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Resumen

Los radicales libres son moléculas que presentan uno o mas electrones no apareados en su orbital
mas externo. Estos inducen la formacién de nuevas especies reactivas que pueden ser controladas
por defensas antioxidantes. A pesar de su eficacia, algunos compuestos de los antioxidantes
sintéticos han demostrado actividad carcinogénica y otros efectos toxicos, por lo cual ha surgido el
interés por los productos naturales marinos obtenidos a partir de las macroalgas. Es por eso que
en el presente estudio se estudian las propiedades antioxidantes que poseen diferentes
macroalgas del Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV), zona Norte ya que se ha comprobado que
estos organismos pueden prevenir o eliminar el estrés oxidativo que ocasionan los radicales libres.
Se colectaron 14 macroalgas en los arrecifes Blanquilla, Gallega e Isla Verde, de las cuales se
determinaron 11 especies. 57% pertenece a la division Rhodophyta, 36% a Chlorophyta y 7% a
Ochrophyta. Los extractos hexanicos, acetdnicos y metandlicos de las macroalgas se obtuvieron
mediante los métodos de maceraciéon y destilacion a presion reducida. Se realizaron pruebas
cualitativas con el fin de identificar la presencia de diferentes grupos de metabolitos secundarios,
como alcaloides, fenoles, glicosidos, terpenos y saponinas. En estas pruebas se encontraron
terpenos y saponinas en todos los extractos, mientras que los extractos hexanicos fueron los
unicos que presentaron alcaloides. La determinacion de saponinas mediante hemdlisis corrobor6 la
presencia de éstas una vez determinadas en la prueba de espuma, siendo el extracto metandlico
de Caulerpa racemosa del arrecife de Blanquilla la que presenté el halo de lisis mas grande
(15.0+0.0 mm), seguido del extracto metandlico de C. sertularioides del arrecife Gallega (9.3+0.6
mm). La actividad antioxidante de los extractos algales se evalué6 mediante los métodos DPPH,
ABTS y FRAP. En el ensayo DPPH, el extracto metandlico de C. racemosa (Blanquilla) presentd el
mayor porcentaje de reduccién de dicho radical (38.21%) a una concentracién de 500 ppm seguido
del extracto metandlico de Tricleocarpa cylindrica (Isla Verde) (36.42%) a la misma concentracion.
La mayoria de los extractos hexanicos resultaron positivos en las pruebas cualitativas del radical
DPPH, en tanto que en los ensayos de ABTS y FRAP las macroalgas no presentaron actividad. Al
hacer las evaluaciones del radical DPPH y encontrar los méaximos porcentajes de reduccién en C.
racemosa y T. cylindrica, se realizé la prueba cuantitativa de fenoles totales (Folin-Ciocalteau)
Unicamente en estas especies, siendo el extracto metandlico de C. racemosa (28.61 ug eq. de
acido galico/mg extracto) y el extracto acetdnico de T. cylindrica (23.70 ug eq. de acido galico/mg
extracto) los que presentaron el mayor contenido de fenoles totales. Partiendo de los resultados
anteriores se concluye que la actividad antioxidante de T. cylindrica esta relacionada con la
cantidad de fenoles totales que posee, sin embargo, la actividad antioxidante de C. racemosa no
esta directamente relacionada con su contenido fendlico y probablemente se deba a la sinergia de

diferentes compuestos como los liposolubles (vitamina A, E y carotenoides).
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Introduccioén

Los radicales libres (RL) son moléculas que presentan uno o mas electrones no
apareados en su orbital mas externo e inducen la formaciéon de nuevas especies
reactivas. Estas moléculas, producidas normalmente durante el metabolismo
aerobio se utilizan en diversos procesos fisiolégicos como un mecanismo de
defensa contra agentes infecciosos (Delgado et al., 2010). Sin embargo, los
radicales libres tienen un potencial efecto oxidante por lo que son controlados por
mecanismos protectores denominados defensas antioxidantes (Morales et al.,
2010).

Los compuestos antioxidantes son sustancias que eliminan, previenen o remueven
la accién de los radicales libres y de ciertas especies oxidantes (Morales et al.,
2010). Es comunmente reconocido que los antioxidantes sintéticos, utilizados en
medicina y en la industria alimenticia pueden neutralizar potencialmente a los
radicales libres dafiinos en células antes de que causen la oxidacion lipidica y
proteica, reduciendo las mutaciones eventuales, de esta manera pueden prevenir
enfermedades asociadas a las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Valdés et al.,
2008; Batista et al., 2009).

A pesar de su eficacia y bajo costo, algunos compuestos de los antioxidantes
sintéticos han mostrado actividad carcinogénica y otros efectos secundarios
(Batista et al., 2009). Es por eso que recientemente se ha incrementado el interés
por los productos naturales como fuente de antioxidantes, al prevenir el dafo

celular por inactivacion de los radicales libres (Garrido y Parada, 2008).

Las plantas y algas marinas estan sometidas a una intensa radiacion ultravioleta.
La presencia de oxigeno y de luz UV favorecen el proceso de formacién de
especies reactivas de oxigeno, el cual es iniciado con la formacion de radicales
libres. Los efectos nocivos de los radicales libres producidos en estas condiciones,
son neutralizados por antioxidantes naturales (Rivero y Betancort, 2006).
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Las macroalgas han desarrollado diferentes habilidades y capacidades
adaptativas debido al estrés al que estan sometidas constantemente (Menendez
et al., 2010), como por ejemplo la actividad de carga y descarga de
embarcaciones, el turismo, descarga de agua contaminada y otras actividades
recreativas en el mar (INE, 2007). Estas actividades producen contaminacién a
gran escala que provoca solidos en suspension, basicamente materia organica, lo
cual crea una turbidez elevada impidiendo el paso de la luz y con ello el
crecimiento y sobrevivencia de las algas (Universidad Politécnica de Catalufia,
2006).

En los ultimos afos, las algas marinas han atraido la atencion como fuentes
naturales de antioxidantes con amplias perspectivas de aplicacion en el
tratamiento de diferentes patologias, conservacion de alimentos y en la industria
de cosméticos (Garrido y Parada, 2008). Algunos autores han comprobado que
extractos de algas marinas poseen actividad atrapadora de radicales libres
(Garrido y Parada, 2008). Se ha confirmado que dicha actividad es explicada por
varios mecanismos de accion; entre éstos se encuentran la captacion de dichas
moléculas, la quelacién de metales pro-oxidantes, los mecanismos de donacion y
aceptacion de electrones y la capacidad de interrupcién de la peroxidacion lipidica
(Batista et al., 2009).

La actividad antioxidante de las algas marinas, puede ser explicada por la
presencia de diferentes compuestos quimicos. Estos organismos pudieran tener
constituyentes apolares, como los derivados clorofilicos, terpenoides vy
carotenoides. Algunas especies de algas tienen aminoacidos tipo micosporinas,
capaces de absorber cantidades apreciables de radiaciones UV y evitar asi el
dafo peroxidativo. El contenido de vitaminas hidrosolubles como la vitamina C y
liposolubles como la vitamina E, también pudieran contribuir a las propiedades

antioxidantes de estos organismos (Batista et al., 2009).
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En los ultimos afos han sido descubiertos potentes antioxidantes a partir de
algunas especies de algas por su alto contenido en polifenoles, que neutralizan la
actividad oxidante (Valdés et al., 2008).

La actividad antioxidante reportada en algunas especies de algas, no parece estar
vinculada solamente a la presencia de polifenoles. Asi, en algunas investigaciones
se ha encontrado que ésta se manifiesta en fracciones que poseen una variada
composicién quimica, lo cual sugiere que este efecto se debe a la accion conjunta
de varios metabolitos con un posible efecto aditivo y/o sinérgico. En tal sentido, se
ha encontrado en algunas especies de algas marinas que dicha actividad esta en

funcién de los carotenoides y del acido ascérbico (Morales et al., 2010).

Antecedentes

Los compuestos obtenidos a partir de extractos algales han demostrado no sélo
tener un uso cosmeético sino también médico, diferentes autores, como Echavarria

y colaboradores (2009) han revisado dicho potencial.

Algunas especies del género Halimeda, por ejemplo, han sido investigadas como
fuentes de fitofarmacos naturales, con resultados alentadores. De estas
macroalgas se encontr6 que los extractos de Halimeda incrassata (Ellis)
Lamouroux son efectivos tanto en la captacion in vitro de radicales libres asi como

en las propiedades neuroprotectoras (Vidal et al., 2009).

Pandithurai y Murugesan (2014) senalaron que la macroalga Spatoglosum
asperum J. Agardh posee una capacidad antioxidante media (CAso) mas alta (85
pug/mL) en la captacion del radical ABTS® en comparacion con antioxidantes
conocidos como el BHT (butilhidroxitolueno) (32.5 ug/mL) y el acido ascorbico
(45.1 ug/mL) (valores bajos de CAsg representan la concentracion de un extracto o
compuesto en el que se observa el 50% de su efecto maximo).
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Movahedinia y Heydari (2014) demostraron que Gracilaria corticata (J.Agardh) J.
Agardh posee mayor actividad antioxidante ante FRAP (4422.4 + 588/8 pmol
trolox/g) en comparaciéon con Sargassum tenerrimum J. Agardh (4076.54-1585.4
pmol Trolox/g), ademas de que dicha actividad esta relacionada con la cantidad de

fenoles totales.

Dotulong y colaboradores (2013) observaron que Caulerpa sertularioides
(S.G.Gmelin) Howe (Chlorophyta) posee una mayor actividad antioxidante ante el
radical FRAP (10.6310.28 mg GAE/g extracto) en comparacién con las
macroalgas Laurencia tronoi Gazon-Fortes (Rhodophyta) (6.90+0.21 mg GAE/g
extracto) y Padina australis Hauk (Ochrophyta) (7.91£0.29 mg GAE/g extracto).

Indu y Seenivasan (2013) revelaron que el extracto etandlico de Sargassum wightii
Greville ex J. Agardh presenta mayor actividad antioxidante ante el radical ABTS"
(76.081£0.71%) a diferencia del extracto acetonico, el cual tiene una actividad de
75.45+0.48%.

Mahendran y Saravanan (2013) determinaron que la macroalga Caulerpa
racemosa (Forsskal) J.Agardh posee un porcentaje de 73.321+1.27 de actividad
captadora del radical ABTS".

Nascimento y colaboradores (2013) observaron que Sargassum vulgare C. Agardh
presenta mayor actividad antioxidante contra el radical 2,2 difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) a diferencia de Dictyota cervicornis Kitzing. Esto se debe a qué S. vulgare
C. presenta una CAsy mas baja (653 ppm) en comparacion con D. cervicornis
(4263 ppm).

Sanger y colaboradores (2013) sefalaron que Gracilaria salicornia (C.Agardh) E.
Y. Dawson posee una actividad antioxidante FRAP de 42.95+2.24 g GAE/100 g
extracto, sin embargo, mencionan que es menor comparada con el BHT
(80.37+£3.14 g/100 g extracto).
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Paiva y colaboradores (2012) mostraron que los extractos hexanicos de las algas
Porphyra sp C.Agardh, Osmundea pinnatifida (Hudson) Stackhouse, Pterocladiella
capillacea (S. Gmelin) Santelices y Hommersand, Sphaerococcus coronopifolius
Stackhouse, Gelidium microdon Kutzing, Ulva compressa L., Chaetomorpha
pachynema Kutzing y Fucus spiralis L. reflejan diferencias en la actividad de
captacion del radical DPPH. Dicha actividad se debe a su composicion quimica,

principalmente del tipo y la cantidad de los compuestos fendlicos que contienen.

Echavarria y colaboradores (2009) indicaron que los extractos en metanol de las
macroalgas Sargassum cymosum C. Agardh (0.261 mg/mL) y Sargassum sp C.
Agardh (0.361 mg/mL), al presentar valores de CAs similares entre si, poseen una
capacidad analoga de capturar el radical DPPH, superior a la de los extractos en
metanol de las macroalgas, Dictyota sp. (Hudson) J.V. Lamouroux (0.645 mg/mL),
Laurencia sp. J. V. Lamouroux (0.770 mg/mL) y Caulerpa mexicana Sonder ex

Kutzing (1.110 mg/mL), siendo esta ultima la unica con una baja actividad.

Las investigaciones fitoquimicas con macroalgas en México son pocas, entre ellas
se encuentran las de Zubia y colaboradores (2007), quienes demostraron que
algunas especies de macroalgas de la Peninsula de Yucatan como Avrainvillea
longicaulis (Kutzing) G.Murray y Boodle (Chlorophyta) (CAs0=1.44+0.01 mg/mL),
Lobophora variegata (J.V.Lamouroux) Womersley ex E.C.Oliveira (Ochrophyta)
(CA50=0.32+0.01 mg/mL) y Chondria baileyana (Montagne) Harvey (Rhodophyta)
(CA50=2.841£0.07 mg/mL) presentan actividad alta en la captacion del radical
DPPH. Esto fue medido con un bajo indice de oxidacion CAsg, equivalente con el
de algunos antioxidantes comerciales como a-tocoferol, acido ascorbico,
butilhidroxianisol (BHA) y BHT.

Vargas (2011) revelé que Padina concrescens Thivy de la Bahia de la Paz, Baja
California Sur, posee actividad captadora del radical DPPH de 0.29 mg/mL, la cual
estaba por debajo de los valores obtenidos de los estandares de BHT (0.50

mg/mL) y acido ascérbico (0.46 mg/mL).
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Para los recursos ficolégicos del SAV sélo se conoce el trabajo de Avila (2016),
quién demostré que el extracto metandlico de la macroalga Cymopolia barbata L.
posee una capacidad antioxidante media (CAsp) del radical DPPH de 106.78+0.01
pg/mL.

Justificacion

Actualmente existe un marcado interés en la busqueda de antioxidantes naturales
marinos. Las macroalgas se han vuelto ideales para encontrar compuestos con
dicha actividad debido a su composicion quimica, ya que sintetizan sustancias,
como metabolitos secundarios, producto de las interacciones que existen con
otros organismos marinos, asi mismo, los dafios ocasionados por la radiacion UV
a la que se encuentran sometidas es neutralizado por defensas antioxidantes que
éstas producen. Debido a que los estudios de macroalgas como agentes
antioxidantes son escasos en nuestro pais y casi nulos en el Sistema Arrecifal
Veracruzano, es necesario contribuir al conocimiento de estos organismos, puesto
que algunos resultados de las investigaciones existentes hasta ahora han
demostrado que existe un gran potencial para ser utilizadas como fuentes de

antioxidantes.

Pregunta de investigaciéon

¢ Las macroalgas del Sistema Arrecifal Veracruzano, zona Norte, tendran actividad

antioxidante?

Hipotesis

La actividad antioxidante de las macroalgas esta definida por su composicion
quimica, resultado de la genética especifica, asi como del estrés y radiacion UV a

la que se encuentran sometidas, dando lugar a la produccion de sustancias
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antioxidantes, por tanto se espera que las macroalgas del Sistema Arrecifal

Veracruzano posean compuestos quimicos, responsables de dicha actividad.

Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante de diferentes macroalgas del Sistema Arrecifal

Veracruzano, Zona Norte.

Objetivos Particulares

e Obtener los extractos de las diferentes macroalgas colectadas del SAV.

e Determinar el rendimiento de las macroalgas colectadas en el SAV.

¢ Determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en los
extractos de hexano, acetona y metanol de las macroalgas colectadas.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos algales del SAV.

e Determinar el contenido de fenoles totales en los extractos que presenten
actividad antioxidante.

e Contribuir al conocimiento de los productos naturales marinos del SAV.

Zona de colecta

El Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) se ubica en la plataforma occidental del
Golfo de México en la porcidn central del litoral veracruzano, sobre la plataforma
continental y frente a las costas de los municipios de Veracruz, Boca del Rio y
Alvarado. Geograficamente esta localizado entre los 19°00°00” y 19°16°00” Norte y
los 95°45°00” y 96°12’00” Oeste. Esta constituido por un conjunto de 23 arrecifes
coralinos con una superficie de 52, 238 hectareas. Es por mucho el area de
arrecifes coralinos mas extensa en el Golfo de México (CONANP, 2011) el cual es
dividido de manera natural en grupo Norte y Sur gracias a la desembocadura del
rio Jamapa (Granados et al., 2007). El primer grupo se localiza frente al puerto de

Veracruz e incluye los arrecifes: Gallega, Galleguilla, Anegada de Adentro, La
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Blanquilla, Isla Verde, Isla de Sacrificios, Pajaros, Hornos, Ingeniero y Punta
Gorda. La segunda area se ubica frente a punta Antdn Lizardo, a unos 20
kilometros al Suroeste del Puerto de Veracruz, la constituyen los arrecifes: Giote,
Polo, Blanca, Punta Coyol, Chopas, Enmedio, Cabezo, El Rizo, Santiaguillo,
Anegada de Afuera, Anegadilla y Topatillo (CONANP, 2011) (Figura 1).

Golfo de
México

1PISNP N PuntaGords ———__ ﬁa
2 o
Reanuta @
Anegada de Adent ~—
Bap Paducah e ~—
‘%3 —~
e
1. Verde =
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19°10'N o Bajo Mersey

——
Sacrifidos \\\_\
Sistema Arrecifal Veracruzano e O
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Santiaguillo 7
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Polo >
Los Bajios! %
Chopas

Enmedio
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Rzo /
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19905'N -

Gioe
o
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T T T
96°10W 96°05'W 96°00'W 95° 56W 95°50W

Figura 1. Sistema Arrecifal Veracruzano. Sitios de muestreo: 1. Gallega, 2. Blanquilla, 3. Isla Verde
(Tomado de Robinson et al., 2012).

Clima

El clima del parque es calido-humedo con lluvias en dos épocas bien marcadas: la
de nortes, de menor precipitacion, que se presenta de septiembre a abril, con
frecuentes invasiones de masas de aire frio del Norte. La época de lluvias se
presenta de mayo a agosto, con temperaturas elevadas, alta precipitacién y
vientos débiles del Este (INE, 2007).
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Entre las actividades del area protegida y su zona de influencia destacan la
actividad pesquera, la actividad de carga y descarga de embarcaciones de muy
diversos tipos, sobre todo la generada por el Puerto de Veracruz, el turismo y otras
actividades recreativas en el mar (INE, 2007), tales como el buceo libre y con
equipo SCUBA (RAMSAR, 2004).

Materiales y métodos

Material biolégico

La colecta del material algal se realizé los dias 6 y 7 de Junio del 2014 en la zona
norte del SAV, en temporada de lluvias. Los arrecifes de muestreo fueron

Blanquilla, Gallega e Isla Verde (Figura 1).

La colecta del material algal se realiz6 manualmente a través de buceo libre, parte
de los organismos se preservo en una solucion con agua de mar y formol al 4%
para su determinacion taxondémica (Echavarria et al., 2009) y posterior
incorporacion al herbario IZTA. Al material biolégico fresco se le realizé la limpieza
manual de organismos epifitos, sal y arena. Posteriormente se procedio a realizar
un proceso de secado a temperatura ambiente hasta que éstas quedaron

completamente secas.

Determinacion taxonémica

La determinacién del material biolégico se realizd6 mediante cortes y tinciones
histologicas, asi mismo se utilizaron claves taxonémicas para su determinacion
hasta especie con ayuda de los textos de Aviles (1990), Brandao (1967), Dawes y
Mathieson (2008), Littler y Litter (2000), Ortega et al. (2001) y Senties y
Dreckmann (2002).
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Obtencion de extractos

El material algal seco se pesd y se macerd con solventes de diferente polaridad
(hexano, acetona y metanol). Los extractos obtenidos se filtraron y se sometieron
a destilacion mediante presién reducida. Se guardaron a temperatura ambiente y
en total ausencia de luz para evitar la degradacion de los pigmentos y también

para evitar la pérdida de sus propiedades quimicas (Lopez et al., 2007).

Rendimiento

Los extractos de metanol, acetona y hexano se dejaron a temperatura ambiente
para eliminar residuos de solvente y obtener los solidos totales. El rendimiento de
cada muestra algal se calculé de acuerdo a la siguiente férmula (Carrillo et al.,
2011):

Rendimiento (%) = Peso del extracto*100/peso de la macroalga seca

Determinacién de los principales grupos de metabolitos secundarios

a) Reaccion de Dragendorff y Mayer (Alcaloides)

Las técnicas de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los
alcaloides en estado de sal (extractos acidos) de combinarse con el yodo y
metales pesados como bismuto, mercurio, tungsteno, etc, formando precipitados.
En la practica, se utilizan reactivos generales para detectar alcaloides como
bicloruro de mercurio y yoduro de potasio (reactivo de Mayer), los alcaloides se
detectan como un precipitado blanco o de color crema soluble en acido acético y
etanol. También se usa el tetrayodo bismuto de potasio (reactivo de Dragendorff),
donde la presencia de alcaloides se detecta por formacion de un precipitado
naranja rojizo cuando se le adiciona este reactivo a una solucion acida de
alcaloides (Mufioz, 2015).
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b) Reaccioén con cloruro férrico (Fenoles)
La mayor parte, pero no todos los fenoles, dan complejos fuertemente coloreados
con las sales férricas. La coloracion con el cloruro férrico es un ensayo de la
aplicaciéon en el reconocimiento de fenoles. Ocasionalmente, el color dado por un
fenol con el FeCl; puede servir de ayuda para la determinacién de la estructura. La
pirocatequina y otros o-hidroxi derivados del benceno dan coloraciones verdes
(Mufioz, 2015).

c) Reaccién de Molisch (Glicésidos)

Este ensayo permite detectar la presencia de glucésidos en una muestra; se basa
en la accion hidrolizante y deshidratante que ejerce el acido sulfurico sobre estos
compuestos. Los acidos concentrados originan una deshidratacion de los
azucares para rendir furfurales, que son derivados aldehicos del furano. Los
furfurales se condensan con los fenoles para dar productos coloreados
caracteristicos, empleados frecuentemente en el analisis colorimétrico (Mufioz,
2015).

d) Cromatografia en capa fina revelada con vainillina (Terpenos)
La cromatografia en capa fina se utiliza para detectar las manchas de terpenos
sobre la placa del cromatograma, ya que si la sustancia es incolora no se vera a
simple vista. Otra forma de detectar e identificar manchas es mediante el uso de
reveladores, o sustancias pulverizadas sobre la placa cromatografica, de esta
manera se origina una coloracién especifica sobre alguna de las manchas, debido
a que el revelador es una sustancia quimica que reacciona especificamente con
algunos componentes, originando un color visible caracteristico. El reactivo de
Gibbs, el acido sulfurico y la vainillina son algunas sustancias que se pueden

emplear como reveladores de monoterpenos (Ortufio, 2006).

e) Prueba de la espuma (Saponinas)
Las saponinas son glicosidos cuya aglicona consiste en un nucleo esteroidal o

triterpénico; esta caracteristica estructural les confiere un caracter anfétero que les
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permite actuar como tensioactivos. La prueba de formacion de espuma consiste
en disolver el extracto en agua, agitar vigorosamente la solucion acuosa en un
tubo de ensayo y observar la espuma formada. Esta debe permanecer por lo
menos 1 minuto para poder establecer la presencia de saponinas (Carvajal et al.,
2009)

Ensayo de la actividad antioxidante

a) Método de DPPH
El 2,2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) es un radical estable que presenta una
coloracién azul violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccién de la
presencia de una sustancia antioxidante, siendo medida en espectrofotometro a
493 nm (Ramos et al., 2008). En el ensayo se determina la concentracion inicial de
DPPH y la concentracién resultante una vez que se ha afadido el posible
antioxidante, de forma que una disminucién de la absorcién de radiacion se
traduce en la reduccion del DPPH debida a la donacion de electrones de la

especie antioxidante (Rivero y Betancort, 2006) (Anexo 1).

Para determinar la capacidad antioxidante media (CAsy) de los extractos
metandlicos y acetdnicos de las algas se obtiene el porcentaje de decoloracién de
DPPH de cada una de las concentraciones (31.2-500 ppm) (Avila, 2016). El
porcentaje de reduccion es calculado mediante la siguiente formula (Arguelles,
2011):

% reduccion= (Absorbancia DPPH-Absorbancia muestra
problema+DPPH/Absorbancia DPPH)*100

El ensayo del DPPH se realizd con 8 repeticiones por extracto algal.

b) Método de ABTS
El compuesto 2,2 '-azino-bis (2,2 '-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- &acido

sulfénico) (ABTS), genera el croméforo ABTS™ verde azul a través de la reaccion
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entre ABTS vy el persulfato de potasio (K2S,0g). La reaccion se mide a 734 nm. La
adicion de los antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS. De esta
manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical cation
ABTS" esta determinado en funcién de la concentracion y el tiempo; asi como del
valor correspondiente usando acido galico como estandar bajo las mismas
condiciones (Tovar del Rio, 2013). El ensayo se realizdé por triplicado en los

extractos algales (Anexo 1).

c) Método de FRAP
El ensayo de FRAP (Ferring Reducing Ability of Plasma) se basa en la reduccion
del cation férrico a ferroso, se forma un complejo en presencia de un enlace que
estabiliza el Fe (ll) tal como la tripiridil-triazina (TPTZ). Este complejo presenta una
coloracion azul y se mide a 593 nm. Los valores de FRAP se obtienen midiendo
los cambios de absorbancia a la longitud de onda dada después de ser anadida la
muestra y dichos valores son comparados con una curva estandar de acido galico
(Usquiano, 2013). Cada ensayo se realizd por triplicado en cada uno de los

extractos algales (Anexo 1).

Determinacion de fenoles totales (Método de Folin-Ciocalteu)

Para el ensayo de fenoles totales se utiliza como reactivo una mezcla de acido
fosfowalframico y fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los
compuestos fendlicos originando 6xidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno
(MogO23). Se realiza una curva patron con acido galico y se interpola la
absorbancia de la muestra en la curva. La absorbancia del color azul desarrollado
se mide a 725 nm. Los resultados se expresan en ug de acido galico por mg de
muestra (Usquiano, 2013). El ensayo de cada extracto algal se realizd por

triplicado en esta prueba (Anexo 2).
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Resultados y discusién

Determinacién del material biolégico

La colecta se realizd los dias 6 y 7 de Junio del afio 2014, durante la temporada
de lluvias. Esta se realizé unicamente en aquellos organismos que presentaron un
tamano considerable para la obtencién de los extractos. 14 algas fueron
colectadas en los 3 arrecifes, de las cuales 6 pertenecen al arrecife Gallega, 4 al

arrecife Blanquilla y 4 a Isla Verde.

En el arrecife Gallega, de las 6 especies colectadas, 3 ejemplares pertenecen a la
division Chlorophyta y 3 a Rhodophyta. Para el arrecife de Blanquilla de las 4
muestras colectadas, 1 especie pertenece a la division Chlorophyta y 3 a
Rhodophyta. Finalmente en Isla Verde se colectaron 4 especies de las cuales una
especie pertenece a la division Chlorophyta, 1 a Ochrophyta y 2 a Rhodophyta
(Figura 2).

®Rhodophyta

No. de organismos

M Ochrophyta

M Chlorophyta

Arrecifes

Figura 2. Numero de especies colectadas por arrecife.

Del total de las 14 macroalgas colectadas se identificaron 11 especies diferentes

(Cuadro 1). Caulerpa racemosa (Chlorophyta) y Galaxaura comans (Rhodophyta)
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se identificaron en dos arrecifes diferentes, los cuales fueron Blanquilla e Isla
Verde.

Cuadro 1. Macroalgas identificadas pertenecientes al SAV, zona norte.

Arrecife Coordenadas Division Especie IZTA.
Herbario
Rhodophyta Ceramium nitens (C.Agardh) J. Agardh 1869

Gracilaria bursa-pastoris (S. Gmelin) Silva 1874
Caulerpa sertularioides (S. G. Gmelin)

Gallega 19°13'.621 N Howe 1873
96707820 Chlorophyta Halimeda opuntia (L) Lamouroux 1872

Ulva lactuca L. 1875

Galaxaura comans Kjellman 1876

19° 13602 N Rhodophyta Laurencia microcladia Kutzing 1884

Blanquilla 96° 05,'912 o Wrangelia argus (Montagne) Montagne 1885

Chlorophyta  Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh 1863

Galaxaura comans Kjellman 1876
Rhodophyta Tricleocarpa cylindrica (J. Ellis y Solander)
. ) 1860
Huisman y Borowitzka
Chlorophyta  Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh 1863
Ochrophyta Sargassum natans (L) Gaillon 1867

Isla 19° 12’132 N
Verde  96° 14.162 O

Como se puede observar en el cuadro 1, para el arrecife de Gallega, en la division
Rhodophyta se determinaron las especies G. bursa-pastoris 'y C. nitens. Dentro de
la division Chlorophyta se identificaron las especies C. sertularioides, H. opuntia y

U. lactuca.

Romero (2003) en su trabajo “Flora bentdnica del arrecife Gallega: Un analisis de
similitud con localidades insulares y costeras del Estado de Veracruz”, reporta en
el arrecife de Gallega a G. bursa-pastoris, pero no a C. nitens (Rhodophyta),
mientras que para la divisién Chlorophyta reporta a C. sertularioides y a U. lactuca,
pero no a H. opuntia. Sin embargo, Robinson y colaboradores (2012) si hacen
mencion de las especies H. opuntia y C. sertularioides en dicho arrecife. Por su
parte, Ortega y colaboradores (2001), no reportan para este arrecife a ninguna de
las especies antes mencionadas por lo que se confirma el avance del
conocimiento de la ficoflora para las costas de Veracruz.
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En el arrecife de Blanquilla, de la divisibn Rhodophyta se identificaron las
macroalgas G. comans, L. microcladia y W. argus; dentro de Chlorophyta se
identifico la especie C. racemosa. En el trabajo reportado por Ortega y
colaboradores (2001) reportan a C. racemosa en dicho arrecife. Asi mismo hacen
mencion de las especies de la division Rhodophyta determinadas en este trabajo.
De manera similar, Robinson y colaboradores (2012) mencionan que C. racemosa

esta presente en todo el Golfo de México.

Dentro del arrecife de Isla Verde, para la division Rhodophyta se identificaron las
especies, G. comans y T. cylindrica. Dentro de las Chlorophyta a C. racemosa. En
la division Ochrophyta se identific6 la especie S. natans. Mateo-Cid vy
colaboradores (1996) identificaron para este arrecife a especies del género
Caulerpa dentro de las algas verdes. Sin embargo, no se hace mencion de la
especie G. comans ni de especies del género Sargassum. Esta informacion es
similar a la de Ortega y colaboradores (2001) y Littler y Littler (2000), quienes
tampoco hacen mencion de la especie G. comans ni de alguna especie del género
Sargassum en el arrecife pero la reportan para otros arrecifes del Estado de

Veracruz.

La biodiversidad costera esta amenazada por diversas causas incluyendo el
impacto humano y los ciclones. Los efectos de estos ultimos repercuten a mayor
profundidad, incluyendo resuspension de sedimentos y arrastre de fragmentos u
organismos completos que no pueden escapar del enérgico movimiento del agua.
El impacto de un ciclon puede transformar en un dia la distribucion y abundancia
de los organismos y generar patrones muy distintos a los previos. Por otro lado, el
humano ha modificado las poblaciones de los consumidores naturales de
macroalgas, aportado nutrimentos por el drenaje, introduciendo otros
contaminantes y ocasionando cambios globales en la temperatura, lo cual es
crucial para el desarrollo de ciertas especies de macroalgas (Salazar-Vallejo,
2002). Esto podria explicar porque en algunos estudios no estan presentes

especies que habian sido descritas anteriormente en un mismo arrecife.
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Asi mismo, los factores ambientales juegan un papel importante en los cambios
espaciales y temporales de las poblaciones de macroalgas marinas en los litorales
costeros. Sin embargo, no se pueden descartar los aspectos ecolégicos como la
competencia y la herbivoria que afectan la distribucion y produccién espacio-
temporal de las especies (Guilarte et al., 2013). Esto también podria explicar
porque algunos autores presentan datos distintos de las especies existentes en un
mismo arrecife, ya que a pesar de ser reportados en diferente afo, los muestreos
pudieron haber sido en una época del afno cuando las condiciones ambientales

eran totalmente distintas.

En la figura 3 se puede observar que del total de especies determinadas, el 57%
pertenece a la division Rhodophyta seguido de la divisién Chlorophyta (36%) y
s6lo un 7% a Ochrophyta. Segun Galicia y Morales (2007) de 284 especies de
macroalgas registradas para el SAV, el 55.3% esta representado por algas rojas
(Rhodophyta), el 30.6% por algas verdes (Chlorophyta) y el 14.1% por algas
pardas (Ochrophyta), lo cual es similar a la tendencia de los resultados obtenidos

en este estudio.

E Chlorophyta
Ochrophyta
® Rhodophyta

Figura 3. Porcentaje de macroalgas por division colectadas en los arrecifes: Blanquilla, Gallega e

Isla Verde.
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Por otro lado, en el Estado de Veracruz se tienen registradas 322 especies de
macroalgas, de las cuales 177 pertenecen a la division de las algas rojas, 51 a la
division de las pardas y 94 a la de las algas verdes (Pedroché y Senties, 2003).
Este resultado también demuestra que las Rhodophyta son las mas abundantes
en el SAV seguido por las Chlorophyta y finalmente Ochrophyta. Esto puede ser
explicado debido a que la mayor diversidad de algas rojas esta claramente ligada
al tipo de sustrato calcareo/coralino y a la disponibilidad de sustrato duro que
favorece el crecimiento de las especies de esta division relacionado con su forma
de fijacion (Ortegon et al., 2010) aunado a otros factores como la temperatura
(Avila, 2016). Ademas, el mayor porcentaje de colecta de las algas Chlorophyta

esta ligado a suelos de arena fina y limo (Ortegén et al., 2010).

Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos obtenidos de cada especie de macroalga se

muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Rendimiento de los extractos (%).

Arrecife Especie Hexano Acetona Metanol

C. sertularioides 1.66 0.95 0.56

© C. nitens 0.18 0.06 1.02

D G. bursa-pastoris 1.40 0.40 1.90

((D=U G. bursa-pastoris 0.10 0.21 4.84
H. opuntia / / /

U. lactuca 0.02 0.04 0.89

®© C. racemosa 0.28 1.03 1.50

g G. comans 0.56 0.09 0.68
S L. microcladia / / /
@ W. argus / / /

o C. racemosa 0.57 2.10 512

§ G. comans 0.35 0.09 0.25

© S. natans 3.01 0.10 0.65

2 T. cylindica 0.20 0.30 6.49

*/: No se determind el rendimiento de los extractos
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En el cuadro 2 se puede observar que S. natans (Isla Verde) es la especie que
presento el mayor rendimiento en hexano (3.01%), lo cual sugiere que la mayoria
de compuestos extraidos con dicho solvente en esta macroalga son de baja
polaridad, ya que el hexano es un solvente apolar y la polaridad se encuentra muy
relacionada con la solubilidad, es por ello que un compuesto que forma enlaces de
hidrogeno con el agua, por tanto, tiende a ser mas soluble en ella que uno que no
los forma (Santizo, 2004).

Por otra parte, el extracto acetonico de C. racemosa (Isla Verde) presento el
mayor rendimiento en acetona (2.10%), esto significa que, a diferencia de S.
natans, C. racemosa posee compuestos quimicos que tienen una afinidad
medianamente polar como algunos flavonoides, ya que su solubilidad depende de
la forma en que se encuentren y el numero y clase de sustituyentes presentes. Los
flavonoides poco hidroxilados son solubles en solventes como éter etilico, acetato

de etilo y acetona (Santizo, 2004).

T. cylindrica (Isla Verde) es la que presento el mayor rendimiento en el extracto de
metanol (6.49%), lo cual sugiere que esta especie presenta una gran cantidad de
compuestos polares en comparacion con las demas macroalgas. Mesa-Vanegas y
colaboradores (2010), asi como Echavarria y colaboradores (2009) demostraron
que los extractos medianamente polares y polares, ademas de presentar un alto

contenido fendlico, poseen la mayor actividad captadora del radical DPPH.

Determinacion de los principales grupos de metabolitos secundarios

Extractos metanodlicos

La determinacion cualitativa de los principales grupos de MS de los extractos
metandlicos se presenta en el cuadro 3. Se puede observar que la mayoria de los
extractos de las macroalgas contienen saponinas y terpenos; mientras que todos
los ensayos en los extractos algales resultaron negativos para las pruebas de

alcaloides, fenoles y glicésidos.
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Cuadro 3. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en los extractos metandlicos de

las algas colectadas.

. . Alcaloides L .
Arrecife Especie Drangendorff Mayer Fenoles Glicésidos Terpenos Saponinas
C. sertularioides - - - - + +
C. nitens - - - - + +
G. bursa-pastoris - - - - + +
Gallega .
G. bursa-pastoris - - - - + +
H. opuntia
U. lactuca - - - - + +
. C. racemosa - - - - + +
Blanquilla
G. comans - - - - + -
C. racemosa - - - - + +
G. comans - - - - + +
Isla Verde
S. natans
T. cylindrica - - - - + -
*.... No determinado  -: Negativo  +: Positivo

Extractos acetonicos

En el caso de los extractos aceténicos (Cuadro 4) en todos los ensayos se
encontrd la presencia de terpenos y saponinas a excepcion de U. lactuca. Estos
resultados concuerdan con Mascheck y Baker (2008), quienes mencionan que
mas de la mitad de los metabolitos secundarios reportados en algas son
isoprenoides, terpenos, esteroides, carotenoides, quinonas preniladas e
hidroquinonas. Asi mismo, Hay y Fenical (1988) mencionan que algunas familias
de algas rojas y verdes tienden a ser particularmente ricas en compuestos
biolégicamente activos que varian en estructura, de simples cetonas alifaticas y

fenoles bromados a mas complejos monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos.
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Cuadro 4. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en los extractos aceténicos de las

algas colectadas.

Alcaloides

Arrecife Especie Drangendorff Mayer

Fenoles Glicésidos Terpenos Saponinas

C. sertularioides - - - - + +
C. nitens - - - -
G. bursa-pastoris - - - -

Gallega )
G. bursa-pastoris - - - -

+ + + +

H. opuntia - - - -

U. lactuca - - - -

. C. racemosa - - - -
Blanquilla

G. comans - - - -

C. racemosa - - - -

++++++ + +

+ + + +

G. comans - - - -
Isla Verde
S. natans

+ -
+

T. cylindrica - - - -

*.... No determinado  -: Negativo  +: Positivo

Algunos arrecifes del SAV reciben grandes cantidades de contaminantes,
minerales derivados de descargas de aguas urbanas, complejos hoteleros, etc.,
asi como nutrientes organicos (Granados et al., 2007). El aporte de nutrientes
mediante diferentes vias, es la causa principal de la eutrofizacién. EI aumento del
estado tréfico de un sistema puede ser el resultado de aportes externos o internos.
La carga externa se genera a partir de materiales arrastrados por la accion de la
precipitacion y/o erosion; la interna es el sedimento propio del sistema, el cual
puede actuar como trampa o fuente de nutrientes, de acuerdo a las condiciones de
oxido-reduccion. El aumento de la carga de nutrientes determina una mayor
biomasa de productores primarios (fitoplancton y macroalgas) y secundarios
(peces y anfipodos) (Mazzeo et al., 2002). Un probable aumento en las
poblaciones de productores secundarios en el SAV podria explicar la produccion

de metabolitos secundarios utilizados para defensa de éstas.

Jormalainen y Honkanen (2008) mencionan que los alcoholes diterpénicos de las
macroalgas reducen el crecimiento de los peces herbivoros y la disminucién de la

supervivencia, el crecimiento y la reproduccion de varias especies de anfipodos.
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Por otra parte, Ocampo (1994), menciona que las saponinas son astringentes,
antifungicas y antibacteriales, ademas de poseer un sabor amargo y ser
extremadamente téxicas para animales de sangre fria, como peces y anfibios,
tienen la propiedad de romper la tension superficial y producir hemdolisis sobre los

eritrocitos (Valle y Lucas, 2000).

Acorde a lo anterior y tras realizarse la colecta de macroalgas en época de lluvias,
se puede explicar una produccion baja de MS, como fenoles (responsables de la
proteccion contra los rayos UV), ya que las precipitaciones ocasionan suspension
de materia organica y sedimentos y con ello la indicidencia de luz UV es menor
para estos organismos. Sin embargo produjeron otros MS, como terpenos y

saponinas, para su defensa contra los depredadores.

Extractos hexanicos

Los resultados de las pruebas cualitativas de MS en los extractos hexanicos se
muestran en el cuadro 5. Se puede observar que estos extractos, ademas de
presentar terpenos y saponinas, a diferencia de los extractos acetonicos y
metandlicos, son los uUnicos en los que se encontraron alcaloides. Esto puede
deberse a que la solubilidad de los alcaloides varia en funcién del pH, es decir,
segun se encuentren en estado de base o de sal. En forma de base, son solubles
en solventes organicos no polares como benceno, éter etilico, cloroformo,
diclorometano, acetato de etilo. En forma de sales, son solubles en solventes

polares, agua, soluciones acidas e hidroalcohdlicas (Arango, 2008).

La mayoria de alcaloides resultaron positivos en la prueba de Dragendorff, esto
puede deberse a que las técnicas de reconocimiento de alcaloides estan basadas
en la capacidad que tienen éstos de combinarse con el yodo y metales pesados
formando precipitados con reactivos como el mercuriyoduro de potasio (de Mayer)
y yoduro de bismuto (Dragendorff) (Coy et al., 2014).
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Cuadro 5. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en los extractos hexanicos de las

algas colectadas.

. . Alcaloides P ;
Arrecife Especie Drangendorff _Mayer Fenoles Glicosidos Terpenos Saponinas
C. sertularioides + + - - + +
C. nitens -
G. bursa-pastoris vas
Gallega .
G. bursa-pastoris + - - - + +
H. opuntia
U. lactuca -
. C. racemosa + + - - + +
Blanquilla
G. comans . - . . .
C. racemosa + - - - + +
G. comans + - - - + +
Isla Verde
S. natans . - . .
T. cylindrica
*.... No determinado  -: Negativo  +: Positivo

Los resultados anteriores son similares a los de Echavarria y colaboradores
(2009), quienes mencionan que en el caso particular de las algas rojas, ademas
de terpenoides, contienen alcaloides de diferentes tipos, los cuales incluyen
nucleos de indol y naftiridina. Asi mismo, Ding-Quan y colaboradores (2013) en un
estudio de C. racemosa demostraron que esta macroalga posee alcaloides de tipo

bisindol tales como racemosin Ay B.

Lo anterior también concuerda con Cemal y colaboradores (2010) quienes
reportan que las macroalgas poseen alcaloides del grupo feniletilamina, tales
como feniletilamina (PEA) y tiramina (TYR) y alcaloides inddlicos como caulerpina
(presentes también en especies de los géneros Laurencia, Halimeda, Hypnea y
Chondria), caulersina, fragilamida, martensinos A y B, martefragina A, denticinos
A, B y C, almazolon y alcaloides inddlicos halogenados como bromoindoles y
bromobisindoles.

Algunos estudios en algas marinas han demostrado que muchos compuestos
tienden a ser mas abundantes en organismos jovenes que en los que estan en

crecimiento, asi como también pueden estar alterados por la salinidad vy
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exposicién a la marea. Otros estudios en determinados géneros de macroalgas,
en cuanto a la variacion de MS, demuestran que su concentracién es mayor en los
meses de invierno que en verano, sin embargo, aunque la herbivoria suele darse
en los meses mas calidos, la produccion de MS no sélo esta ligada a ésta, ya que
existen otros factores (proteccion contra la luz UV, contaminantes) (Hay y Fenical,
1988). Esto coincide con lo propuesto por Zubia y colaboradores (2007), quienes
reportaron que la actividad antioxidante de las algas puede estar sujeta a factores
extrinsecos (herbivoria, irradiacion, profundidad, salinidad, nutrientes, etc.) e

intrinsecos (tipo, edad y estado reproductivo).

Se ha sefalado que los huracanes o algun otro tipo de dano afectan la cobertura
de la vegetacion acuatica, principalmente la de las algas, ocasionando su
disminuciéon o desaparicion, aunque se ha visto que en dos meses pueden
recuperar el 90% de su cobertura original, siendo los algas verdes (Chlorophyta)

las primeras en restablecerse (Fuentes et al., 2014).

Las algas del género Caulerpa son facilmente arrancadas del fondo por las redes
de los pescadores o las anclas de embarcaciones de recreo, motivo por el cual, el
crecimiento de las especies de este género se vuelve muy activo (Ballesteros,
2008). Sin embargo, los factores biéticos como la herbivoria, puede jugar un papel
importante en el crecimiento explosivo de algunas especies del género antes
mencionado, es por eso que estas algas han desarrollado diferentes adaptaciones
para contrarrestarla (Fuentes et al., 2014). Una de estas adaptaciones es la
produccion de MS repulsivos y toxicos para los consumidores potenciales. Entre
éstos se encuentran polifenoles, terpenos, bases aminoacidas y compuestos
halogenados que se caracterizan por afectar a la palatabilidad del alga (Centeno,
2008).

Dentro de los MS producidos por las Caulerpales se presentan compuestos como
caulerpina, caulerpicina y caulerpinenos, los cuales son considerados como
alcaloides toxicos (Duarte y Acero, 1988) que actuan como inhibidores tanto del

herbivorismo como del epifitismo (Centeno, 2008). Lo anterior podria explicar
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porque dos especies del género Caulerpa presentaron alcaloides en ambos
ensayos (Dragendorff y Mayer), puesto que es posible que requieran de éstos
para defenderse de sus depredadores que inhiben su crecimiento y con ello

recobrar su cobertura original.

Prueba de saponinas (hemdlisis)

Los resultados de las pruebas de hemdlisis se muestran en el cuadro 6. Se puede
observar que la mayoria de los extractos acetonicos y metandlicos poseen
saponinas, ya que se visualizé un halo, resultado de la hemdlisis, en algunas
especies. El extracto metandlico de C. racemosa (Blanquilla) presenté el halo mas
grande (15.0£0.0 mm) y una coloracion transparente, seguido del extracto
metandlico C. sertularioides (Gallega), el cual presentd un halo de 9.3+0.6 mm y
una coloracion verde. De acuerdo a Silva y colaboradores (2006) se distinguen
dos tipos de hemodlisis dependiendo de la coloracién del halo (alfa y beta
hemodlisis). La alfa hemdlisis se observa por una estrecha zona verde debido a la
conversion de hemoglobina a metahemoglobina, conservandose los gldébulos rojos
intactos. En la beta hemdlisis se observa una zona clara e incolora debido a la

destruccion de los globulos rojo.
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Cuadro 6. Prueba de saponinas mediante hemdlisis

Arrecife Especie H~exano écetona M~etanol
Tamafio Color Tamaiio Color Tamafio Color

C. sertularioides 2.7+4.6 \ 7.0£0.0 \Y 9.3+0.6 \Y
© C. nitens NA ND 4.0£3.5 \Y,
% G. bursa-pastoris ~ 6.3t0.6 V NA NA
© G. bursa-pastoris ND NA NA

U. lactuca NA 6.310.6 T 4.0£3.5 \

g C. racemosa ND 7.3x0.6 \Y, 15.0+0.0 T
=
g
g G. comans ND ND 7.310.6 T
9 C. racemosa NA 7.7£0.6 V 6.0+0.0
E G. comans NA 7.0£0.0 \Y 8.310.6 \Y,
g T. cylindrica ND 5.3+4.6 T 8.310.6

* NA: No hay actividad, ND: No determinado, V: Verde, T: Transparente. Halos en mmSD.

La metahemoglobina se forma de la oxidacion del hierro de la hemoglobina con
cambio de estado ferroso (Fe®*) a su forma férrica (Fe>*) (De Rubens-Figueroa et
al., 2007). Dicha oxidacion del hierro ocurre de manera constante y puede ser
provocada por diversos factores (drogas oxidantes o toxinas). Entre estos factores
se encuentran farmacos como anestésicos locales, antimicrobianos, sulfonamidas,
nitritos y nitratos, aminofenoles, azul de metileno, cloruro de potasio, bismuto,
bromatos, cloratos, asi como productos quimicos industriales (nitrobenceno,

nitroetano, herbicidas (Roman et al., 2011).

Gribble (2005) menciona que en los organismos marinos, como las macroalgas,
existen sustancias que contienen fluor, cloro, yodo y bromo, presentes en el agua
de mar y que éstos son incorporados por las macroalgas pudiendo sintetizar
compuestos con estos atomos. Asi mismo menciona que se sabe que los
organismos marinos los producen porque desarrollan multiples funciones ya que
sirven como repelentes e inhibidores del apetito, agentes antibacteriales y

anticrustantes, feromonas y hormonas. Por otra parte Guzman y colaboradores
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(2005) senalan que algunos de estos compuestos son utilizados en campos de
cultivo como herbicidas y que la incorporacion de dichos compuestos a las
macroalgas probablemente se deba a que en esta zona desemboca el rio Jamapa,
el cual permite el acarreo de desechos desde puntos distantes hacia el mar con
importantes implicaciones de contaminaciéon en sus aguas, ya que los desechos
que se vierten en estas cuencas llegan a la costa, en su mayor parte sin
tratamiento alguno. Esto podria explicar porque las macroalgas contienen
sustancias que son capaces de formar metahemoglobina en la sangre visualizada

en los ensayos como alfa hemdlisis.

Se ha comprobado que las saponinas tienen tanto la capacidad de aumentar la
permeabilidad de las paredes celulares, como de destruir los hematies por
hemodlisis, ya que en contacto con la sangre, éstas interaccionan con el colesterol
de la membrana de los eritrocitos (Lopez, 2001). Sin embargo, aunque dicha
actividad hemolitica esta determinada por saponinas, se ha demostrado que
algunas de éstas son relativamente inocuas mostrando no tener dicha actividad
(Garcia, 2011), esto podria explicar porque algunos extractos no presentaron

actividad hemolitica mientras que en la prueba de la espuma dieron positivo.

Determinacion de la actividad antioxidante

Método de DPPH

Los datos cuantitativos de la actividad antioxidante (método de DPPH) de los
extractos acetdnicos y metandlicos de las macroalgas, asi como los resultados

cualitativos de los extractos hexanicos, se presentan en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Actividad antioxidante ante el radical DPPH de los extractos metandlicos, aceténicos y

hexanicos de las macroalgas.

% reduccion

Arrecife  Division Especie (500 ppm) Cualitativo
Metanol Acetona Hexano
Rhodophyta C. nitens 0 0 +
U. lactuca 0 Negativo
Gallega C. sertularioides 23.73 1,63
Chlorophyta H. opuntia Negativo 0 ND
G. bursa-pastoris 15.70 Negativo +
G. comans 0 0 +
Rhodophyta L. microcladia ND ND ND
Blanquilla W. argus ND ND ND
Chlorophyta C. racemosa 38.21 0
G. comans 0 0
Rhodophyta T. cylindrica 36.42 0 ND
Isla Verde  Chlorophyta C. racemosa 0 0.9 +
Ochrophyta S. natans Negativo Negativo Negativo

*ND No determinado  +: Positivo

Extractos metandlicos

Se puede observar que el extracto metandlico de C. racemosa, del arrecife
Blanquilla es el que obtuvo el mayor porcentaje de reduccién del radical DPPH
(38.21%) seguido de T. cylindrica en el arrecife Isla Verde (36.42%) a una
concentracion de 500 ppm. Segun Chaminda y colaboradores (2014) el extracto
metandlico de C. racemosa mostré una actividad significativa media contra el
radical DPPH de 34.34%, la cual es menor a la actividad reportada en este trabajo

para la misma especie.

El ensayo de DPPH no es especifico a un antioxidante en particular. La reduccién
de estos radicales libres por parte de los extractos puede deberse a la presencia
de otros antioxidantes solubles en agua tales como el acido félico, tiamina y acido
ascorbico, que contienen la mayoria de las algas marinas (Vargas, 2011). La
variacion en la actividad antioxidante de C. racemosa reportada en diferentes

estudios puede deberse a la influencia de varios parametros, tales como region
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geografica en que fueron colectadas, las partes del talo que se utilizaron, la
herbivoria, asi como el estado de reproduccion de la macroalga (Freile-Pelegrin y
Morales, 2004), ademas de que es conocido que la produccion de MS puede

variar entre especies al grado de ser especie-especifico (Scogings et al., 2015).

Extractos acetonicos

El extracto acetonico de C. sertularioides (Gallega) es el que presentd el mayor
porcentaje de reduccion del radical DPPH (1.63%) en comparacion con los demas
extractos acetonicos, seguido de C. racemosa, el cual presenté una actividad de
0.9%.

Extractos hexanicos

En los ensayos cualitativos de la actividad antioxidantes de los extractos
hexanicos (figura 4) puede observarse que la mayoria de éstos presentaron
resultados positivos en la actividad de captacion del radical DPPH. Todas las
macroalgas de los arrecifes Blanquilla y Gallega presentaron actividad
antioxidante la cual es visualizada por la decoloracion de violeta a amarillo en la
placa. Asi mismo, se puede observar que la mayoria de las macroalgas del
arrecife Isla Verde mostraron dicha actividad a excepcion de S. natans, la cual no

presentd este cambio de coloracion.
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\

Galaxaura Caulerpa Galaxaura Sargassum Caulerpa
comans racemosa | comans natans racemosa
Blanquilla Isla Verde
Ceramium Ulva Gracilaria Caulerpa
\ nitens lactuca  pursa-pastoris senfularioides}
Gallega

Figura 4. Prueba cualitativa de la actividad antioxidante (DPPH) (extractos hexanicos algales)

La actividad antioxidante cualitativa de los extractos hexanicos podria atribuirse a

diferentes compuestos liposolubles presentes en las algas marinas y que tienen

probada actividad antioxidante (Batista et al., 2009). Entre estos compuestos se

encuentran clorofilas, especialmente la a, carotenoides (Mufioz, 2010) y algunos

fosfolipidos (Batista et al, 2009). Cabe senalar que estos ultimos participan en la

disipacion de la energia en exceso y en la detoxificacion de especies reactivas de

oxigeno (ERO) que se forman principalmente en la fotosintesis (Manrique, 2003).

Asi mismo, Batista y colaboradores (2009) reportan que la clorofila a tiene la

capacidad de actuar sinérgicamente con el tocoferol y aumentar su capacidad

antioxidante.
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Ortiz (2011) menciona que la vitamina E (a-tocoferol) contribuye a la estabilidad de
los acidos grasos poliinsaturados presentes en las macroalgas previniendo la
formacion de radicales libres (RL). Ademas la actividad antioxidante en estos
extractos también podria estar relacionada a la presencia de alcaloides, ya que
Cemal y colaboradores (2010) mencionan que los alcaloides inddlicos conocidos
como fragilamida y denticinos A, B y C poseen actividad antioxidante y anti foto-

oxidativa.

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos hexanicos reportados
en este trabajo son contrarios a los indicados por Kokabi y colaboradores (2013)
quienes no detectaron actividad antioxidante en los extractos hexanicos de cuatro
macroalgas, atribuyendo la actividad antioxidante a la presencia de fenoles en
extractos de mayor polaridad. De manera contraria Aili y colaboradores (2011),
demostraron una potente actividad antioxidante (46.831+0.685%) en el extracto
hexanico de Acanthophora spicifera (Rhodophyta) mencionando que no hay
correlacion de dicha actividad con el contenido de fenoles totales, es decir, existen
otros compuestos como carotenoides, vitaminas, alcaloides, responsables de

dicha actividad.

Método de ABTS" y FRAP

Las pruebas de ABTS" y FRAP Unicamente se realizaron en el extracto acetonico
de C. racemosa (Blanquilla) y el extracto metandlico de T. cylindrica (Isla Verde),
esto debido a que la actividad antioxidante de dichos métodos se determind
posterior a la cuantificacion de fenoles totales. Cabe sefalar que ambos extractos

no son capaces de reducir al radical ABTS" y FRAP.

El radical ABTS" es un radical artificial que puede ser reducido por compuestos
que tengan un potencial redox menor que el de éste (0.68 V) (Carpio, 2014). El
punto final de la reaccién lo marca la sustancia antioxidante empleada, fijando

tiempos cortos o muy elevados. El FRAP puede ser reducido por productos con
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potenciales redox menores a 0.7 V (potencial redox del Fe3+-TPTZ). Debido a que
el potencial redox del Fe*-TPTZ es comparable con el del ABTS* se pueden
analizar compuestos similares con ambos métodos aunque las condiciones de

reaccion sean distintas (Romero de Soto, 2012).

Lo anterior podria explicar porque el extracto acetdénico de C. racemosa y el
extracto metandlico de T. cylindrica no presentaron actividad contra ABTS® y
FRAP, y si con el radical DPPH, el cual de acuerdo a lo reportado, es un radical
deébil (Piszcz et al., 2013), cuyo potencial redox es de 0.25 V (Vianna et al., 2012).
Por lo cual es probable que los extractos algales utilizados en dichos ensayos
(ABTS™ y FRAP) estan por debajo de este potencial, de esta manera sélo se

obtuvo actividad antioxidante débil en la prueba de DPPH.

El resultado obtenido de la actividad de FRAP es similar a los datos de Kelman y
colaboradores (2012) ya que mencionan que T. cylindrica presentd una actividad
antioxidante menor a 1 uM/ug de extracto, la cual es reportada como nula y es
comparada con la macroalga Turbinaria ornata, la cual presentd actividad de
10.27+0.40 uM/ug de extracto.

Contrario a lo anterior, Chew y colaboradores (2007), mostraron que C. racemosa
muestra actividad FRAP (0.737+0.423 mg equivalentes de acido galico/g) mas alta
que la macroalga roja Kappaphycus alvarezii (0.561+0.269 mg equivalentes de
acido galico/g), la cual estaba relacionada con el contenido de fenoles totales. Asi
mismo, Dotulong y colaboradores (2013) también mencionan que la actividad de
FRAP esta relacionada con los fenoles totales que poseen las macroalgas C.
sertularioides, Laurencia tronoi y Padina australis, las cuales mostraron tener

actividad antioxidante.

Tariq y colaboradores (2015), reportaron actividad antioxidante de ABTS® en
quince macroalgas, entre las que destacan con mayor actividad Caulerpa taxifolia

(71.32%), Sargassum variegatum (86.93%), Stoechospermum marginatum
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(67.83%) y Padina pavonica (53.42%). Asi mismo, Demirel y colaboradores (2011)
indicaron que existe actividad antioxidante ABTS" en las macroaglas Laurencia
obtusa (9.8312.3%) y L. obtusa var. pyramidata (3.8+0.9%), la cual no esta
relacionada al contenido de fenoles totales ya que L. obstusa var. pyramidata

exhibié mayor cantidad de éstos y presentd menor actividad.

Determinacion del contenido de fenoles totales

La determinacién de fenoles totales unicamente se realizé en los extractos
acetonicos y metandlicos de las macroalgas con mayor porcentaje de reduccion

del radical DPPH.

La cuantificacion de fenoles totales se muestra en las figura 5. Los resultados se
muestran como ug de equivalente de acido galico/mg de extracto. Los datos se

obtuvieron de la interpolacion en la curva de acido galico.
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Figura 5. Cuantificacién de fenoles totales de los extractos acetonico y metandlico de
C. racemosa y T. cylindrica. Los resultados muestran el promedio de tres repeticiones +
SD.
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Los resultados del contenido total de fenoles se muestran en el cuadro 8. Se
puede observar que el extracto aceténico de C. racemosa es el que presentd el
mayor contenido de fenoles totales (28.61 yg de eq. acido galico/mg extracto)
seguido del extracto metandlico de T. cylindrica (23.70 ug de eq. acido galico/mg

extracto).

Cuadro 8. Cuantificacion de fenoles totales de los extractos aceténico y metandlico de

C. racemosa y T. cylindrica

Extracto acetonico g eq. Extracto metanodlico ug eq.

Arrecife Especie acido galico/mg extracto acido galico/mg extracto
Blanquilla C. racemosa 28.61 (2.8%) 18.57 (1.8%)
Isla Verde T. cylindrica 22.31 (2.2%) 23.70 (2.3%)

Los fenoles producidos por las algas son agentes que absorben los rayos UV e
inhiben el crecimiento de hongos, bacterias y otras algas. Ademas, algunas
sustancias fendlicas liberadas por las algas parecen ser necesarias para su
desarrollo normal y la terminacién de sus ciclos de vida (Anaya, 2003), esto podria
explicar porque C. racemosa presentd mayor contenido fendlico, ya que ademas
de tener una dispersiéon local mucho mas rapida relacionada con la eficiencia de
su desarrollo vegetativo y de su reproduccion sexual (Ruiz, 2007), esta ultima es
altamente efectiva en verano (Ballesteros, 2008), periodo cercano en el que fueron

colectadas las macroalgas de este trabajo.

En un estudio realizado con 6 macroalgas marinas Chaminda y colaboradores
(2014) mencionan que el extracto metandlico de C. racemosa posee un contenido
de fenoles totales de 3.78%, sin embargo, no se relaciona con la actividad
antioxidante determinada en su investigacion, ya que esta macroalga presentd
bajo contenido fendlico en comparacidén con las otras y su actividad antioxidante

fue mejor.
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Sarini y colaboradores (2014) reportaron que el mayor contenido de fenoles totales
estuvo presente en C. racemosa (19.711 mg GAE/L) comparada con las
macroalgas P. gymnospora, C. lentillifera, S. binderi, Turbinaria conoides, S.
baccularia y Eucheuma cottonii. Por otra parte, Ahmad y colaboradores (2012),
también reportaron que C. racemosa posee mayor contenido de fenoles totales
(47.88+1.18 mg equivalentes de floroglucinol/g muestra seca) a diferencia de 9
especies de macroalgas rojas, las cuales oscilaban entre los 9 y los 21 mg
equivalentes de floroglucinol/g muestra seca. Esto puede deberse a que muchas
veces no es posible encontrar la misma proporcion relativa de sustancias quimicas
en épocas Yy lugares diferentes, ya que la sintesis de estos constituyentes es
controlada por factores del ecosistema (luz, calor, temperatura, humedad y suelo)
(Castarieda et al., 2008pb).

Vargas (2011) menciona que las algas verdes y pardas son las que presentan un
mayor contenido de fenoles totales, lo cual concuerda con los resultados de este
estudio, ya que como se menciond, C. racemosa fue la que mostré la mayor
cantidad de fenoles totales a diferencia de T. cylindrica, que es una macroalga
roja. Segun Wangensteen y colaboradores (2004), existe una correlacion entre el
contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante. Sin embargo, no toda la
actividad antioxidante es dependiente del contenido fendlico, ya que puede existir
la sinergia con otros compuestos (Vargas, 2011). Esto podria explicar porque no
existe una relacion entre el extracto aceténico de C. racemosa y el contenido de

fenoles totales con su actividad antioxidante.
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Conclusiones

14 macroalgas fueron colectadas, de las cuales se identificaron 11 especies. No
se encontraron registros bibliograficos de Ceramium nitens en el arrecife de
Gallega ni de Galaxaura conmans 'y Sargassum natans en Isla Verde; sin embargo
si existe el registro de estas especies para las costas de Veracruz.

Los extractos metandlicos algales son los que presentaron el mayor porcentaje de
rendimiento.

Los metabolitos secundarios presentes en la mayoria de los extractos algales
metandlicos, acetdnicos y hexanicos fueron los terpenos y las saponinas.

Los extractos algales hexanicos son los unicos que presentaron alcaloides.

El extracto metandlico de Caulerpa racemosa presentd el mayor porcentaje de
reduccion del radical DPPH (38.21%) a una concentracion de 500 ppm.
Cualitativamente los extractos hexanicos presentaron capacidad de reduccion del
radical DPPH.

El mayor contenido de fenoles totales se presentd en el extracto acetdnico de C.
racemosa (28.61 ug eq. acido galico/mg extracto) y el extracto metandlico de T.
cylindrica (23.70 ug eq. acido galico/mg extracto).

El extracto aceténico de C. racemosa y el extracto metandlico de T. cylindrica no
mostraron actividad de reduccién de los radicales ABTS ™ y FRAP.

La actividad antioxidante no esta directamente relacionada al contenido de fenoles

totales.
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Anexos

Anexo 1
Métodos para estandarizar y evaluar la actividad antioxidante de extractos

a) Reduccién del radical DPPH (Método de Murillo, modificado por
Arguelles, 2011)

A partir de una solucion stock de 10 mg de extractos disueltos en 5 mL de
metanol, se preparan diferentes concentraciones (31.2, 62.5, 125, 250, 500 ppm).
Cada una de las concentraciones es multiplicada por cuatro y el resultado es la

cantidad que se toma de la solucion stock para llevar 1 mL con metanol.

En una placa de 96 pozos se adicionan 50 ul de cada concentracion mas 150 ul
de una solucién metandlica de DPPH cuya concentracién final sera de 250 pM.
Como control negativo se colocan 200 ul de metanol y como control positivo se
utiliza acido galico (2, 4, 6 ,8 10, 15, 20, 25, 30, 35 ppm). La placa se incuba en la
oscuridad durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se determina la
absorbancia a 493 nm (Castaneda et al., 2008a). La actividad antioxidante se
expresara como porcentaje de reduccion y se calcula con la siguiente férmula
(Arguelles et al., 2011):

% reduccion= (C-E/C)*100
Doénde:
C= Promedio absorbancia del control DPPH.
E= Promedio absorbancia del experimental (Mezcla DPPH+compuesto problema).
Se reporta la CAsy (muestra que disminuye el 50% del radical DPPH) del

compuesto antioxidante frente al radical DPPH. La disminucion de coloracion es
expresada como el porcentaje reduccion de dicho radical.
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b) Reaccién con el radical 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin- 6-sulfénato
de amonio (ABTS-*) (Método de Re et al., modificado de Tarrega, 2009).

El radical ABTS-" se produce utilizando una mezcla que contiene solucion de
ABTS (7mMV/L) y solucion de persulfato de potasio (2.45 mM/L) en agua destilada.
La solucion de trabajo se prepara mezclando las dos soluciones stock en
cantidades iguales y se deja 16 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. La
disolucion ABTS-" se diluira mezclando 1 ml de solucion ABTS-* con 60 ml de

metanol para obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 unidades a 734 nm.

Se preparan concentraciones (200, 400, 600, 800, 1000 ppm) del extracto, se
toman 300 pl de la muestra y se hacen reaccionar 2700 pul de la solucion ABTS-”
para un volumen final de 3 mL. La mezcla resultante se agita y se deja en la
oscuridad por 7 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lee la absorbancia
de la mezcla de reaccion a 734 nm (se mide el cambio de absorbancia de 734 nm
de la solucion ABTS-* cuando alcanza el estado estacionario). El acido galico se
usa como estandar de referencia (Fernandez, 2011). El porcentaje de reduccién

del radical ABTS-" se calcula con la férmula (Tarrega, 2009):

Ac=Am

% reduccion= x 100

Doénde:
Ac= Promedio absorbancia control.

Am= Promedio absorbancia muestra.

Se reporta la CAsy del compuesto antioxidante frente al radical ABTS-". La
disminucién de la coloracién es expresada como el porcentaje de reduccién de
ABTS-", la cual es comparada con una curva estandar del antioxidante de
referencia. Los resultados se expresan como pg equivalente de acido galico/mg

extracto (Fernandez, 2011).
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c) Poder antioxidante de la reduccién férrica (FRAP) (por sus siglas en
inglés: ferric reducing antioxidant power) (Método de Benzie y Strain,

modificado por Fernandez, 2011).

En este ensayo se preparan las siguientes soluciones:

a) 300 mM de amortiguador de acetato pH 3.6 (acetato de sodio
trinidratado/acido acético glacial).

b) 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridol-s-triazina) en 40 mM deHCI.

c) 20 mM FeCls.

Procedimiento:
Las soluciones descritas se mezclan en una relacion 10:1:1 (v/v/v) para obtener la

mezcla de reactivos FRAP, la cual debe mantenerse a una temperatura de 37°C.

Se preparan concentraciones (200, 400, 600, 800, 1000 ppm) del extracto y se
mezclan 284 pL de la muestra mas 2714 pL del reactivo FRAP para obtener un
volumen final de 3 mL. Se incuba en la oscuridad durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se lee a una absorbancia de 593 nm. La absorbancia final
de las muestras se comparara con la de una curva estandar de acido galico (5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 ppm). Los resultados se expresaran como ug equivalentes de

acido galico/mg extracto (Fernandez, 2011).

Anexo 2

Método de Folin-Ciucalteu (Fernandez, 2011)

Se prepara una curva de calibracion con acido galico, a partir de una solucién
stock de 10 mg de acido galico mas 700 ul de agua destilada y 300 ul de metanol.
Se toman las alicuotas correspondientes para obtener diferentes concentraciones

(5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ppm) y tener un volumen final de 1 mL de cada una.
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Se preparan soluciones stock del extracto (5 y 10 mg de extracto en 1 mL de agua
destilada mas 1 mL de metanol) y se colocan 100 pl de cada muestra en tubos de

ensayo mas 900 pL de agua destilada para un volumen final de 1 mL.

Se transfiere cada concentracion (acido galico y muestra) en tubos y psteriormente
se adicionan 500 ul del reactivo Folin-Ciucalteu a cada tubo. Después de 5
minutos de incubacién se afiaden 1.5 ml de una solucién de Na,CO3 (200 g/l)
hasta completar un volumen de 3 mL. Los tubos se incuban durante una hora a

temperatura ambiente.

Después del tiempo de reaccion, se determina la absorbancia a 725 nm y se
grafica la concentracion contra la absorbancia. Para obtener la curva patrén de
acido galico se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola la absorbancia
de las muestras a evaluar. Los resultados se expresaran como mg equivalentes de

acido galico/ gramo de extracto (Fernandez, 2011).
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