EIDUNED
Escuela
Internacional
de Doctorado

TESIS DOCTORAL

ANO 2023

TITULO DE LA TESIS

COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ALGAS Y
EN ALIMENTOS ENRIQUECIDOS CON
ALGAS: CARACTERIZACION ANALITICA
Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

AUTOR
CARLOS GERONIMO TERRIENTE
PALACIOS

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS

DIRECTOR
MASSIMO CASTELLARI



Compuestos bioactivos en algas y en
alimentos enriquecidos con algas:
Caracterizacion analitica y ensayos
de actividad bioldgica

Carlos Gerénimo Terriente Palacios
Agosto 2023

4116 15.0kV 9.2mm x5.00K

Odontella aurita Bifurcaria bifurcata
(scanning electron micrograph)




Compuestos
bioactivos en algas y en alimentos
enriguecidos con algas: caracterizacion
analitica y ensayos de actividad biologica

POR

CARLOS GERONIMO TERRIENTE PALACIOS

Memoria presentada para optar al grado de Doctor en Ciencias por la
Universidad Nacional de Educacién a Distancia.

Fdo. Carlos G. Terriente Palacios

Gerona, a 15 de agosto de 2023



El Dr. D. MASSIMO CASTELLARI, Investigador principal del Programa
de Funcionalidad y seguridad alimentarias del Instituto de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentarias - IRTA

CERTIFICA

Que el trabajo que se presenta en esta tesis doctoral bajo el titulo:
“Compuestos bioactivos en algas y en alimentos enriquecidos con algas:
caracterizacion analitica y ensayos de actividad biologica”, ha sido
realizado bajo mi direccion en los laboratorios del Instituto de Investigacion
y Tecnologia Agroalimentarias - IRTA y que redne todos los requisitos
legales, académicos y cientificos para hacer que el doctorando D. Carlos
Gerdonimo Terriente Palacios pueda optar al grado de Doctor en Ciencias por
la UNED.

Y para que conste, expido y firmo el presente certificado en

Massgimo Castellari ([ ‘ '
u '
S ///“\_"’
e

Fdo. Dr. Massimo Castellari

Gerona, a 15 de agosto de 2023






TABLA DE CONTENIDOS
e

TABLA DE CONTENIDOS



TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN ...t e e e r e e e e 2
(@ | I Y PN 5
INTRODUGCCION ...ttt sttt bbb bbbt bbb et b b nn e 9
1. ALGAS COMO FUENTE DE COMPUESTOS BIOACTIVOS ..o, 10
1.1. Macroalgas Y MICIOAIGAS .........ccueiueriiieriiiiiieeeee e 10

1.2. Revision bibliogréfica sobre los beneficios para la salud humana de compuestos

bioactivos eXtraidos e AlgaS .........cciiieiiieii i 17

2. ALGAS MARINAS COMO INGREDIENTE FUNCIONAL EN PRODUCTOS
ALIMENTARIOS ... bbbt b e bbbt neen e 29

2.1. Revision bibliogréfica sobre los beneficios de la adicion de algas o extractos de algas en

AN N0 ..o 35

3. Técnicas analiticas empleadas de caracterizacion de compuestos bioactivos y ensayos de

actividad biolAgiCa €N AlgAS..........ecvuiiieiice et et ane s 46
3.1. Técnicas cromatograficas y sistemas de deteCCiON ...........cccvevveveeiieve e 47
3.2. Validacion de métodos analitiCoS. ..........ccovueirieieieie e 57
3.3. Ensayos para la determinacién de la actividad bioldgica en algas ...........ccccovevveiveiivennnne. 61

3.4. Revision bibliografica sobre técnicas analiticas para la caracterizacién de compuestos

bioactivos en algas y ensayos de actividad bioldgica en algas. ........cccccoeevevereivineeeieiee, 71

4. REFERENCIAS ... .ottt e e et e e et e e e bt e e e eaa e e e se e e enseeeanseeeanneeeanneas 82
PARTE EXPERIMENT T AL ..t e e e e e r e s e s e s e n s ennenn e s e nenns 112
BLOQUE 1. CARACTERIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS .......cccvveeeieeene. 113

CAPITULO 1. A validated ultra-performance liquid chromatography with diode array detection
coupled to electrospray ionization and triple quadrupole mass spectrometry method to
simultaneously quantify taurine, homotaurine, hypotaurine and amino acids in macro- and

MICTOBIGAE ...ttt bbb bbbt e b et et e bbb b e bt beeneene e e 114



TABLA DE CONTENIDOS

CAPITULO 2. Levels of taurine, hypotaurine and homotaurine, and amino acids profiles in

selected commercial seaweeds, microalgae, and algae-enriched food products............c.cccceveneen. 161
BLOQUE 2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS DE ALGAS ..208

CAPITULO 3. Taurine, Homotaurine, GABA and hydrophobic amino acids content influences “in

vitro” antioxidant and SIRT1 modulation activities of enzymatic protein hydrolysates from algae

....................................................................................................................................................... 209
CONCLUSIONES ...ttt ana s 259
INDICE DE TABLAS ...ttt s s e s e e e s ra e s ees 263



RESUMEN
s



RESUMEN
s

RESUMEN



RESUMEN
La sociedad actual se caracteriza por tener, cada vez méas, un mayor conocimiento
de la relacion que existe entre la dieta y la salud, por lo que suele demandar una
alimentacion basada en productos naturales, seguros y que sean también
funcionales. Es por ello que diferentes ramas de la ciencia se han ocupado en el
desarrollo de estos alimentos funcionales, que ademas de proporcionar nutrientes
suficientes para satisfacer los requerimientos metabolicos de un individuo,
producen una serie de efectos fisioldgicos beneficiosos, mas alla de los beneficios

nutricionales aceptados.

Los alimentos funcionales se caracterizan por tener en su composicion una serie
de compuestos que son responsables de tales funciones, a los que se denominan

compuestos bioactivos.

Las algas, aunque consumidas en Oriente desde tiempos inmemoriales, estan
empezando a abrirse camino en los mercados occidentales por su fama, cada vez
mas creciente, de ser “superalimentos” con multiples propiedades beneficiosas

para la salud humana.

Esta memoria recoge los resultados obtenidos durante la realizacion de la tesis
doctoral titulada “Compuestos bioactivos en algas y en alimentos
enriquecidos con algas: caracterizacion analitica y ensayos de actividad
bioldgica”.

La INTRODUCCION incluye una extensa revision bibliografica acerca de los
beneficios para la salud humana de diversos compuestos bioactivos presentes en
las matrices de alga objeto de estudio, y los beneficios del uso de algas marinas
como ingrediente funcional en productos alimentarios. También se incluye una

descripcion de las técnicas analiticas utilizadas en la caracterizacion, aislamiento

y purificacion de compuestos bioactivos, asi como de los ensayos de bioactividad
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de compuestos y extractos obtenidos a partir de algas y de alimentos enriquecidos

con algas.

La PARTE EXPERIMENTAL, expone los resultados obtenidos en el desarrollo

de la presente tesis doctoral, y se ha dividido en tres bloques:

El blogue 1 se ha dedicado a la caracterizacion de compuestos bioactivos y se ha
subdividido en 2 capitulos. En el capitulo 1 de este bloque se describe la
optimizacion y validacién de un nuevo método analitico para la cuantificacién
simultanea de 3 derivados del é&cido sulféonico (Taurina, Homotaurina,
Hipotaurina) y 19 aminoacidos en muestras de algas comerciales de uso
alimentario, aplicando la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo (RP- HPLC -ESI- QQQ/
MS2). En el capitulo 2, se demuestra el potencial de esta metodologia analitica
para evaluar el perfil aminoacidico y de Taurina, Homotaurina y Hipotaurina en
un amplio rango de especies de algas y en alimentos enriquecidos con algas, todas

ellas disponibles en el mercado para su uso en alimentacién humana.

El bloque 2 se ha centrado en la medicion de actividades bioldgicas, antioxidantes
y de modulacién de la Sirtuina 1, en muestras de algas. En el capitulo 3, se
detallan los valores de actividad antioxidante y de activacion o inhibicién de la
Sirtuina 1 por parte de hidrolizados proteicos procedentes de una gran diversidad
de especies de algas, tanto comerciales como salvajes. En este trabajo, asimismo,
se investigan nuevas correlaciones entre el contenido de ciertos aminoacidos en
los hidrolizados proteicos, y las capacidades antioxidantes y de modulacion de la

Sirtuina 1.
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OBIJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la caracterizacion
analitica y la evaluacion de la bioactividad de compuestos bioactivos procedentes
de algas comestibles y de alimentos enriquecidos con algas. Este amplio objetivo,

se ha subdividido en tres objetivos parciales:

1. El primero objetivo ha sido el desarrollo y validacion de un método
analitico novedoso para la determinacion simultdnea de 3 aminoacidos
derivados del acido sulfénico (TAD), - taurina, homotaurina, hipotaurina-
y 19 aminoéacidos en muestras de algas comerciales, tanto macroalgas como
microalgas. Para ello, se us6 una plataforma de separacién cromatogréafica
con deteccion por espectrometria de masas RP- HPLC -ESI- Triple
Cuadrupolo /MS.

2. el segundo objetivo ha sido la evaluacion del contenido de - taurina,
homotaurina, hipotaurina- y 19 aminoacidos en un amplio rango de
especies de algas y alimentos enriquecidos con algas disponibles en el
mercado para consumo humano. Para esto, se ha utilizado el método
analitico previamente desarrollado y validado en el punto anterior.
Asimismo, para llevar a cabo la cuantificacion de los componentes de
interés en los alimentos enriquecidos con algas, se ha validado el método

analitico antes mencionado, en estas matrices.

3. el tercer objetivo parcial ha sido la evaluacion de la bioactividad de
hidrolizados proteicos obtenidos de 36 especies diferentes de macroalgas y
microalgas comestibles. Para tal fin, se llevo a cabo un aislamiento de la
fraccion proteica y posterior hidrolisis enzimatica de cada especie de alga.

Estos estudios de bioactividad incluyen diversos ensayos de la actividad
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antioxidante y de la capacidad de modulacion de una importante proteina
deacetilasa dependiente de NAD, la Sirtuina 1 (SIRT1). Esta proteina esta
actualmente siendo usada como diana terapéutica de un amplio rango de
enfermedades asociadas al envejecimiento, tales como cancer,
enfermedades neurodegenerativas, osteoporosis, enfermedades

cardiovasculares, diabetes tipo 2, etc.
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1. ALGAS COMO FUENTE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

1.1. Macroalgas y microalgas

Las algas forman parte de un grupo muy heterogéneo de organismos fotosintéticos. La
division incluye organismos multicelulares, macroalgas, y organismos unicelulares,
también conocidos como microalgas (que miden desde 1 mm hasta varios cm) (Figura
1)L

Figura 1. Biodiversidad de las Algas. 2. (a) Thalassiosira pseudonana (Bacillariophyta); (b)
Cyanidioschyzon merolae (Rhodophyta); (c) Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyta); (d)
Volvox (Chlorophyta); (e) Porphyra umbilicalis (Rhodophyta); (f) Ectocarpus siliculosus
(Phaeophyta); (g) Prochlorococcusmarinus (Cyanophyta); (h) Emiliania huxleyi
(Haptophyta); (i) Paulinella chromatophora (Cercozoa); (j) Fragilariopsis cylindrus
(Bacillariophyta); (k) Ulva Lactuca (Chlorophyta); (I) Symbiodinium microadriaticum
(Dinophyta); (m) Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyta).

10
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Las macroalgas son organismos marinos macroscopicos que pueden alcanzar varios
metros de longitud (algunos tallos de las mismas pueden llegar a alcanzar los 65 metros).
Dado que se engloban dentro de los productores primarios, estas se encuentran en la
base de la cadena alimentaria marina, sirviendo de alimento a varias comunidades de
animales herbivoros, tanto invertebrados como vertebrados. Viven principalmente en
agua de mar y, dado que son organismos fotosintéticos, necesitan suficiente luz.
Asimismo, la mayoria de las especies requieren de un punto de fijacion, y es por esto
que las algas marinas habitan méas frecuentemente zonas costeras, concretamente en
frentes rocosos. Sin embargo, hay unos pocos géneros (Sargassum) que no viven

adheridos a sustratos rocosos, sino flotando libremente 2.

Las macroalgas son, pues, organismos fotosintéticos acuaticos principalmente marinos
y pertenecen al dominio Eukarya y los reinos Plantae (algas verdes y rojas) y Chromista
(algas marrones). Aunque los sistemas de clasificacion han evolucionado mucho con el
tiempo, generalmente se acepta que las macroalgas verdes estan incluidas en el filum
Chlorophyta, y su pigmentacion es idéntica a la de las plantas vasculares (clorofilas a 'y
b y carotenoides); las macroalgas rojas pertenecen al filum Rhodophyta y tienen
clorofila a, ficobilinas, y algunos carotenoides como pigmentos fotosintéticos; las
macroalgas pardas pertenecen al filum Ochrophyta, y todas ellas se agrupan en la clase
Phaeophyceae y su pigmentacion es debida, fundamentalmente, a clorofilas ay c y

carotenoides (generalmente la fucoxantina, responsable de su color marrén) 2 Figura 2.

11
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Algae

Divisions

l v A l A4 l
Chlorophyta Phaeophyta Pyrrophyta Chrysophyta Rhodophyta Euglenophyta
(Green (Brown Algace) (Dinoflagellates) (Diatoms) (Red Algae) (Euglenoids)

#  Chlorophyceae Class l Class

L Phacophyceae |
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Order

Cryptomonadales

Order

= Laminariales

Figure 2. Esquema de clasificacion de las macroalgas. 4

Algunas de las especies de macroalgas que han sido utilizadas en la parte experimental

de esta tesis doctoral, se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Algunas macroalgas usadas en esta tesis doctoral. a Ulva intestinalis; b Undaria
pinnatifida; ¢ Plocammium cartilagineum; d Chondrus crispus; e Halopitys incurva; f Ulva
sp.; g Codium sp.; h Ascophyllum nodosum; i Gongolaria baccata. (Fuente: Elaboracion
propia; fotos cedidas por el Dr. César Peteiro (IEO-CSIC).

Las algas se distribuyen en ambientes diversos y extremos. Son valiosas debido a su alto
contenido en compuestos con diferentes actividades bioldgicas, incluidos compuestos
organicos complejos y metabolitos primarios y secundarios. Cabe mencionar, entre
ellos, los fitopigmentos (xantofilas y carotenoides), &cidos grasos poliinsaturados
(PUFA) como el acido docosahexaenoico (DHA), compuestos fenolicos, taninos,
péptidos, lipidos, enzimas, vitaminas, carbohidratos, terpenoides, y otros. Asi, las algas
son una fuente de biomasa viable y econdmica de compuestos valiosos con aplicaciones
potenciales en las industrias nutraceutica, farmacéutica, quimica, alimentaria y

cosmética debido a sus propiedades biolégicamente activas y regenerativas >,

13
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En los dltimos afios, las macroalgas han ganado cada vez mas interés debido a sus
cualidades beneficiosas para la salud humana, sus capacidades para disminuir los riesgos
de muchas enfermedades crénicas e incluso ayudar a extender la vida media 1%L, Las
macroalgas también se pueden utilizar para el tratamiento de aguas residuales o como
fertilizante natural en agricultura, mejorando asi la calidad de los productos y
minimizando la necesidad de fertilizantes quimicos 1%, El potencial de las macroalgas
como fuente de energia renovable también es considerablemente interesante. Estos
organismos acuaticos tienen la capacidad de mitigar las emisiones de dioxido de carbono
y hoy en dia se utilizan como materia prima para producir biocombustibles "limpios™ o

los denominados "biocombustibles de tercera generacion" 2,

Las aplicaciones méas importantes de las algas se sintetizan en la Figura 4.

f Produccién de Biodiésel

— Industria Alimentaria

Aislamiento de compuestos
antimicrobianos

| Aplicaciones de las Macroalgas |

=1 Industria cosmética y de la salud

xraccion de compuestos bioactivo

Tratamiento de aguas residuales

[
_A—

Biofertilizantes en agricultura

Figura 4. Principales aplicaciones de las Macroalgas.

Las microalgas son principalmente organismos fotoautotrofos unicelulares, es decir que

utilizan la luz solar como fuente de energia y el CO2 como fuente de carbono para llevar
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a cabo la fotosintesis y producir biomasa organica, aungque también se pueden producir
cultivos heterétrofos, y utilizar materia organica como fuente de carbono y energia.
Pueden vivir tanto en agua dulce como en agua de mar, producir biomasa y liberar O, a
través del consumo de CO, y materia inorganica. Las principales clases de microalgas,

sus metabolitos mas caracteristicos, y actividades bioldgicas asociadas, se detallan en la

Figura 5.
‘ [ Microalgae
Class Cyanophyceae (blue-green Porphyridiophyceae Bacillariophyceae
e Chlorophyceae (green algae) (including the
gae) (red algae) ‘ diatoms)
) .
e ’ 7 1a 4 | P
Species — - Arthrospira . DPunaliell ;g
pecies platensis Chlorella sp. I occus Porphyridium Phaeodactylum
_ pluvialis salina sp. tricornutum
- A. maxima <
- - ‘ —_—
Metabolite — -B-1,3-glucan -Phycoerythrin -EPA
C-phycocyanin P3¢ Astaxanthin B-carotene PR
L u -Peptides L -PUFAs L -Fucoxanthin
\.
‘ Antitumor, Immune- ‘ Antioxidant, ‘ Antiviral (b L Improve insulin
Biological antioxidant imul: ihyp ive, Antioxidant , eye M: ( .fpl“)' resistance, anticancer,
activities | | | antibacterial, anti- ioxid iinfl Y p ion, ":1" “':I"rl.:' anti-inflammatory, eye
inflammatory, reducer of blood ‘\ anticancer, anticancer ‘\ e ":].; 1 ." V\ and cardiovascular
“|_hepatoprotective ~|_lipids, anti photop i = — llnrnujo -y, . _protection
P

« - N ) .
A. platensis C. vulgaris H. pluvialis P. purpureum P. tricornutum

Figura 5. Clases de microalgas, metabolitos caracteristicos y actividades bioldgicas 8.

Las microalgas sirven, al igual que las macroalgas, como productores primarios en la

cadena alimentaria para proporcionar alimento a los organismos y, al mismo tiempo,

15
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afectar el ecosistema microbiano, secretando metabolitos especiales y/o formando

relaciones simbidticas con microorganismos L.,

En los ultimos afios, han sido destacados los efectos beneficiosos de las microalgas en
la mejora del medio ambiente. Estas tienen de 10 a 50 veces més capacidad de secuestro
de carbono que las plantas terrestres, lo que las convierte en una importante contribucion

a la reduccion de las concentraciones de CO, atmosférico 8.

A diferencia de las macroalgas, que tienen una larga historia como alimento y como
medicina, las microalgas se han utilizado para la salud humana durante Unicamente los
ultimos 70 afos, debido a la dificultad en recolectar grandes cantidades en la naturaleza
12 Sin embargo, en los ultimos afios, con la mejora de la tecnologia de cultivos, es
posible cosechar suficientes cantidades de biomasa de microalgas, lo que promueve aun
mas el progreso en la investigacion de las microalgas en varios aspectos, especialmente

en la nutricion y salud humanas 2.

Como fuente de macro y micronutrientes, las microalgas son ricas en compuestos
bioactivos, entre los cuales los mas importantes son los acidos grasos poliinsaturados,
como el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA),
polisacaridos, vitaminas (como las vitaminas A, B6, B9, B12, C, D, E y K), y
carotenoides (astaxantina, B-caroteno) 222, Ademas, las condiciones de cultivo artificial
hacen que los compuestos bioactivos producidos por las microalgas sean mas seguros.
Por ejemplo, la fuente tradicional de acido omega-3 (DHA) es el aceite de pescado; su
uso esta limitado por los riesgos para la salud de los antibioticos, metales pesados y otros
contaminantes que pueden acumularse en el mismo. Sin embargo, mediante el uso de
biorreactores con condiciones controladas de luz, temperatura y dioxido de carbono, se
pueden hacen crecer microalgas con altos contenidos de DHA, extraer su biomasa sin
uso de disolventes, y obtener aceites ricos en omega-3 y otros compuestos bioactivos,

sin estos problemas de acumulacién de contaminantes 2.

16
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También es interesante destacar el uso de las microalgas para el desarrollo de nuevas
vacunas. Actualmente se han desarrollado prototipos de vacunas fabricadas con
microalgas frente a infecciones viricas, bacterianas y parasitarias. En humanos, se han
expresado antigenos en microalgas frente a enfermedades causadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis B, el papilomavirus humano,

o el virus Zika, entre otros muchos 2.

1.2. Revision bibliogréafica sobre los beneficios para la salud humana de
compuestos bioactivos extraidos de algas

Los compuestos bioactivos se pueden definir como aquellos compuestos tanto esenciales
como no esenciales que se encuentran en la naturaleza, que forman parte de la cadena
alimentaria, y que pueden tener efectos sobre la salud humana 2. Estos compuestos se
sintetizan durante procesos metabdlicos primarios y secundarios en animales, plantas y

bacterias 2.

El metabolismo primario representaria todas aquellas rutas o vias metabdlicas
directamente involucradas en el crecimiento y reproduccién celulares. Los principales

metabolitos primarios son las proteinas, hidratos de carbono y lipidos 2.

En cuanto al contenido proteico, las algas marinas y, en concreto algunas especies de
microalgas son muy ricas, llegando a valores cercanos al 70% 22, Debido al crecimiento
de la poblacion mundial, al crecimiento econémico, y a otros muchos factores, la
demanda global de alimentos crecera entre un 35% y un 56%, durante el periodo 2010
— 2050, con la consiguiente necesidad de busqueda de fuentes alternativas de alimentos
29 En este sentido, las microalgas pueden ser una opcién sostenible como fuentes ricas
en proteinas. Asimismo, varios autores han aislado diversos péptidos bioactivos de

macro y microalgas con diversos usos terapéuticos <.

17
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Otro estudio 2 se centra en dos especies de clorofitas poco estudiadas, a saber, Caulerpa
racemosa Yy Ulva fasciata. En este trabajo de investigacion se destacd el valor nutricional
de ambas algas, que contienen un contenido proteico elevado (8,8-19,9 % para C.
racemosa y 8,0-11,1 % para U. fasciata) y una proporcion de aminoacidos esenciales
(42-45%) comparable a los requisitos de la FAO/OMS.

Los carbohidratos pueden presentarse en el alga tanto en sus formas de azlcares
simples (glucosa, maltosa, etc.), como en diversas estructuras polisacaridicas con
multiples funciones beneficiosas para la salud humana. Asi, algunos de estos
polisacaridos han demostrado tener importantes acciones antioxidantes vy
anticancerigenas 2. Asimismo, polisacaridos sulfatados de determinadas especies de
algas presentan destacadas propiedades antiviricas, y se ha explorado su potencial como
agentes antivirales en la prevencion del reciente coronavirus (Covid-19) 2. Otros autores
enfatizan la importancia de los polisacaridos de las algas marinas. Ismail y col.*
exploraron la quimio diversidad de las algas rojas y destacaron sus aplicaciones
farmacéuticas. El grupo Rhodophyta son un grupo importante de macroalgas que
incluyen aproximadamente 7000 especies. Son una fuente rica de compuestos
estructuralmente diversos que incluyen proteinas, polisacaridos sulfatados, pigmentos,
acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, minerales y compuestos fenolicos. Los
polisacaridos son los componentes principales de la pared celular de las algas rojas, de
las cuales representan alrededor del 40-50% del peso seco. Son ampliamente utilizados
en las industrias alimentaria y farmacéutica debido a sus propiedades espesantes y
gelificantes. Los galactanos, carragenanos y agares son los principales hidrocoloides de

la pared celular de las algas rojas y tienen caracteristicas terapéuticas de amplio espectro.

Los autores también sefialan que el contenido quimico de las algas es diferente segln la
especie de alga, la etapa de crecimiento, el medio ambiente y las condiciones externas.
Finalmente, las algas rojas podrian ser economicamente relevantes como una fuente

sustituta de ingredientes naturales que contribuyen a una amplia gama de bioactividades
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como el tratamiento frente al cancer, agentes antiinflamatorios e inhibidores de la

acetilcolinesterasa, etc.

El contenido lipidico de las algas puede llegar a ser muy elevado. Cultivos de microalgas
de la especie Botryococcus brauni pueden llegar a producir hasta un 75% de lipidos 2.
Estos pueden presentarse de diversas formas, desde acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS), glucolipidos, fosfolipidos, etc. Dentro de los PUFASs, los mas interesantes
desde el punto de vista medicinal, son el acido eicosapentaenoico (EPA), el acido
docosahexaenoico (DHA), el acido linoleico, por sus acciones beneficiosas frente a
enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, etc. 2. Lopes y col. 3, investigaron
seis especies de macroalgas comestibles marinas, por su contenido lipidico,
especialmente en acidos grasos poliinsaturados omega-3, y sus efectos sobre varios
parametros relacionados con la salud. Los extractos lipidicos de dos macroalgas verdes,
Ulva rigida y Codium tomentosum, de tres algas rojas Gracilaria gracilis, Palmaria
palmata y Porphyra dioica, y el alga parda Fucus vesiculosus, se obtuvieron a partir de
un sistema de acuicultura multitréfica integrado en tierra, y se analizaron en cuanto a su
calidad lipidica, concretamente, en cuanto a sus perfiles de acidos grasos y
bioactividades. Los resultados destacaron la especificidad de especie de los beneficios
para la salud de cada alga estudiada. Asi, Ulva rigida mostré los indices mas bajos de
aterogenicidad y de trombogenicidad (indices que determinan el potencial de una dieta
para producir la obstruccién de las arterias formando placas de grasa o trombos). Los
extractos lipidicos de Palmaria palmata y Fucus vesiculosus, mostraron los valores mas
elevados en ensayos de actividad antioxidante. Ulva rigida, Codium tomentosum,
Palmaria palmata y Porphyra dioica inhibieron la actividad de la ciclooxigenasa-2
(Cox-2, enzima sobre expresada en procesos tumorales) hasta en un 80%, mientras que
los extractos de P. dioica y P. palmata mostraron la mayor actividad citotoxica potencial

en las células de cancer de mama MDA-MB-231. En conjunto, estos resultados apoyan
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el uso de estas macroalgas como alimentos funcionales e ingredientes prometedores para

un desarrollo de dietas sostenibles y saludables.

Otro trabajo reciente 2 se centré en estudiar los efectos citotdxicos y apoptéticos de
extractos del alga parda Colpomenia sinuosa. El extracto de diclorometano: metanol fue
el mas potente contra la proliferacion de lineas celulares de cancer de colon HCT-116,
al aumentar la poblacién de células subG1 e inducir la apoptosis. Este extracto también
disminuyo la migracion potencial de las células HCT-116 con efectos minimos sobre las
celulas no tumorigénicas. Estos resultados indican que el alga Colpomenia sinuosa es
una fuente de compuestos bioactivos que poseen propiedades proapoptoticas y

antimigratorias eficaces para ciertos procesos cancerigenos.

El metabolismo secundario, incluye todas aquellas rutas celulares que producen
compuestos principalmente involucrados en la adaptacion de los organismos a su
ambiente. Entre estos metabolitos secundarios podemos destacar los compuestos

fenolicos, carotenoides, fitoesteroles, terpenos, vitaminas, etc. 22 (Figura 6).
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Figura 6. Metabolitos secundarios de algas marinas y sus posibles aplicaciones. 22

Numerosos metabolitos extraidos de algas marinas poseen actividades biolédgicas. Estos
compuestos bioactivos han sido ampliamente reconocidos por sus posibles beneficios
para la salud %>, Los compuestos bioactivos comerciales procedentes de algas incluyen
pigmentos naturales (NP), acidos grasos poliinsaturados (PUFA), lipidos, proteinas y
polisacaridos 2222, Algunos de estos compuestos bioactivos y las fuentes naturales de
las que derivan se mencionan en la Tabla 1. La variabilidad natural en el contenido de
moléculas bioactivas puede atribuirse a relaciones evolutivas, diversificacion ecoldgica
y quimica, etc. 2. La variacion en la concentracion de compuestos marinos bioactivos
de las poblaciones de algas naturales esté influenciada, principalmente, por cambios
ambientales como la luz, los nutrientes, los contaminantes, la salinidad, la disponibilidad

de CO,, el pH, la temperatura y las interacciones bidticas *.

21



INTRODUCCION
También son de destacar los estudios, que se han ido desarrollando a lo largo de los
ultimos afios, sobre el potencial antienvejecimiento que presentan muchos compuestos
extraidos de diversas especies de algas. En un estudio publicado recientemente en la
revista Science %, los autores destacan a la Taurina, un micronutriente semi esencial
presente en humanos y en una amplia variedad de especies de animales, vegetales, e
incluso en algas, como una molécula clave en el envejecimiento. Las principales vias
relacionadas con el antienvejecimiento identificadas en animales, incluyen las vias de
sefalizacion de las Sirtuinas (SIRT), regulacion del metabolismo energético mediante
AMPK, autofagia e IGF (proteina que estimula el crecimiento de muchos tipos
celulares). Sin embargo, estas vias o rutas no actian de manera independiente, sino que
suelen trabajar de forma integradora y regulan el inicio o el progreso del envejecimiento

a través de interacciones cruzadas entre ellas .

Las Sirtuinas son proteinas desacetilasas dependientes de NAD™ que pueden eliminar
grupos acetilo de las histonas. Estas, regulan las redes metabolicas para coordinar la
respuesta al estrés celular. Especificamente, las sirtuinas controlan la biogénesis y el
metabolismo de las mitocondrias, que son centrales eléctricas celulares. La
desregulacion de las sirtuinas se ha relacionado con trastornos en la funcién mitocondrial
y con diversas enfermedades en humanos, como diabetes, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades renales, neurodegeneracion y cancer . La primera
sirtuina identificada fue la SIR2/SIRT1, descubierta en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, que se asocid con la extension de la esperanza de vida, observada bajo
restriccion caldrica, en levaduras. Los humanos expresan siete tipos de sirtuinas (SIRT1-
7).

Los compuestos moduladores de las sirtuinas han sido previamente estudiados por sus
efectos beneficiosos de antienvejecimiento. Asimismo, algunos compuestos bioactivos
procedentes de algas o extractos completos de estas, han demostrado poseer habilidades

de activacion de las sirtuinas. Por ejemplo, Dutot y col., 2012 %, estudiaron el efecto

22



INTRODUCCION
inhibidor frente a estrés oxidativo, inflamacion y senescencia de cultivos de células
epiteliales humanas en presencia de extractos de un alga, Ascophyllum nodosum.
Encontraron que los extractos al 0,2% de esta alga, estimulaban la activacion de la
Sirtuina 1 (SIRT1) hasta 2,33 veces mas con respecto al control. Otros autores
investigaron el efecto del fucosterol, un esterol extraido del alga parda Ecklonia
stolonifera, sobre la adipogénesis de adipocitos. Encontraron que este compuesto inhibia
la adipogénesis de pre-adipocitos 3T3-L1, sugiriéndose a esta molécula, como un nuevo
agente para combatir problemas de obesidad 2. También los polisacaridos sulfatados,
como el fucoidano, que se encuentran de forma exclusiva en algas pardas, han
demostrado ser moléculas interesantes en este aspecto. Asi, Zheng y col., (2018) 2,
observaron que la administracion de un extracto de fucoidano extraido del alga
Sacharina japonica, disminuy0 los niveles de marcadores de disfuncion hepatica, asi

como de triglicéridos y colesterol, en ratones a través de las vias AMPK/SIRT1.

En la Tabla 1 se detallan méas ejemplos de compuestos bioactivos procedentes de algas
con propiedades beneficiosas para la salud humana, tales como antioxidantes,

antivirales, antiinflamatorias, etc.
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Tabla 1. Ejemplos de compuestos procedentes de extractos de algas con propiedades (1) antibacterianas, (2) antiviricas, (3) antifungicas, (4)
antioxidantes, (5) antinflamatorias, y (6) antitumorales.

Compuesto bioactivo

Especie de alga

Efecto / Target

Rereferencia

(1) Actividad antibacteriana

Acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)

Acidos grasos (Acido palmitico)

Proteinas (amino&cidos)
Flavonoides (rutina,
quercetiina, kaempherol)

Polisacaridos sulfatados

Carotenoides, alkaloides,
favanoides, acidos grasos,
saponinas, aminoacidos,
carbohidratos

Gracilaria corticata
Ulva fasciata
Enteromorpha compressa

Ulva reticulata
Caulerpa occidentalis
Cladophora socialis
Dictyota ciliolate
Gracilaria dendroides

Sargassum swartzii

Chlorococcum humicola

Bacterias patogénicas de pescado:
Edwardsiella tarda, Vibrio
alginolyticus, Pseudomonas
fluorescens, P. aeruginosa,
Aeromonas hydrophila

Escherichia coli,

P. aeruginosa,
Stapylococcus aureus,
Enterococcus faecalis

S. aureus, Proteus vulgaris,
E. coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeroginosa,
Salmonella typhi, Shigella
flexineri, Klebsiella
pneumoniae, E. faecalis,
Aeromonas hydrophilla

Efecto antibacteriano de los pigmentos -caroteno y
Clorofila sobre: E. coli, P. aeruginosa, B.

subtilis, Salmonella

typhimurium, K.

pneumoniae, Vibreo cholerae,

S. aureus
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Tabla 1 (Continuacion). Ejemplos de compuestos procedentes de extractos de algas con propiedades (1) antibacterianas, (2) antiviricas, (3)
antifangicas, (4) antioxidantes, (5) antiinflamatorias, y (6) antitumorales.

Compuesto bioactivo

Especie de alga

Efecto / Target Rereferencia

Péptidos

(2) Actividad antivirica

Polisacéarido

Carragenanos, Fucoidano

Polisacéarido

Polisacéarido

Tetraselmis suecica

Laminaria japonica

Chondrus armatus

Laurencia obtuse

Chlorella vulgaris

Efecto bactericida sobre: Escherichia coli ML35, 56
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ISP B7/13,

Staphylococcus aureus ATCC 25933, Listeria

monocytogenes ATCC 19115, Micrococcus luteus ATCC

9341

H5N1, RSV 57
Hantavirus 58
HCV 59
HSV-1 60
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Tabla 1. (Continuacién). Ejemplos de compuestos procedentes de extractos de algas con propiedades (1) antibacterianas, (2) antiviricas, (3)
antifungicas, (4) antitumorales, (5) antiinflamatorias, y (6) antioxidantes.

Compuesto bioactivo Especie de alga Efecto / Target Rereferencia
(3) Actividad antifungica
Extractos metandlicos de algas Spirulina Platensis, Ulva lactuca, 4 especies de Candida 6l
Sargassum denticulatum, Hormophysa
triquetra
. Extractos metandlicos de algas Ulva lactuca, Chlorella vulgaris, Aspergillus niger, Alternaria alternata, y Penicillium 62
Chlorella minutissima, Chlorella expansum
protothecoides
(4) Actividad antitumoral
B-caroteno Dunaliella salina Actividad in vitro sobre linea cellular PC-3 de cancer 63
de préstata
Esteroles Nannochloropsis oculate Actividad in vitro sobre linea cellular HL-60 de 64
leucemia promielocitica humana
Exopolisacaridos Chlorella zofingiensis Actividad in vitro sobre linea cellular HCT-8 de 65
cancer de colon
C-Ficocianina Spirulina platensis Actividad in vitro sobre linea cellular MDA-MB-231 66

de cancer de mama
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Tabla 1. (Continuacién). Ejemplos de compuestos procedentes de extractos de algas con propiedades (1) antibacterianas, (2) antiviricas, (3)
antifungicas, (4) antitumorales, (5) antinflamatorias, y (6) antioxidantes.

Compuesto bioactivo Especie de alga Efecto / Target Rereferencia

(5) Actividad antiinflamatoria Reduccion de la apoptosis en poblaciones de células

Sub-G1 67

Fitosterol: Fucosterol Sargassum binderi Supresion de las vias NF-kB y MAPKs o

Atenuacién de la expresién de ARNm de TLR,

citocinas proinflamatorias, quimiocinas derivadas de

células epiteliales de pulmon, citocinas proalérgicas 68
TSLP e IL-33

Supresion de la via MAPK, ERK y INK

Inhibicién de mediadores inflamatorios y citocinas
proinflamatorias

Reduccion de ROS, produccién de NO, muerte 69
celular, mortalidad de larvas y bloqueo de branquias

larvales en embriones de pez cebra

Polifenol: Eckol, Dieckol Ecklonia cava
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Tabla 1. (Continuacién). Ejemplos de compuestos procedentes de extractos de algas con propiedades (1) antibacterianas, (2) antiviricas, (3)

antifungicas, (4) antitumorales, (5) antiinflamatorias, y (6) antioxidantes.

Compuesto bioactivo Especie de alga Efecto / Target Rereferencia

(6) Actividad antioxidante

Compuestos fendlicos Ascophyllum nodosum, Bifurcaria (1) DPPH (ii) TEAC (iii) ORAC (iv) FRAP; (i) 0.8 umol TE g—1 DW (ii) 70

bifurcata, Ch'ogfgtir‘]’;'sgar's’ Spirulina 101 TE -1 DW (iii) 31 pmol TE g—1 DW (iv) 0.6 pmol TE g—1 DW _

Polifenoles, flavonoides, Scenedesmus sp. (i) DPPH (ii) FRAP; (i) 0.6—3.7 umol TE g—1 DW 71
carotenoides (ii) 2.8-47.0 umol TE g—1 DW

Carotenoids Dunaliella salina TEAC: 11-1118 umol TE g—1 extracto 72

Polifenoles, B-glucano,
Coenzima-Q10, B-caroteno, Isochrysis galbana (i) DPPH (ii) TEAC; (i) 0-17 mg AAE L—1 (ii) 52-56 pmol TE g—1 DW 73
fucoxantina

Extractos metanolicos 2 cepas de Nannochloropsis sp., (i) DPPH (ii) FCA (iii) CCA,; extractos a 1000 ug mL™* 74
Picochlorum sp., Desmochloris sp. (i) <10% inhib. (ii) <25% inhib. (iii) <30% inhib.
Carotenos, Polifenoles, Phaeodactylum tricornutum, (i) DPPH (ii) TEAC (iii) FCA (iv) FRAP (v) TAC; (i) 8-14% inhib. 75
Tocoferoles Nannochloropsis salina, Nannochloropsis (extractos a 250 ug mL™?) (ii) 2.7-24.2 TE g™
limnetica, Chlorella sorokiniana, (iii) 3-9% quelacion (extractos a 250 ug mL™?) (iv) 0.1-0.5 AAE gt (v)
Dunaliella salina, Desmodesmus sp. 3.0-8.9 acido galico Eq. g*
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El desarrollo economico, cultural y cientifico de nuestra sociedad ha dado lugar a
cambios importantes en nuestra habitos alimenticios y estilo de vida. Por ejemplo, las
dietas en paises desarrollados son altamente caloricas, ricas en grasas saturadas y
azlcares, mientras que el consumo de carbohidratos complejos y de fibra dietética es
baja. Este hecho, junto con una disminucion en la actividad fisica, ha dado lugar a un
aumento de problemas de obesidad, y junto con ello, un aumento en la incidencia de

enfermedades del corazén, diabetes e hipertension en la poblacion 2.

El creciente nimero de articulos cientificos publicados en las Gltimas dos décadas que
correlacionan la dieta y algunas enfermedades crénicas, muestra las extraordinarias
posibilidades de los alimentos para mejorar nuestra salud £, Como consecuencia, hoy
en dia existe un gran interés entre consumidores y la industria alimentaria sobre
productos que pueden promover la salud y el bienestar 8, Estos alimentos han sido

genéricamente denominados como “alimentos funcionales”.

El concepto de alimento funcional se desarrolld a principios de la década de 1980 en
Japon, por unos cientificos que estudiaban la relacion entre nutricion, satisfaccion
sensorial y “fortificacion”, como elementos para favorecer aspectos especificos para
la salud 2. En Europa, en la segunda mitad de la década de 1990, un grupo de trabajo
coordinado por la Seccidén Europea del Instituto Nacional de Ciencias de la Vida
(ILSI) y apoyado por el Comision Europea, fue creado para promover, dentro del 1V
Programa Marco de la Union Europea, la accion FUFOSE (Functional Food Science
in Europe) para potenciar el estudio cientifico sobre alimentos funcionales. A partir
de este proyecto, se generd una definicion de alimento funcional. Asi, un alimento
puede ser considerado “funcional” si, ademas de sus efectos nutritivos, tiene un

beneficio demostrado para una o mas funciones del organismo humano, mejorando el
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estado de salud o bienestar o reduciendo el riesgo de enfermedad £. Los alimentos
funcionales deben tener una serie de caracteristicas adicionales. como, por ejemplo,
la necesidad de eficacia en su accion beneficiosa a las dosis normales consumidas. En
el futuro, los alimentos funcionales estaran regulados por la nueva directiva europea
aprobada en diciembre de 2006 (Reglamento (CE) 1924/2006 de la Unién Europea
Parlamento y del Consejo, 20 de diciembre de 2006: nutricion y declaraciones de

propiedades saludables hechas en los alimentos).

Las algas son organismos fotosintéticos, que poseen estructuras reproductivas
simples. Estos organismos constituyen un total de 25.000 a 30.000 especies, con una
gran diversidad de formas y tamafos, y que pueden existir como organismos
microscopicos unicelulares (microalgas) y pluricelulares de gran tamafo
(macroalgas). Las algas pueden ser una fuente natural muy interesante de nuevos
compuestos con actividad biologica que podrian ser utilizados como ingredientes
funcionales. De hecho, algunas algas son organismos que viven en habitats complejos
sometidos a condiciones extremas (por ejemplo, cambios de salinidad, temperatura,
nutrientes, irradiacion U-Vis), por lo tanto, deben adaptarse rapidamente a las nuevas
condiciones ambientales para sobrevivir, produciendo una gran variedad de
metabolitos secundarios (biolégicamente activos), que no se puede encontrar en otros
organismos . Ademas de su origen natural, otros aspectos importantes relacionados
con las algas son su facil cultivo, su rapido crecimiento (para muchas de las especies)
y la posibilidad de controlar la produccién de algunos compuestos bioactivos
manipulando las condiciones de cultivo. De esta manera, tanto las macroalgas como
las microalgas pueden considerarse como reactores genuinos naturales, y, en algunos

casos, una buena alternativa a la sintesis quimica para ciertos compuestos.

La Tabla 2 enumera varios alimentos que se comercializan actualmente, que
contienen microalgas, de acuerdo a su fecha de publicacion en la base de datos Mintel

8 La mayoria de estos productos contienen Espirulina o Chlorella, principalmente
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debido a su larga historia de uso. Por ejemplo, en la UE, las microalgas deben
comercializarse en virtud del Reglamento sobre nuevos alimentos (Reglamento UE
2015/2283), cuyo objetivo es facilitar que las empresas puedan introducir alimentos
novedosos e innovadores en el mercado de la UE con facilidad, pero manteniendo un
alto nivel de seguridad alimentaria para los consumidores europeos £. De acuerdo con
este reglamento, un alimento nuevo se define como aquel que no se ha consumido en
un grado significativo en la UE antes del 15 de mayo de 1997. Debido a su larga
historia de uso, el acceso al mercado de Espirulina y Chlorella no esta sujeto a este
reglamento. Ambas especies estan reconocidas como “GRAS” por la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), que es el acronimo de la frase
“generalmente reconocido como seguro”. Asimismo, los nuevos alimentos que
contienen biomasa de otras especies de microalgas llegaran pronto al mercado
europeo. En efecto, el producto denominado Plancton Marino Veta la Palma®
(Fitoplancton Marino S.L., Espafna), que es la biomasa seca de la microalga
Tetraselmis chuii, ha sido autorizado recientemente por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) para ser comercializado como Novel Food, de

conformidad con el articulo 3, apartado 1, del Reglamento (CE) n° 258/97 &,
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INTRODUCCION

Marca Compafiia Descripcion del Pais de Fecha de publicacion Contenido en Informacion
producto fabricacion en MINTEL* microalga adicional
o Galletas Tortitas de avena y arroz B
Gullon Vitalday ) . Lo Espafa Enero 2019 1% -
Gullon, Espafia con espirulina
L Agricultura i
Nutrecentis di ] ) Pasta de maiz blanco y ) o
Biologica, o Italia Dieciembre 2018 10% -
Ab ] spirulina
Italia
Evasis Edibles,  Galletas de algas con sabor . Contiene
Helga . ] Alemania Febrero 2019 5%
Austria a sal marina Chlorella
o Producto organico
) ) ) ) Galletas de espirulina y ) ) o
Casino Bio Casino, Francia ’ Francia Abril 2019 2,6% certificado Ab 'y
arandanos
UE
] Ferrero Iberica,  Mix de pastillas con sabor . Contiene
Tic tac . Portugal Abril 2019 - Lo
Espafa a manzana Espirulina
Batido de frutas verdes con Contiene
Happy Planet o o
Happy Planet Spirulina'y Canada Febrero 2019 - Espirulinay
Foods, Canada
Chlorella. Chlorella

* Functional Health Ingredients to Watch, www.mintel.com (2019)
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Tabla 2 (Continuacion). Productos alimenticios comercializados hasta 2019 que contienen microalgas.

Marca Compafiia Descripcion del Pais de Fecha de publicacion Contenido en Informacion
producto fabricacion en MINTEL* microalga adicional
Maverick Palitos de pan veganos )
] ) ] ) ) ) Contiene
Mavericks Makers Snacks, ricos en fibra y libres de Reino Unido Febrero 2019 2% o
. Espirulina
UK azucares afiadidos
Contiene fideos
o elaborados con
) Casa Ametller, Albondigas veganas con B o o
Ametller Origen B ) Espafia Diciembre 2018 20% Spirulina a una
Espafia fideos de espelta y tofu »
concentracion del
20%
) . . Cuenta con el
Simply Raw Barrita de frutas rica en .
. Merlo's Best, i o . logotipo de la
Protein RAW . proteinas con Spirulina y Alemania Febrero 2019 5% ]
Alemania . . hoja verde de la
BA aceite de limon
UE
Provida Cuenta con el
. Produtos Galletas Bio con matcha y logotipo de la
Provida ] o Portugal Febrero 2019 1% )
Naturais, espirulina hoja verde de la
Portugal UE

* Functional Health Ingredients to Watch, www.mintel.com (2019)
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Tabla 2 (Continuacion). Productos alimenticios comercializados hasta 2019 que contienen microalgas.

M&M's

Emmy's

Organics

Frecious Slow

Juice

Mars Wrigley
Confectionery,

Irlanda

Emmy's
Organics, USA

Frecious,

Holanda

Pasta con sabor a chocolate ) )
Suiza Abril 2019
y avellanas

Galletas de coco cubiertas .
Estados Unidos Mayo 2019

de chocolate con menta

Zumo de verduras que
Holanda Febrero 2019
contiene Chlorella

Contiene
- Espirulina como
colorante natural

Contiene

- Espirulina

orgénica

Cuenta con el
logotipo de la
2,4% -g P
hoja verde de la

UE

* Functional Health Ingredients to Watch, www.mintel.com (2019)
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2.1. Revision bibliografica sobre los beneficios de la adicion de algas o
extractos de algas en alimentos

En los alimentos para consumo humano, las algas han sido mayoritariamente
introducidas en la carne, en productos de panaderia, queso, pasta, leche, etc. (Tabla
3).

La incorporacion de las algas, Enteromorpha, Himanthalia elongata, Undaria
pinnatifida y Porphyra umbilicalis resultaron en cambios en el potencial antioxidante

de la carne y los productos a base de cereales gs.

La carne y los productos carnicos son valiosas fuentes de proteinas y vitaminas, pero
contienen una cantidad insuficiente de fibra dietética y una excesiva cantidad de
sodio, que puede ser dafiina para los humanos. Por lo tanto, la adicion de algas como
componente funcional puede ayudar a superar problemas tecnoldgicos asociados con
los productos carnicos con un bajo contenido de sal, incluidas las propiedades de
retencion de grasa y agua. Algunos intentos se han llevado a cabo para desarrollar
sistemas modelo de emulsiones de carne con bajo contenido en grasas y sal, con
adicion de varios compuestos bioactivos de algas marinas. Asi, las algas comestibles
Espagueti de mar (Himanthalia elongata), Wakame (Undaria pinnatifida) y Nori
(Porphyra umbilicalis) se incorporaron a la carne, lo que resulto en niveles elevados
de K, Ca, Mg y Mn. Ademas, la presencia de alga Nori aumenté los niveles de serina,
glicina, alanina, valina, tirosina, fenilalanina y arginina. En cuanto a la adicion de
Espagueti de mar, esta aumento el contenido de aminoacidos azufrados en un 20%.
También, el enriquecimiento de carne con algas le aportd compuestos polifendlicos
solubles, que aumentaron el potencial antioxidante de todo el sistema g6. Sasaki y col.,

(2008) 87 estudiaron el efecto de la fucoxantina, el principal pigmento carotenoide del

35



INTRODUCCION
alga Undaria pinnatifida, sobre la peroxidacion lipidica y el color de la carne, en
carne de pechuga de pollo. Se encontré que la fucoxantina mejoro la apariencia y
prolongo el periodo de usabilidad de este alimento. También se han formulado filetes
de ave frescos bajos en grasa y sal con la adicion del alga Himanthalia elongata (3%)
y transglutaminasa microbiana como ligante en frio. En este producto, los efectos de
adicion de Himanthalia elongata, en las propiedades de unién al agua y la textura
vario dependiendo de su estado. En estado bruto, debilité las propiedades de retencion
de agua, mejorando la consistencia y manipulacion de la muestra, mientras que en los
productos cocidos mejoré las propiedades de retencion de agua y la textura (con un
contenido reducido de sal), lo que fue similar a la de una muestra de control con
contenido normal de sal 88. Asimismo, se han adicionado las algas Himanthalia
elongata y Lamina japonica en salchichas frankfurt 89 90. Sin embargo, algunos
aspectos, incluyendo la calidad y aceptacion organoléptica, aun requieren estudios

mas detallados 91.

En cuanto a productos de la pesca, Senthil y col., (2005) 92 utilizaron el alga
Eucheuma como ingrediente de una chuleta de pescado. Los investigadores
encontraron que la adicion de hasta un 10% de esta alga, no tuvo efectos negativos

sobre la apariencia, textura y aceptacion sensorial.

También los aceites comestibles han sido enriquecidos con algas. El extracto de algas
rojas marinas Grateloupia filicina se afiadi6 al acido linoleico y aceite de pescado. La
adicion consistié en un 0,01%, un 0,03% y un 0,05%. Los estudios demostraron que
la adicion inhibia la oxidacién del acido linoleico y del aceite de pescado al nivel de
0,05% 93. Otro estudio sobre aceite de pescado y acido linoleico fue realizado por
Siriwardhana y col., (2004) 94 quienes analizaron el efecto inhibitorio del extracto
metanolico de Hizikia fusiformis sobre la peroxidacion lipidica. Las algas contienen

antioxidantes resistentes al calor y a la radiacion UV. Los resultados mostraron que

36



INTRODUCCION
|
los antioxidantes de esta alga pueden ser Utiles en la prevencion de cambios oxidativos

en aceites comestibles.

Los productos a base de cereales son cominmente aceptados, entre otras razones,
debido al facil proceso de preparacion, amplio consumo y bajo costo. Sin embargo,
tanto su valor nutricional como sus propiedades para la salud pueden verse mejoradas.
Este objetivo puede lograrse mediante la adicion de algas, ya que son ricas en
sustancias bioactivas. La pasta es uno de los productos a base de cereales mas
versatiles. Desgraciadamente, también se caracteriza por un bajo contenido en
proteinas y aminoacidos esenciales. Por eso, la introduccion de aditivos ricos en
proteinas, como las algas, pueden aumentar la calidad de la pasta. Estudios de adicion
de las algas comestibles Wakame (Undaira pinnatifida, rica en el pigmento
fucoxantina) en productos de pasta, concluyeron que la pasta con suplementacion de
un 10% de algas era aceptable organolépticamente. Ademas, la presencia de algas
ayudo en la interaccion entre los granulos de almidon y la matriz proteica, lo que
resultd en una mejor calidad de la pasta 95. En otro estudio, se adicionaron extractos
del alga Sargassum marginatum en pasta, mejorando su biofuncionalidad y calidad
96. También se crearon fideos frescos de huevo chinos con una adicion de algas verdes
Monostroma nitidum 97, dando lugar a mayores rendimientos de coccion en los fideos

e intensidades texturales mas suaves y esponjosas.

El pan es otro producto a base de cereales que puede ser portador de varios
ingredientes bioactivos, incluidas las algas. Asi, la calidad del pan se mejoré mediante
la adicidn de algas verdes Ulva lactuca, y la adicion de un 2,5% de polvo del alga

Laminaria sp., mejorando sus propiedades fisico-quimicas y sensoriales 9s.

Gofii y col., (2000) 99 evaluaron el efecto del consumo de alga Nori (Porphyra tenera)
junto con el consumo de pan blanco en la respuesta glucémica posprandial. El estudio

demostré que las algas podrian ser utilizadas, no solo como alimento, sino también
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como un componente que aporta al organismo altas cantidades de fibra dietética
soluble. La suplementacion de pan blanco con algas disminuyd la tasa de hidrolisis
de almidodn, y también disminuy0 la respuesta glucémica a pan blanco en voluntarios
sanos del 68% al 100%.

Igualmente, es interesante el uso de moléculas especificas de algas para su uso como
ingredientes funcionales en alimentos o como suplementos dietéticos. Es el caso, por
ejemplo, de la Fucoxantina 100. Asimismo, hay autores que han desarrollado
suplementos dietéticos a base de Homotaurina, una molécula especifica de algas, para

el tratamiento de patologias de la retina 101, e incluso patentes en las que se ha

desarrollado alimentos suplementados o enriquecidos con Homotaurina 102. La
laminarina y el fucoidano, dos polisacaridos sulfatados Unicamente presentes en algas
pardas, también han sido usados como ingredientes funcionales en carne de cerdo,

evaluandose su potencial antioxidante 103.

En resumen, la creciente incidencia de enfermedades causadas por un estilo de vida
intenso y la creciente importancia de la dieta en la vida humana, lleva a la necesidad,
cada vez més creciente, de una nutricion natural y beneficiosa para la salud. El valor
de la comida se basa, no solo, en la presencia de nutrientes esenciales, sino también
en la disponibilidad de otros compuestos bioactivos que influyen en la salud y
facilitan la homeostasis del organismo humano. Las algas son una gran fuente de
compuestos bioldégicamente activos, y se pueden utilizar para el desarrollo de
alimentos funcionales, ademas de ser una fuente rica de moléculas antioxidantes
naturales y antimicrobianas. La adicidn de sus extractos naturales, no solo mejoran la
calidad de los productos alimenticios, sino que también limitan el uso de conservantes

quimicos y conllevan numerosos beneficios para la salud.
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Teniendo en cuenta la necesidad de innovaciones constantes y de satisfacer los gustos
cambiantes de los consumidores, las algas ofrecen muchas posibilidades interesantes

para la creacion de nuevos productos alimenticios.

En la Tabla 3 se muestran numerosos ejemplos de los efectos beneficiosos que
produce la incorporacion de algas o de extractos de algas en alimentos.
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Tabla 3. Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y extractos de algas sobre las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de

alimentos.
Alimentos Especie de alga Cantidad Efecto Rereferencia
afadida
Pan
Kappaphycus alvarezii ~ Algaen polvo: - La adicion de algas aument6 la absorcion de agua de los 104
(Eucheuma) 2-8% masa y otros parametros del farindgrafo.
- La adicidn de polvo de algas redujo las propiedades de
pegajosidad.
- El pan preparado con harina compuesta de algas tuvo mayores
valores de firmeza.
Fucus vesiculosus 4% Se obtuvo un rendimiento mejorado de la masa de trigo y del 105
pan.
Myagropsis myagroides Extracto de El recuento microbiano total disminuy6 en panes elaborados con 106
alga: 0,5%, 1%, un 2% de extracto de alga.
2%
Ascophyllum nodosum 2%, 4%, 6%, Este studio encontr6 que la adiciébn de algas a bajas 107

Chondrus crispus

8%

concentraciones (2%, 4%) en el pan, es acceptable
sensorialmente para los consumidores. También hubo un
aumento del contenido proteico (adicionando Chondrus crispus),
y de las cenizas y fibra dietética total.
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Tabla 3 (Continuacion). Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y extractos de algas sobre las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de alimentos.

Alimento Especie de alga Cantidad Efecto Rereferencia
afadida
Pan
Chlorella vulgaris y Alga en polvo: 1.5 La adicion de algas aumenté el contenido de carotenos totals y 108
Arthrospira platensis % clorofilaa
Chlorella vulgaris Biomasa: 1 % Los panes adicionados con biomasa de Chlorella, presentaron mayor 109

firmeza y una capacidad antioxidante mayor.

Galletas
Spirulina maxima Biomasa El indice de aceptacion sensorial de las galletas suplementadas con 110
microencapsulada: bioamasa encapsulada fue de casi el 80%. Tenian un 40% mas de
10 % proteina. Se pudo declarer un nuevo claim como “Fuente nutricional
de hierro”
Spirulina platensis y Biomasa: 1%y Los resultados muestran que las galletas horneadas con Spirulina 111
Dunaliella salina 204 afiadida eran significativamente mas duras y oscuras que los controles,

y la adicion de Dunaliella no afectd el contenido de proteina tanto
como la adicién de Spirulina, pero el efecto sobre el contenido de
humedad fue significativamente positivo. Ademas, se encontraron
valores mas altos de contenido fendlico total y actividad antioxidante
para las galletas enriquecidas con Dunaliella
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Tabla 3 (Continuacion). Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y extractos de algas sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de alimentos.

Alimento

Especie de alga

Cantidad afiadida

Efecto

Rereferencia

Carne

Espagueti de mar
(Himanthalia

elongata), Wakame (Undaria
pinnatifida), y Nori (Porphyra

umbilicalis)

Espagueti de mar
(Himanthalia
elongata)

Wakame
(Undaria pinnatifida)

Cystoseira
Barbata

Extracto de alga en
polvo: 5,6%

10-40% p/p

Extracto de alga:

200 mg/kg

0.04%
Fucoxanthin

- La adicion de algas mejord los niveles de Acidos grasos
poliinsaturados n-3 pero redujo el ratio n-6/n-3

- La adicién de Nori y Wakame redujo el indice trombogénico

- Se incrementaron los niveles de Na, K, Mgy Mn

- Las muestras adicionadas con espagueti de mar tuvieron mayores
valores de capacidad antioxidante

La adicion de algas marinas a las hamburguesas redujo las pérdidas
por coccion y aument6 la ternura (=50%), el nivel de fibra dietética,
contenido fendlico total y actividad de eliminacién de radicales
DPPH.

- Los recuentos microbioldgicos y la oxidacion de lipidos fueron mas
bajos en formulas que contienen algas.

- Las férmulas preparadas con un 40 % de algas marinas tuvieron el
nivel mas alto en general de aceptabilidad debido a la textura 'y la
mejora de sensacion en boca

- La suplementacion con fucoxantina mejor6 el enrojecimiento y
amarillez en la carne de pechuga de pollo molida, e inhibi6 la
peroxidacion lipidica en el almacenamiento en refrigeracion después
de la coccién.

- Se descubri6 que la fucoxantina es un ingrediente potente para la
mejora de la apariencia y vida Gtil de la carne de pollo y sus
productos.

La suplementacién de esta alga en salchichas de carne produjo
inhibicion de la ACE (enzima convertidora de la angiotensina) para la
reduccion de la presion arterial; mejora del color y de la estabilidad
oxidativa.

86
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Tabla 3 (Continuacion). Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y extractos de algas sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de alimentos.

Alimento Especie de alga Cantidad Efecto Rereferencia
afiadida
Carne
Chlorella sp. Biomasa: 1%  Sin efecto sobre la composicién proximal, capacidad de retencién de agua, 114
adhesividad y cohesividad. Se alteraron los pardmetros de color (valores L*, a* y b*
mas bajos)
Spirulina sp. Sustitutivo de Incremento en el contenido de amino &cidos totals y en el ratio de amino acidos 114

la proteina de esenciales/ no esenciales
la soja (agente
emulsificante)

Spirulina sp. 1% p/p Los productos adcionados con Spirulina presentaron los mayores contenidos en 114
amino &cidos totals y en el ratio de amino acidos esenciales / no esenciales

Queso
Palmaria palmata, Algaen Este estudio confirmé el potencial de las algas para combinarse con un alimento 115
Saccharina longicruris copos: 2 % fermentado, como un queso, sin causar un impacto negativo en la evolucion global
Palmaria; 2%  del producto. Su presencia podria aumentar la diversidad y el contenido nutricional al
Sacharina mantener el contenido total de sodio. Los quesos de algas agregan fibra comestible,
gue esta ausente en el queso normal.
Leche
Ascophyllum nodosum Extractos de - Los extractos preparados con agua fueron mas aceptables que los extractos 116
y Fucus algas: 0,25; etandlicos.
vesiculosus 0,50 % - Los extractos de algas marinas eran estables en la leche y tenian diferentes

grados de actividad antioxidante antes y después de la digestion in vitro.
- La adicidn de extractos de algas marinas mejoré determinadas
caracteristicas de calidad y vida dtil de la leche
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Tabla 3. (Continuacidn). Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y / o0 extractos de algas sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de alimentos.

Alimento Especie de alga Cantidad Efecto Rereferencia
afiadida
Leche
Nannochloropsis oculate, Biomasa: En cuanto a las caracteristicas sensoriales, las muestras de helado producidas 117
Porphyridium cruentum,  0.1%, 0.2%, con P. cruentum fueron preferidas més que las otras muestras. El contenido fenélico
Diacronema vlkianum 03% de las muestras de helado aument6 con el uso de microalgas.
Athrospira platensis. Biomasa: Incremento en el contenido de ficocianina en todas las formulaciones 118
0.1%, 0.3%,
0.5%, 1%,
5%, 10%
Arroz
Nannochloropsis Hierro Los animales de experimentacion alimentados con polvo de arroz suplementado con
oceanica extraido del hierro (extraido del alga), presentaron mejoria en anemia. 119
alga: 39 mg
Felkg
Spirulina plantensis 2.5% - 7.5% Los snacks de arroz suplementados con alga presentaron mayores contenidos en 120
proteina, fibra dietética y actividades antioxidantes
Zumo
Dunaliella salina 'y Biomasa: Los smoothies suplementados con biomasa de Dunaliella presentaron mayor 121
Chlorella vulgaris 2.5% contenido en polifenoles totales y capacidades antioxidantes. Disminucion de la carga

microbiana con ambas especies. Sensorialmente, los smoothies suplementados con
Dunaliella fueron preferidos.
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Tabla 3. (Continuacion). Efecto de la adicion de algas marinas comestibles y extractos de algas sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de alimentos.

Alimento Especie de alga Cantidad Efecto Rereferencia
afiadida
Pasta
Monostroma nitidum Extracto de - Los fideos preparados con 6% de algas tuvieron mayor rendimiento de coccion 122
algaen - La adicidn de algas produjo muestras con mejor resistencia a la fuerza de traccion.
polvo: 3%; - La menor extensibilidad se observo en las muestras que
6% contenia el nivel més alto de algas y pasta de sepia.
- Una mayor absorcién de agua por parte de las algas, di6 lugar a una mayor
suavidad e intensidades texturales mas esponjosas en los fideos
Monostroma nitidum Extracto de - Se observaron mayores rendimientos de coccion en los fideos. 123
algaen - Se obtuvieron intensidades texturales mas suaves y esponjosas.
polvo: 4%, - Los parametros de textura de los fideos se vieron afectados no solo por la adicién
6%, y 8% de huevos y polvo de algas, sino también por propiedades de coccién
Spirulina platensis Extracto La pasta enriquecida con el ectracto proteico mejor6 en cuanto a textura, color, y 124
proteico: valores nutricionales mas altos (proteinas y minerals).
6%, 8%,
10%
Pakora
Enteromorfa Extracto de - El aumento en el nivel de algas mejoro el contenido en cenizas, proteina, contenido 125

polvo de
alga: 5%);
7,5%; 10%;
12,5%; 15%

de fibra dietética total, calcio y hierro.

- La adicidn de algas aumento el poder reductor y

reduccion de la actividad de eliminacion de radicales libres (DPPH) y el contenido
de fenoles totales

- La pakora que contenia algas marinas hasta en un 7,5% fue la mas aceptable
sensorialmente
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Los ultimos afios han sido testigos de un mayor interés por los nutracéuticos y los
compuestos bioactivos. La posibilidad de preservar la salud consumiendo alimentos
beneficiosos especificos o para tratar algunas enfermedades consumiendo los
suplementos que contienen componentes naturales, son atractivos tanto para los
consumidores como para las industrias alimentarias. A escala de laboratorio, los
esfuerzos estan dirigidos a extraer nuevas sustancias bioactivas de las matrices
alimentarias e identificar y evaluar sus propiedades y / o actividades. Para ello, se
buscan enfoques analiticos mas rapidos, mas baratos y automatizables para recuperar
estas moléculas de alto valor. Asi, se han utilizado una amplia variedad de técnicas

de andlisis tanto separativas como no separativas. 12°

Se han utilizado diferentes técnicas separativas para la investigacion de compuestos
bioactivos, que incluyen cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), vy
cromatografia de gases (GC), pero también otros tipos de enfoques cromatograficos
121 Asimismo, se han empleado la espectroscopia de resonancia magnética nuclear,
espectroscopia infrarroja y espectroscopia Raman 2140, Sin embargo, las técnicas de
eleccion son la HPLC y la GC, especialmente con detectores de espectrometria de
masas en tandem (MS / MS) o MS de alta resolucién para la caracterizacion de
analitos. Solo cuando las sustancias ya se conocen es posible utilizar otros detectores,

como el detector de matriz de diodos (DAD) o UV-Vis (ultravioleta-visible).

En esta tesis doctoral, se ha empleado la HPLC acoplada a la espectrometria de masas
en tdndem para la caracterizacion analitica de compuestos bioactivos. Los ensayos
llevados cabo de actividad biologica en algas han sido ensayos de actividad

antioxidante, y ensayos de modulacién de la Sirtuina 1.
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3.1. Técnicas cromatograficas y sistemas de deteccion

Técnicas cromatograficas

La cromatografia liquida de alta resolucién o HPLC (por sus siglas en inglés, High-
Performance Liquid Chromatography) es una técnica analitica de separacion basada
en la capacidad diferencial de los componentes de una muestra para interactuar con
una fase movil y una fase estacionaria. La HPLC se ha convertido en una de las
técnicas analiticas més utilizadas en la actualidad debido a su versatilidad, rapidez,
precision y sensibilidad en la separacion, identificacion y cuantificacion de

compuestos en una amplia gama de muestras.

La HPLC se basa en el principio de la cromatografia, que se refiere a la separacién de
los componentes de una muestra mediante su interaccion selectiva con una fase
estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria es un material soélido o liquido
inmovilizado en una columna, mientras que la fase movil es un disolvente liquido que
se mueve a traves de la columna. La muestra se inyecta en la columna y se separa en
sus componentes individuales segun su afinidad por la fase estacionaria y la fase
movil. La separacion se logra gracias a la interaccion diferencial de los componentes
de la muestra con la fase estacionaria y la fase madvil, lo que produce diferentes

tiempos de retencién en la columna. 1

En la HPLC, la fase estacionaria es un material sélido o liquido de alta superficie y
porosidad, que se encuentra dentro de una columna cromatografica. La fase movil es
un disolvente liquido que se mueve a través de la columna a alta presion y velocidad
constante. El sistema de bomba de la HPLC se utiliza para crear una presion constante
y controlada de la fase movil que fluye a traves de la columna. La seleccion adecuada
de la fase estacionaria y la fase movil es crucial para lograr una separacién optima de

los componentes de la muestra.
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Los componentes de un sistema HPLC comun son: Recipientes para la fase movil,
bomba, inyector de muestra, columna HPLC, detector, y sistema de adquisicion de

datos. (Firgura 7).

| ‘ i i Sample

HPLC . -
Pump Injector .
HPLC

HPLC Column
solvent

Detector

Data aquisition

Waste

Figura 7. Componentes de un sistema HPLC %,

La HPLC se puede clasificar en varios tipos segun la naturaleza de la fase estacionaria
y la fase movil utilizadas. Estos tipos incluyen la cromatografia de fase normal (NP-
HPLC), la cromatografia de fase reversa (RP-HPLC), la cromatografia de exclusion
molecular (SEC-HPLC), la cromatografia de afinidad (AC-HPLC) y la cromatografia
de intercambio idnico (IC-HPLC), entre otros. Cada tipo de HPLC tiene sus propias
ventajas e inconvenientes, lo que permite la seleccion de la técnica mas adecuada para

la separacion de los componentes de la muestra en cuestion. 142

Debido a la complejidad de las matrices alimentarias y a la gran variedad estructural
de las moléculas que contienen, la separacion de compuestos bioactivos y su analisis
por HPLC no es una tarea facil y a menudo requieren tiempos de ejecucion
prolongados. Sin embargo, en las Gltimas décadas, la investigacion sobre compuestos

bioactivos esta obteniendo ventajas debido al desarrollo de nuevas tecnologias de fase
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estacionaria. De hecho, los materiales de empaquetamiento de estas y el tamafio de
sus particulas juegan un papel fundamental en la separacion por HPLC. El empleo de
materiales de empaquetado cromatografico de particulas mas pequefias permite la
mejora de resolucién, eficiencia y sensibilidad del método, porque los picos
cromatograficos resultantes son mas estrechos y altos %, La alta contrapresion
resultante se puede aliviar mediante el uso de columnas cortas, que también
garantizan bajos volimenes muertos. Ademas, la introduccién de instrumentos de
ultra alto rendimiento (UHPLC-ultra high performance liquid chromatography),
capaces de operar en limites de presion de hasta 1500 bar, equipados con sistemas de
termostato cada vez mas eficientes y reproducibles, permite el funcionamiento con
columnas cromatogréficas de pequefio didmetro interno (generalmente 2,1 mm d.i.) a
un caudal mas alto que los instrumentos HPLC clasicos, resolviendo asi cientos de

compuestos en tiempos de ejecucion muy cortos.

La busqueda de una separacion mas rapida y eficiente ha dado lugar a varias
generaciones de materiales de empaqguetamiento con tamarios de particula cada vez
mas pequefios (Figura 8). Asi, el tamafio tipico de particula en los afios 1970 para
particulas no porosas o totalmente porosas, era de 10 um; en los afios 1980, de 5 pm;
en los afos 1990, de 3.5 um, y en los afios 2000 a 2006 y en la actualidad, se ha pasado
a particulas sub-2um y superficialmente porosas de tamafio sub-3um. Sin embargo,
los avances en esta tecnologia aun no han terminado, y actualmente varios grupos de
investigacion en el mundo estan investigando nuevos materiales (por ejemplo, nano
esferas de silice mesoporosas dendriticas) con tamafios de particula desafiantes
(alrededor de 170 nm).
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Figura 8. Evolucion de particulas de empaquetado de columnas HPLC 42

Sin embargo, la eficiencia en la separacion no solo depende de la tipologia de la fase
estacionaria, sino que se ve fuertemente afectada por la optimizacion de los
parametros operativos, como la temperatura de la columna, la composicién de la fase

movil y el caudal. 14

En cuanto al sistema de deteccion en HPLC, las caracteristicas que deberia reunir un

detector ideal serian 44

1. Alta sensibilidad y respuesta reproducible y predecible.

2. Responde a todos los solutos o tener una especificidad predecible.

w

Amplio rango dinamico lineal; Respuesta que aumenta linealmente con la
cantidad de soluto.

Respuesta no afectada por cambios de temperatura y flujo de fase movil.
Respuesta independiente de la fase movil.

No contribuye al ensanchamiento de la banda extra columna.

Fiable y comodo de usar.

No destructivo del soluto.

© ©o N o g B~

Proporciona informacion cualitativa y cuantitativa sobre el pico detectado.

10. Respuesta rapida.
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Sin embargo, no existe ningun detector que retna todas las caracteristicas antes
mencionadas; de ahi, que existan una amplia variedad de sistemas de deteccion en

funcion de su aplicacion.

Asi, los detectores mas comunmente usados en HPLC, junto con sus caracteristicas y

aplicaciones, se pueden enumerar en la Tabla 4.
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Detector

Caracteristicas

Rango de
aplicaciones

Cantidad
minima
detectable

Rango
dindmico
lineal

Limitaciones

Uv-Vis/PDA

Fluorescencia

Electroquimico

Radioactivo

Selectivo;
Universal a bajas
longitudes de
onda

Muy selectivo

Muy selectivo

Selectivo

Nanogramos

Picogramos

Femtogramos -
Picogramos

Picogramos

10°

103-10*

10°

103-10

Debe tener un
croméforo;
disolventes deben
ser transparentes;
respuesta muy
variable para
diferentes solutos

No todos los
compuestos
emiten
fluorescencia; a
menudo
requiere la
formacion de
derivados;
quenching

La fase movil
debe ser
conductora;
susceptible al
ruido de fondo y
ensuciamiento
de electrodos;
solo
aplicable a los
compuestos que
pueden
ser oxidados o
reducidos

Grandes
volimenes en
celda de flujo

aumentan
anchura de pico
y disminuyen
resolucion
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Detector Caracteristicas Rango de Cantidad Rango Limitaciones
aplicaciones minima dindmico
detectable lineal
Requiere
supresion de la
conductividad de
Detector de fondo de la fase
eleccion para :névil; no todos
.. 1 . 4 0S compuestos
Conductividad Ci:jonqg??;ﬁ;a Selectivo Nanogramos 10 se detectan;
organicos e requiere sistemas
inorgénicos) y columnas
especiales de
HPLC
Baja
No destructivo; sen5|b|!|dad,
indice de Costo; . _ Incompatible con
. . P Universal Microgramos 108 gradiente;
Refraccion confiable y facil . -
de operar intestabilidad
(temperatura,
flujo)
Detecta la mayoria
de los analitos no
volatiles; Requiere uso
; ; Funciona bien con tampones
Light scattering HPLC en Universal Nanogramos 103 volatiles; rango
(ELSD) gradiente; dinamico
Mejor sensibilidad limitado
que la deteccién
por RID
Méxima
sensibilidad entre
los detectors
universales; Requiere uso de
Amplio rango
Descarga de dinamico; Universal Nanogramos 10* tampones
corona Detecta cualquier volatiles
no volatil o
semivolatil;
Respuesta

consistente
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Ademas de los detectores antes mencionados, es de destacar la espectrometria de
masas. Esta se ha convertido, en las dos Gltimas décadas, en la técnica de deteccion
mas usada en la gran mayoria de laboratorios del mundo, tanto acoplada a sistemas

HPLC, como a GC. John B. Fenn, el creador de la ionizacién por electrospray para

biomoléculas y Premio Nobel de Quimica en 2002, probablemente dio la respuesta

mas acertada a qué es la espectrometria de masas: 1+

“La espectrometria de masas es el arte de medir &tomos y moléculas para determinar
su peso molecular. Tal informacion de masa o peso a veces es suficiente,
frecuentemente necesaria y siempre Util para determinar la identidad de una especie.
Para practicar este arte, se cargan las moléculas de interés, es decir, el analito, y
luego se mide como responden las trayectorias de los iones resultantes en el vacio a

varias combinaciones de campos eléctricos y magneéticos”.

Un espectrometro de masas estandar consta de cuatro componentes basicos: una
entrada de muestra, una fuente de ionizacion, un analizador de masas, y un detector

de iones (Figura 9).

Fuente de Analizador de Detector de
ionizacion masas iones

Entrada de

I
muestra > .@ o :

£ v/

Bombas de vacio

Figura 9. Componentes de un espectrémetro de masas 4,

Algunos instrumentos combinan la entrada de muestras y la fuente de ionizacién,
mientras que otros combinan el analizador de masas y el detector. Sin embargo, todas

las moléculas de muestra se someten a los mismos procesos, independientemente de
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la configuracion del instrumento. Las moléculas de muestra se introducen en el
instrumento a traves de una entrada de muestra. Una vez dentro del instrumento, las
moléculas de la muestra se convierten en iones en la fuente de ionizacion, antes de
ser propulsadas electrostaticamente al analizador de masas. A continuacion, los iones
se separan segun su relacion masa/carga (m/z) dentro del analizador de masas. El
detector convierte la energia ionica en sefiales eléctricas, que luego se transmiten a un
ordenador. El analizador de masas, el detector y algunas fuentes de ionizacion
funcionan en condiciones de alto vacio para permitir que los iones lleguen al detector

sin colisionar con otras moléculas o &tomos gaseosos. 4

Los resultados se presentan en forma de espectro de masas, es decir, una
representacion en dos dimensiones de la intensidad de la sefial (abundancia de
especies ionicas, en eje de ordenadas), versus la relacion m/z (en eje de abscisas)
(Figura 10).

200318_Ulva lac 47 (1.968) 2: Daughters of 261ES+

100 261.0 5.41e5
| IS
126.1
94.2
0 ‘\“I“\“"I"“\“‘Il\‘“'\""I““\““\""I""\“"\""IIE"‘\““\““\“"I"“\""\“"‘\""I““\““\""\“"\““\“"I"“\““\ LRRRANRARRR! IABARRARE | rremen Mz

80 90 | 100 110 120 130 140 150 | 160 | 170 180 190 200 ' 210 220 230 240 @ 250 @ 260 270

Figura 10. Espectro de masas de la Taurina. (imagen obtenida en los laboratorios del IRTA

mediante la plataforma UPLC-DAD-Triple Cuadrupolo/Masas)

En la actualidad, se pueden encontrar en el mercado una amplia variedad de

espectrometros de masas, que difieren en funcién tanto del tipo de fuente de
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ionizacién (impacto electronico-El, electrospray-ESI, MALDI), como del tipo de
analizador de masas (Cuadrupolo o Triple Cuadrupolo-Q/QgQ, tiempo de vuelo-TOF,

trampa idnica y trampa ionica lineal-QIT/LTQ, Orbitrap, etc.).

Las caracteristicas mas destacables de los distintos tipos de espectrometros de masas

se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Espectrémetros de masas mas cominmente usados, caracteristicas y aplicaciones 14/

Instrumento Caracteristicas Aplicaciones
Fuente de Resolucién de Sensibilidad Rango dindmico
lonizacion masa
Estudios
QIT,LTQ ESI & MALDI Baja a media Media Limitado amedio  metaboldmicos

(no dirigidos)

Cuantificacién
QqQ ESI Baja Alta Muy amplio de moléculas a
nivel trazas

TOF-TOF MALDI Media Media Limitado Proteomica,
peptidémica
Estudios
QTOF ESI & MALDI Media Media Medio metabolémicos
(no dirigidos)

Estudios
LTQ-Orbitrap ESI & MALDI Media a alta Media Limitado amedio  metabolémicos
(no dirigidos)

Composicién
molecular
basada en masa
exacta

FT-ICR ESI & MALDI Muy alta Media Muy limitado
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3.2. Validacién de métodos analiticos.

La validacion de métodos analiticos es un proceso sistematico que se utiliza para
confirmar que un método analitico es adecuado para su uso previsto. Este proceso
incluye la evaluacion de una serie de pardmetros como son la selectividad, precision,
exactitud, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion o determinacion,

robustez, e incertidumbre del método analitico, entre otros.

El término selectividad es actualmente preferido por la IUPAC £ frente al término
especificidad. Se refiere a la capacidad del método analitico para cuantificar un
analito en presencia de otros analitos, matrices, o potenciales interferentes. La
interferencia con la matriz suele solventarse mediante el uso de diferentes técnicas de
extraccion (extraccion en fase solida, por ejemplo), y cromatografia. En este Gltimo
caso, para evaluar la selectividad, se suele emplear el término de Resolucion, Rs. Esta
se determina teniendo en cuenta tanto los tiempos de retencion del analito de interés
y el tiempo de retencion del pico mas cercano (t; y t2), como las anchuras de ambos

picos cromatograficos (W1 y W,), de acuerdo a la siguiente formula,

(t; — t1)

R.=2x-2_ %
ST 2w,

De acuerdo con la AOAC %, una resolucién cromatogréafica de 1,5 sera suficiente,

considerando el método analitico como selectivo.

La precision, que se define como el grado de concordancia entre los resultados
obtenidos de una serie de mediciones repetidas del analito de interés bajo ciertas

condiciones, suele englobar tres conceptos:
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1. La precision en condiciones de repetibilidad, RSDr, se obtiene mediante
medidas repetidas del mismo analito llevadas a cabo por el mismo laboratorio,
analista, equipo, reactivos, etc., en un periodo corto de tiempo.

2. Laprecision en condiciones de reproducibilidad, RSDg, se refiere a las medidas
repetidas sobre el mismo analito por diferentes laboratorios, equipos, analistas,
dias, etc. Representa el valor maximo esperado de precision del método en
cuestion.

3. Y la precision intermedia, es la medida repetida del analito por el mismo

laboratorio, pero en diferentes, dias, reactivos, analistas, instrumentos, etc.

El célculo de este parametro, segun la AOAC %, tiene cuenta tanto la desviacion

estandar como la media aritmética de estas medidas repetidas, segun la expresion,

S
RSD% = ;xlOO

La exactitud, se refiere a la proximidad del valor obtenido por el método con respecto
a un valor “verdadero” o aceptado. Se suele determinar mediante la “Recuperacion”,
que es la fraccion o porcentaje de analito recuperado al final del proceso de extraccion
del método. De acuerdo con la AOAC, esta prueba de recuperacion se deberia hacer
sobre materiales de referencia certificados (CRFs), comercializados por laboratorios
metroldgicos, que contienen al analito de interés a una concentracion certificada. En
caso de no haber disponibilidad de estos CRFs, se pueden utilizar blancos de matriz,
a los que se introduce el analito a una concentracion conocida. Este valor de

recuperacion se obtiene de acuerdo a la expresion,

58



INTRODUCCION
]

RY% _ X 100
O—YX

v

donde X;, es el valor de concentracion obtenida con el método, y X,, es el valor de

concentracion “verdadero” o certificado.

La linealidad, mide el grado de ajuste de una curva o recta de regresion obtenida
mediante diferentes concentraciones de un estandar o patrén analitico del analito de
interés. Tiene en cuenta, no solo el coeficiente de correlacion R? entre las sefiales
analiticas y las concentraciones, sino también otras pruebas estadisticas que miden la

bondad del ajuste de calibracion o regresion %,

El limite de deteccion y cuantificacién de un método de analisis se pueden definir

como la cantidad o concentracion mas pequefias que se pueden detectar o cuantificar,
respectivamente, con una confiabilidad aceptable % Estos limites se suelen
determinar estudiando la variabilidad de un blanco. Asi, el limite deteccion es el valor
del blanco mas tres veces la desviacion estandar del blanco (xp + 3sdp), mientras que
el limite de cuantificacion es el valor del blanco mas diez veces la desviacion estandar
del blanco (xp + 10sdy).

La robustez de un método analitico se evalia mediante un experimento especifico en
el que se introducen pequefias variaciones de un minimo de 7 factores del método
analitico completo (por ejemplo, volumen de extraccién, temperatura incubacion,
etc.), y se mide en qué grado afectan estas variaciones a la desviacién estandar. Uno
de los métodos méas usados para evaluar la robustez de un método analitico es el

método de Youden 2,

Finalmente, la incertidumbre de medida, cuya definiciébn metrolégica 2% es “el

parametro asociado con el resultado de una medicion que caracteriza la dispersion
de valores que podrian atribuirse razonablemente al mensurando”. Se trata de un

error “global” del método analitico, que deberia ser afiadido en cada informe de
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resultados de todo laboratorio acreditado bajo ciertas normas de calidad. Tiene en
cuenta las incertidumbres (o errores) parciales debidas a multiples fuentes de error
durante todo el proceso analitico, ya sean la incertidumbre debida al uso de balanzas,
dispositivos de medidas volumétricas, etc., y la suma de todas estas, da como

resultado la llamada incertidumbre expandida.

Existen varias normas y guias de calidad que establecen los requisitos y
procedimientos para la validacion de métodos de analisis. A continuacion, se

mencionan algunas de las mas importantes:

1. La "Guia de Validacion de Métodos Analiticos" de la IUPAC 8 (Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada, por sus siglas en inglés) es un
conjunto de directrices establecidas por la ITUPAC para la validacion de
métodos analiticos utilizados en quimica y ciencias relacionadas. Esta guia
proporciona recomendaciones y pautas sobre los aspectos clave de la
validacion de métodos analiticos, incluyendo la seleccion de caracteristicas de
desempefio, la determinacion de la selectividad y especificidad del método, la
evaluacion de la exactitud, precision, linealidad, limites de deteccién vy
cuantificacion, asi como la estimacion de la incertidumbre de los resultados
analiticos.

2. AOAC INTERNATIONAL Guidelines for Single Laboratory Validation of

Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals 1% Esta guia

publicada por la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, por sus
siglas en inglés) establece los requisitos y procedimientos para la validacion de
métodos de analisis utilizados en la industria de los suplementos dietéticos y

productos botanicos.
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3. Norma ISO 17025 %%2: Esta norma internacional establece los requisitos
generales para la competencia técnica de los laboratorios de ensayo y
calibracion. La validacion de métodos de analisis es uno de los requisitos clave

de la norma ISO 17025.
4. ICH Q2 (R1) Validacion de Métodos Analiticos 22: Esta guia publicada por el

Consejo Internacional de Armonizacion de Requisitos Técnicos para el

Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH, por sus siglas
en inglés) establece los requisitos y procedimientos para la validacion de
métodos de analisis utilizados en el desarrollo y fabricacion de productos

farmacéuticos.

En general, estas normas y guias de calidad establecen requisitos y procedimientos
especificos para la validacion de métodos de analisis en diferentes sectores, y son
utiles para garantizar que los resultados obtenidos sean precisos, confiables y

reproducibles.

3.3. Ensayos para la determinacion de la actividad biologica en algas
y en extractos de algas

En las Ultimas décadas se han ensayado una amplia variedad de actividades bioldgicas
en algas (Tabla 3). Las que se han desarrollado en el marco de esta tesis doctoral son

las actividades antioxidantes y las de modulacion de la Sirtuina 1.

3.3.1 Ensayos de actividad Antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, en inglés, reactive oxygen species) como el
anion superdxido (O2~), hidroxilo ("OH), peroxilo (ROO"), radicales alcoxilo (RO") y

peroxido de hidrégeno (H20,), producidas por luz ultravioleta, radiaciones ionizantes,
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procesos metabdlicos, etc., pueden atacar macromoléculas biologicas in vivo, lo que
puede dar lugar a dafios en proteinas, lipidos y ADN, envejecimiento celular y
enfermedades originadas por estrés oxidativo 4. Un antioxidante puede ser definido
como "cualquier sustancia que cuando esta presente en concentraciones relativamente
bajas, en comparacion con las del sustrato oxidable, retrasa o inhibe

significativamente la oxidacion de ese sustrato” 1>,

En términos generales, y de acuerdo con las reacciones quimicas involucradas, los

ensayos de actividad antioxidante se pueden clasificar en 3 grandes grupos:

1. Ensayos “HAT” (“hydrogen atom transfer ”), de transferencia de protones.
Miden la habilidad de una sustancia antioxidante de eliminar radicales libres
donando un atomo de hidrégeno. Los HAT se producen de acuerdo a la

siguiente reaccion,

ROO-+ AH/, & ROOH + 4/, 0.

donde el &tomo de hidrogeno (H) de un grupo fenol (ArOH) es transferido a un
radical peroxilo, neutralizandolo. Ejemplos de ensayos HAT son a) el ensayo
de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC); b) el ensayo de captura de
radicales peroxilo (TRAP); c) el ensayo de capacidad de captacién de
oxiradicales (TOSC); d) el ensayo del &cido tiobarbitlrico (TBA). £

2. Ensayos “SET” (“single electron transfer’), de transferencia de un electron,
también llamados de transferencia electronica (ET, “electronic transfer”).
Detectan la habilidad de un antioxidante de transferir un electrén para reducir
iones metalicos, grupos carbonilo y radicales libres. Estos ensayos siguen las

siguientes reacciones,
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. AH _ L AH*
ROO + 48/ y oy © ROO™ + 417/ 4oy

A+ .
AHT) rop+ + Ha0 © 4/ 4 0.+ Hi0*
ROO~ + H,0* < ROOH + H,0

Ejemplos de estos ensayos son a) el ensayo del poder reductor / antioxidante
férrico (FRAP); b) el ensayo del poder reductor / antioxidante cuprico
(CUPRAC).

. Ensayos mixtos “HAT/SET”, estan basados en la eliminacion de un croméforo
estable (como el ABTS o DPPH), donde los mecanismos HAT, SET y de
transferencia de electrones acoplados a protones (PCET, “proton-coupled
electron transfer”), dependen de condiciones de reaccion como el pH o el tipo
de disolvente en que se desarrollan. Estos ensayos mixtos incluyen a) el ensayo
de la capacidad antioxidante equivalente de ABTS/Trolox (TEAC, “trolox
equivalent antioxidant capacity”); b) el ensayo de neutralizacion del radical
DPPH,; c) el ensayo de neutralizacion del radical DMPD. Los 2 primeros, son
los ensayos empleados para medir actividades antioxidantes de algas y

extractos de algas en esta tesis doctoral.

3.1. Ensayo ABTS / TEAC.

El ensayo TEAC fue desarrollado por primera vez por Miller y colaboradores
7 Mide la capacidad de las sustancias antioxidantes para neutralizar el cation

radical estable ABTS™" (Acido 2,2-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—

sulfénico), un cromoforo de color verde cuya absorbancia maxima se produce
a 734 nm. El grado de decoloracion de este cation radical, que se produce en

presencia de persulfato de potasio, y es medido también a 734 nm, depende de
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la duracion de la reaccidn, de la actividad antioxidante intrinseca, y de la

concentracion de la muestra (Figura 11).

l'nlmlsinm . Antioxidant -
persulphate 2 =7 3 Material e . ol

ABTS ABTS ABTS

TP exteact in THF

Colar Degradation

Figura 11. Representacion esquematica del metodo de captacion de radicales
ABTS. 18

3.2. Ensayo DPPH.

El ensayo DPPH fue desarrollado por Marsden S. Blois en 1958 122, Mas tarde,
fue ligeramente modificado por numerosos investigadores. Es uno de los
ensayos de antioxidantes mas utilizados para muestras de plantas y alimentos.
Se basa en la donacion de electrones por parte de sustancias antioxidantes
presentes en la muestra, para neutralizar al radical DPPH (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo). La reaccion de neutralizacion viene acompafiada por cambios
en la coloracion (de purpura a amarillo palido o transparente), leidos a 517 nm.,
mediante un espectrofotometro visible o un espectrémetro de resonancia

paramagnética electronica (Figura 12).
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Q NO, Q NO;
5 SRPRNC & VPR

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

‘ - (H  represents antioxidant

Figura 12. Mecanismo de reaccion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) con
antioxidante. R: H = eliminador de radicales antioxidantes; R = radical
antioxidante 182,

3.3.2. Ensayos de activacion / inhibicion de la Sirtuina 1

Las sirtuinas comprenden una familia de proteinas altamente conservadas y que se
encuentran en practicamente todas las especies de mamiferos y bacterias. En
mamiferos han sido identificadas hasta 7 tipos (Sirtuina 1 — Sirtuina 7). En un
principio se las incluyd en el grupo de las histonas (proteinas unidas al ADN)
desacetilasas de clase 11l dependientes de NAD" (eliminan un grupo acetilo de un
residuo del aminoacido lisina), pero actualmente se sabe que algunas sirtuinas
presentan actividades de desacetilacion de otras proteinas no histonas importantes,
ademas de poseer otras actividades mas alla de la desacetilacion (ADP-ribosil
transferasa). Sin embargo, la mas caracterizada y relacionada con procesos tales como
el control metabolico, la apoptosis, la supervivencia y envejecimiento celulares, etc.,

es la actividad de desacetilacion de histonas. Esta reaccion se esquematiza en la
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Figura 13, y consiste en la transferencia de un grupo acetilo de una proteina (histona,
en este caso), en presencia del cofactor NAD™, para dar lugar a Nicotinamida 'y 2"-O-
acetil-ADP-ribosa, asi como la proteina inicial desacetilada. Actian como sensores
del estado energeético y rédox celulares, asi como regulan la actividad de enzimas

clave y la transcripcién de genes en el metabolismo.

2'-O-acetyl-ADP-ribose

+
NAD™* Nicotinamide
> SIRT1 <
o O
Acetylated Deacetylated
protein substrate protein substrate

Figura 13. Reaccion de desacetilacion de la SIRT1 dependiente de NAD*, 162

Las sirtuinas también han sido ampliamente estudiadas como potenciales agentes
antienvejecimiento y como moléculas intimamente involucradas en diversas
patologias en humanos tales como, diabetes, cancer, enfermedades inflamatorias y
neurodegenerativas 2. Su localizacion subcelular es la siguiente (Figura 14): la
SIRT1 esté localizada en nucleo y citosol; SIRT2, en el citosol; la SIRT3, SIRT4, y
SIRTS5, son proteinas mitocondriales, pero la SIRT3 puede hallarse también en nucleo
y citosol, debido a ciertos eventos celulares; la SIRT6 en el ncleo y la SIRT7 en el

nucléolo. 2
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Figura 14. Localizacién subcelular de las Sirtuinas. &

En general, los ensayos para medir actividades enzimaticas se basan en la deteccion
del consumo de sustratos o en la formacién de productos. En el caso de las sirtuinas,
se han desarrollado muchos ensayos para llevar a cabo el seguimiento, directa o
indirectamente, del consumo de péptidos acetilados, de la formacion de péptidos
desacetilados, la liberacion de nicotinamida, etc. Estos ensayos se pueden clasificar

en 2 categorias generales %

1. Ensayos sin marcaje (“label-free”), en los que se determinan tanto substrato

como producto. Entre estos caben destacar los ensayos basados en

espectrometria de masas, y los basados en HPLC. En efecto, mediante métodos
adecuados de separacion cromatografica, se puede llevar a cabo el seguimiento
de la reaccion enzimatica, cuantificando tanto el sustrato acetilado, como el

producto desacetilado; y mediante la espectrometria de masas, tener
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identificados cada uno de los picos correspondientes por medio de su masa,
ademas del tiempo de retencion.
2. Ensayos marcados (“labeled”), en los que se determinan Unicamente la
formacién de productos. Entre estos, destacan:

a. Ensayos con marcaje con radiois6topos. Estos son los primeros ensayos

que se utilizaron para medir la actividad de sirtuinas. Se trata de ensayos
altamente sensibles con bajos limites de deteccidn, en los que se suelen
emplear péptidos acetilados de histonas marcados con *H, péptidos
acetilados de la proteina p53 marcados con **C, NAD* marcada con 2P,
etc. A pesar de tratarse de ensayos muy sensibles, estos han dejado de
utilizarse en gran medida, dado su elevado coste y peligros para la salud
humana por la manipulacion de sustancias radioactivas.

b. Ensayos con marcaje fluorescente. Estos son los méas ampliamente

usados por su rapidez, sencillez, y por ser facilmente miniaturizados y
automatizados para el screening de alto rendimiento (=High throughput).
La mayoria de estos ensayos se basan en la deteccidn de la formacién de
péptidos desacetilados o en la formacidn de nicotinamida. Uno de los
mas empleados es el llamado Fluor-de-Lys™. Este se desarrolla en dos
pasos, y mide la desacetilaciéon de un péptido de acetil-lisina conjugado
con aminometilcumarina (AMC). Este ensayo aprovecha la propiedad de
que mientras que la AMC libre emite fluorescencia, su conjugado
peptidico no lo hace. Por lo tanto, después del paso de desacetilacion, se
agrega tripsina para escindir y liberar moléculas de AMC libres de
péptidos desacetilados. (Figura 15).

c. Otros ensayos: Elisa, Western — blot (electroforesis).
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Dada la relevancia que presentan las sirtuinas desde el punto de vista de la salud
humana, es l6gico encontrar cada vez més estudios de screening de moléculas de
origen tanto natural como artificial, que sean capaces de regular o modular la
actividad de estas. Asi, varias moléculas, incluidas compuestos fitoquimicos de origen
natural, pueden modular la actividad de la SIRT1 %, Numerosos estudios han
proporcionado evidencia de los efectos protectores de sustancias polifendlicas
naturales como el resveratrol, quercetina, curcumina y fisetina, y de sustancias
naturales no polifendlicas como la berberina . Asimismo, existen también
evidencias cientificas, aunque aln escasas, de que otros grupos de moléculas que son
especificas de algas, como polisacaridos sulfatados (fucoidano), esteroles
(fucosterol), pigmentos (fucoxantina), también tienen la capacidad de modular la

SIRT1 de forma significativa, 20167168

En el Capitulo 3 de esta memoria de tesis, se muestra un estudio llevado a cabo de
evaluacion de actividades biologicas en una amplia variedad de especies de algas

tanto comerciales como salvajes.
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Figura 15. Esquema de la reaccion en el ensayo fluorescente de activacion de la
SIRT1 (Fluor de Lys) 1%,

A continuacién, se presenta una revision bibliografica sobre técnicas analiticas para

el Evaluacidn de compuestos bioactivos en algas y ensayos de actividad bioldgica en
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3.4. Revision bibliogréafica sobre técnicas analiticas para la
caracterizacion de compuestos bioactivos en algas y ensayos de
actividad biologica en algas.

En la Tabla 6 se enumeran las referencias bibliograficas mas actuales encontradas,
sobre técnicas de caracterizacion de compuestos bioactivos y sobre ensayos de
actividad biologica en algas. En general, las técnicas analiticas mas comunes
empleadas incluyen la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la
cromatografia de gases (GC), y la deteccion con espectroscopia de diodos array o
Ultravioleta-Visible en combinacidn con la espectrometria de masas (MS). En menor
medida, algunos autores han empleado la cromatografia de fluidos supercriticos para
la cuantificacion de carotenoides 1% asi como técnicas espectroscopicas, como la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), la espectroscopia infrarroja

(IR), y la Raman.

La RMN es una de las técnicas mas potentes actualmente para la elucidacién
estructural de moléculas, aunque también puede ser Gtil como técnica cuantitativa. Se
basa en la capacidad que tienen ciertos nucleos (nimero impar de electrones y/o de
neutrones), para absorber energia en el rango de las radiofrecuencias al ser sometidos
a un campo magnético 2. En ciencias de la alimentacion, esta técnica ha sido usada
para el analisis de una gran diversidad de moléculas, desde lipidos 12, aminoacidos
12 polifenoles 1, terpenos 2, etc. A pesar de tratarse de una técnica con multiples
ventajas, como el hecho de no ser destructiva para la muestra, no invasiva, o el
minimo tratamiento de muestra requerido, su uso adn es limitado debido
principalmente al elevado costo del equipamiento, menor sensibilidad comparada con
otras técnicas (espectrometria de masas), y la falta de personal cualificado. Aun asi,

en algas se han encontrado algunos trabajos donde emplean la RMN tanto en estado
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liquido como solido para la determinacion estructural y / o cuantificacion de

lipoproteinas, lipidos £22, de diversos metabolitos L etc.

La IR es una técnica espectroscopica bien establecida en el campo del analisis de
alimentos, donde las moléculas absorben radiacion en el rango del infrarrojo cercano
(NIR-near infrared, 750 — 2500 nm), y del infrarrojo medio (MIR-middle infrared,
4000 — 400 cm™). Se trata, al igual que la RMN, de una técnica no invasiva ni
destructiva de muestra, no requiere apenas tratamiento de muestra, es rapida, el
equipamiento es relativamente barato, es sensible, y se puede aplicar a una gran
variedad de muestras, desde liquidas, solidas, gaseosas, etc. Como desventajas, se
encuentran la dificultad para interpretar espectros de mezclas complejas, o el tratarse
de una técnica mas apropiada para macroconstituyentes (concentraciones superiores
al 0.5%), ya que, por debajo de estos niveles, es dificil distinguir el pico del analito
de interés, del resto de picos espectrales. En algas, esta técnica ha sido usada
principalmente para analizar lipidos o triglicéridos £, o diversos metabolitos en

analisis no dirigidos £,

La espectroscopia Raman es una técnica de alta resolucion para el analisis quimico y
estructural de casi cualquier tipo de material organico e inorgéanico. Se basa en la
dispersion Raman, que es la porcién de luz dispersada por una muestra, al ser incidida
con un haz de luz monocromatica. La mayor parte de la luz dispersada por la muestra
tendra la misma energia que la luz incidente, pero una pequefia fraccion de esta, tendra
una frecuencia distinta, y esta es la dispersion Raman, que ofrece informacion
estructural de la muestra. En analisis de alimentos, esta técnica ofrece ventajas tales
como el no ser invasiva ni destructiva de la muestra, minima o nula preparacion de
muestra. Sin embargo, presenta baja reproducibilidad, equipamiento caro,

interferencias con muestras que presentan fluorescencia innata °. En analisis de
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algas, esta técnica ha sido empleada en estudios de carotenoides £, otros pigmentos

139y lipidémicos 142,

Ademas de la identificacion de compuestos bioactivos, es importante evaluar la
actividad biologica de los compuestos. Los ensayos de actividad bioldgica en algas
pueden ayudar a evaluar la capacidad de los compuestos bioactivos para ejercer un
efecto bioldgico especifico y asi seleccionar los compuestos mas prometedores para

su posterior desarrollo.

Los ensayos antioxidantes son particularmente importantes en el estudio de las algas,
ya que muchos compuestos bioactivos presentes en las algas tienen propiedades
antioxidantes. Los ensayos antioxidantes pueden evaluar la capacidad de los
compuestos bioactivos para proteger las células contra los radicales libres y prevenir
el dafio oxidativo en el cuerpo. Estos ensayos se realizan comunmente utilizando
métodos como la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) 1%, o la

capacidad de eliminacion de radicales de acido 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH),
la capacidad de neutralizar el cation radical estable ABTS™", y el ensayo del poder

reductor / antioxidante férrico (FRAP) 12,

Los ensayos antitumorales tambien son importantes, ya que algunos compuestos
bioactivos presentes en las algas han demostrado tener actividad antitumoral. Los
ensayos de actividad biolégica pueden evaluar la capacidad de los compuestos para
inhibir el crecimiento y la proliferacion de células tumorales. Estos ensayos se
realizan comunmente utilizando métodos como la prueba de MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 1.

Aunque hay numerosos estudios, sobre todo en los ultimos afios, sobre el uso de

determinadas metodologias analiticas para la separacion, caracterizacion y / o
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cuantificacién de diversos compuestos bioactivos en algas, la gran mayoria de estos,
usan métodos no validados en algas o productos enriquecidos con algas, lo que puede
dar lugar a resultados cuestionables 8% En la tabla 6 se enumeran algunos de los
trabajos encontrados en la literatura, donde se validan parcial o totalmente los

métodos analiticos empleados.

El Capitulo 1 de esta memoria de tesis, incluye una publicacion sobre la optimizacion
y validacion de un método analitico de aminoacidos y derivados de acidos sulfonicos
en algas, donde se determinan los principales pardmetros de validacion analitica.
Asimismo, el Capitulo 2 presenta una publicacion donde se ha llevado a cabo un
Evaluacion de compuestos bioactivos (19 aminoacidos y Taurina, Homotaurina y
Hipotaurina) en 26 especies diferentes de algas y se ha validado el método de
cuantificacion en nuevas matrices, concretamente en 2 tipos de alimentos

enriquecidos con algas.
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Tabla 6. Listado de métodos analiticos para la evaluacion del contenido en compuestos bioactivos y de la actividad biol6gica de extractos de algas.

Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia Validado
Técnicas analiticas de caracterizacion de compuestos bioactivos
Cromatografia liquida
(LC/ HPLC)
Fase normal ELSD (light scattering) Lipidos y acidos grasos 181 -
libres

ELSD (light scattering) Lipidos 182 -
DAD (diodos array), Pigmentos 183 -

Fluorescencia
Fase reversa U-Vis Pigmentos 184 -
DAD, Masas Polifenoles 185 +
UV-Vis Polifenoles 186 -
DAD Polifenoles 187 +
Masas, DAD Polifenoles 188 -
ELSD Azlcares 189 -
Masas Azlcares 190 -
RID (indice de refraccion) Az(cares 191 -
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Tabla 6 (Continuacion). Listado de métodos analiticos de compuestos bioactivos y ensayos de actividad bioldgica en algas.

Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia Validado

Técnicas analiticas de caracterizacion de compuestos bioactivos

Cromatografia liquida

(LC/ HPLC)
Fase reversa RID Azlcares 192 -
DAD Florotaninos 193 -
Masas Florotaninos 194 -
DAD, Masas Florotaninos 195 -
Masas Florotaninos 196 -
Masas Peptidos 197 -
Masas Peptidos 198 -
DAD Aminoacidos 199 -
UV-Vis Aminoacidos 200 -
DAD Aminoacidos 201 +
UV-Vis Aminoacidos 202 +
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Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia Validado
Técnicas analiticas de caracterizacion de compuestos bioactivos
Cromatografia liquida
(LC/ HPLC)
Fase reversa DAD Carotenoides 203 -
DAD-Masas Carotenoides 204 -
UV-Vis Carotenoides 205 -
DAD-Masas Carotenoides 206 +
Cromatografia de gases
(GC) Masas Lipidos 207 -
FID (ionizacién de llama) Lipidos 208 -
Masas Lipidos 209 +
FID Lipidos 210 +
Masas Esteres, Alcoholes, 211 -
~ acidos grasos
Masas Acidos grasos, esteroles, 212 -

triterpenos
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Tabla 6 (Continuacion). Listado de métodos analiticos de compuestos bioactivos y ensayos de actividad bioldgica en algas.

Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia Validado

Técnicas analiticas de caracterizacion de compuestos bioactivos

Cromatografia de fluidos
supercriticos

(SFC)
DAD Carotenoides 213 +
Espectroscopia de
Resonancia magnética
nuclear (RMN) Protén (*H)
Metabolomica (diversos 128 -
metabolitos)
Especies de Arsénico 129 -
Lipoproteinas, lipidos 130 -
Carbono
(13c)
Diversos metabolitos 131 -
Estado
solido
Lipidos 132 -
Espectrocopia infraroja
Triglicéridos 133 -
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Método analitico / Ensayo

Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia

Validado

Espectrocopia infrarroja

Espectroscopia Raman

Enzimatico

Técnicas analiticas de caracterizacion de compuestos bioactivos

Diversos metabolitos

Diversos metabolitos

Lipidos neutros

Carotenoides
Pigmentos, lipidos

Pigmentos, lipidos

Lipidémica
Ensayos de actividad bioldgica

Inhibicién de la enzima
a-amilasa

136
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w
~
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w
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Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad

Rereferencia

Validado

Ensayos de actividad biol6gica

Microbiolégico Ac. Antibacteriana

Cultivos celulares Efecto
inmunomodulatorio

ABTS Antioxidante
ORAC, FRAP Antioxidante
ABTS, DPPH, FRAP Antioxidante
ABTS, DPPH, FRAP Antioxidante
ABTS, DPPH, FRAP Antioxidante
CUPRAC, ABTS Antioxidante
Quimico ACE (inhibicion de la

enzima convertidora de
angiotensina)
Quimico ACE
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Tabla 6 (Continuacion). Listado de métodos analiticos de compuestos bioactivos y ensayos de actividad bioldgica en algas.

Método analitico / Ensayo Categoria Detector/es Compuestos / Actividad Rereferencia Validado

Ensayos de actividad biol6gica

Fluorimetria Sirtuina 1 49 -
Western-blot Sirtuina 1 50 -
Fluorimetria Sirtuina 6 222 -
Fluorimetria Sirtuina 1 223 -
RT-PCR, Western-blot Sirtuina 3 224 -
Fluorimetria Sirtuina 1 225 -
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