 + 18
Isochrysis galbana 196 = 11
Nannochloropsis gaditana 72 = 12
Tetraselmis suecica 53 + 11

Cabe destacar que T. suecica muestra el contenido mas bajo en taninos, algo que
concuerda con trabajos previos que mostraban que esta microalga no destacaba por su
contenido en estos compuestos polifendlicos, siendo su mayor contenido el presente en
polifenoles del grupo de los flavonoides [Widowati, 2017]. En este mismo estudio, se
aprecio que |. galbana presentaba un alto contenido en taninos totales, algo que se puede
ver en gran medida con los valores obtenidos en este trabajo, ya que, a pesar de presentar
aproximadamente la mitad de taninos hidrolizables que C. onubensis, existe una proporcion
de taninos que no han sido analizados, los taninos condensados, que se presentan dentro
del grupo de los flavonoides (analizados en su conjunto en el apartado previo).
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Fig. 3.25. Concentracion de polifenoles no flavonoides (taninos hidrolizables) presentes en las muestras
microalgales en funcion al peso fresco del alga empleada.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media = SD (n=4) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de
p<0.05.

Comparando los resultados obtenidos para el caso de C. onubensis se observo que la
concentracion de taninos hidrolizables presentes fue superior al de varios alimentos ricos
en estos compuestos como son los arandanos, la ciruela, la almendra, la fresa o la
manzana roja (Tabla 3.24), tan solo mostr6 contenidos inferiores al de las judias rojas y las
nueces pecan.

Segun este estudio y los resultados descritos por Zhang y colaboradores en 2009 en Rattus
norvergicus var. Long Evans, C. onubensis podria presentar gran interés como antioxidante
y antitumoral, ya que la ingesta diaria de entre 0,4 y 2,5 g de taninos hidrolizables de
extractos microalgales diarios mostraron que no solo inhibia el crecimiento tumoral y
vascular para el cancer de prostata y de pulmén en estos roedores, sino que, ademas,
disminuia su tamario.
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Tabla 3.24. Comparacion de valores de taninos hidrolizables para diferentes alimentos ricos en este
compuesto en comparacion con las muestra analizadas [Modificado de Wu et al., 2012].

Taninos hidrolizables

Muestras : 1
(mg-eq metil-galato 100 g ~ de peso fresco)
Judia roja 565
Nuez pecén 498
C. onubensis 435
Arandano rojo 434
Arédndano negro 336
P. tricornutum 263
Ciruela 205
l. galbana 196
Almendra 185
Fresa 153
Manzana roja 146
Cebada 127
Nuez 76
Melocoton 75
Uva tinta 73
N. gaditana 71
T. suecica 53
Pera 50
Calabaza india 24

3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente total
(TEAC) de los extractos microalgales del estudio.

Como se ha estado viendo con anterioridad, existen diferentes compuestos presentes en
las microalgas que presentan de forma independiente un alto poder antioxidante. Esto se
debe a que las microalgas son microorganismos que realizan la fotosintesis oxigénica y
estas reacciones provocan la liberacion de EROs y radicales libres. Es por este motivo que
las microalgas han evolucionado conformando compuestos antioxidantes que las
defiendan con el fin de evitar los procesos prooxidativos y el dafio derivado de estos
[Madhavi y Salunkhe, 1995].

La capacidad antioxidante total de una muestra, como ya se introdujo con anterioridad, es
un proceso sinérgico de cada uno de estos compuestos analizados, de tal forma que todas
las sustancias generadas actUan conjuntamentereduciendo la presencia de agentes
oxidantes. Es por ello que la forma mas representativa de valorar el potencial antioxidante
de un compuesto nutracéutico se basa en el estudio de la capacidad antioxidante total
[Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2006].
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En los ultimos afios se han desarrollado gran cantidad de métodos de evaluacion de la
capacidad antioxidante total de frutas y verduras con el fin de caracterizar la accion
antioxidante de los alimentos basandose en diferentes aspectos, como la reduccion de
ciertos metales (FRAP), la capacidad de captacion de radicales peroxilo (ORAC, TRAP),
de radicales hidroxilo (ensayo de la deoxirribosa), el método del DPPH, de radicales
generados a partir de ciertas moléculas organicas (ABTS, DPPH), o la cuantificacion de
productos generados en la peroxidacion lipidica (TBARs, oxidacion de LDLS), entre otras
[Toimil, 2021]. Con el fin de unificar criterios, todos los resultados obtenidos por los distintos
métodos suelen ser expresados como pmol Trélox 100 g de peso fresco del alimento, ya
que, si existieran otros equivalentes de medida, al estar basados en reacciones diferentes
de los antioxidantes, no seria posible realizar comparaciones entre los resultados.

Para estudiar la actividad antioxidante de cada una de las muestras, se ha elegido el
método colorimétrico del DPPH, dado que se trata de un método sencillo, fiable y
ampliamente empleado para la evaluacion de la accion antioxidante total en el sector de la
alimentacion [Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2006]. Para ello, se lleva a cabo la
ponderacion de la actividad antioxidante de las muestras mediante la extrapolacion sobre
una curva de inhibicion de la oxidacion de una muestra por parte de los radicales DPPH.
En esta curva se emplea una concentracion creciente de Trolox un analogo quimico de la
vitamina E capaz de reducir los radicales de DPPH por su alta accion antioxidante. Asi, se
obtuvo la curva de inhibicion mostrada en la Fig. 3.26. Los valores representados en la
curva corresponden a equivalentes de Trolox (mM).
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Fig. 3.26. Curva de calibrado para la medida de la actividad antioxidante total (t=30 minutos) obtenido como
densidad Optica de la absorbancia de un patrén de Trélox (mM-eq de Trolox).

Los valores mostrados en la gréfica correspondian al valor medio + SD (n=3).
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Para obtener los valores representados en la figura anterior para cada una de las muestras,
se empled el peso liofilizado equivalente a 0,4 gramos de peso fresco de la microalga, con
el fin de evitar la saturacion de la medida obtenida por el sistema analitico. Asi, tras su
conversion a los valores de concentracion analitica normales empleados, se obtuvieron los
datos recogidos en la Tabla 3.25.

Tabla 3.25. Capacidad antioxidante equivalente total de cada una de las microalgas del estudio en funcion al

peso fresco de alga empleada para 30 minutos (TEAC tras 30 min).

Capacidad antioxidante equivalente total
(umoles-eq de Trélox 100 g™ peso fresco)

Coccomyxa onubensis 3,24 + 0,02
Phaeodactylum tricornutum 2,43 = 0,02
Isochrysis galbana 2,39 = 0,04
Nannochloropsis gaditana 1,92 + 0,04
Tetraselmis suecica 1,92 + 0,06

Como se aprecia en la Fig. 3.27, la capacidad antioxidante equivalente total de
C. onubensis super6 los niveles obtenidos para todas las microalgas de nuestro estudio,
siendo un 26,27% superior a I. galbana, un 40,88% superior que T. suecica, un 25,14%
superior a P. tricornutum y un 40,73% superiores que el TEAC tras 30 minutos de
N. gaditana. En todos los casos mostrando diferencias significativas con respecto a
C. onubensis.

Esto indica el claro poder antioxidante de la microalga Coccomyxa onubensis, al superar
en gran medida todos los valores apreciados para el caso de las algas con mayor accion
antioxidante que se encuentran actualmente en el mercado.

En cuanto a la comparativa de la capacidad antioxidante equivalente total ejercida por cada
una de las muestras en funcion a la inhibicién por reduccion del radical DPPH de la
microalga C. onubensis con respecto a otros alimentos con alta capacidad antioxidante
(Tabla 3.26) se observa que es mejor antioxidante que muchas frutas consideradas super-
alimentos como el maracuyd, el cupuacgu (cacao blanco), la guandbana y la pifia, a
diferencia del resto de microalgas estudiadas, las cuales no presentan una accion
antioxidante superior a la de la guanabana.

Estos resultados se encuentran en consonancia con toda la bibliografia consultada.
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Fig. 3.27. Capacidad antioxidante equivalente total para 30 min (TEAC 30 min) de las distintas microalgas del

estudio en funcién al peso fresco de microalga empleada.

Todas las algas fueron tratadas siguiendo el mismo procedimiento y en los mismos dias, para aumentar la
precision de los valores, expresandose estos como media + SD (n=3) para cada microalga. (*) Significa que
los resultados obtenidos muestran diferencias significativas con respecto a C. onubensis, para valores de

p<0.05.

Tabla 3.26. Comparacion de valores TEAC tras 30 min para alimentos antioxidantes en comparacion con las
microalgas analizadas [Modificado de Kuskoski et al., 2005].

TEAC 30 min (umol-eq Trélox 100

Muestras 4
g~ de peso fresco)
Acerola 53,2
Mango 12,9
Fresa 9,2
Uva 7,0
Acai 6,9
Guayaba 5,9
Mora 4,3
C. onubensis 3,2
Guanabana 2,9
P. tricornutum 2,4
I. galbana 2,4
T. suecica 19
N. gaditana 1,9
Maracuya 0,9
Cupuagu 0,7
Pifa 0,5
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3.4. Breveresumen de los resultados obtenidos.

La Economia Circular es uno de los principales objetivos de todas las estrategias
econdmicas a nivel nacional e internacional, siendo una de las principales preocupaciones
las emisiones directas e indirectas de gases de efecto invernadero. Esta problematica
podria ser reducida gracias al empleo de las microalagas dada su capacidad de captacion
de grandes cantidades de COz, permitiendo reducirse las emisiones globales de este gas
a la atmosfera. Por este motivo es de gran importancia encontrar nuevos usos para estos
NUEevos recursos sostenibles.

En este trabajo se ha llevado a cabo la puesta en valor de la microalga extremdfila C.
onubensis, una microalga extraida del rio Tinto y que es rica en proteinas vegetales
(44,60%), fibra dietética (15,73%) e hidratos de carbono (24,80%) y con un alto contenido
en acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) [del Valle, 2016]. Es por este motivo, que ésta
microalga muestra un potencial uso como nutracéutico para la industria alimentaria y
cosmeética, destacando su posible accion antioxidante.

En estudios previos realizados por parte del grupo de investigacion SEJ-523 se pudo
confirmar que la microalga C. onubensis presentaba una alta capacidad antioxidante
derivada de su alto contenido en polifenoles totales, flavonoides y carotenoides los cuales
eran similares o incluso superiores a las cantidades promedio registradas en muchas frutas
y verduras, lo que hacia a esta microalga una buena fuente de nutracéuticos como
suplemento alimenticio.

En este estudio se ha tratado de confirmar que este poder antioxidante tiene interés
comercial para su posterior aplicacion como alimento funcional o nutracéutico, para lo cual
se procedié a la comparativa entre diversas algas que, actualmente, se encuentran
comerzializadas y empleadas por la industria cosmética debido a sus multiples propiedades
entre las que destaca su alta accién antioxidante y su potencial antitumoral.

En la Tabla 3.27, se ha realizado una tabla sinéptica con una comparativa de los distintos
compuestos de interés antioxidante y nutracéutico analizados con el fin de poder obtener
una vision general de las algas de mayor interés y las posibilidades de estudio futuro de la
microalga C. onubensis.
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Tabla 3.27. Recopilacion de los resultados analiticos obtenidos en el estudio del potencial nutracéutico de la microalga C. onubensis. (+++) Significa que la microalga
presenta la mayor concentracién obtenida en las analiticas para ese compuesto. (++) Significa que la microalga presenta la segunda mayor concentracion obtenida en las
analiticas para ese compuesto respecto de varias microalgas comerciales () Significa que no existen diferencias significativas para p<0.05 (B) Significa que no existen

diferencias significativas para p<0.1. (sin marca) significa que no es relevante

Coccomyxa Isochrysis Tetraselmis Phaeodactylum Nannochloropsis
onubensis galbana suecica tricornutum gaditana
Pigmentos cloroficos totales ++ +++
Clorofila-a F++ —
Clorofila-b +++ ++
Clorofila-c ++ +++
Feofitina-a ++ F++
Clorofila-a + Feofitina-a +++B ++8 +++B +4B
Pigmentos carotenoides totales +++ ++
Fucoxantina ++ o+
Neoxantina ++4° S+
Violaxantina ++A +++ ++A
Astaxantina ++ T4+
Luteina + Zeaxantina +++ ++
Licopeno +++ ++
B-caroteno ++ St
Equivalentes espectrofotometria
Equivalentes en B-caroteno ++ 4+
Equivalentes en vitamina A ++ 4+
Polifenoles totales +++ ++
Flavonoides +++ ++1 ++°
Taninos hidrolizables +++ ++
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL +++ ++A +4+A
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Como se puede apreciar en la tabla anterior, C. onubensis ostenta el primer o el segundo
puesto en casi todas las biomoléculas de alto valor analizadas, salvo en el caso de la
clorofila-c y la astaxantina. Esto hace que C. onubensis presente un claro interés desde el
punto de vista comercial.

Como se puede apreciar por su alta capacidad antioxidante, C. onubensis seria un claro
objeto de estudio para el control del estrés oxidativo celular en animales, ya que, ademas
de presentar compuestos antioxidantes, estos son activos tras la dieta, dado que estudios
previos han mostrado accion por la ingesta de esta microalga en procesos derivados de la
accion de estas sustancias (control de la glucosa, disminucion de los niveles de LDL y
control del balance del colesterol, mejora del perfil lipidico neuronal...). Es por ello que es
de gran interés proceder al analisis de los marcadores del estado RedOx en animales
alimentados con ésta microalga en posteriores estudios.

Como nutracéutico C. onubensis, ademas de presentar un alto capacidad antioxidante,
superior al presente en todas las microalgas comerciales estudiads, ademas, presentaria
un potencial poder anticancerigeno por mostrar contenidos superiores a 0,4 gramos de
taninos hidrolizables por cada 100 gramos de peso fresco, lo cual unido con su alto
contenido en fucoxantina podria favorecer el control de tumores como el de préstata, el de
pulmon o la leucemia.

Su alta concentracion en carotenoides favorece una alta accion precursora de la vitamina
A que favorece el control de ciertas enfermedades derivadas de la degeneracién macular,
lo cual, unido a su riqueza clara en luteina y zeaxantina podria reducir el riesgo de sufrir
enfermedades como las cataratas o la retinopatia serosa.

Y, en dltimo lugar, su composicion podria inducir a una mejora en el estado del hipotalamo,
llevando al individuo a calmar el estrés emocional por reduccién del nivel basal del cortisol
sérico derivado de su alta concentracién en luteina y zeaxantina; dos compuestos
carotenoides que se ha comprobado que afectan a la percepcién del estrés emocional por
la accién del hipotdlamo, derivando en un mejor estado emocional y de salud en jévenes
universitarios con dietas suplementadas en estos compuestos [Stringham et al., 2017,
Stringham et al., 2019].
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4. CONCLUSIONES.

En este estudio hemos llevado a cabo el andlisis de las propiedades protectoras de la
microalga C. onubensis frente al estrés oxidativo y la comparativa con otras cuatro
microalgas antioxidantes, y cuyo interés nutracéutico es notable y confirmado. Para ello se
han analizado diversos componentes celulares con alto poder antioxidante con el fin de
apreciar si existen diferencias estadisticamente significativas entre ellas, obteniendo las
siguientes conclusiones:

1°La microalga acidéfila Coccomyxa onubensis presenta un perfil clorofilico rico en
clorofila-a, siendo la microalga con mayor concentracion de este pigmento, no obstante,
presenta escaso contenido de feofitina-a, o que hace que su poder antioxidante
derivado de ambos sea inferior que el de P. tricornutum, que presenta un 21.44% mas
en el contenido de ambos pigmentos.

2°.El perfil de C. onubensis muestra un elevado contenido de carotenoides como la luteina,
la zeaxantina, la neoxantinay el licopeno, superando los niveles del resto de microalgas
del estudio, a su vez, los niveles de fucoxantina y violaxantina se mostraron en rangos
elevados, solo superado por P. tricornutum, presentando ésta microalga comercial un
69.42% y un 67.38% mayor contenido respectivamente. Al igual que parael caso del B-
caroteno, Unicamente superado por N. gaditana en un 29.35%.

3°.C. onubensis posee 0,136 + 0,003 mg-eq de B-caroteno 100 g de peso fresco lo que
induce a la formacién de 0,0226 + 0,0019 mg-eq de vitamina A 100 g* de peso fresco.
Este contenido en carotenoides totales corresponde al segundo mayor valor obtenido
para las microalgas estudiadas, siendo Unicamente superado por N. gaditana en un
17.97% y es mayor que el contenido presente en la ciruela amarilla, el melocoton, la
mora, la naranja, la pifia, el platano, el calabacin y la col de Bruselas que presentan
valores entre 0,023y 0,117 mg-eq de B-caroteno 100 g de peso fresco.

Estos valores confieren a C. onubensis un alto potencial antioxidante, asi como accion
antitumoral, antimutagénica y protectora del dafio macular, antihiperglucemiante,
antihiperlipidemiante y protectora del riesgo cardiovascular tal y como se observé en
estudios previos.

49, a cantidad de polifenoles totales presentes en la biomasa de la microalga C. onubensis
es de 150 mg-eq de acido gélico 100 g* peso fresco, un valor similar al presente en la
pifia y la papaya y superior al del brocoli, el tomate Cherry, la coliflor, el mango y el
meldn. Este contenido en polifenoles totales es superior en un 34,47% el nivel presente
en |. galbana y confiere a C. onubensis un potencial uso como nutracéutico derivado de
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antirradicalica, antimutagénica,
anticarcinogénica, antimicrobiana y de retardo de la senescencia.

5°.El andlisis de los flavonoides mostré un contenido de 19,015 + 0,002 mg-eq de catequina
100 g de peso fresco. Contenido que fue un 16,15% superiores al de I. galbanay T.
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suecica, las dos microalgas con mayor contenido en flavonoides y superior al de la
ciruela negra, el haba, la uva negra, la nectarina, la manzana y el albaricoque, con
resultados similares y comparables con los obtenidos en estudios previos, lo que
muestra su alto interés como alimento funcional y nutracéutico por sus propiedades
antioxidante.

6°.El contenido en taninos hidrolizables de la microalga C. onubensis fue de 435 + 10 mg-
eq de metil-galato 100 g* de peso fresco. Este contenido fue un 39,56% superior al de
P. tricornutum y mayor que el que poseen los arandanos, la ciruela, la almendra, la fresa
o la manzana roja. Dicho valor implica segun la bibliografia un alto poder
anticancerigeno, pudiendo inhibir el crecimiento tumoral y vascular para el cancer de
préstata y de pulmoén en roedores e impidiendo su crecimiento e, incluso, reduciendo el
tamaifio del tumor.

7°.La capacidad antioxidante total de la microalga de estudio, alcanzé los 3,24 + 0,02 umol-
eq de Trélox 100 g* de peso fresco, un valor superior al presente en la guanabana, el
maracuyd, la pifia o el cacao blanco y que supera en un 25,13% los niveles
proporcionados por P. tricornutum, que es la microalga comercial con mayor cacidad
antioxidante total. Estos niveles ademas de permitir controlar el estado rédox celular,
permitiria favorecer un buen estado de salud a los individuos suplementados con este
C. onubensis al inducir la reduccion del riesgo de cardiovascular.

8°.Finalmente, los datos expuestos, sugieren en conjunto que la microalga extremdfila
Coccomyxa onubensis presenta un alto potencial antioxidante y puede ser Util en su
empleo como alimento funcional, suplemento alimenticio y, o, nutracéutico, dando pie a
proximos estudios de sus efectos in vivo.
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Anexo |. Fig. 5.1. Espectro de absorcién caracteristico de los pigmentos caracterizados en el mix comercial

de DHL Water and Environment (Dinamarca).
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Anexo ll. Fig. 5.2. Espectros de los pigmentos individualizados (1).
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Anexo llI. Fig. 5.3. Espectros de los pigmentos individualizados (2).
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