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PLE (PLE) (Extraccion con liquidos presurizados)

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluorid
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ABSTRACT

As an important part of biodiversity, marine resources are found to be an important source
of variety of High-Added-Value Compounds (HAVCs), including protein, lipids,
bioactive peptides, polyphenols, etc. Marine side streams such as fish head, viscera, skin,
are discarded or not used effectively during the food processing, resulting in a waste of
resources, however, they are a great source of HAVCs. Traditionally, conventional
methods using high amounts of solvents, which in some cases are toxic, long extraction
times and high temperatures, have been used. Therefore, at this stage of development
there is a need for developing suitable, innovative, and sustainable extraction
technologies to recover more efficiently the HAVCs from marine resources. In this
doctoral dissertation, two innovative approaches, Pulsed Electric Fields (PEF) and
Pressurized Liquid Extraction (PLE), also known as Accelerated Solvent Extraction
(ASE), have been optimized and applied to recover HAVCs from fish (rainbow trout and
sole) side streams and microalgae. The bioactivity of the extracts was also evaluated,
including the antioxidant capacity, antibacterial properties, anti-inflammatory properties,
and the impact on human gut microbiota by use of in vitro model.

The results showed that PEF and PLE significantly improved the protein extraction
rate of fish side streams, and the molecular weight distribution of protein was also
changed, which was mainly manifested as protein changes with molecular weighs
between 5~250 kDa. Meanwhile, the antioxidant capacity of skin and head extracts from
rainbow trout and sole was also significantly improved. In addition, the extracts can

inhibit the growth of pathogenic bacteria. In this sense, PLE-assisted rainbow skin and
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PEF-assisted sole viscera extracts had an inhibitory effect on the growth of
Staphylococcus aureus. On the other hand, some extracts (such as fish head and skin
extracts) can promote probiotics growth and anti-inflammatory activity. The impact of
innovative extraction technologies on the mineral yield and bioaccessibility was also
investigated, observing that PLE-assisted extraction enhanced the recovery of Mg and Fe
from rainbow trout and sole viscera extracts. Furthermore, some extracts also showed a
great potential to modulate the gut microbiota, for example sole viscera extract increased
the levels of Bifidobacterium and Lactobacillus members and promoted the production
of specific microbial metabolites (SCFAs).

Regarding microalgae samples, the extraction of bioactive compounds was affected by
multiple factors, including the type of treatment (PEF, PLE or conventional extraction),
solvent and extraction time. In this sense, PEF-assisted treatment increased the yields of
most of the high-added-value compounds evaluated. For instance, the application of
PEF+H20 for 120 min, led to the highest protein (43.05+2.35 mg/g DW) and polyphenols
(5.21+0.05 mg/g DW) extraction yields, respectively. On the other hand, the use of
PEF+50% DMSO, allowed the higher chlorophyll a, chlorophyll 4 and carotenoids
extraction yields (0.50, 0.60 and 0.15 mg/g, respectively). It was also found that the higher
protein and polyphenols’content had a positive correlation with the Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC), while the chlorophyll and carotenoid contents had a high
correlation with the oxygen radical absorption capacity (ORAC).

When PLE technique was used to recover the high-added-value compounds from

microalgae, it was found that H2O promoted a higher extraction rate of proteins, while
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100% DMSO allowed a better recovery of polyphenols, chlorophyll and carotenoids.
PLE+100% DMSO was a useful tool to recover antioxidants and minerals from different
microalgae (Spirulina, Chlorella and Phaeodactylum tricornutum), being of particular
interest the extraction of individual carotenoids such as B-carotene, lutein and zeaxanthin.

Using PEF and PLE to assist the recovery of HAVCs from aquaculture, can not only
improve the extraction efficiency, but also protecting the bioactivity of the HAVCs from
being destroyed. Moreover, selecting the appropriate methods to extract and recycle
HAVCs is of great significance to reducing waste of resources and achieving sustainable

development.

Keywords: Fish side streams, microalgae, pulsed electric fields, pressurized liquid

extraction, bioactive compounds.
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RESUMEN

Teniendo en cuenta el gran interés por la biodiversidad, los recursos marinos representan
una fuente importante de compuestos de alto valor afiadido como proteinas y péptidos
bioactivos, lipidos y acido grados vitaminas, minerales y compuestos bioactivos, etc. Los
residuos y subproductos del pescado como cabeza, visceras y piel, entre otros, se
descartan o no se utilizan de manera efectiva durante el procesamiento de los alimentos,
lo que resulta en un gran desperdicio de recursos, sin embargo, son una gran fuente de
compuestos con alto valor afiadido y que pueden tener un potencial uso considerable en
las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética y otras, existiendo, por lo tanto, un
interés creciente en la recuperacion de estos compuestos. Tradicionalmente se han
utilizado métodos convencionales que consumen altas cantidades de disolvente, siendo
en algunos casos toxicos, largos tiempos de extraccion y altas temperaturas. Por lo tanto,
en esta etapa de desarrollo existe la necesidad de desarrollar tecnologias de extraccion
adecuadas, innovadoras y sostenibles para recuperar de manera mas eficiente el alto valor
anadido de las fuentes marinas. En esta tesis doctoral, se han optimizado y aplicado dos
enfoques innovadores, Pulsos Eléctricos (PE) y Extraccion con Liquidos Presurizados
(PLE) para recuperar compuestos de alto valor afiadido a partir de subproductos de
pescado (trucha arcoiris y lenguado) y microalgas. También se evalud la bioactividad de
los extractos, incluida la capacidad antioxidante, las propiedades antibacterianas, las
propiedades antiinflamatorias y los efectos de éstos sobre la microbiota intestinal humana

en modelo in vitro.
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Los resultados mostraron que tanto la utilizacion de PE como PLE mejoraron
significativamente la tasa de extraccion de proteinas de los subproductos de pescado, y
también cambi6 la distribucion del peso molecular de las proteinas, lo cual se observo
principalmente como cambios en las proteinas con pesos moleculares entre 5 y 250 kDa.
Asimismo, la capacidad antioxidante de los extractos de piel y cabeza de trucha arcoiris
y lenguado también mejoro significativamente. Ademas, se obtuvo que los extractos de
algunos subproductos, como por ejemplo los obtenidos a partir de piel de trucha arco iris
tras PLE y el extracto de visceras de lenguado tras PE podian inhibir el crecimiento de
bacterias patogenas, en particular Staphylococcus aureus. Algunos extractos también
presentaron un alto potencial para promover el crecimiento de compuestos probiodticos y
antiinflamatorios. Por otro lado, se investig6 el efecto de PE y PLE en la extraccion de
minerales y como afectaban a su bioaccesibilidad. En este sentido, se observo una mejor
recuperacion de Mgy Fe tras PLE, a partir de extractos de visceras tanto de trucha arcoiris
como de lenguado. También tuvo se obtuvo un efecto significativo en la bioaccesibilidad
mineral. Ademads, algunos extractos también mostraron potencial para regular el
microbiota intestinal, por ejemplo, la adicion de extracto de visceras de lenguado aument6
los niveles de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, favoreciendo la produccion
de algunos metabolitos bacterianos como los acidos grasos de cadena corta (AGCC).

Para las microalgas, la extraccion de compuestos bioactivos se vid afectada por
multiples factores, incluidos el tiempo de extraccion y el disolvente cuando se utilizaron
los PE. El tratamiento asistido por PE aument6 los rendimientos de compuestos

bioactivos antioxidantes. Asi pues, la utilizacion de H2O como disolvente combinado con
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PE durante 120 min, permitio obtener los mayores rendimientos de extraccion de
proteinas (43,05+2,35 mg/g materia seca (MS)) y polifenoles (5,21+0,05 mg/g MS) v,
respectivamente. Mientras que, cuando se utilizo DMSO al 50 % como disolvente, el
rendimiento de extraccion de clorofila a (0,50 mg/g), clorofila b (0,60 mg/g) y
carotenoides (0.15 mg/g), respectivamente, fue mayor. Al mismo tiempo, el contenido de
proteina y polifenoles tuvo una alta correlacion con la capacidad antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC), y el contenido de clorofilas y carotenoides tuvo una alta correlacion
con los valores de ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno).

Tras utilizar la extraccion con liquidos presurizados (PLE) para recuperar compuestos
bioactivos a partir de microalgas, se observd que la tasa de extraccion de proteina fue
mejor cuando se us6 H2O como disolvente, mientras que la tasa de extraccion de
polifenoles, clorofila y carotenoides fue mayor cuando se us6 el DMSO al 100% como
disolvente. Ademas, la combinacion de PLE+100% DMSO resulté una estrategia muy
interesante para recuperar antioxidantes y minerales de diferentes microalgas (Spirulina,
Chlorella y Phaeodactylum tricornutum), destacando en particular de los carotenoides [3-
caroteno, luteina y zeaxantina.

La utilizacion de PE y PLE para facilitar la recuperacion de compuestos de alto valor
anadido no solo mejora la eficiencia de extraccion, sino que también protege la
bioactividad de estos compuestos para que no se destruyan. También es importante tener
en cuenta la seleccion de métodos apropiados para extraer y reciclar los compuestos de
alto valor anadido para reducir asi el desperdicio de recursos y lograr un desarrollo

sostenible.
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Palabras clave: Subproductos de pescado, microalgas, pulsos eléctricos, extraccion con

liquidos presurizados, compuestos bioactivos.
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RESUMEN GLOBAL DE LA TEMATICA, PRINCIPALES RESULTADOS Y
CONCLUSIONES

1. Extraccion dirigida de compuestos potencialmente funcionales a partir de
subproductos: Uso de Pulsos Eléctricos (PE) y Extraccion con Liquidos
Presurizados (PLE)

1.1 Extraccion con liquidos presurizados y pulsos eléctricos para la valorizacion de
subproductos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y lenguado (Dover sole):
Evaluacion del contenido proteico, distribucion del peso molecular y potencial
antioxidante de los extractos.

Se investigd el efecto de los métodos/tratamientos innovadores, PE y PLE, en la
recuperacion de proteinas a partir de subproductos (cabeza, piel y visceras) de trucha arco
iris y lenguado. Tras aplicar los tratamientos con PLE, se observo que la tasa de extraccion
de proteina de trucha arcoiris fue significativamente mas elevada en visceras (~80 %),
seguida de la piel (~59 %) y la cabeza (~38 %), en comparacion con el grupo control (sin
PLE). Para los subproductos del lenguado, también se observd un aumento significativo
de la tasa de extraccion de proteinas a partir de las visceras, sin embargo, este efecto no
fue significativo (p>0.05) en la recuperacion de proteinas a partir de piel y cabeza.

Se observaron cambios en la textura de la piel tras la liofilizacion en trucha arco iris y el
lenguado, siendo la piel del lenguado mas dura, dificultando asi la mezcla con tierra de
diatomeas, paso necesario para la extraccion con PLE, y la tasa de extraccion de proteinas

de las visceras de lenguado mejoro significativamente.
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La aplicacion del tratamiento por PE permitié aumentar de forma considerable la
extraccion de proteinas a partir de la piel de trucha arcoiris y lenguado obteniendo
porcentajes de recuperacion cercanos al 80%. También se observaron recuperaciones
interesantes y significativas a partir de la cabeza y las visceras tras aplicar el tratamiento
por PE. Cabe destacar que para el tratamiento con PE se utilizaron muestras de piel fresca
que no fueron liofilizadas. En este sentido, tras el tratamiento con PE y agitacion durante
24 h, se observo una mejor destruccion de la estructura del tejido de la piel, permitiendo
asi una mejor extraccion de las proteinas y mostrando un efecto mas pronunciado en
comparacion con el tratamiento asistido por PLE. Sin embargo, cabe resaltar que, aunque
se observa una mejor extraccion de las proteinas a partir de la piel y cabeza del lenguado
tras aplicar el tratamiento asistido por PE no se observo un efecto significativo cuando se
utilizaron los subproductos de la trucha arcoiris.

En este sentido, los subproductos del pescado han sido ampliamente estudiados como
una de las principales fuentes de proteina marina. En un estudio previo, se reviso la
aplicacion de diferentes métodos de extraccion para recuperar colageno a partir de
subproductos de pescado (Ahmed et al., 2020), incluida la hidrdlisis enzimatica, la
hidrolisis quimica asistida por ultrasonido y otros métodos que han resultado ser métodos
efectivos para recuperar el colageno. En otro estudio, Veeruraj et al. (2013) obtuvieron
una recuperacion de un 80% y 7.1 % de coladgeno a partir de la piel de anguilas mediante
extraccion con acido y pepsina, respectivamente, observando como el método de
extraccion con acido fue el mas eficiente, y obteniendo tasas de extraccion similares al

tratamiento asistido por PE, utilizado en la presente tesis. Sin embargo, la aplicacion del
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tratamiento de extraccion con acido presenta una duracion larga (~3 dias), lo que también
aumenta de forma considerable el costo de produccion. Alvarez et al. (2018) utilizaron la
extraccion acido-base asistida por ultrasonidos para mejorar la tasa de extraccion de
proteina de los subproductos de caballa, y los resultados mostraron que las tasas de
extraccion del tratamiento por ultrasonidos asistido por &cido o base fueron de
aproximadamente 100% y 95 %, respectivamente, concluyendo el impacto positivo del
tratamiento por ultrasonidos para favorecer la extraccion de proteinas.

En la presente tesis, se han empleado dos técnicas innovadoras de extraccion de
compuestos. Por un lado, los PE son un método de tratamiento basado en la electricidad,
generando pulsos eléctricos de corta duracion y alto voltaje que pueden mantener los
efectos térmicos a un nivel bajo y alterar la estructura celular de la matriz alimentaria,
protegiendo las propiedades sensoriales y nutricionales de los alimentos. Se ha
demostrado que la aplicacion de pulsos eléctricos cortos de 100~300 kV/cm a 20~80
kV/cm puede desintegrar la membrana celular y promover la formacion de poros en la
membrana. En este sentido, Zhou, He, y Zhou (2017) exploraron el efecto de los PE en la
extraccion de proteinas de mejillon, obteniendo las condiciones 6ptimas cuando aplicaron
un campo eléctrico de 20 kV/cm, 8 pulsos, e hidrolisis enzimatica durante 2 h,
encontrando una tasa maxima de extraccion de proteinas de alrededor del 77%.

A diferencia de los PE, el tratamiento con PLE reduce la fuerte interaccion entre el
soluto y la matriz de la muestra a altas presiones y también reduce la viscosidad del
disolvente, lo que promueve la difusion del disolvente en la muestra. Las distribuciones

de peso molecular de proteinas en los extractos obtenidos a partir de los subproductos de
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pescado se obtuvieron mediante la utilizacion de una electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). En este sentido, la distribucion del peso molecular de la
proteina de los extractos de cabeza, piel y visceras de trucha arcoiris obtenidos por PLE
fue de 150~10 kDa (grupo de control: 75~10 kDa), 100~10 kDa (grupo de control:
100~75 kDa ) y 50~5 kDa (grupo control: 25~5 kDa). Se puede ver como el tratamiento
por PLE enriquecio las especies de proteinas en el extracto de subproducto de trucha
arcoiris. Sin embargo, el tratamiento asistido por PE no tuvo un efecto significativo en
cuanto a las distribuciones de peso molecular de las proteinas respecto al tratamiento
control.

En el caso de los extractos obtenidos a partir de subproductos de lenguado mediante
PLE se observéd un comportamiento similar al obtenido para la trucha arcoiris. Asimismo,
también se observo un aumento en la proteina con un peso molecular de 150~100 kDa,
75 kDa y 50 kDa procedente del extracto de cabeza y una disminucion de la proteina con
un peso molecular de 50~37 kDa, 25 kDa, 20 ~15 kDay 15 kDa tras aplicar el tratamiento
por PE. Asi pues, es posible concluir que el tratamiento asistido por PE permitio la
extraccion de proteinas de gran peso molecular e inhibi6 la disolucion de proteinas de
pequetio peso molecular, mostrando asi el diferente comportamiento de las proteinas en
funcion de los diferentes tratamientos.

En el caso de la extraccion con PLE, la presion es un factor importante que afecta a
los rendimientos de extraccion, asi como a las propiedades del extracto. En este sentido,
Gomez-Guillén et al. (2005) aplicaron un tratamiento de alta presion de 250~400 MPa a

la piel de pescado, que no solo aumentd la produccion de colageno de la piel, sino que
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también cambid la distribucioén del peso molecular de las proteinas. La presurizacion
también puede provocar cambios en la estructura molecular de la proteina en la matriz
alimentaria. Estudios previos han demostrado que la presiéon puede provocar la
interrupcion de las interacciones no covalentes y cambios intermoleculares, alteraciones
en las interacciones intermoleculares/intramoleculares y disolvente-proteina, que alteran
la conformacioén de las proteinas (Jia, et al., 2021).

Por otro lado, a cierta temperatura, la presurizacion puede aumentar la permeabilidad
del disolvente, facilitando el ingreso de éste en el interior de la matriz alimentaria y
prolongando el tiempo de contacto, lo que tiene implicaciones importantes para la
recuperacion de proteinas (Jia et al., 2021).

Para los PE, las moléculas de las proteinas se polarizan bajo el tratamiento de campos
eléctricos de baja potencia, a medida que aumenta la fuerza, exponiéndose mas
aminoacidos hidrofobicos al disolvente. Cuando la fuerza del campo eléctrico excede un
cierto limite, el efecto especial causado por el arco conducira a la desnaturalizacion y
agregacion de proteinas termosensibles. Ademas, otros estudios han confirmado que los
PE pueden provocar dafios en la estructura secundaria de las proteinas (Zhao & Yang,
2009). El trabajo de esta Tesis demuestra que los tratamientos por PE tienen un efecto
sobre la distribucion del peso molecular de las proteinas. Una de las razones que pueden
permitir explicar este comportamiento es que el tratamiento asistido por PE puede
provocar la ruptura de las células y acelerar la disolucion de las proteinas. Entonces, la

exposicion de los aminoacidos hidréfobos de las proteinas también conduce a la
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agregacion de proteinas, lo que puede provocar cambios en el peso molecular de las
mismas.

Ademas de evaluar el impacto de los tratamientos por PLE y PE en la extraccion de
proteinas y distribucion del peso molecular, también se evalud la capacidad antioxidante
de los extractos, mediante dos ensayos (TEAC y ORAC), los cuales se utilizaron como
indicadores para evaluar la bioactividad de los extractos.

Para la trucha arcoiris, los extractos obtenidos a partir de la piel mostraron una mayor
capacidad de absorciéon de radicales de oxigeno (ORAC) independientemente del
tratamiento (PLE o PE), seguidos por los extractos de visceras y cabeza. Mediante el
tratamiento asistido por PLE, la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno de la piel
y las visceras de la trucha arcoiris mejord significativamente, mientras que los PE no
tuvieron un efecto significativo.

En los extractos obtenidos a partir de los subproductos del lenguado, el tratamiento
por PLE podria mejorar la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno de los extractos
de cabeza y visceras, mientras los PE presentan un mayor interés para los extractos de
cabeza y visceras. Ademas, se evalud la capacidad de eliminacion del radical ABTS+- de
los extractos, observando como el tratamiento con PLE mejord significativamente la
capacidad de eliminacion de éste en los extractos de cabezas de lenguado y trucha arcoiris.
Sin embargo, para los extractos viscerales se observo el efecto contrario. En cuanto al
tratamiento con PE, cabe sefialar que aumentaron los valores de TEAC de los extractos

de piel y cabeza de lenguado, pero se encontro el efecto contrario para las visceras.

Vi
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1.2 Rol de los extractos de pescado en la modulacion de las actividades bacterianas y
antiinflamatorias

Aunque algunos estudios han demostrado que diferentes compuestos derivados del
pescado tienen un gran potencial antibacteriano y antiinflamatorio, rara vez se han
informado sobre las propiedades biologicas de éstos tras su obtencion por tecnologias
innovadoras como PE y PLE.

En la presente tesis, se evaluaron los efectos de los extractos sobre el crecimiento de
cuatro microorganismos potencialmente patdgenos o alterantes. Se monitorizo la cinética
de crecimiento mediante el modelo de Gompertz (Zwietering et al., 1990). Los extractos
obtenidos tras aplicar los tratamientos de PE/PLE en subproductos de trucha arcoiris
promovieron el crecimiento de cepas de Listeria (L. innocua) y Escherichia (E. coli),
obteniendo los efectos mas evidentes en los extractos procedentes de visceras. Por otro
lado, no se observd un efecto significativo sobre el crecimiento de Staphylococcus spp.
(S. aureus) tras utilizar los extractos de cabeza y piel obtenidos por PE. Sin embargo, la
adicion de extractos de visceras redujo la tasa de crecimiento de S. aureus. Para los
subproductos de trucha arco iris, se observaron diferentes comportamientos en funcion
del tratamiento utilizado. En este sentido, los extractos de cabeza y piel obtenidos por
PLE inhibieron el crecimiento de S. aureus pero no tuvieron efecto sobre el crecimiento
de Salmonella.

Respecto a los subproductos de lenguado, cabe resaltar, de forma negativa, que la
adicion de extractos de visceras de lenguado promovid el crecimiento de Listeria,

mientras que los extractos de cabeza y piel no tuvieron un efecto significativo sobre €sta.

Vi
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Tampoco tuvo un impacto significativo la utilizacién de PE o PLE en la obtencion de los
extractos. Ademas, el extracto de visceras de lenguado obtenido por PE tuvo un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de S. aureus. Asimismo, el extracto de cabeza obtenido
mediante PLE también inhibi6 la tasa de crecimiento de S. aureus.

También se investigd el efecto de los extractos en el crecimiento de dos cepas
potencialmente probidticas de los géneros Bifidobacterium (B. lactis) y Lacticaseibacillus
(L. casei). Cuando se explord la utilizacion de la extraccion asistida por PE se observo
como el extracto de cabeza de trucha arcoiris promovio el crecimiento de L. casei, pero
no hubo diferencias significativas entre los grupos control y PE. Ademas, los extractos
no tuvieron efecto sobre el crecimiento de B. lactis. Mientras tanto, los extractos
obtenidos a partir de trucha arcoiris mediante tratamiento PLE no mostraron un efecto
significativo sobre el crecimiento de L. casei en comparacion con el grupo control.

Asimismo, también se estudiaron los subproductos del lenguado, observando que los
extractos obtenidos a partir de cabeza tras PE promovieron el crecimiento de L. casei,
pero no hubo diferencias significativas entre el grupo asistido por PE y el control. Para el
tratamiento asistido por PLE, los extractos de visceras y cabeza de lenguado no tuvieron
un efecto significativo sobre el crecimiento de L. casei, mientras que el extracto de
visceras del grupo de control inhibid el crecimiento de L. casei. Ademas, los extractos de
cabeza y piel de lenguado obtenidos mediante PLE también aumentaron la densidad
optica de B. lactis en comparacién con el grupo de control.

En los ultimos afos, los investigadores han explorado los efectos de los compuestos

presentes en los subproductos de pescado sobre el crecimiento de bacterias patogenas y
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probidticos, como Yersinia ruckeri de hidrolizados de subproductos de tilapia e
hidrolizados de piel de caballa del Atlantico (Robert et al., 2015, Ennaas et al., 2015)
obteniendo que los subproductos de la piel de caballa del Atlantico obtenidos por
hidrolisis han presentado efectos inhibitorios sobre las bacterias. Ademas, el hidrolizado
de cabeza de Thunnus albacares puede promover el crecimiento de bacterias acido-
lacticas, incluidas L. acidophilus, L. delbrukii and L. casei (Safari et al., 2012). En la
presente tesis, se investigd el efecto de los extractos de subproductos de pescado
obtenidos con tecnologias innovadoras sobre el crecimiento bacteriano. La utilizacion de
PE/PLE no solo mejor6 la tasa de extraccion de los diferentes compuestos a partir de los
subproductos del pescado, sino que también asegura sus propiedades antibacterianas y
tiene un efecto positivo sobre las cepas potencialmente probidticas.

Ademas, también se evaluo el potencial antiinflamatorio de los extractos obtenidos a
partir de los diferentes subproductos. En los extractos obtenidos a partir de los
subproductos de trucha arcoiris, los extractos obtenidos por PE no mostraron potencial
antiinflamatorio, mientras que los extractos obtenidos por PLE tuvieron efectos
inhibitorios de la activacion de la ruta de inflamacion (NF-kB), especialmente el extracto
de visceras, que inhibe ~40-45 % de actividad inflamatoria inducida por el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Por otro lado, para los extractos de subproductos de
lenguado, el extracto de piel obtenido por PE exhibié un potencial antiinflamatorio mas
importante y significativo (con reducciones de ~35%). Curiosamente, en el grupo de
extractos de trucha arcoiris obtenidos por PE, los extractos de piel y visceras (sin

tratamientos con PE y PLE) aumentaron la actividad inflamatoria (150% y 126%,



Resumen global de la tematica, de los ¥CSIC ||:| 1 ata

VNIVE RS[TP\Té IDVALENCIA prlnCIPales resultados y de las COHC]uSloneS INSTITUTO DE AGROQUIMICA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

respectivamente), lo que sugiere que el tratamiento con PE podria alterar algunos
componentes de estos extractos y reducir su potencial proinflamatorio intrinseco.

1.3 Efectos de la digestion in vitro sobre la capacidad antioxidante de los extractos de
subproductos de pescado y bioaccesibilidad de minerales

Se establecié un modelo de digestion estatica in vitro para explorar el efecto de la
digestion sobre la capacidad antioxidante de los extractos, y también se evalud la
bioaccesibilidad de los minerales. En primer lugar, se determind la contaminacion
potencial de los subproductos del pescado, incluidos los niveles de metales pesados (As,
Cd, Hg y Pb) y las micotoxinas. En todos los subproductos de pescado, el contenido de
Cd, Hg y Pb estuvo por debajo del limite maximo permitido y no se detectd
contaminacion por micotoxinas en los extractos.

La digestion in vitro tuvo diferentes efectos sobre la capacidad antioxidante de los
extractos. Para los extractos obtenidos a partir de subproductos de trucha arcoiris y
lenguado, los PE no mostraron un efecto significativo en la capacidad antioxidante de los
mismos, mientras que la utilizacion de PLE aument6 la capacidad antioxidante de los
extractos de trucha arcoiris y cabeza de lenguado tras la digestion in vitro en comparacion
con el grupo control.

La digestion in vitro puede tener un efecto sobre la capacidad antioxidante del extracto.
En el proceso de digestion in vitro, la digestion de proteinas comienza en el estdbmago y
se degrada en pequefios péptidos moleculares bajo la accion de enzimas digestivas, luego
se degrada atn mas por las células epiteliales del intestino delgado para formar

aminoacidos y entrar en la circulacion de los fluidos corporales. Los péptidos bioactivos
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en la proteina de pescado tienen capacidad antioxidante, y la digestion, asi como las
tecnologias innovadoras pueden cambiar la secuencia de péptidos contenidos en los
extractos, afectando asi la capacidad antioxidante.

Ademas, se estudi6 el impacto de los PE y PLE en la recuperacion de minerales a partir
de subproductos del pescado. Los subproductos de pescado seleccionados en este estudio
tenian un contenido relativamente alto de Mg, Ca y P. Se observdo como los PE
promovieron la recuperacion de minerales como Mg y P a partir de cabeza de trucha
arcoiris, asi como de Fe y Ca a partir de cabeza de lenguado.

También se evaluo6 el efecto del tratamiento PLE en la recuperacion de minerales de
subproductos de pescado, observando como éste aumentd los contenidos de Fe y Zn en
los extractos de cabeza de trucha arcoiris, asi como los contenidos de Fe y Se en los
extractos de visceras. También se observo un efecto positivo de los PLE en la
recuperacion de Zn a partir de extracto de cabeza de lenguado.

Asimismo, también se evalud la bioaccesibilidad de los minerales contenidos en los
subproductos del pescado. La utilizacion de PE y PLE mejoro la bioaccesibilidad de los
minerales en algunos extractos obtenidos a partir de los subproductos evaluados, pero no
en todos.

En este sentido, cabe destacar que el contenido de minerales y su bioaccesibilidad se
ven afectados por varios factores, como el tipo de pez, el entorno de cultivo, los métodos
de procesamiento, etc. Ademas, las interacciones con otros componentes también pueden
tener un impacto en la bioaccesibilidad de los minerales. Sin embargo, se han realizado

pocas investigaciones sobre el impacto de los PE y PLE sobre los minerales en
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subproductos de pescado. Por lo tanto, es crucial comprender los cambios en la accion de
diferentes técnicas de procesamiento de minerales que contienen otros constituyentes y
su impacto en la digestioén y absorcion.
1.4 Efectos de los extractos de subproductos de pescado en la microbiota intestinal
Para evaluar de manera mas completa la funcion saludable de los extractos de
subproductos de pescado obtenidos, se explord su impacto en la microbiota intestinal
mediante un modelo de fermentacion colonica in vitro. Se observo un aumento6 en los
niveles de bacterias totales tras 48h de incubacion, fundamentalmente en los miembros
de la familia Enterobacteriaceae, y los géneros Bacteroides y Streptococcus. En paralelo,
se determinaron los dcidos grasos de cadena corta (AGCC), como principales metabolitos
de la microbiota intestinal, y se observd un aumento en la produccion de acido acético y
acido propidnico, en paralelo a la incubacion y el aumento en los niveles bacterianos.
Especificamente, la adicion de extracto de visceras de lenguado incremento los niveles
de Bifidobacterium spp. y promovid una reduccion en los niveles de bacterias pro-
inflamatorias de la familia Enterobacteriaceae. Ademas, la adicidon de extractos de
visceras de trucha arcoiris y lenguado también redujo los niveles de Streptococcus en
comparacion con los controles (sin el extracto). Entre los extractos de subproductos de
pescado, el extracto de visceras de lenguado tuvo un efecto mas positivo, probablemente
debido a la presencia de proteinas de bajo peso molecular en los extractos de visceras,
pero aun es necesario explorar mas mecanismos.

Para los AGCC, el contenido de acido acético fue mayor en presencia de los extractos

(visceras de lenguado, cabezas de lenguado y trucha arco iris) que en el grupo control tras
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24 h de incubacion, mientras que tras 48h incubacion, el contenido de acido acético
aumento en presencia de los extractos de visceras de lenguado y trucha arco iris. Tras 48
h de incubacidn, el acido propidnico aumento significativamente en el grupo que contenia
el extracto de visceras de trucha arcoiris, mientras que los otros grupos fueron mas bajos
que el grupo control (sin el extracto). Ademas, los extractos de visceras de lenguado y de
trucha arco iris mostraron efectos positivos en el aumento del contenido de acido acético
y acido propionico, respectivamente.

2. Recuperacion de nutrientes y compuestos bioactivos de alto valor afiadido a partir
de microalgas utilizando tecnologias innovadoras

2.1 Recuperacion de biomoléculas asistida por pulsos eléctricos a partir de Chlorella
En este estudio se investigo el efecto del tratamiento por PE para recuperar nutrientes y
compuestos bioactivos a partir de Chlorella. En primer lugar, se explor6 el impacto del
disolvente (100% H20 y 50% H20 + 50% DMSO) y el tiempo de extraccion en la
recuperacion de nutrientes y compuestos bioactivos a partir de Chlorella. En comparacion
con el grupo de control (sin PE), los PE aumentaron la extraccion de biomoléculas de
Chlorella, incluidas proteinas, polifenoles, clorofila a, clorofila b y carotenoides. Entre
ellos, la utilizacion de DMSO (50%) se mostr6 el mas beneficioso para la extraccion de
pigmentos liposolubles, mientras que la utilizaciéon de H20 al 100% presentd la mayor
extraccion de proteinas. Esto puede deberse a que el grupo sulfonilo hidrofilico y el grupo
metilo hidrofobico del DMSO pueden disolver compuestos solubles en agua y
liposolubles, lo que promueve la extraccion de pigmentos (Mueller et al., 2019). Mientras

tanto, la adicion de DM SO dio como resultado la precipitacion de proteinas, lo que afecto
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de forma considerable a la tasa de extraccion. En este sentido, Parniakov et al. (2015)
utilizaron los PE en un estudio previo para mejorar la extraccion de nutrientes y
compuestos bioactivos a partir de la microalga Nannochloropsis spp., obteniendo una
conclusiéon similar a la obtenida en la presente tesis. Ademads, se analizaron las
proporciones de biomoléculas especificas de los extractos en diferentes momentos de la
extraccion, encontrando que las proporciones entre las diferentes biomoléculas también
se vio modificada con el transcurso del tiempo.

Al evaluar la capacidad antioxidante de los extractos, se observo que el orden de las
muestras en cuanto a los valores de ORAC en orden decreciente fue el siguiente: PE-+50%
DMSO>control+50% DMSO>PE+ H20>control+H20, mientras que el orden de los
valores de TEAC, también en orden decreciente fue: PEF+H20>PE+50%
DMSO>control+H>O/control+50% DMSO. Asimismo, los resultados del analisis de
componentes principales mostraron que los contenidos de carotenoides y clorofila a/b
mostraron una fuerte correlacion con el método ORAC, mientras que los valores del
método TEAC se relacionaron principalmente con las proteinas y los polifenoles, lo que
podria explicar la diferente capacidad antioxidante de las muestras en funcion del ensayo
analizado.

En este trabajo también se evaluo el contenido de minerales (Mg, P, Ca, Fe y Zn) en
Chlorella y sus extractos. No se observo un efecto significativo de los PE sobre el
contenido de Mg, mientras que si que se observo un aumento en el contenido de P/Zn y
una disminucion de la concentracion de Ca/Fe. El contenido de Ca y Fe en los extractos

obtenidos por el tratamiento asistido por PE fue menor que en el grupo control. En este
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sentido, se ha demostrado en algunos estudios que los PE alteran las células de microalgas
y aumenta la tasa de extraccion de algunas biomoléculas. Entre estos minerales, el Ca y
el Fe pueden estar involucrados en la estructura celular mediante la quelaciéon con
proteinas, pudiendo los PE alterar esta union y cambiar asi las propiedades funcionales
de las proteinas, provocando la sedimentacion de proteinas que contienen Ca/Fe.

El efecto del tratamiento asistido por PE en la estructura celular de Chlorella se
observo mediante microscopio de fluorescencia (FM) y microscopia electronica de
barrido (SEM), observando la aparicion de algunas "grietas" en los agregados circulares
de multiples Chlorella tras el tratamiento con PE. A mayores aumentos, se vi6 de forma
mas evidente la ruptura de las células de Chlorella, 1o que indica que se produce una
"electroporacion" durante el tratamiento con PE, lo que aumenta la tasa de extraccion de
biomoléculas.

2.2 Efectos de la combinacion de la extraccion con PLE y DMSO en la recuperacion de
compuestos valiosos a partir de microalgas

Se evalud la combinacion de PLE con diferentes concentraciones de DMSO para
recuperar compuestos bioactivos de microalgas. En primer lugar, se utiliz6 la microalga
Chlorella como matriz, obteniéndose que tanto el tratamiento con PLE como la
concentracion de DMSO podrian afectar a la recuperacion de nutrientes y compuestos
bioactivos de Chlorella, incluidos proteinas, polifenoles, clorofila a, clorofila b y
carotenoides. Entre ellos, la combinacion de PLE+H>0 como disolvente fue util para la
recuperacion de proteinas, mientras que el DMSO tuvo un efecto mas significativo sobre

la recuperacion de polifenoles, clorofila a, clorofila b y carotenoides.
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También se evalu6 la capacidad antioxidante de los extractos y su asociacion con los
diferentes nutrientes y compuestos bioactivos. Los resultados del método ORAC
mostraron que la extraccion con PLE aumento la capacidad antioxidante de los extractos
en comparacion con el grupo de control. Asimismo, la concentracion de DMSO también
tuvo una influencia significativa en la recuperacion de los diferentes compuestos. En este
sentido, cuando la concentracion de DMSO fue superior al 50%, el aumento de la
capacidad antioxidante se relacion6 con el aumento del contenido de polifenoles, clorofila
y carotenoides. En cuanto a los valores de TEAC, cuando la concentracion de DMSO
superd el 50%, los extractos obtenidos por PLE y control mostraron una capacidad
antioxidante similar, mientras que cuando la concentraciéon de DMSO estuvo por debajo
del 50%, los extractos obtenidos por PLE presentaron una mayor capacidad antioxidante.
Esto puede deberse a que los métodos ORAC y TEAC presentan dos mecanismos de
accion antioxidante diferentes, y el principio del primero esta basado en que los
antioxidantes y el sustrato compiten por los radicales peroxilo generados térmicamente a
través de la descomposicion de los compuestos azo, mientras que el TEAC mide la
capacidad de los antioxidantes para reducir los oxidantes (Zulueta et al., 2009).

El analisis de componentes principales mostré que cuando se utiliz6 DMSO al 100%
como disolvente de extraccion, el contenido de polifenoles, clorofila y carotenoides en el
extracto fue mayor y tenia una fuerte capacidad antioxidante. Por lo tanto, se explor6 el
uso de DMSO al 100% en combinacion con el tratamiento PLE como disolvente para
recuperar biomasa de alto valor de Spirulina y Phaeodactylum tricornutum. Se puede

encontrar que, entre las tres microalgas seleccionadas en este estudio, los valores de
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proteina, polifenoles, carotenoides y capacidad antioxidante de Spirulina y
Phaeodactylum tricornutum son mas altos que los de Chlorella, mientras que Chlorella
presenta un mayor contenido de clorofila. Esto se puede atribuir a la diferente especie y
morfologia celular. Ademas, la distribucion de carotenoides y minerales en los extractos
también es diferente, teniendo la espirulina una mayor cantidad de zeaxantina y siendo
una fuente importante de Zn y P, mientras que Chlorella presenta valores relativamente
altos de luteina.

Por lo tanto, el tratamiento asistido por PLE en combinacion con DMSO como
disolvente puede considerarse un método valioso para recuperar compuestos de alto valor
de las microalgas, lo que puede acortar significativamente el tiempo de procesamiento y
mejorar el rendimiento de la extraccion.

Las microalgas contienen una gran cantidad de biomasa de alto valor. Este estudio
utilizé dos técnicas innovadoras para la recuperacion de biomasa a partir de microalgas.
Los estudios han demostrado que ambos son métodos eficientes para recuperar biomasa
de microalgas y que la eleccion del disolvente de extraccion también puede tener un
impacto en el contenido de las diferentes biomoléculas. Sobre esta base, las microalgas
tienen el potencial de convertirse en productos de alto valor, de modo que la biomasa se
pueda utilizar muy bien. Sin embargo, vale la pena sefialar que hay muchas especies de
microalgas y tienen diferentes morfologias celulares, también es necesaria la exploracion

de métodos mas eficientes para cada especie en particular.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se puede concluir que:

1) Las tecnologias innovadoras (pulsos eléctricos, PE y extraccion con liquidos
presurizados, PLE) se pueden utilizar para extraer nutrientes y compuestos bioactivos a
partir de subproductos de pescado, pudiendo aumentar la extraccion de proteinas y
capacidad antioxidante.

2) La distribucion del peso molecular de las proteinas en los extractos de subproductos
de pescado puede verse afectada tanto por el tratamiento por PE como por PLE.

3) La influencia de los extractos de subproductos de pescado en el crecimiento de
microorganismos especificos (potencialmente patdogenos, alterantes y beneficiosos) y la
actividad inflamatoria, dependen de la fuente marina (lenguado, trucha arcoiris), del
origen (viscera, piel, etc..), y de la metodologia empleada (PLE, PE).

4) La digestion in vitro puede afectar la capacidad antioxidante de los extractos de
subproductos de pescado.

5) La recuperacion de minerales en extractos de subproductos de pescado se vio afectada
por los tratamientos de PE y PLE, estando intimamente relacionada con el tipo de pez y
mineral extraido. Los PE y el tratamiento por PLE permitieron mejorar la bioaccesibilidad
de algunos minerales, pero no en todos los casos se mostr6 un efecto positivo.

6) El extracto de visceras de lenguado modula la microbiota intestinal en el modelo in
vitro de fermentacion colonico mediante el aumento en el contenido de bacterias el género

Bifidobacterium, ademés de favorecer la produccion de acidos grasos de cadena corta.
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7) Los PE puede mejorar la tasa de recuperacion de compuestos bioactivos antioxidantes
en Chlorella, 1o que se relaciona principalmente con la "electroporacion” inducida por
esta tecnologia.

8) La extraccion asistida con PLE+DMSO como disolvente también es un método
eficiente para recuperar compuestos de alto valor (ej. pigmentos y carotenoides) a partir
de microalgas.

Estas conclusiones demuestran que el uso de tecnologias innovadoras de extraccion
(PE y PLE) para recuperar compuestos de alto valor a partir de subproductos de pescado
y microalgas son métodos eficaces, que no solo pueden mejorar el rendimiento de
extraccion de los compuestos, sino que también evitan que se degraden las propiedades
biologicas. Sobre esta base, es necesario explorar el mecanismo de la actividad funcional
de los componentes y mas propiedades nutricionales. Mientras tanto, también es factible
evaluar la aplicacion de més tecnologias innovadoras como los fluidos supercriticos,
microondas, etc. En conclusion, es de gran importancia estudiar la aplicacion de
compuestos de alto valor anadido a partir de fuentes marinas para su potencial uso en
industrias alimentarias, farmacéuticas, cosméticas y otras, no solo para lograr una
utilizacion sostenible de los recursos, sino también para reducir el desperdicio de recursos

y la contaminacion ambiental.
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1. Introduction and review literature

Oceans are an important part of Earth’s biodiversity, with more than two million life
forms present in oceans, including animal, algae, microorganisms, and more (Mora et al.,
2011). A large number of high-added-value compounds from marine organisms have
been identified, such as protein and bioactive peptides, polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), bioactive enzymes, carotenoids, etc. (Ali et al.,, 2021). Compared with
terrestrial organisms, marine organisms can often adapt to more extreme environments
and reduce the use of freshwater and arable land, making them more valuable for
development and utilization (Poojary et al., 2022). These compounds are being
considered to be used in food, pharmaceutical and other industries to exert their
application potential (Ferraro et al., 2010; Zhang & Rehmmann, 2022).

The fishing and development of seafood plays a vital role in the economies of many
countries. As a growing industry, total fish production has increased from 1.58 million
tons in 2012 to 1.75 million tons in 2017 and is expected to reach 1.94 million tons in
2026. In addition, large amounts of algae, mollusks, and crustaceans are also farmed or
fished (Food and Agriculture Organization, 2000; Lopes et al., 2015). Among them,
around 40~50% of the weight is used for processing and human consumption, while the
rest is often discarded as a waste, or to produce low-added-value animal feed and so on.
For example, in the production and processing of fish, head, viscera, backbone, etc. are
not commonly used as waste, and they may account ~50% of the whole fish weight

(Korkmaz & Tokur, 2022). For crustaceans, only about 10% can be consumed. These side
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streams are often a great source of high-added-value compounds (i.e. protein, lipids, etc.)
that are not well utilized (Deng et al., 2020).

Therefore, effectively disposing of these side streams and recovering their high-added-
value compounds, applying them as functional ingredients in different industries will
bring more opportunities for the processing of marine organisms, and is also conducive

to the sustainability of resources.

1.1 High-added-value compounds (HAVCs) from fish side streams and algae
1.1.1  Protein
The crude protein content can reach 8~35 % of the fish side streams. Recycling these
high-protein side streams can largely alleviate potential environmental problems
(Korkmaz & Tokur, 2022; Sila & Bougatef, 2016). Most fish protein exist in an inactive
form and have complete protein sequences. At present, most of the research on protein in
fish side streams is to obtain protein hydrolysates through different methods, that is
peptides with bioactivity (Desai et al., 2022). These bioactive peptides are mostly
composed of 3~20 amino acid residues. Different amino acid sequences make the
hydrolysates show different physiological activities, including antioxidant, anti-
inflammatory, antibacterial, neuroprotective, ability to prevent high blood pressure, etc.
(Wang, 2021) (Table 1).

Likewise, algae are one of the most important sources of marine protein. The protein
content of algae varies with species, growth environment and other factors. Generally,

red algae have higher protein content, while brown algae have lower protein content.
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Similar to fish protein, algae derived protein and its hydrolysates have biological

functions, including antimicrobial, anti-hypertension, anti-coagulation, etc. (Pina-Pérez

etal., 2017) (Table 1).

Table 1. Bioactivity of proteins in fish side stream and algae

Navodon
septentrionalis
head

Tuna dark
muscle by-
product
Salmon

pectoral fin

Rachycentron

canadum skin

Salmon
pectoral fin
Ctenopharyngo
don idella

Fish sauce

Trout viscera

Grass carp fish
scale
Salmon

backbones

Carp fish skin

Tuna skin

Antioxidant

capacity

Antioxidant

capacity
Antioxidant, anti-

inflammatory

ACE inhibitory

activity

Anti-inflammatory
Antioxidant,

neuroprotective

Antioxidant

Antibacterial

Inhibit tyrosinase

ACE-inhibitory,

antidiabetic

Inhibits ice crystal
growth
Inhibits lipid

accumulation

Hydrolysis

(papain)
+ultrafiltration

Hydrolysis
(Alcalase),
filtration
Hydrolysis

(proteases)

Hydrolysis
(Protamex and

Protease N)

Hydrolysis
(proteases)
Hydrolysis

(Protamex)

Proteases and

fermentation

Hydrolysis
(pepsin)
In vitro

digestion
Hydrolysis
Hydrolysis
(Alcalase)

Subcritical

water treatment

Trp-Glu-Gly-Pro-Lys
(615.69 kDa), Gly-Pro-
Pro (269.33 kDa), Gly-

Val-Pro-Leu-Thr (485.59
kDa)

Peptide fraction <1 kDa

Peptide fraction 1~2 kDa

Peptide fraction 450~630
Da, Trp-Ala-Ala, Ala-

Trp-Trp, lle-Trp-Trp,
Trp-Leu

Pro-Ala-Tyr

Glutathione

Low molecular weight
FSB fraction

The degree of hydrolysis
is 30%
Molecular weight<2023
Da
Molecular weight<1200
Da

Peptides: 1000~2500 Da

(Chi et al.,
2015)

(Saidi et al.,
2014)

(Ahn et al.,
2012)

(Lin et al.,
2019)

(Ahn et al.,
2015)
(Cai et al.,
2015)
(Choksawangk
arn et al.,
2018)
(Wald et al.,
2016)
(Hu et al.,
2022)
(Slizyte et al.,
2016)
(Damodaran
& Wang,
2017)
(Lee et al.,
2017)
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Table 1. (cont.)

Ulva sp. L Solvent (Kazir et
Antioxidant . Trp, Tyr, Met
Gracilaria sp. extraction al., 2019)
. . . (Vasquez
Macrocysis Antioxidant, Hydrolysis tal
et al.,
rifera ACE inhibito cellulase
pyrife ry ( ) 2019)
Pro-Gly-Trp-Asn-
Antioxidant, Hydrolysis GIn-Trp-Phe-Leu (Kang et
Navicula incerta ) . ;
hepatic fibrosis (pepsin) Val-Glu-Val-Leu- al., 2011)
Pro-Ala-Glu-Leu
Caulerpa ACE inhibitory Hydrolysis ) ) (Joel et
- . Short-chain peptides

lentillifera activity (thermolysin) al., 2018)
(Indumat

Porphyra i Hydrolysis NMEKGSSSVVSSR hi &

Anti-coagulant )
yezoensis (pepsin) M (+15.99) KQ Mehta,
2016)

*Part of the research on the extraction and bioactivity evaluation of fish side stream and
algae proteins in the past ten years. ACE: Angiotension converting enzyme.

In addition to fish and algae, there are many crustaceans in the ocean, such as shrimp,
shells and crab, many by-products are also produced during the processing. Among them,
it contains high-quality protein, minerals, polysaccharides, etc., showing great economic

value (Hajji et al., 2021).

1.1.2  Lipids

Lipids are one of the most important nutrients in the human body, which can provide the
body with the necessary energy to maintain metabolism. Marine organisms are rich in
omega-3 PUFAs, such as eicosapentaenoic acid (EPA) and (docosahexaenoic acid) DHA,
which are essential fatty acids. The lipid content of fish is up to about 30% and varies

according to the species, growing environment, and diet, etc. Studies have shown that diet
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containing fish lipids can help preventing and regulating a wide variety of

noncommunicable diseases, such as cardiovascular diseases, inflammation, diabetes, and

more (Chen et al., 2022) (Table 2).

Table 2. Effects of fish side and algae lipids on health

Source

Menhaden

Fish

Fish/krill

Tuna and
algae

Chlorella

Chlorella
Ppyrenoidosa,
Spirulina
platensis

Spirulina
Nannochlorop
Sis,
Schizochytriu
m

Nannochlorop

sis gaditana

Method/model

Animal model (mice)
Human (patients with
type 2 diabetes)

Animal model (mice)

Animal model (mice)

Animal model (mice)

In vitro study-Human
peripheral blood

mononuclear cells

Animal model (mice)

Animal model (rabbit
platelets)

Animal model (mice)

In vitro model
(Human acute
monocytic leukemia
cell line THP-1)

Bioactive
fraction

Fish oil

Fish oil

Fish oil

Fish and krill oil

Lipid

Lipid extracts

Ethanol extracts

Lipid extracts

Lipids

Lipid extracts

Function

Regulate metabolic

disorders and
alleviate obesity

Relieve diabetes

Inhibited intestinal

inflammation
Lower cholesterol
levels

Improve cognitive

ability
Antioxidant and
alleviate the acne
vulgaris

Anti-diabetes

Anti-thrombotic

Protective neuron

Anti-inflammatory

Ref.

(Monk et al.,
2019)

(Balfego et
al., 2016)
(Yamamoto
etal., 2018)
(Cui et al.,
2017)
(Zhang et al.,
2018)

(Sibi, 2015)
(Wan et al.,
2019)

(Koukouraki
et al., 2020)

(P. A. Lopes
etal., 2017)

(Avila-
Roman et al.,
2018)

*Part of the research on the lipid bioactivity from fish side stream and algae in the past

ten years.

The lipids content of algae is lower than that of fish, but it also can be used as a

substitute for fish lipids due to its higher content of PUFAs. The type of algae, light

6
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conditions, temperature, water quality and other factors all affect the lipids content in
algae, these lipids rich in PUFAs have also been shown to have antioxidant, anti-
inflammatory, antibacterial, immunomodulatory and other activities (Zhou et al., 2022)

(Table 2).

1.1.3  Carbohydrates (polysaccharides)
Carbohydrates also make up large portion of the human diet and are used as high-quality
active components due to their water-soluble and degradable properties. They are widely
found in animals, plants and microorganisms in nature (Tan & Nie, 2022). There are
various kinds of polysaccharides in the ocean, such as chitosan and chitin from animas;
alginate and fucoidan from algae, which have been widely used in food, medicine, textile,
and other industries. Among them, carbohydrate with a simple structure can be digested
and absorbed in the digestive system, while some carbohydrates with a complex structure
can partially or completely resist the degradation of enzymes in the upper digestive tract
and reach the colon (Gibson et al., 2017). There is a complex microbial community in the
colon, known as the gut microbiota (GM), participating in the host’s metabolism, and
having an impact on host health. These indigestible polysaccharides can be used as
potential prebiotics by anaerobic bacteria in the gut to product short-chain fatty acids
(SCFAs) and other metabolites, which have positive effects on relieving obesity, diabetes,
improving gut health and others (Shang et al., 2018).

Animal-derived marine polysaccharides are mostly from fish, crustaceans and

mollusks, such as chitosan, chitin, chondroitin sulfate, etc., and have been proven to have
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various physiological functions such as anti-inflammatory, relieving diabetes, regulating
GM and so on (Nie et al., 2019). For example, Liu et al. (2015) found that the intake of
chitosan reduced the accumulation of lipids in the liver of rats, which could significantly
reduce plasma glucose and improve impaired glucose tolerance and insulin tolerance. Ai
et al. (2018) found that sulfated polysaccharides from abalone can inhibit obesity caused
by high-diet diet by regulating the ratio of Firmicutes/Bacteroidetes in the mice gut
microbiota and promoting the production of SCFAs.

Algae are an important source of marine polysaccharides (i.e., alginate, agarose,
fucoidan, etc.), changing its content according to algae species and ranging about
20~75 %. Moreover, their bioactivities have also been studied. For instance, alginate can
be used as a prebiotic by specific GM to improve metabolic syndrome, while it also can
alleviate inflammation and obesity (Bai et al., 2017). Liu et al. (2017) investigated the
effects of brown algae-derived alginates in a high-fat, high-sucrose diet mouse model,
observing that alginate significantly reduced blood lipopolysaccharide levels in mice and
suppressed colonic inflammation. In addition, it also influences the composition of gut
microbiota, which can increase the abundance of the probiotic Limosilactobacillus reuteri.
Fucoidan has also been shown to have the potential to alleviate inflammation in the host
and combat Alzheimer’s diseases. By exploring the effect of fucoidan on type-2 diabetic
mice, Liu et al. (2022) found that the addition of fucoidan can improve glucose
metabolism in mice by regulating TLR/NF-«B signal pathway, and also can enhance the
barrier function of the intestinal tract by upregulating tight junction proteins. Carrageenan

and agar, which are unique in red algae, have also been confirmed to have physiological
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activities such as inhibitor of human papillomavirus (HPV), immune regulation,
cholesterol level regulation and so on (Laurie et al., 2021; Valado et al., 2020). In addition
to exerting physiological activities and being used as prebiotics, marine-derived
polysaccharides are also used in food packaging materials, drug delivery and other
applications (Beaumont et al., 2021).

An important challenge in making the most of high-added-value compounds in fish
side streams and algae is to select efficient recovery and extraction me