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Resumen

Las algas son los principales productores primarios del medio marino y
constituyen la base de las redes tréficas marinas. En el contexto del Proyecto
MACBIOBLUE (MAC/1.1b/086), y con el fin de determinar el potencial de las
macroalgas de arribazén de Canarias en nutricion animal y humana, asi como de evaluar
su papel en la ecologia trofica se realizé la caracterizacion lipidica de 12 especies de
macroalgas procedentes de arribazén en Gran Canaria. El presente estudio proporciona
una amplia informacion de los perfiles lipidicos de estas algas, donde el contenido lipidico
oscilé en un rango de 0,27- 3,17%. Entre los perfiles de clases lipidicas se detectaron
compuestos biolégicamente interesantes como mono y digalactosildiacilgliceroles,
fitoesteroles, diferentes fosfolipidos y una gran acumulacion de pigmentos. Asimismo,
dentro de los perfiles de &cidos grasos se detectaron biomarcadores interesantes y
contenidos variables de PUFA y LC-PUFA. Los resultados permiten catalogar a algunas
de estas algas como especies de especial interés para su explotacion en nutricion y

estudios de ecologia trofica.

Palabras clave: &cidos grasos, arribazon, clases lipidicas, ecologia trofica,

macroalgas, nutricion

Abstract

Algae are the main primary producers in the marine ecosystems, constructing the basis
of marine food webs. 12 species of macroalgal wracks from Gran Canaria were analyzed
in the context of the MACBIOBLUE Project (MAC / 1.1b / 086). Lipid analysis of
macroalgae was performed in order to determine the potential of the Canary Island
macroalgal wracks in animal and human nutrition, as well as to evaluate their role in
trophic ecology. The present study provides extensive information on their lipid profiles
where lipid contents ranged from 0.27% to 3.17%. Among the lipid class profiles,
biologically interesting compounds such as mono and digalactosyldiacylglycerols,
phytosterols, different phospholipids and a large accumulation of pigments were detected.
Likewise, within the fatty acid profiles, interesting biomarkers and variable PUFA and
LC-PUFA contents were found. Results obtained allow to define some of these seaweeds

as species of special interest for their exploitation in nutrition and trophic ecology studies.

Keywords: fatty acids, macroalgal wracks, lipid classes, trophic ecology,

macroalgae, nutrition
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1. Introduccion

1.1. Macroalgas de arribazén. Importancia y aplicaciones.

Los arribazones de macroalgas son un fenémeno natural principalmente
desencadenado por temporales y fuertes oleajes en las zonas costeras. Sin embargo, los
depositos de algas en el litoral influyen negativamente en los usuarios que visitan las
playas destinadas principalmente para el bafio. Por ende, su retirada se hace inevitable,
causando un problema de gestién de residuos, con un coste econémico asociado y
aumentando la sobreutilizacién de los vertederos. Por ello, se requiere la blsqueda de

alternativas para el aprovechamiento de este recurso natural (Hahnefeld, 2008).

Una posible via alternativa para gestionar estos “residuos”, esta basada en la
utilizacion de las algas como fuente sostenible de alimento. Durante siglos, especialmente
en paises asiaticos, las algas han sido una parte integral de la dieta de los humanos ya que
suponen un gran aporte de nutrientes tales como proteinas, minerales, vitaminas,
polisacéridos y acidos grasos esenciales (Mouritsen, 2013). Ademas, son una fuente de
fibras solubles capaces de prevenir el estreflimiento, la obesidad, las enfermedades
cardiovasculares, e incluso el cancer de colon (Nunes et al., 2017). En general, se ha
demostrado que las algas marinas poseen moléculas bioactivas capaces de modular
algunas enfermedades crénicas. Asimismo, aportan diversos beneficios a la salud humana
entre los que destacan propiedades antioxidantes, antimetastasicas, antiinflamatorias,

antitrombdéticas, antidepresivas o neuroprotectoras, entre otras (Haroun et al., 2019).

Recientemente, también se contempla la utilizacion de macroalgas como ingredientes
en alimentacién acuicola. Se ha demostrado que la inclusién de porcentajes bajos (<10%)
de macroalgas en la dieta tiene un efecto positivo en la eficiencia de la utilizacion del
alimento y en el rendimiento del crecimiento, asi como en la actividad fisiologica, la
resistencia a enfermedades y la respuesta al estrés en peces (Vizcaino et al., 2015). De
esta forma, sustituir parte de un pienso comercial tradicional por una porcion similar de
macroalgas podria permitir el desarrollo normal de los peces, ademas de obtener efectos
fisiolégicos beneficiosos para la salud de estos, y a su vez, contribuir a la reduccion en el

uso de harinas y aceites procedentes del pescado (Cruz-Suérez et al., 2009).

Por otra parte, esta biomasa algal podria emplearse en el desarrollo de fertilizantes
ecoldgicos (lllera-Vives et al.,, 2013). Las algas también se han empleado

tradicionalmente para la explotacion y obtencién de compuestos ficocoloides como
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alginato, agar-agar y carragenanos (APROMAR, 2020; Dellatorre et al., 2020). Otra de
las aplicaciones mas innovadoras es la utilizacion de la biomasa de macroalgas como
recurso en la produccién de biocombustibles, como el biofuel, que sustituyan a los de
origen fosil (Gosch et al., 2012). Todo ello convierte a las macroalgas en un recurso
valioso para el estudio y el desarrollo de actividades relacionadas con el sector de la

biotecnologia azul (Haroun et al., 2019).

1.2. Situacion actual de la acuicultura.

Se estima que en 2050 la poblaciéon mundial alcanzara los 9.700 millones de
habitantes (United Nations, 2019). Por ello, la Unién Europea esté& apostando por buscar
fuentes que proporcionen a la poblacién alimentos nutritivos, seguros y asequibles. En
2018 la UE cosechd 1.365.112 toneladas de productos de acuicultura, siendo Espafia el
Estado miembro de la UE con una mayor cosecha de acuicultura. La creciente demanda
global por los productos acuéticos ha permitido que la acuicultura alcance mayor
relevancia en las Ultimas décadas. Sin embargo, en la actualidad, el mundo se encuentra
en un momento critico debido a la pandemia por la COVID-19. La pandemia ha afectado
también a la actividad econémica y al crecimiento que la acuicultura venia teniendo en
los Gltimos afios. Entre los efectos méas directos destaca la reduccion de ingresos por
menores ventas y el incremento de los costes operativos debido a las restricciones
laborales (APROMAR, 2020).

Ante el estancamiento de la pesca extractiva, la acuicultura es el sector con mayor
capacidad para mantener la proporcion de productos acuicolas en la dieta mundial, por lo
que resulta de vital importancia garantizar su sostenibilidad para asegurar su crecimiento
y expansién en el futuro (APROMAR, 2020). Sin embargo, tradicionalmente el sector de
la acuicultura de animales carnivoros, ha dependido en exceso de productos pesqueros,
de forma que hasta el 71% y 73% de aceite y harina de pescado, respectivamente, que se
obtiene de las capturas se utilizan en la actividad acuicola (Shepherd & Jackson., 2013).
Ademaés, la intensificacion y especializacion de la produccion acuicola aumenta la
demanda de estos subproductos de pescado. Consecuentemente, disminuye la
sostenibilidad ambiental de la actividad, y se produce un continuo encarecimiento de los
ingredientes de los piensos, especialmente de las harinas de pescado, comprometiendo el
futuro desarrollo de la acuicultura. El crecimiento de la acuicultura implica, por tanto, la

blasqueda y el desarrollo de ingredientes alternativos sostenibles capaces de suplir los
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requerimientos nutricionales de los peces y, a su vez, de aportar alimentos de alta calidad
a los consumidores humanos (Tocher, 2015). En este contexto, el cultivo de macroalgas
se ha propuesto como una actividad rentable, especialmente para las comunidades
costeras. Esto es debido a su corto ciclo de produccion, que ademéas implica un bajo
requerimiento de capital y el uso de una tecnologia simple (Mahadevan, 2015). Las dos
principales especies producidas mediante acuicultura en el mundo en 2017 han sido las
algas laminaria japonesa o kombu (Saccharina japonica), con 11,2 millones de toneladas
y el alga eucheuma (géneros Eucheuma y Kappaphycus), con 8,6 millones de toneladas
producidos en paises asidticos fundamentalmente, en los que el cultivo de algas se ha
convertido en una industria importante a diferencia de los paises occidentales donde, hasta
el momento, no ha existido una gran presion por el desarrollo de técnicas de cultivo de
macroalgas (APROMAR 2020). Sin embargo, en Espafia diferentes empresas acuicolas
estdn comenzando a cultivar con éxito especies del género Laminaria y Gracilaria
destinadas a consumo humano directo (APROMAR, 2020).

1.3. Lipidos en macroalgas e importancia de los PUFA.

Generalmente, las macroalgas poseen un contenido lipidico significativamente bajo,
de entre el 1 y el 5% en peso seco, con respecto a las microalgas, que pueden llegar a
contener hasta un 60% de su peso seco, 0 el pescado azul (~20-50% en peso Seco)
(Miyashita et al., 2013). No obstante, su composicién lipidica presenta interés nutricional.
Asi, al ser un recurso natural con grandes poblaciones en las zonas costeras (Miyashita et

al., 2013), son una fuente potencial de lipidos (Schmid et al., 2018).

Las clases lipidicas predominantes en algas son los glicolipidos y los fosfolipidos.
Los organulos fotosintéticos de las algas se caracterizan por su abundancia en glicolipidos
entre los que se incluyen el monogalactosildiacilglicerol (MGDG), el
digalactosildiacilglicerol (DGDG) vy el sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG), cruciales
para mantener una eficiencia Optima en la fotosintesis. Ademas, estos compuestos
presentan propiedades antitumorales y antivirales, y son un gran potencial en el
tratamiento de algunos trastornos autoinmunes. Dentro de los principales fosfolipidos
destacan la fosfatidilcolina (FC), la fosfatidiletanolamina (FE) y el fosfatidilglicerol (FG).
Otro de los lipidos mas comunes en algas son los triacilgliceroles (TAG), un lipido de
almacenamiento (Nakamura & Li-Beisson, 2016). Ademas, las algas marinas también son

una fuente importante de pigmentos antioxidantes liposolubles, como la fucoxantina, y
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de fitoesteroles, un componente capaz de reducir el colesterol en sangre, asi como de

inhibir el desarrollo de cancer de colon (Tanna & Mishra, 2018).

Por otra parte, y a pesar, de su bajo contenido lipidico, las algas han despertado un
gran interés en los Gltimos afios por su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados
(PUFA). Los PUFA son aquellos &cidos grasos que presentan mas de un doble enlace en
su cadena hidrocarbonada. Se clasifican, segln la posicion del doble enlace mas cercano
al grupo metilo terminal, en serie n-3, n-6 0 n-9. Destacan por sus diversas funciones
esenciales en el metabolismo y fisiologia humana y animal, siendo especialmente
relevantes en la fisiologia y bioquimica de los animales acuaticos donde, debido a las
bajas temperaturas, los PUFA son particularmente abundantes. Asi, son suministro de
energia en forma de ATP, son precursores de determinados mediadores lipidicos y
reguladores de la expresidon génica (Zarate et al., 2017). También son componentes
estructurales de las membranas bioldgicas, al formar parte de los fosfolipidos presentes
en las membranas. Una mayor concentracion de PUFA en las membranas aporta fluidez
y permeabilidad, a la vez que facilita las interacciones celulares. Dentro de este grupo se
incluye el 18:2n-6 (acido linoleico; LA) y el 18:3n-3 (acido a-linolénico; ALA)
precursores de los denominados PUFA de cadena larga (LC-PUFA), catalogados como
esenciales, y que, tanto en humanos, como en otros organismos heterétrofos, deben
obtenerse a través de la dieta (Pereira et al. 2012; Rossoll et al., 2012). Los LC-PUFA son
los acidos grasos poliinsaturados que presentan 20 0 mas atomos de carbono e incluyen
el 20:4n-6 (acido araquidoénido; ARA), 20:5n-3 (4cido eicosapentaenoico; EPA) y 22:6n-
3 (&cido docosahexaenoico; DHA). Los LC-PUFA se sintetizan mediante varios procesos
de elongacion y desaturacion sobre los precursores de 18C. En humanos y en la mayoria
de los animales marinos, sin embargo, la capacidad de sintesis de LC-PUFA se considera
muy limitada, y deben adquirirse también mediante la dieta (Castro et al., 2016).

Las dietas occidentales actuales presentan un exceso de n-6 PUFA con respecto a los
n-3 PUFAs (ratio 20:1), debido fundamentalmente a un incremento en la ingesta de
aceites vegetales y productos derivados de estos aceites o de semillas de leguminosas
(Innes & Calder, 2018). Mientras que los n-6 PUFA dan lugar, principalmente, a
mediadores proinflamatorios derivados del ARA, los n-3 PUFA derivados de EPA
(eicosanoides) y DHA (docosanoides) dan lugar a moléculas antiinflamatorias o neutras
(Harwood et al., 2019). Ademas, las enzimas que participan en la sintesis de LC-PUFA

son las mismas para la serie n-3 o n-6, lo que hace que los precursores compitan entre si.
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Asi, un aumento de los precursores n-6 frente a n-3 promovera un aumento de los
derivados n-6, lo que fomenta el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, artritis o
demencia (Zarate et al., 2017). En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) recomienda una relacion de ingesta n-6/n-3 <10 (Sanchez-Machado et al., 2004).
Por sus altas proporciones de n-3 PUFA, las algas son interesantes propuestas para
consumo humano, asi como sustitutos de harinas y aceites de pescado en los piensos de

acuicultura e incluso como nutracéuticos (Gosch et al., 2012).

1.4 Importancia de las algas en ecologia tréfica.

Las algas desempefian un papel fundamental en los ecosistemas marinos. Ademas de
su actividad fotosintética, produciendo alimento, y de situarse en la base de la cadena
tréfica, son especies estructurantes, conformando ecosistemas propicios para la
supervivencia de diversas especies marinas (Mouritsen et al., 2013). Es las zonas méas
cercanas al sustrato, es donde los animales como los erizos, las estrellas y las esponjas
prosperan. Desde las primeras hojas de las algas marinas hasta la superficie del mar, se
pueden encontrar animales como los cangrejos agarrandose en busca de alimento. Los
cefalopodos, también pueden usar las algas marinas como camuflaje y muchos peces se
alimentan de ellas o nadan, habitan y se camuflan entre las algas. Todas estas especies
asociadas a las algas ocupan su propio nicho existiendo un delicado equilibrio en estos
ecosistemas.

En las Gltimas décadas, las emisiones de diéxido de carbono (CO2) han aumentado.
Este gas de efecto invernadero es absorbido por los océanos provocando cambios
quimicos severos que conllevan a su acidificacion. Aunque los efectos de la acidificacion
oceanica en la cadena tréfica no se han estudiado en profundidad aln, se estudian hoy en
dia sus impactos indirectos en las relaciones tréficas. La acidificacion oceénica altera la
composicion bioquimica de los productores primarios, como las algas, y, como
consecuencia, su calidad nutricional se ve afectada. Este hecho tiene, finalmente,

repercusion en los sucesivos consumidores de la cadena tréfica (Rossoll et al., 2012).

Los perfiles lipidicos de las macroalgas, incluyendo su composicidn de acidos grasos,
dependen también de estos factores ambientales, de las condiciones de crecimiento, las
variaciones estacionales y las etapas de desarrollo de las macroalgas (Harwood et al.,
2019). El aumento de las temperaturas como consecuencia del calentamiento global

influye sobre la composicion bioquimica de las algas. En el proceso de aclimatacion a
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unas temperaturas crecientes, las algas alteran sus proporciones de acidos grasos,
disminuyendo el contenido de LC-PUFA en las membranas y aumentando la proporcion
de &cidos grasos saturados con el fin de adaptar las propiedades fisico-quimicas en sus
membranas. Una menor produccion por parte de las algas y, como consecuencia, una
menor biodisponibilidad de LC-PUFA, implica graves consecuencias ecolégicas como la
disminucion en la tasa de crecimiento, la competencia por los recursos o impactos en la

reproduccion de los organismos de los distintos niveles tréficos (Colombo et al., 2019).

Por otra parte, la biomasa de las macroalgas esta influenciada por la presion de los
herbivoros marinos. Los cambios de la temperatura de los océanos afectan también a la
abundancia y el equilibrio de los ecosistemas. Una mayor abundancia de herbivoros
supone una reduccién de las poblaciones de productores primarios. Incluso se ha descrito
que, como consecuencia del cambio climatico, puede cambiar el tejido estructural de las

algas, aumentando su susceptibilidad frente a los herbivoros (Rodriguez et al., 2018).

1.5 Macroalgas seleccionadas para el estudio.

Tabla 1. Relacion de macroalgas seleccionadas para el estudio.

Filo Clase Familia Especie
Chi bt Ulvooh Dasycladaceae Cymopolia barbata
orophyta vophyceae Anadyomenaceae Anadyomene stellata
Stypocaulaceae Stypocaulon sp.
Lobophora sp.
Ochrophyta Phaeophyceae Dictyotaceae Dictyota sp.

Taonia atomaria
Jania rubens

Corallinaceae

Jania sp.
Liagoraceae Liagora sp.
Rhodophyta  Florideophyceae g . g P .
Bonneomaisoniaceae Asparagopsis sp.
Rhodomelaceae Laurencia sp.
Cystocloniaceae Hypnea spinella

Fuente: https://www.algaebase.org

Por todo lo comentado anteriormente, la caracterizacion lipidica de las macroalgas es
esencial no solo por su potencial uso nutricional o como ingrediente de piensos animales,
sino por su importancia en ecologia trofica, en este sentido algunos acidos grasos son

interesantes como posibles biomarcadores quimiotaxonémicos. Para el presente estudio,
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https://www.algaebase.org/

se han seleccionado 2 especies de algas verdes, 4 especies de algas pardas, y 6 especies
de algas rojas (Tabla 1), provenientes todas ellas de arribazones llegados a la playa de las
Canteras (Gran Canaria). Teniendo en cuenta el grado de deterioro de algunas algas en
los arribazones, solo algunas de ellas han podido ser taxonémicamente identificadas a

nivel de especie.

e Chlorophyta

-Cymopolia barbata. Talos pequefios. Ampliamente distribuida en Canarias. Se localiza
en las costas del sur y este de las islas orientales y centrales. Forma masas cespitosas de
color verde oscuro. Se asienta sobre sustratos rocosos con presencia de arena y detritus
orgénicos (Afonso-Carrillo & Gil Rodriguez,1982). En el entorno de esta especie se
pueden encontrar gasteropodos, poliquetos, estrellas de mar, holoturias y peces (Aguilar
et al., 2009).

-Anadyomene stellata. Talos erectos, en forma de ldminas flabeladas, con forma ovada a
reniforme, con margenes lobulados, de hasta 6 cm de alto. De color verde o verde
amarillento, semitranslicidos, algo rigidos y fijos al sustrato mediante rizoides. Especie
comun y epifitica en el nivel inferior del piso mediolitoral y en zonas superficiales bien
iluminadas del piso infralitoral, hasta 10 m de profundidad. Presente durante todo el afio,
aungue es mas abundante en verano. Se localiza en el Mediterraneo, Atlantico e Indo
Pacifico (Rodriguez-Prieto, 2013). En las comunidades donde se halla aparecen

principalmente gasterépodos, anélidos poliquetos o crustaceos (Grande et al., 2006).

e Ochrophyta
-Stypocaulon sp. Especies que forman penachos compactos de color pardo de unos 10-
15 cm de altura, constituidos por filamentos ramificados que se fijan al sustrato mediante
rizoides que surgen de los ejes, formando una especie de disco esponjoso. La morfologia
y tamafio de los talos varia a lo largo del afio. De distribucion anfiatlantica, desde las
costas nordicas hasta costas africanas (Guerra Garcia et al., 2010). Sobre especies de este
género crecen crustaceos caprélidos y se encuentran asociados erizos como el Diadema

antillarum (Hernandez et al., 2007).

-Lobophora sp. Talos postrados o erectos constituidos por I&aminas flabeladas, de hasta
10 cm de didmetro, de color marrén oscuro, pardo o amarillento, con bandas concéntricas
de crecimiento. Fijacion al sustrato mediante rizoides, presentando tanto talos

parcialmente libres como talos totalmente adheridos (costrosos). De desarrollo anual,
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muy abundante en verano y otofio, epilitica en paredes del piso infralitoral. En mares
calidos de todo el mundo (Rodriguez-Prieto, 2013). En los ecosistemas donde habitan
especies de este género albergan desde briozoos, poriferos, braquidpodos hasta peces
como la cabrilla negra o el pejeverde, entre otros (Aguilar et al., 2009).

-Dictyota sp. Talos membranaceos, principalmente decumbentes o postrados, aplanados,
ramificados de forma dic6toma o subdicétoma, alterna o irregular. Fijos al sustrato
mediante una base plana, discoide o irregular. Su distribucion es cosmopolita y abarca
tanto aguas subtropicales como aguas templadas de Europa. Las especies de este género
son dificiles de definir debido a su alto pleomorfismo (Rodriguez-Prieto, 2013). En las
comunidades algales donde aparecen abundan cnidarios, gasterépodos, anélidos
poliquetos, sipunculidos, crustaceos e incluso equinodermos como Paracentrotus lividus
(Grande et al., 2006).

-Taonia atomaria. Talos erectos, de hasta 30 cm de alto, acintados, membranosos, pardos
o verde amarillentos, cuneados y con bandas concéntricas méas oscuras. Ramificacion
subdicétoma a irregular y con margen entero o dentado. Talos fijos al sustrato mediante
una base rizoidal. Epilitica, propia del piso infralitoral, comUn en habitats bien iluminados
sometidos a un hidrodinamismo moderado. De desarrollo anual y abundante en primavera
y verano. Se distribuye entre el Mediterraneo y el Atlantico oriental (Rodriguez-Prieto,
2013). Las comunidades que conforma estan asociadas con equinodermos, cnidarios,

diversos moluscos, artrépodos y peces (Martin-Garcia et al., 2016).
e Rhodophyta

-Jania sp./Jania rubens. Talos constituidos por ejes erectos, delgados y fragiles, aunque
rigidos, parcialmente calcificados y fijos por estolones basales delgados y con frecuencia
recurvados. Pueden alcanzar hasta 5 cm de alto, de tono violaceo a rosa, blanquecino o
grisaceo y presentando geniculos e intergeniculos. Dependiendo de la especie pueden
fijarse al sustrato mediante estolones, base incrustante o discoide. Especie muy comun
como epifita de otras macroalgas de habitats bien iluminados y expuestos del piso
infralitoral. Ampliamente distribuida por las costas templadas y tropicales de todos los
océanos (Rodriguez-Prieto, 2013). En los ecosistemas conformados por especies de Jania
habitan principalmente equinodermaos, gasterdpodos, poliquetos, sipunculidos, crustaceos

y cnidarios (Aguilar et al., 2009).
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-Liagora sp. Talos erectos, calcificados pero flexibles, de ramificacion dicdtoma, fijacion
al sustrato mediante una base discoide. Por lo general, los gametéfitos son epiliticos
comunes en primavera y verano. Crecen en ambientes bien iluminados y a menudo en
zonas con cierta abrasion. Algunas especies del género se distribuyen por el Mediterraneo
y las costas atlénticas adyacentes, asi como en los archipiélagos de la Macaronesia
(Rodriguez-Prieto, 2013). En las comunidades algales donde aparecen especies de
Liagora habitan gasterépodos opistobranquios, crustaceos, estrellas de mar y peces como
el tamboril (Aguilar et al., 2009).

-Asparagopsis sp. Talos de aspecto plumoso que forman grandes matas capaces de
alcanzar hasta 30 cm de altura, fijados al sustrato mediante estolones. Algunas especies
tienen caracter epifitico, habitando en lugares protegidos del hidrodinamismo; mientras
que otras presentan caracter invasor en algunas regiones. Ampliamente distribuidas por
los mares templados y tropicales de todo el planeta (Rodriguez-Prieto, 2013). Diversas
especies de moluscos, crustaceos, equinodermos y peces estan asociadas con las

comunidades donde se localizan especies de este género (Aguilar et al., 2009).

-Laurencia sp. Especies de talos erectos y arbustivos, de consistencia flexible y algunas
veces cartilaginosa. Se fijan al sustrato mediante una base discoide y, en ocasiones,
mediante estolones. Los taxones de este género son dificiles de identificar ya que
muestran una amplia variedad morfoldgica. Distribuidas en mares tropicales,
subtropicales y templados. Fundamentalmente se localiza en la zona intermareal
(Rodriguez-Prieto, 2013). En las comunidades asociadas a este género conviven desde
especies sésiles como cirripedos, esponjas incrustantes, cnidarios y briozoos hasta erizos

como Arbacia lixula y vermétidos (Grande et al., 2006).

-Hypnea spinella. Talos constituidos por ejes erectos que forman matas densas y
enmarafiadas de hasta 3 cm de altura. De color purpura a malva palido o verdoso, y de
consistencia carnosa. Sin eje principal bien definido, con ramificacion subdic6tomay con
abundancia de ramulos cortos, simples o ramificados. Los talos se fijan al sustrato
mediante un pequefio disco basal. Crece normalmente sobre otras algas en zonas bien
iluminadas del piso infralitoral. Puede ser epilitica y encontrarse en ambientes calmados
poco profundos. Ampliamente distribuida por los mares tropicales o templado-calidos de
todo el mundo (Rodriguez-Prieto, 2013). En las comunidades algales en las que se

encuentra conviven gasteropodos, poliquetos y crustaceos (Aguilar et al., 2009).
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2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es la caracterizacion lipidica de doce especies de
macroalgas de arribazén procedentes de Canarias, con el fin de valorar su potencial para
la aplicacion en nutricién humanay acuicola, asi como para evaluar el interés de su perfil

lipidico en estudios de ecologia tréfica.

2.1 Objetivos especificos

- Determinacion del contenido lipidico de las distintas especies de macroalgas.

- Caracterizacion del perfil de clases lipidicas.

- Caracterizacion del perfil de acidos grasos.

- Evaluacion del potencial de las especies para su aplicacion en nutricién animal y
humana.

- Evaluacion del interés del perfil lipidico de las especies en estudios de ecologia trofica.

3. Material y métodos

3.1. Obtencion de muestras

Se recogieron las masas de algas provenientes de arribazén en la playa de las Canteras
(Gran Canaria). Estas, fueron separadas y limpiadas para retirar los restos de arena,
organismos asociados, microplasticos, etc. Posteriormente fueron identificadas y
sometidas a un proceso de liofilizacion en el Instituto Tecnoldgico de Canarias (ITC).
Después, se trasladaron al laboratorio de Fisiologia Animal en la Universidad de La
Laguna (ULL) para su posterior analisis. Con el objetivo de homogeneizar las diferentes

partes del alga, se trituraron y almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.
3.2. Extraccién lipidica

Para la extraccion del lipido total (LT) se siguié una modificacion del método de
Folch-Lee (Folch et al., 1957) desarrollada por Christie & Han (2010). Todo el proceso
se realizé en presencia de hielo para evitar la degradacion lipidica. Se pes6 unos 200 mg
de cada muestra, por triplicado, en un tubo de ensayo. Seguidamente, se homogeneizaron
con 10 ml de cloroformo metanol (2:1, v/v) batiendo en un homogeneizador (CASALS,
Girona, Esparfia). EI homogeneizado fue filtrado, recuperando el contenido en un tubo de
ensayo limpio. A continuacion, se afiadié 2,5 ml de cloruro potasico (KCI) al 0,88% (w/v)

a cada tubo y se agitaron fuertemente en vortex. Las muestras se centrifugaron a 1500
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rpm durante 5 min en una centrifuga (Beckman Coulter Allegra 25R, Indianapolis, USA)
y se extrajo la fase liposoluble y se trasvaso a un nuevo tubo de ensayo. A continuacion,
se evaporo el solvente con un vaporizador de nitrégeno. Posteriormente, se trasvaso la
muestra a un vial de cristal previamente pesado, y se volvid a evaporar el contenido.
Después de mantener las muestras en condiciones de vacio y oscuridad durante toda la
noche, se pesaron los viales y se determind el contenido de LT por diferencia de pesadas.
El extracto lipidico se resuspendié en cloroformo: metanol (2:1 v/v) con 0,01 % del
antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) a una concentracion de 10 mg/mL. Se sellaron

con nitrégeno, se etiquetaron y congelaron a -20°C hasta su analisis.

3.3. Determinacion de clases lipidicas

La separacion de clases lipidicas se realiz6 mediante una cromatografia en capa fina
de alta resolucién en placas HPTLC (High-performance thin-layer chromatography),
mediante un doble desarrollo segin Olsen y Henderson (1989). Las placas de silica gel
de 10x10 cm x 0,25 mm de grosor (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) se lavaron
previamente con dietil éter. A posteriori, se activaron en estufa a 110°C. Se pinch6 20 pg
de cada muestra, y se afiadi6 un estandar de hueva de bacalao de composicién conocida.
Para la correcta identificacion de los, se usaron dos estandares comerciales: DGDG y
SQDG (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabama, USA).

Para la separacion de lipidos polares (LP), se utiliz6 una solucién consistente en
isopropanol, cloroformo, metilacetato, metanol, KCI (0,25%) (5:5:2:1,8, por volumen).
Para los lipidos neutros (LN) se utilizé una solucién de hexano, éter, &cido acético
(20:5:0,5, por volumen). Una vez completado el desarrollo de la placa, éstas se tifieron de
forma homogénea con un reactivo consistente en un 3% de acetato culprico y un 8% de
ortofosférico en metanol, y se quemaron en la estufa a 160°C durante 10 minutos. Para
visualizar el perfil de clases lipidicas, las placas se escanearon en CAMAG TLC
visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza), usando el software winCATS, versién 1.4.4y, la

cuantificacion se desarroll6 mediante el software VideoScan version 1.02.
3.4. Determinacion del perfil de acidos grasos

La determinacion del perfil de acidos grasos se realiz6 mediante cromatografia de
gases. Para ello, se transmetilé una fraccion del extracto lipidico (1 mg) de cada muestra
para obtener ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs; del inglés fatty acid methyl

12

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
La autenticidad de este documento puede ser comprobada en la direccion: https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3785192 Codigo de verificaci én: WxoTeAb

Firmado por: CORAIMA DEL MAR GARCIA DELGADO Fecha: 08/09/2021 23:19:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Covadonga Rodriguez Gonzélez 08/09/2021 23:21:06

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

15/34



esters). Luego, se afiadié 1 ml de tolueno y 2 ml de &cido sulfirico al 1% en metanol
(v/v), lo que permite disolver y romper las cadenas hidrocarbonadas, liberar los &cidos
grasos y afiadir un grupo metilo que permite que sean volatiles. Las muestras selladas con
nitrogeno se dejaron reaccionar durante 18 horas a 50°C en oscuridad. Una vez
transcurrido el periodo de reaccion se afiadié 5 ml de hexano dietil éter (1:1, v/v) con
BHT al 0,01 %y 2 ml de bicarbonato potasico (KHCOs3) al 2% a las muestras previamente
atemperadas. Posteriormente, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos, y se
transfirio la fase organica a un nuevo tubo de ensayo. Se realiz6 un nuevo lavado con

hexano: dietil éter (1:1, v/v) y el solvente fue evaporado bajo atmosfera de nitrégeno.

La purificacion de los FAMEs se realiz6 mediante una cromatografia en capa fina
(thin-layer chromatography, TLC), en placas de silice de 20cm x 20cm x 0.25cm
(Macherey-Nagél, Diiren, Alemania). En cada placa se afiadid, ademas de las muestras,
un estandar externo para facilitar la posterior localizacion e identificacién de la banda de
FAMEs. Las placas se desarrollaron en una mezcla de solventes de hexano, éter y acido
acético (90:10:1, por volumen). Una vez concluido el desarrollo de las placas se dejaron
secar bajo campana extractora y, se tifieron con iodina al 1% las bandas del estandar y del
BHT. De esta forma, se delimitd la posicién de los FAMESs y se procedi6 a rascar la banda
correspondiente con una espatula. La silice raspada de cada muestra se recolect6 en un
tubo de ensayo y se afiadié 8 mL de hexano éter y 2 ml de hexano éter con BHT. Los
tubos se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se recuper6 la fase superior con
los FAMEs purificados. Seguidamente, las muestras se evaporaron totalmente bajo
atmdsfera de nitrégeno, y se redisolvieron en hexano, trasvasandose a un vial de vidrio
donde se almacenaron a -20°C hasta la determinacion del perfil de acidos grasos por

cromatografia de gases.

La cromatografia de gases se realiz6 en un cromatégrafo de gases (TRACE-GC
Thermo Scientific, Milén, Italia) con inyector on column y detector de ionizacion de llama
FID (Flame lonitation Detector), en una columna de silice fundida y helio como gas
portador. La identificacion de los &cidos grasos se llevo a cabo mediante la utilizacion de
un multiestdndar con composicién y tiempos de retencion conocidos. Los valores

obtenidos en cada muestra se expresaron en porcentaje total de acidos grasos.
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3.5. Andlisis estadistico

Los resultados del presente estudio se muestran como media + desviacion estandar
(SD). El estudio estadistico se realiz6 mediante el programa IBM SPSS Statistics 26.0.
La normalidad de los datos se comprobd mediante el test Shapiro-Wilk vy, la
homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene. En las variables no normales
0 no homocedasticas se aplicaron las transformaciones de la raiz cuadrada del arcoseno o

la transformacién del logaritmo en base 10.

Las diferencias entre el LT, las clases lipidicas y los acidos grasos de las algas verdes
se determinaron mediante una t de Student, comparando las medias obtenidas entre las
dos especies para una misma variable de manera independiente. En el caso de variables
no normales, se aplicd la U de Mann-Whitney. Para las algas rojas y pardas, las
diferencias se analizaron mediante un ANOVA de una via, usando el test de Tukey como
test post-hoc. En las variables de distribucion normal pero que no cumplian la
homocedasticidad, se realiz6 el estadistico de Welch, utilizando el test T3 de Dunnet
como post-hoc. Las variables homocedasticas pero no normales se analizaron usando el
test Kruskall-Wallis con ajuste de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas
significativas para valores de p<0,05.

Para evaluar el comportamiento de los &cidos grasos y clases lipidicas en el conjunto
de todas las algas, se llevo a cabo un andlisis de componentes principales (PCA), usando

la rotacién Varimax o Quartimax para mejorar la interpretabilidad de las componentes.

4. Resultados y discusion

En el presente trabajo se ha analizado el perfil lipidico de las algas de arribazon
recolectadas en Gran Canaria. Aunque se ha realizado un analisis PCA para determinar
las posibles agrupaciones de las algas en base a su perfil lipidico, tanto en clases lipidicas
como en 4cidos grasos, las correlaciones entre las variables fueron bajas. Asi, con dos
componentes no se observd una diferenciacion clara entre algas. Ademas, las dos
componentes principales explicaron solo el 50% de la varianza, necesitando 5
componentes para contener el 80% de la misma y, por tanto, no resultando Util para la
interpretacion de los datos. Por ello, no se incluyen los resultados correspondientes a los
PCA de clases lipidicas y &cidos grasos, sino los resultados de los test estadisticos

realizados dentro de cada grupo de algas, verdes pardas o rojas.
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4.1. Lipido total y clases lipidicas

El contenido lipidico muestra una amplia variabilidad en las doce especies analizadas.
Por lo general, el contenido lipidico de las algas marinas es bajo, en torno a un 1-5% del
lipido en peso seco (Kendel et al., 2015), lo que concuerda con las muestras analizadas.
Las algas verdes presentan un contenido lipidico similar entre ambas especies (~ 2,10%;
Tabla 2). Por otra parte, las algas pardas suelen presentar un mayor porcentaje de lipido
(Miyashita et al., 2013). En el presente estudio, el mayor valor de lipido se registr6 en el
alga parda T. atomaria (3,17+ 0,03%). No obstante, la especie Stypocaulon sp. presentd
el menor contenido graso (0,62 + 0,06%), sequida de Lobophora sp. (1,16 = 0,17%) y
Dictyota sp. (2,02 + 0,03%; Tabla 3). En general, las algas rojas presentaron un menor
LT, variando entre 0,27 + 0,06% en J. rubens y 1,58 + 0,23% en H. spinella (Tabla 4).

Atendiendo a los perfiles de clases lipidicas de las distintas macroalgas de estudio se
puede observar que en general, se de una gran acumulacién de pigmentos (P) liposolubles,
(15-38%), que pueden contener compuestos antioxidantes de interés farmacologico y
nutricional, incluyendo el potente pigmento antioxidante fucoxantina (Nunes et al., 2017).
El total de lipidos polares (TLP) oscila entre el 9% y el 22% en las distintas especies,
siendo generalmente el glicolipido SQDG la méas abundante. No obstante, debido a la
polaridad del SQDG, corre en la placa unido al fosfolipido FE, no pudiendo ser posible
separarlos para su correcta cuantificacion. Componentes importantes de los polares en las
especies estudiadas son también los galactolipidos DGDG y MGDG. Los galactolipidos
son las clases lipidicas méas abundantes en las membranas cloroplasticas (Lagunas, 2003)
y, a nivel nutricional son interesantes ya que poseen diversas funciones bioldgicas
importantes para la salud humana como actividad antitumoral y antiviral (Hossain &
Takahashi, 2010) asi como accion antitumoral en los organismos acuaticos (Kendel et al.,
2015).

Ademas de los glicolipidos, los fosfolipidos mas abundantes fueron la FC, la
fosfatidilserina (FS) y el fosfatidilinositol (FI). Por otro lado, el contenido de lipidos
neutros (TLN) es notablemente superior al de TLP en todos los grupos, oscilando en un
rango del 40-60% en las distintas especies de estudio. Esto es debido principalmente a
una gran acumulacién de fitoesteroles (FTS), acidos grasos libres (AGL) y

triacilgliceroles (TAG), y en algunos casos el lipido neutro desconocido (LND).
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Dentro de las algas verdes, C. barbata destaca por la mayor proporcion de TLP
(22,08 £ 3,22% frente a 11,49 + 1,11% en A. stellata), debido principalmente a una gran
acumulacion de DGDG (6,85 + 0,95%) y SQDG + FE (9,92 £ 0,60%) en C. barbata. La
proporcion de FC tiende a ser mayor también en C. barbata, aunque sin diferencias
significativas. Sin embargo, A. stellata presenta un mayor valor de P (~28% vs. ~21%).
Aunque el TLN es similar entre ambas especies, existen diferencias en el contenido de
FTSy de TAG, siendo ambos mas elevados en A. stellata (17,03% y 8,65%, vs. 11,01 +
0,52% y 5,83 + 0,10%, respectivamente; Tabla 2). No obstante, el contenido de ésteres
de esterol (EE) fue superior en C. barbata (2,90% frente a 0,83%).

En las algas pardas analizadas se puede evidenciar una gran variabilidad entre
los perfiles de clases lipidicas. Stypocaulon sp. tendié a presentar un mayor contenido de
TLP (sin diferencias significativas), debido al mayor contenido de FC (3,56% vs. 1,11-
2,33% en las otras especies). Aunque en el grupo Dictyotales se ha descrito una
generalizada ausencia de FC (Wielgosz-Collin et al., 2016), en el presente estudio, al
igual que en Galindo et al. (2021) se detectaron pequefias proporciones de este fosfolipido
de especial importancia estructural en los organismos acuaticos (Alhajj et al., 2020). La
mayor proporcién de P se encontré en Stypocaulon sp. con un 33%. La fucoxantina,
habitual en las algas pardas y con gran potencial antiobesidad, se ha detectado en esta
especie (Carter et al., 1939). En cuanto al TLN, destacé especialmente su proporcion en
Dictyota sp. y Lobophora sp. (57-60%), debido a una mayor acumulacién de LND y de
TAG y EE en Lobophora sp., y Dictyota sp., respectivamente (Tabla 3).

Asparagopsis sp. destaca en las algas rojas por su alto contenido en TLP (20,08 +
3,38%), debido a una gran proporcion de MGDG y FC. Esta descrito que la FC es uno de
los principales fosfolipidos en las algas rojas (Hold & Kraan, 2002), acorde a las algas
estudiadas donde varid entre 1,88 y 4,27%. Otro aspecto destacable es el alto contenido
en P que presentan Asparagopsis sp. Y Liagora sp (36-38% vs. 15-28% en el resto de
especies). Carotenoides de actividad antioxidante como la luteina y la zeaxantina pueden
encontrarse entre estos pigmentos (Schubert et al., 2006). Respecto a los TLN, se observa
un porcentaje superior al 65% en Laurencia sp e H. spinella debido a un alto contenido
en LND que no ha sido posible determinar mediante las técnicas utilizadas. Se requieren
otros estudios, con mezclas de solventes distintas, para poder establecer la identidad de

estos compuestos en un futuro (Tabla 4).

16

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
La autenticidad de este documento puede ser comprobada en la direccion: https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3785192 Codigo de verificaci én: WxoTeAb

Firmado por: CORAIMA DEL MAR GARCIA DELGADO Fecha: 08/09/2021 23:19:41
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Covadonga Rodriguez Gonzélez 08/09/2021 23:21:06

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

19/34



Tabla 2. Composicion de las principales clases lipidicas de las algas verdes (% de lipido total) y
contenido lipidico (% peso seco).

Cymopolia barbata

Anadyomene stellata

FC 2,68 1,44 0,96 £ 0,27
FS+FI 1,23 £0,60 297+042*
SQDG+FE 9,88 + 0,65 341+0,38*
DGDG 6,82 £ 0,98 3,22+054*
MGDG 2,63+1,05 1,89 +0,30
TLP 23,24 + 3,28 12,45 +1,27*
P 21,20+ 1,04 28,25+1,63*
DAG 7,63+1,23 7,77+0,28
FTS 10,96 + 0,46 17,03 0,55 *
AGL 11,82 £ 0,41 12,22 +0,38
TAG 5,81+0,07 8,65+0,56*
EE 2,90 +£0,97 0,83 +0,09*
LND 16,45 + 1,06 12,80 £ 0,47 *
TLN 55,57 £ 2,84 59,30 £ 0,82
LT 2,10+0,16 2,13+0,36

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). FC,
Fosfatidilcolina; FS, Fosfatidilserina; Fl, Fosfatidilinositol; SQDG,
Sulfoquinovosildiacilglicerol; FE, Fosfatidiletanolamina; DGDG,
Digalactosildiacilglicerol; MGDG, Monogalactosildiacilglicerol; TLP, total
de lipidos polares; P, Pigmentos; DAG, digalactosildiacilglicerol; FTS,
Fitoesteroles; AGL, Acidos grasos libres; TAG, triglicéridos; EE, ésteres de
esterol; LND, lipido neutro desconocido; TLN, Total de lipidos neutros; LT,
lipido total. *Indica diferencias significativas (P<0,05).

En general, las algas analizadas presentaron un porcentaje importante de FTS (9-
19%), destacando las algas rojas J.rubens, Liagora sp. o Asparagopsis sp. Estos
compuestos, son capaces de aportar beneficios a la salud humana y animal, como
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias o antimicrobianas, ademas de propiedades
anti-hipercolesterolemia y anti-hipertriglicerolemia, (Hannan et al., 2020). Por ello, las
algas estudiadas podrian ser potenciales candidatas nutricionales para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares y trastornos inflamatorios que son cada vez mas
habituales en el mundo occidental (Zarate et al., 2017). A su vez, los FTS tienen la
capacidad de aumentar la cohesion en las membranas generando una mayor resistencia
frente a los cambios de temperatura (Beck et al., 2007). Por ende, es de prever que
aquellas macroalgas con mayor contenido de FTS tangan cierta ventaja ante los cambios

de temperatura debido al cambio climatico.
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Tabla 3. Composicion de las principales clases lipidicas de algas pardas (% de lipido total) y

contenido del lipido total (% lipido peso seco).

Stypocaulon sp. Lobophora sp. Dictyota sp. T. atomaria
FC 3,49+1,23° 1,11+0,12% 1,14+0,39° 1,22 +0,542
FS+FI 2,88+0,64 2,64 +£0,82 3,51 +£0,62 3,85+0,96
SQDG+FE 8,09+2,24 4,62 £ 0,89 4,12 £ 0,78 7,99+272
DGDG 5,59 + 2,02 3,40 £ 0,52 2,12+ 0,55 3,75+ 1,62
MGDG 2,71+ 0,56 2,26+ 0,76 2,11+0,51 3,13+1,39
TLP 22,76 + 4,63 14,04 £2,71%® 1301+220% 19,93+3,60%
P 34,36 +3,06° 2540+1,81%  30,2243,17 ® 35,85+ 1,592
DAG 7,89+0,80° 7,81+0,10% 9,39+0,70% 13,72+1,31°
FTS 15,86 + 1,53 17,79+ 1,64 16,97 + 0,94 15,25+ 2,32
AGL 9,35+ 1,08 9,33+£0,36 13,55+2,81 5,56 + 1,51
TAG 4,66 +0,362 12,36 £1,32° 559+184%2 3,66 £0,442
EE 0,92 +0,09° 1,46 +0,08% 1,96 +0,52" 0,54 +0,39°¢
LND 419+1,262 11,80 £1,60°  9,31+1,03° 550+0,47%
TLN 42,88 £2,13% 60,56 +2,13° 56,78 +4,02° 44,22 +340°
LT 0,62 0,06 1,16+017* 2,02+003°  3,17+0,03°

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). FC, Fosfatidilcolina; FS,
Fosfatidilserina;  FI,  Fosfatidilinositol; SQDG, Sulfoquinovosildiacilglicerol;  FE,
Fosfatidiletalonamina; DGDG, Digalactosildiacilglicerol; MGDG,
Monogalactosildiacilglicerol; TLP, Total de lipidos polares; P, Pigmentos; DAG,
digalactosildiacilglicerol; FTS, Fitoesteroles; AGL, Acidos grasos libres; TAG, Triglicéridos;
EE, Esteres de esterol; LND, Lipido neutro desconocido; TLN, Total de lipidos neutros: LT,
lipido total. nd, No detectado. * Indica diferencias significativas (P<0,05).

En la mayoria de las algas, se aprecia un contenido superior de AGL frente al de TAG.
La relacion AGL/TAG se ha descrito como un reflejo de la actividad metabdlica, ya que,
como parte del catabolismo lipidico, los AGL son liberados a partir de los TAG para su
oxidaciény obtencidn de energia. No obstante, un nivel elevado de AGL puede ser indicio
de la degradacion de los tejidos por actuacion de las lipasas debido a que las muestras no
fueron congeladas inmediatamente. Las algas analizadas son especies procedentes de
arribazon, que pasaron un tiempo en la costa antes de ser limpiadas y procesadas. En
cambio, las acumulaciones de TAG se ven favorecida por el estrés (Nakamura & Li-
Beisson 2016), pudiendo ser una respuesta a cambios ambientales desfavorables. En este
sentido, Lobophora sp. es una de las especies de estudio con mayor proporcién de TAG

(12,36 + 1,32%) frente a la de AGL (9,33 + 0,36%).
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4.2.  Acidos grasos

La composicion de &cidos grasos de las algas verdes varié notablemente entre las dos
especies (Tabla 5). El total de acidos grasos saturados (SFA) fue mas elevado en A. stellata (39,47
+ 2,52% vs. 25,29 + 1,96%) especialmente por la abundancia de 16:0 (~27%). En general, las
algas verdes se caracterizan por presentar principalmente &cidos grasos de 16C y 18C
(Khotimchenko et al., 2002). En cambio, el contenido en &cidos grasos monoinsaturados
(MUFA) fue superior en C. barbata (31,84 + 1,37% vs. 20,33 + 0,25%), siendo el 18:1n-7 (15,27
+ 0,67%) el mas abundante. La mayor presencia de SFA suele guardar relacion con ambientes
calidos, donde no es tan necesaria una mayor insaturacién del entorno fosfolipidico de las
membranas para mantener su fluidez y permeabilidad. No obstante, un mayor grado de
insaturacion resulta esencial en las especies de aguas mas frias. Por otra parte, diversos estudios
han demostrado que las algas verdes contienen grandes cantidades de PUFA 16:3 y 16:4, con el
16:4 descrito como un éacido graso taxondmicamente caracteristico en las algas verdes (Johns et
al., 1979). En las algas analizadas se ha detectado el 16:3n-4 y ademas, el 16:2n-4 en C. barbata.
Debido al alto contenido de 16:2n-4 (~7%) en C. barbata, no puede descartarse que sea también
una caracteristica taxonémica de esta especie, siendo al menos un biomarcador de interés en

futuros estudios de ecologia tréfica en organismos con actividad de herbivoria sobre esta especie.

El contenido de n-6 PUFA fue similar entre las dos especies (~20%), aunque el LA, el ARA
y el 20:3n-6 fueron mayores en A. stellata, mientras C. barbata presenté una mayor proporcion
de 18:3n-6. Las algas verdes presentan un perfil similar al de las plantas terrestres, siendo
caracteristicos los 18:2 y 18:3 (Kendel et al., 2015). En ambas especies de algas verdes, se
encontraron altas proporciones de LA, precursor del ARA, y en C. barbata, de 18:3n-6. Este
Gltimo &cido graso y su derivado, el 20:3n-6, son considerados de gran interés hoy en dia como

nutracedtico, al generar eicosanoides farmacoldgicamente activos (Zarate et al., 2017).

Finalmente, el porcentaje de n-3 PUFA es superior en A. stellata (15,93 + 1,35% vs. 7,93 +
0,30%), debido a una proporcion mayor de ALA, EPA y &cido estearidonico (SDA, 18:4n-3). El
SDA, un intermediario en la ruta de sintesis de EPA y DHA a partir de ALA, que ha demostrado
también beneficios tanto en la incorporacion y sintesis de EPA en humanos, como por las
propiedades farmacol6gicas directas de los derivados eicosanoides de su producto de elongacién
el 20:4n-3, presentando beneficios fisioldgicos parecidos al EPA (Zéarate et al., 2017). Ademas,

mientras que A. stellata presenta proporciones bajas de DHA (0,97 + 0,35% vs. 2,05 + 0,11%),
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es destacable su contenido en EPA (~9%). Por tanto, por su contenido en LA, SDA, EPAY ARA,
A. stellata se presenta como una fuente interesante en estos acidos grasos desde el punto de vista
de la nutricion y la salud humana y animal. Puede ser considerada, ademas, un alga importante
desde el punto de vista de la ecologia tréfica ya que aporta cantidades importantes de los LC-
PUFA ARA y EPA a depredadores herbivoros.

Los SFA (37-50%) fueron también un componente importante en las algas pardas (Tabla 6),
nuevamente debido a las altas proporciones de 16:0 (28-38%). Ello denota que son fuentes
energéticas importantes, para sus depredadores, especialmente en las algas de mayor aporte
lipidico, al ser los SFA &cidos grasos altamente susceptibles de oxidacién para la obtencién de
ATP. El contenido de MUFA destacé en T. atomaria (~45%), debido principalmente a la
abundancia de un &cido graso poco frecuente, el 16:1n-5, que presenta un contenido del ~18%.
Aunque en menor medida, este acido graso también es abundante en Dictyota sp. (~6%). Se ha
demostrado que el contenido inusual de 16:1n-5 es una caracteristica quimiotaxonémica del
género Dictyopteris y Dictyota (Khotimchenko,1995). Sin embargo, encontrarlo en otras
especies como T. atomaria puede indicar que se encuentra mas extendido en otros géneros de la
familia Dictyotaceae. Se trata de un biomarcador relevante para ecologia tréfica y que pone de

manifiesto la utilidad e importancia de realizar la caracterizacion lipidica de las macroalgas.

Por otro lado, Dictyota sp. y Lobophora sp. destacaron por su contenido en ARA (~6%),
presentando ambas también mayor proporcion de n-6 PUFA. Es destacable también el porcentaje
de EPA (6,12 £ 0,97%) encontrado en Lobophora sp., mientras que en ninguna de las especies
se detectdé DHA. Acorde al presente estudio, las algas pardas se caracterizan por sus niveles
relativamente altos de EPA, ARA, LA y SDA (Dellatorre et al., 2020). Determinadas especies
de erizos como P. lividus (erizo de mar) o Arbacia lixula (erizo negro) se alimentan de especies
del género Lobophora y Dictyota (Rodriguez et al., 2018), dos de las algas pardas presentes en
este estudio. ARA y EPA son dos LC-PUFA esenciales y costosos de obtener en la naturaleza.
Ambos juegan papeles relevantes en la osmorregulacion, respuesta al estrés y respuesta inmune,
y el ARA es ademas esencial en la esteroidogénesis para la formacion de los gametos (Khajeh et
al., 2017). Se ha demostrado que la composicion lipidica de macroalgas puede variar por factores
ambientales (Verma et al., 2017), y que el perfil de acidos grasos de los tejidos refleja la dieta
del animal (Gonzalez-Duran et al., 2008). Por tanto, este seria un claro ejemplo donde los
cambios ambientales que afectan al planeta pueden potencialmente modificar la composicion

lipidica de las macroalgas y afectar al metabolismo de los depredadores y eslabones superiores
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de la ecologia trofica. Se prevé que estos cambios afectardn a la capacidad reproductiva,
cognitiva, visual y depredadora de los organismos, a consecuencia del calentamiento global
(Glencross, 2009; Colombo et al. 2019).

En las algas rojas (Tabla 7), los SFA variaron entre el 54-71%, siendo mayoritario el 16:0.
Los MUFA supusieron fueron 19-30% del total de &cidos grasos, estando principalmente
representados por MUFA de 18C. Las algas rojas suelen ser ricas en 18:1n-9 (Schmid et al.,
2018), como ocurre en las analizadas en el presente trabajo, siendo H. spinella la de mayor
contenido. Ademas, por su abundancia en SFA y MUFA, las algas rojas son interesantes a nivel
de ecologia tréfica ya que estos acidos grasos son importantes energéticamente para la beta-

oxidacion y el control de la adaptacion homeoviscosa de las membranas.

Entre los n-6 PUFA destacan el ARA 'y el LA en todas las especies, siendo H. spinella la que
presenta una proporcién significativamente superior de ambos &cidos grasos (5,49 + 0,13% y
6,61 *+ 0,22%, respectivamente). Los n-3 PUFA, fueron mayores en Jania sp. y H. spinella,
debido a un mayor contenido en EPA (6,14 £ 1,19%) y en ALA (2,54 + 0,06%), respectivamente.
En cambio, la presencia de DHA solo se detecta en tres especies, destacando por su porcentaje,
Jania sp. (4,28 + 0,98%). Esta descrito que en la mayoria de las algas rojas son predominantes
el ARA y el EPA (Kendel et al., 2015), lo que se corresponde con los datos obtenidos.
Concretamente, el perfil de acidos grasos de Jania sp. destaca por tener el mayor contenido en
EPA y DHA en este filo, lo que la convierte en un alga de especial interés en nutricién acuicola
y humana y en la nutricion de los organismos en su medio natural. Por lo tanto, se evidencia en
este estudio que algunas algas rojas pueden ser fuente de acidos grasos omega-3 (Sanchez-
Machado et al., 2004), que desempefian un papel crucial en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares e inmunol6gicas, e intervienen en el desarrollo cerebral y visual (Zéarate et al.,
2017). Asimismo, son de vital importancia en los organismos acuaticos ya que juegan un amplio
papel en su metabolismo, desde el desarrollo visual y depredador, hasta el control endocrino y la

reproduccion (Glencross, 2009).

Es destacable comentar que, en comparacién con Jania sp., Jania rubens tiene un perfil
totalmente diferente donde no se detecta DHA y su contenido de EPA es muy bajo, lo que, en
base a su perfil de &cidos grasos, la convierte en un alga de poco interés a nivel nutricional y de
ecologia trofica. Esto evidencia que las variaciones en los perfiles lipidicos entre las algas pueden

no estar tan asociadas necesariamente a su relacion filogenética, sino que otros factores,
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incluyendo las condiciones ambientales y su capacidad adaptativa al medio en que habitan,

pueden estar afectando de manera relevante a esta composicion.

Aungque el contenido lipidico de las macroalgas es generalmente bajo, las proporciones de
PUFA encontradas suelen ser mayores que las de plantas terrestres (Wielgosz-Collin et al., 2016),
no habiéndose descrito planta terrestre alguna que aporte ARA, EPA o DHA. Ademas, en las
algas, los PUFA estan implicados en los procesos fotosintéticos, de forma que un aumento de
PUFA incrementa la actividad fotosintética (Miyashita et al.,2013). Ya que la presencia de PUFA
en las membranas esta influida por la temperatura, una interrupcién en la produccién de n-3
PUFA en los productores primarios provocada a consecuencia del cambio climatico, puede
afectar a la eficiencia de fotosintesis. Esto reduce la disponibilidad de EPA y DHA de los niveles
superiores de la cadena tréfica, pudiendo llegar a afectar finalmente a los humanos (Colombo et
al., 2019).

A nivel global, las 12 macroalgas de estudio presentan una relacién n-6/n-3 que oscila entre
0,69 — 2,5%. Segun la recomendacidn establecida por la OMS, estas algas serian interesantes
para su consumo ya que presentan un ratio de n6/n3 inferior a 10. Sin embargo, para poder
recomendarlas para nutricion humana o animal, deberian realizarse estudios de viabilidad

econdmica, de bioseguridad alimentaria y toxicidad.

En resumen, y como se puede deducir de los resultados obtenidos, la variabilidad de
composicion lipidica en las algas es muy alta, acorde a lo descrito previamente (Galindo et al.,
2021). Su perfil lipidico puede cambiar atendiendo a la entidad taxonomica, a factores
geogréficos, ambientales o estacionales, entre otros (Miyashita et al., 2013). Por tanto, los
estudios de caracterizacion lipidica son interesantes ya que complementan informacién sobre el
potencial que puede tener la explotacion sostenible de determinadas macroalgas en la industria
de la biotecnologia azul. Ademas, al ser las principales fuentes de energia y de LC-PUFA, estos
trabajos pueden aportar valiosa sobre el papel ecoldgico que tienen las macroalgas en los

ecosistemas marinos.
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Tabla 5. Composicién de los principales &cidos grasos de las algas verdes
analizadas (% total de &cidos grasos).

Cymopolia barbata

Anadyomene stellata

14:0 1,03+0,11 9,01+0,62*
15:0 nd 0,70+ 0,08

16:0 21,55 + 1,06 27,23+1,96*
17:0 nd 0,39 +0,02

18:0 1,29 £0,92 1,40 £ 0,05

X SFA 25,29+1,96 39,47 +252%*
16:1n-11 3,66 £0,52 3,87+0,13

16:1n-7 3,59+£0,07 1,17 +0,09 *
16:1n-5 0,44 +0,01 0,33+0,06 *
¥ 16:1 7,69+ 0,58 535+0,23*
18:1n-9 7,61+0,20 1199+0,32*
18:1n-7 15,27 £ 0,67 1,09 +£0,08 *
> 18:1 23,12+ 0,87 13,45+0,49*
> MUFA 31,84 £1,37 20,33+0,25*
16:2n-4 7,16 £0,37 nd

16:3n-4 1,52 + 0,09 0,32+0,20 *
18:3n-4 0,24 +£0,02 0,26 £0,12

18:2n-6 8,70 +0,37 9,78+0,25*
18:3n-6 9,75+0,69 2,16+0,14*
20:3n-6 0,35+0,01 0,95+0,10*
20:4n-6 0,99 +£0,06 6,90+0,81*
X n-6 PUFA 19,79 +1,12 20,00+1,28

18:3n-3 0,76 £0,02 1,02 +0,05*
18:4n-3 2,25+0,06 4,28+0,27*
20:5n-3 1,70 £0,12 9,26 +0,78 *
22:6n-3 2,05+0,11 097+0,35*
X n-3 PUFA 7,93+0,30 1593 +135*
2 n-3 LC-PUFA 4,92 +0,27 10,66 +1,09 *
¥ PUFA 37,42 +1,56 36,64 +2,63

n-6/n-3 2,50 £0,05 1,26 +0,04 *
DHA/EPA 1,20 + 0,03 0,10+0,03*
ARA/EPA 0,58 £0,02 0,74+0,03*

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, &cidos grasos
poliinsaturados; LC-PUFA, &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (>C20 y
>3 dobles enlaces). nd, No detectado. *Indica diferencias significativas (P<0,05).
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Tabla 6. Composicion de los principales acidos grasos de las algas pardas analizadas (% total de
4cidos grasos).

Stypocaulon sp. Lobophora sp. Dictyota sp.  Taonia atomaria
14:0 5,72 0,26 ¢ 8,09 +1,08 ® 7,79+0,20° 4,95+0,26°
15:0 0,96 +0,08 0,68 +0,15 0,99 +0,03 1,05 +0,21
16:0 38,31+1,27 ° 29,11 +£1,07°2 28,36 + 0,622 28,35+0,86%
17:0 0,47 +0,04 0,12+0,20 0,17+0,15 nd
18:0 3,37+055%® 2,70+£1,79%® 1,86 +0,09° 1,18 £0,12°
T SFA 50,53 +1,68 ¢ 42,22 +043° 40,34 +0,89° 36,71+0,89°
16:1n-11 519+ @ 3,10+1,73%® 4,45+0,11° 4,05+0,60%
16:1n-7 3,54+0,17°¢ 3,32 + 1,50 ¢ 1,88 +0,05° 2,26 +0,05°
16:1n-5 1,42 +0,05° 0,54 +0,01° 6,21+0,10°¢ 18,23 +0,30¢
¥ 16:1 10,58 +0,52° 7,17+0,21° 12,54 +0,19°¢ 24,80 +0,62¢
18:1n-9 10,04 £0,16 2 14,05+ 2,94 ® 16,30 £0,01° 17,05 +0,42°
18:1n-7 5,88+0,75°¢ 3,38+0,46° 1,23+0,272 1,46 +£0,332
¥ 18:1 16,52 0,772 17,80 +3,39 ® 18,5+0,31 % 19,63 +0,88°
¥ MUFA 28,60 +1,392 2573+381% 31,35+0,70° 44,77 +2,05°
16:2n-4 nd 0,25+0,10 nd nd
16:3n-4 nd nd 0,26 £0,01 nd
18:3n-4 nd 0,34 +£0,13 nd nd
18:2n-6 6,47 £1,25°¢ 8,89 +0,21¢ 2,89 +0,08° 1,03+0,052
18:3n-6 0,29 + 0,082 1,56 + 0,09 ° 0,41+0,02° nd
20:3n-6 0,23 +0,032 0,89+0,11° 0,72 +0,03° 0,31+0,02°2
20:4n-6 3,08+0,82° 5,99 +0,78 ° 6,45 +0,03° 1,63+0,49°
¥ n-6 PUFA 10,24 +2,31°" 17,32+110°¢ 11,2 +0,08° 5,80+1,00°
18:3n-3 2,17+0,45° 1,00 +0,16° 2,62+0,04° 0,61 +0,09°
18:4n-3 1,63+0,41°2 2,66 +0,57 428+0,16° 2,49 +0,59°
20:5n-3 1,70+0,36 6,12 +0,97° 2,66+0,10° 1,57 40,432
22:6n-3 nd nd nd nd
¥ n-3 PUFA 571+1,39°2 10,26 +1,77° 10,61 +0,38° 524 +132°%
¥ n-3 LC-PUFA 1,91+0,55° 6,60 +1,05° 3,70+0,20 2,15+ 0,66
T PUFA 1596 +3,70®  28,88+3,00° 22,21 +0,66 11,28 +2,48°2
n-6/n-3 1,80 £0,04° 1,71+0,22® 1,06 £0,042 1,12+0,12°
DHA/EPA
ARA/EPA 1,79+0,11° 0,98 +0,032 2,42 £0,09 ¢ 1,03+0,042

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). SFA, &cidos grasos saturados;
MUFA, é&cidos grasos monoinsaturados; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; LC-PUFA, &cidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (>C20 y >3 dobles enlaces). nd, No detectado. Letras
diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
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5. Conclusiones

1. El alto contenido de DGDG y MGDG en algunas de las algas presentes en este
estudio como Stypocaulon sp. o C. barbata las convierte en un potencial recurso
beneficioso para la salud por las propiedades antitumorales que presentan estas clases
lipidicas.

2. El alto contenido de FTS de algunas especies como J.rubens, Liagora sp. o
Asparagopsis sp. ofrece a estas algas una mayor resistencia frente al calentamiento
global. También las hace interesantes de cara al consumo humano por la capacidad
de los FTS para disminuir el nivel de colesterol en plasma.

3. El generalmente elevado contenido de EPA que presentan las algas de estudio y su
baja relacion n-6/n-3 convierte a las algas en potenciales candidatas a su explotacion
desde un punto de vista nutricional. Esto unido a una rapida produccién y a un bajo
costo econémico en condiciones de cultivo, las convierte en un recurso interesante
en la industria asociada a la biotecnologia azul.

4. El estudio del perfil lipidico de las macroalgas de arribazén de las costas de Gran
Canaria ha permitido identificar algunos biomarcadores Utiles que ofrecen
informacion sobre la entidad taxondémica de aplicacion en estudios ecologia trofica.

5. Los estudios de caracterizacion lipidica de las algas permiten detectar cambios en su
composicion ocasionados por factores ambientales como los asociados al cambio
climético, y estudiar sus consecuencias como la reduccion de la disponibilidad de

EPA y DHA en distintos niveles troficos.
Conclusions

1. The high content of DGDG and MGDG in some of the seaweeds present in this
study such as Stypocaulon sp. or C. barbata makes of them a potential beneficial
resource for human health due to the antitumor properties reported for theses lipid
classes.

2. The high content of FTS found in some species such as J.rubens, Liagora sp. or
Asparagopsis sp. offers these seaweeds a greater resistance to global warming. It
also makes them interesting for human consumption due to the ability of FTS to
decrease plasma cholesterol levels.

3. The usually high EPA content of the seaweeds studied, and their low n-6/n-3 ratio

make these seaweeds potential candidates to be exploted from a nutritional point of
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view, This, together with high production rates and low cost under culture
conditions, make them an interesting resource in the blue economy industry.

4. The study of lipid profiles from macroalgal wracks of Gran Canaria coasts allowed
to identify useful biomarkers that offer taxonomic information with applicability in
climate change and trophic ecology studies.

5. Lipid characterization studies of macroalgae permit to detect changes in their
composition caused by environmental factors such as those associated with climate
change, and also to study their consequences, such as the reduction of EPA and DHA

at different trophic levels.
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