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Jornadas CETMAR. Probidticos y Nutracéuticos de Origen marino aplicados a la acuicultura.

Vigo 15 de Marzo de 2018

Lineas de investigacion del grupo de nutricion de peces en IFAPA El Torufio relacionadas con el tema: ‘

* Produccion y aplicaciones de uso de algas
marinas para alimentacion funcional en acuicultura
de peces

 Desarrollo de tecnologias de micro y
nanoencapsulacion para vehicular nutrientes y
sustancias bioactivas

Recursos vivos marinos como proveedores de bioproductos
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Jornadas CETMAR. Probidticos y Nutracéuticos de Origen marino aplicados a la acuicultura.
Vigo 15 de Marzo de 2018

Hay un reciente y creciente interés por las algas verdes

Un problema convertido en una oportunidad

¢ Estan audn las Algas verdes infravaloradas?

Algas entera como ingrediente funcional en acuicultura

*Ademas de la funcidn nutritiva puede aportar propiedades
beneficiosas para la salud

Polisacaridos, proteinas, polifenoles, como Nutracéuticos

*Productos de origen natural con propiedades biologicas

Biomasa de un cultivo de Ulva ohnoi activas, con beneficios para la salud
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@Q » Caracteristicas generales de la macroalga Ulva y potenciales usos
g
.b\e? - Alga Ulva ohnoi incorporada a un alimento para lenguados
K2
O
§
« Caracteristicas de los polisacaridos de Ulva ohnoi
S - Obtencidn del polisacarido “ulvan” a partir de Ulva ohnoi
5
B -Posibilidad de obtener oligosacaridos a partir del polisacarido “ulvan”
©
2
» Potenciales usos de Ulvan en acuicultura

- Contribucion de ulvan al sistema de defensa en peces marinos
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Macroalga marina Ulva ohnoi

v Macroalga verde (Clorophycea) familia Ulvaceas

v Abundante en zonas del litoral y esteros en costas andaluzas

v NoO necesita fijarse a sustrato

v Plasticidad

v Alta produccion tanto en sistemas cerrados como abiertos

v Polisacaridos sulfatados
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Macroalga marina Ulva ohnoi

Recurso importante...

v

Alimentacion humana y animal

Productos gourmet, aditivos..

Fertilizantes y biorefineria

AMTI

Cosmeética y cosmecéutica

Nutracéuticos
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Demandas en acuicultura: dietas que aporten nutrientes y mejoren el estado de salud del pez

Actividad del alga Ulva ohnoi como ingrediente funcional en dietas para lenguados

* Pocos estudios de evaluacion de ésta especie en la acuicultura de peces

Titulo del proyecto INIA RTA2014-00023 CO02: “Aprovechamiento de macroalgas producidas en sistema
multitréfico de acuicultura en dietas compuestas para lenguado. Estudio sobre el efecto de compuestos
funcionales de Ulva sp. en la fisiologia del lenguado Solea senegalensis” (Coordinado por IFAPA)
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*Subproyecto 1. Coordinador IFAPA y entidades participantes: UCA, empresa Cupimar S.A

*Subproyecto 2. Coordinador UMA y entidad participante: UAL

“Caracterizacion de biomasa de Ulva sp. obtenida bajo diferentes condiciones de acuicultura. Asimilacion e
influencia de productos funcionales sobre el estado antioxidante y resistencia a patdgenos de S.
senegalensis”
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Origen de la biomasa: Cultivo Ulva ohnoi

Tanques de 1000 L
Fotoperiodo natural
Temperatura media 25°C
Salinidad 30

Medio F2

« Cultivos semi controlados del alga en interior » Buen crecimiento del alga en cultivo

. 13C como fuente de carbono para lotes de alga * C Ulva: sistema de marcaje viable; eficiencia de
cultivada marcaje del alga 92%

Cosecha
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Composicion de la macroalga marina Ulva ohnoi en cultivo INIA RTA 2014

) (H9/g)
P 18-26%
roteinas 8-26% Ca 1.700
Carbohidratos solubles 23-30% Mg 34.000
_ Se 0
Lipidos 2,5-3,5% Fe 450
Zn 16
Cenizas 23-29% Cu 6
Mn 40
_ Co 1,1
Capac Antiox (TAC) 5-6 ug equiv Trolox/mg p.seco ulva Al 100
Comp. Fendlicos (TPC) 2,5-3 ug equiv floroglucinol/mg seco ulva g(rj 815
Polisacaridos sulfatados 15-18% NI 3
As 0,5
Pb 1,5

Y 9
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Ulva ohnoi como ingrediente funcional en acuicultura

*Ensayos con piensos incluyendo un 5% de polvo de
Ulva ohnoi sin tratamiento térmico

3 tipos de piensos ensayados:
- Control sin ulva
- Ulva con baja huella isotdpica
- Ulva con alta huella isotépica

—~—

Juveniles de Solea senegalensis cultivados en sistema de recirculacion

P. Control P. Ulva

100% de supervivencia dp de 90 dias

FCR 1,03%+0,34
1,094+0,35

SGR 1,65+0,04
1,60+0,03
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El estado nutricional y las condiciones de cultivo influyen en el estado inmunolégico del pez
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Figura 21. Mortalidad observada ¢n los ejemplares de 5. senepalensis alimentados con la digta
control ¥ conteniendo Liva sp. sometidos o imfeccidn con P domselae subsp. pizcicida por via
inkrxperifonaal

Pienso Control

v/ Ellenguado asimila la ulva incluida en el pienso. Un 53%
del C de Ulva ohnoi incorporado al musculo de lenguado

v Moadificacion de la microbiota del lenguado

v/ Efecto positivo sobre el desarrollo y sistema de defensa

¢, Tratamiento térmico al alga? ¢,< % de Ulva incorporado en el pienso?

Ulva ohnoi como ingrediente funcional en acuicultura
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Interés de Ulva ohnoi por la singularidad de sus polisacaridos como nutraceuticos
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Macroalga marina Ulva sp.

Cuticula

Capa de
Glucuronao

Celulosa y
Xiloglucano

= |lvan

Célula

+— Glucurgnan

Figura 1.4 : A Fotografia por microscopia optica del corte transversal de un talo de Ulva sp. en li
que s¢ puede apreciar la doble capa celular con la pared que las rodea B, esquema de la reparticide
de los polisacdridos en el alga seglin Lahaye, 2007,

HaC o
HOOC._ _O O\N
HO OH 0480
OH
m

a) Ulvan
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Dos capas de células mantenidas por una pared celular

sLa pared celular representa 38%-54% del peso seco del
alga

Compuesta por: celulosa insoluble; glucuronano;
xiloglucano soluble en solucién alcalina y ulvan soluble
en agua

*El ulvan puede representar entre un 8 y un 23% del
peso seco del alga
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“Ulvan”

v Componente bioactivo en Ulva ohnoi es un heteropolisacarido sulfatado “ulvan”

v Cadenas de azucares simples (monosacaridos) ligados por enlaces glucosidicos

) RAAALT | | ’EL 7. FI.I“‘“{
L-Ramnosa Acido b
glucurénico
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idurdnico s A hB

Glucosa, galactosa, ribosa Principales disacaridos que se repiten

en ulvan: Acido ulvanobiouronico

v Compuesto de azucares raros como ramnosa (aromas) y acidos uronicos (heparina)
v/ Extracto soluble en agua
v/ Capacidad de formar geles. Geles termoreversibles

v/ La estructura del polisacéarido puede variar. Conformacion no ordenada
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v/ El efecto bioldgico de un producto esta correlacionado con una estructura molecular determinada

Recomendaciones FAO para evaluar y comprobar las propiedades de un producto extraido...

* Procedencia del alga: Origen y fuente de obtencion que evite variabilidad en la calidad

« Métodos de extraccion adecuados: extraccion suave

e Purificacidon: pureza del producto final (<5% proteina)

» Caracterizacion adecuada (peso molecular, % sulfatos,...)

« Composicion azucares (métodos analisis)

Evaluar in vitro e in
Vivo

shfuto So teerngacan v Foomacan Agrans ¢ Aosquens -
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Obtencion de “ulvan” a partir de ulva ohnoi

Ulva en polvo Extraccion Aislamiento y Purificacion Polisacarido Ulvan
RN-9N°C —
& .E Caracterizacion
]

T | | — 5 '

’ L |

| "

4 S L'-'I'l'IT '.'1'- .
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Oxalato sodico Ultrafiltracion 1/10 KDalt Liofilizaciéon Analisis de azucares

El medio de extraccion influye en las caracteristicas finales de las moléculas

Extraccion CIH: ulvan con bajo peso molecular y mayor contenido en Ramnosa

shfuto So teerngacan v Foomacan Agrans ¢ Aosquens -
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Composicion azucares de ulvan

(segun bibliografia) Azucares Ulvan de Ulva ohnoi
244 19 ~1,1
Ramnosa 16,8-45% T
Ac. Urénicos: 6,5-29% | « Ribosa%
B Ramnosa%

Xilosa 2,1-12%

Xilosa %

= Ac Glucuranico

Glucosa 0,5-6,4%

“ Galactosa%

Glucosa%

Galactosa, ribosa <5%

4,6

Rendimiento 8-29%

« Métodos de extraccion (oxalato sédico)

Rendimiento 15% Biomasa controlada
Sulfatos 16-23,2% Sulfatos 17%

Peso molecular

Peso molecular 150-800 KDalt e
200 KDalt « Purificacion (<3% prot)

(Fuente proyecto INIA RTA 2014. Datos en fase de publicacion)
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Propiedades y potenciales usos de Ulvan

Polisacaridos sulfatados (Ulvan)

F. Cardiovascular, Anticoagulante (similar heparina)
Accion quimiopreventiva (Antitumoral)

Antibacteriano, antivirico

Degradacion

Metabolismo lipidos (disminuye la absorcion)

Estimula sistema inmune

Oligosacaridos (Oligoulvans)

Bajo peso molecular y alto contenido en
sulfatos

 Fuerte actividad antioxidante

gl Inahituco So Mvesngacsn ¢ Foomdoan Agrdng ¢ Acsguene -
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Ulva ohnoi: moléculas con actividad bioldgica

¢, Como obtener oligosacaridos a partir del polisacarido “ulvan™?

D. Quimica . Enzimatica

*Facil de obtener, directa y rapida Dificil obtener enzimas comerciales
*Proceso agresivo *Proceso suave

*Ruptura aleatoria. No patron estructural *Ruptura con patrén estructural determinado

Tamanos molécula <5 KDalt

3 I* F
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m Algal Research
L v Obtencion de oligosacaridos de ulvan por
métodos enzimaticos

Production of sulfated oligosaccharides from the seaweed Ul 5P, Using a @ rrrrr .
new ulvan-degrading enzymatic bacterial crude extract

Olisier Coste®, Erik-jan Malta ¥, José Callejo Lipes *, Cataling Ferndndes-Diaz **

! B e e Frine g ¢ s e Rt o AN o | Parei, Cavee e T Poras on f T e o e e, bk Lo

g N e el = & LT P LT P

v Se describe por primera vez una actividad ulvan-liasa por | (g o3 —
parte de una bacteria del género Alteromonas aislada del 1
intestino de Gammarus insensibilis.

Figure 5.1: Phylogenetic tree ol

|dentificada bajo el codigo Alteromonas sp. GIIUL2 en la base | A . . oo

o the newly described strain based on

de datOS Gen Bank 1 dangpans 165 ribosomal sequences

e Aislamiento bacteria, purificacion coctel enzimas, degradacién de ulvan y caracterizacion de sus
oligosacaridos.

* Enzimas ulvan-liasas capaces de degradar ulvan en oligoulvans sulfatados.

Oligoulvans sulfatados como potenciales nutraceuticos
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Productos origen marino para la prevencion de enfermedades en peces

* Polisacaridos extraidos de la macroalga Ulva ohnoi y su contribucion al sistema de defensa

Inafituto S Mvesngacan v Formas an Agrdnas F Acsguee
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Ulvan extraido de Ulva sp. como inmunoestimulantes

v Se ha comprobado el poder inmunoestimulante del ulvan extraido de Ulvaceas
*In vitro en macroéfagos de rodaballo Psetta maxima

*In vivo en lisas (Mugil cephalus)

*En macrofagos de raton y en cultivos in vitro de células intestinales de cerdo

v Hemos comprobado la capacidad inmunoestimulante del ulvan extraido de Ulva ohnol.

 Efecto in vitro de ulvan sobre macréfagos del lenguado S. senegalensis. Evaluacion de
diferentes formas de suministrar ulvan para maximizar dicha actividad

It PEOGACEN ¢ Formd an Agrdr
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» Efecto de diferentes fracciones de ulvan en células macrofagos de S. senegalensis

fonieat lis seailable of Sciemcriiorct

Algal Research
pournal home page: www ol vier. comiocaintalgal

Polymer chitosan nanoparticles functionalized with Ulva ohinoi extracts @ S
boost in vitre ulvan immunostimulant effect in Solea senegalensis

macrophages

Catalina Ferndndez-Dinz™, Olivier Coste”, Erik-jan Malta"

= ks daara Jl Tarui, D PP Malin o6 djerteds P P00 B v ds o Blark, Jolds Seais
" A e Agas del P, CBra Lot Parin Usmivia K d, 31800 Gariays, Hubes, Fpein

v Los resultados confirman el poder inmunoestimulante del
polisacéarido ulvan sobre macrofagos de lenguado

v/ Los oligosacaridos (oligoulvans) independientemente del
meétodo de obtencidon no ejercen efecto estimulante en las células

cxngaccn v Formas an Agr
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Ulvan soluble en agua. Con carga negativa

Tommre Lo mmleble mi o ocoorlo

- 1

e Algal Research |
il ke

L T Ty |

* Nanoparticulas por gelacién ionotropica (quitosano/TPP) para
e B s e e (e vehicular productos extraidos de Ulva ohnoi
macrofEhnges

Cmaling Ferrsbaies ™, Dlivier Comwe”, Brlk-jas Mahs

t Fii G 8 Faresie ¢ s Fainem con Sgarmne b 3 80 e i s s G i
B S, (P SR PR S G | S R, .

A & B W e
—_—
miPs
CRTrP -

v Nanoparticulas de quitosano/TPP/Ulvan

Figura 03: Characterization of nanoparticles (MPs). A) Bepresentative picture of
a suspension of Alcian Blue tainted MPs with and without enriched wlvan extract.
Bj Microscopic view of ulvan nanopariiches.

v NPs estables,300nm y carga positiva

v/ Mejor rendimiento de encapsulacién de ulvan sin
despolimerizar

shfuto So teerngacan v Foomacan Agrans ¢ Aosquens -
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Potencial de Nanoparticulas de ulvan como inmunoestimulantes
para peces de acuicultura

oy Lovi mwombakle w10 " |
il Algal Research
o ke

Frnd Bmr g e e b g |

Praalyimees chigiain A e fumciinmaliped with DTvo ofsed sxcrasns |,!.| —

bescest i vitro ulvan lenmunostimulont effect in Soleo sanegelensis Oxidative burst assay: Extracellular ROS Oxidative burst assay: Intracellular ROS
macrophages D4 - 16
Caaling Ferrabaies. [Naa ™, Ollvier Coone”, Kilk-jas Mahs i | Eree Ulvan — marizad Uik ] _t_.
e B e P S x = Nanoencapsulated Ulvan P 14| mmm Native Unan a
= | : l
£ 03 * 2 12
] =
" b 2 101
== i)
E = T E = 5
. % E=
v Efecto de la dosis de NPs a laque &g °? 72
7 m E 6 9
se expone la célula E E|
3 a [] 4 4
] 014 T B b
E ?] a £ 2 1 . T
T b
0o [ [] : m-
' 10 100 Free Manoencapsulated
Ulvan product concentration (pg mi " Uhvan format

v Mayor efecto inmunoestimulante del ulvan cuando va incorporado en nanoparticulas

v/ El mayor efecto inmunoestimulante del ulvan se consigue al incorporar el polisacarido en nanoparticulas

 Nanoencapsulacion mejora la actividad de productos extraidos de Ulva ohnoi

shfuto So teerngacan v Foomacan Agrans ¢ Aosquens -
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Prioridades en acuicultura: Vacunas orales para peces

La capacidad de ulvan de enlazarse especificamente con receptores del sistema inmune hace de éstos un
posible adyuvante para el suministro oral de vacunas

Gran potencial de las nanoparticulas de quitosano y ulvan para hacer diana con células del sistema inmune
y poder transportar farmacos o vacunas

Proyecto FEMP
Desarrollo de nanovacunas de
ADN frente a Photobacterium

damselae subsp. piscicida y su
evaluaciéon en lenguado.

L I L |
55200 &.0kV 0.2mim 2150k SE 300nm

« Elaboracion de nanoparticulas hibridas a base de polisacaridos naturales como quitosano-ulvan que
incorporaran en su interior plasmidos de ADN

rbgacsn v Formae an Age
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...Continuemos investigando para hacer un uso eficiente de nuestros recursos marinos

*

Nuevo horizonte de investigacion: Nutricidn-Salud-Nuevas tecnologias de encapsulacion

Equipo de investigacion nutricion e innovacion tecnolégica Investigacion cofinanciada con Fondos Europeos

Investigadora titular: Catalina Fernandez Diaz
EI.AVA.AVA201301.5
Investigador titular: J. Pedro Cafiavate

Contratada postdoctoral: Marian Ponce INIA RTA2011-00032-00-00

Contratado predoctoral: Pablo Cardenas Camacho
*INIA RTA2014-00023-C02
Técnico especialista: M2 Victoria Anguis

Técnicos de laboratorio: M2 del Mar Landi y Eugenia Zuasti *FEMP NANOVACSOL

ewa) |9 U0D sopeuoioe|al S010akold

Agradecimiento especial a Olivier B. Coste y al Dr Erik J. Malta
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catalina.fernandez.diaz@juntadeandalucia.es

IFAPA centro El Toruio. El Pto de Santa Maria, Cadiz
www.ifapa.es

www.servifapa.es
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