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RESUMEN

Los metabolitos secundarios, conocidos comunmente como productos naturales son
compuestos bioactivos que han sido utilizados para combatir diversas enfermedades.
Estos compuestos son sintetizados por numerosos organismos como respuesta a las
condiciones de estrés en las que se desarrollan. Las macroalgas son especies marinas
que han demostrado ser una buena fuente de estos metabolitos que presentan diversas
actividades biolégicas como la antioxidante. Las algas son una interesante opcion para
la busqueda de compuestos de naturaleza antioxidante por estar sometidas
constantemente a estrés oxidativo y no presentar dafios en su organismo. Es por eso que
en este trabajo se evaluo la actividad antioxidante de 14 macroalgas colectadas en la
zona Sur del Sistema Arrecifal Veracruzano. Las algas fueron identificadas por medio de
claves taxondmicas, cortes histologicos y tinciones de este material; se determinaron 13
especies y un género. En el arrecife Giote se colectd una especie, en Isla de Enmedio 9
especies y en Santiaguillo 4 especies; de las cuales 6 pertenecen al filo Rhodophyta
(42.86%), 5 a Chlorophyta (35.71%) y 3 a Ochrophyta (21.43%). Los extractos hexanicos,
acetonicos y metanolicos de cada una de las 14 macroalgas fueron obtenidos a partir de
la técnica de maceracion y posteriormente se destilaron a presion reducida. Se determino
cualitativamente la presencia de alcaloides (Dragendorff y Mayer), fenoles (cloruro
férrico), glicésidos (Molish), terpenos (vainillina-acido sulfurico) y saponinas (prueba de
la espuma y hemolisis). La evaluacion de la actividad antioxidante con la prueba de
DPPH’ se determiné en todos los extractos metandlicos y aceténicos, en los extractos
hexanicos solo se hizo de manera cualitativa. En la actividad reductora del radical ABTS™,
del reactivo FRAP y el contenido de fenoles totales solo se trabajé con los extractos que
si mostraron actividad con el radical DPPH". Los 42 extractos algales presentaron
terpenos y saponinas, la corroboracion de la presencia de saponinas (hemolisis) fue
positiva en los tres extractos de las especies Galaxaura rugosa, Tricleocarpa cylindrica,
Caulerpa cupressoides, Cymopolia barbata y Dictyota sp. En la prueba cualitativa de
DPPH’ diez especies presentaron actividad antioxidante. Los extractos acetonico y
metandlico de C. barbata tuvieron una CAs frente al radical DPPH de 127.66 y 637.78 y
pMg/mL, respectivamente, sin embargo también el extracto acetonico de Codium taylorii
obtuvo uno de los mayores porcentajes de reduccidn del radical de 35.7% a 500 ppm. La
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CAsp de los extracto acetdnico y metandlico de C. barbata que se obtuvo frente al radical
ABTS™ fue de 821.86 y 1244.08 ug/mL, respectivamente, y la del extracto aceténico de
C. taylorii fue de 1053.88 ug/mL. Respecto al ensayo de FRAP, los extractos acetonico y
metandlico de C. barbata presentaron valores de 12.04 y 46.00 ug equivalentes de acido
galico/mg de extracto, respectivamente; el acetonico de C. taylorii obtuvo 11.34 ug
equivalentes de acido galico/mg de extracto. Por ultimo, el mayor contenido de fenoles
totales se obtuvo en los extractos acetonicos de de C. barbata (6.13 %) y C. taylorii
(40.06 %) y el menor en el metandlico C. barbata (35.89 %). Los resultados obtenidos en
este trabajo, de manera especifica en la especie C. barbata, sugieren que la actividad
antioxidante de las macroalgas estudiadas esta relacionada con los compuestos fendélicos

qgue contienen.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo los remedios naturales y las plantas medicinales fueron el
principal e incluso el unico recurso del que disponian los médicos. Estos han sido una
fuente inagotable de compuestos activos que son utilizados para combatir muchas
enfermedades con una gran efectividad (Rodriguez, 2003; Quesada, 2008). Dentro de
estos compuestos activos se encuentran los que provienen del metabolismo secundario,
a los cuales también se les conoce comunmente como productos naturales (Pomilio,
2012).

Los metabolitos secundarios son de gran relevancia a nivel mundial en el tratamiento y
la prevencidn de enfermedades humanas. Estas sustancias se originan de fuentes como
las plantas, los animales y los microorganismos ya sean terrestres o marinos (Mufoz,
2010).

Tradicionalmente las plantas y los microorganismos de origen terrestre fueron las
primeras fuentes de las que el hombre dispuso para ser utilizadas en la curaciéon de
dolencias y graves enfermedades tales como el cancer. Debido a que en los océanos se
encuentra la mayor biodiversidad del planeta se ha incrementado la busqueda de
compuestos quimicos de origen marino; sin embargo esta exploracion apenas ha tomado
relevancia en los ultimos afos ya que escasamente se conocen aproximadamente unos
quince mil productos naturales marinos que tan solo representa una décima parte de los

que provienen de organismos terrestres (De la Calle, 2007; Rodriguez, 2003).

Los organismos marinos estan expuestos a diversas condiciones que pudieran ser
dafiinas para su supervivencia, por ejemplo, el estrés halino o térmico, la radiacion,
superpoblacion, la competencia, infeccion o la limitacion de nutrientes (Pomilio, 2012; De
Lara-Isassi, 1991). Como respuesta a todos estos estimulos, los especimenes
biosintetizan metabolitos secundarios, a los que el ser humano les ha encontrado
diferentes aplicaciones, algunos como agentes antibacterianos, antifungicos,
antitumorales, citotoxicos, antiparasitarios, antivirales, antioxidantes, entre otros (De la
Rosa y Gamboa, 2004).

Los antioxidantes naturales han adquirido importancia en estudios recientes debido a que
pueden sustituir a los sintéticos en la prolongacion de la vida util de alimentos y

cosmeéticos, esto se debe a que a pesar de la eficacia y bajo costo de los antioxidantes

11
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sintéticos, estos han demostrado efectos toxicos y actividad carcinogénica (Batista et al.,
2009); ademas de que los antioxidantes naturales actuan contra el envejecimiento y
enfermedades relacionadas con la exposicion a la luz UV (Balboa et al., 2013).

Dentro de los especimenes marinos que han llamado la atencion por ser fuente de
antioxidantes naturales se encuentran las macroalgas. Estos organismos al ser
fotosintetizadores estan expuestos a una alta incidencia de luz solar y altas
concentraciones de oxigeno que pudieran conducir a la formacion de radicales libres y
otros agentes oxidantes; sin embargo, estos organismos no muestran danos oxidativos
en sus componentes estructurales y fisiologicos, lo que sugiere que presentan un
eficiente sistema de defensas antioxidantes (Zubia et al., 2007; Vidal et al., 2009; Balboa
et al., 2013).

Actualmente, la biota marina, incluidas las macroalgas, son tendencia en la investigacion
ya que poseen una gran variedad de compuestos bioactivos proporcionada por
estructuras quimicas complejas y novedosas que son dificiles de obtener sintéticamente
(Vidal et al., 2009).

ANTECEDENTES

En los ultimos afios diversos trabajos se han enfocado a buscar el efecto antioxidante de
las macroalgas debido a los sistemas que han desarrollado para protegerse de la
formacion de agentes oxidantes causados por su constante exposicion a la luz solar y las
altas concentraciones de oxigeno en las que viven (Batista et al., 2009). En algunas
especies de algas se ha demostrado que su actividad antioxidante esta relacionada con
la presencia de diferentes compuestos como los clorofilicos, terpenoides, carotenoides y
los polifenoles. Ciertos mecanismos que pudieran explicar las propiedades antioxidantes
de las macroalgas son la capacidad que poseen como atrapadoras de radicales libres,
como donadores de hidrégeno o el potencial que tienen como agentes reductores y
quelantes (Vidal et al., 2001 y 2009; Batista et al., 2009).

Pérez-Pérez y colaboradores (2009) en Venezuela determinaron la actividad antioxidante
in vitro de los extractos crudos de Gracilaria sp, Laurencia sp, Gelidium sp y Bryothamnion
sp. Estos autores reportan que los cuatro extractos acuosos algales tuvieron la capacidad

12
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de disminuir la generacion de radicales libres como el anion superoxido y el radical
hidroxilo. Los valores de la capacidad antioxidante de los extractos algales fueron de 0.38
a 0.61 mM equivalentes de acido urico y obtuvieron valores de 119 a 1138 mg/L de
fenoles totales. Estos autores reportan una correlacion directa entre el contenido de
fenoles y la actividad antioxidante de cada uno de los extractos.

Vidal y colaboradores (2006) estudiaron nuevamente la composicion quimica y las
propiedades antioxidantes del extracto acuoso del alga B. triquetrum encontrando una
CAso de 4.66 mg de una muestra liofilizada frente al radical DPPH’, sin embargo
consideraron que la actividad antioxidante podia ser explicada por un efecto sumatorio
y/o sinérgico de compuestos presentes en la muestra como son acidos fendlicos,
minerales, carotenoides y acido ascorbico. Estos autores en el 2009 estudiaron la
actividad antioxidante y la concentracion de polifenoles de las macroalgas Halimeda
opuntia y H. monile mediante el método de atrapamiento del radical DPPH’, obteniendo
como resultados una CAsg en las fracciones de acidos fendlicos libres de 12.8 y 13.2 ug,
en las de esteres solubles de acidos fendlicos de 14.4 y 14.7 ug, y de esteres insolubles
de acidos fendlicos de 15.2 y 7.7 ug; y también reportan un contenido de compuestos
fendlicos de 74.25 mg/g de alga seca y 66.72 mg/g de alga seca para H. opuntia 'y H.

monile, respectivamente.

En 2009, Echavarria y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante mediante el
método de DPPH' y el contenido de compuestos fendlicos de cinco macroalgas
Colombianas, estos autores reportaron la mayor actividad en el extracto metandlico de
Sargassum cymosum con una CAsy de 0.261 mg/mL y un contenido total de fenoles de
0.822 mg/g de extracto como equivalentes de acido galico.

Para México existe el trabajo de Zubia y colaboradores en 2007 que evaluaron la
actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de 48 extractos de macroalgas de
las costas de Yucatan y Quintana Roo. Todas las macroalgas colectadas mostraron
actividad contra el radical DPPH’; sin embargo, las especies A. longicaulis, C. baileyana
y L. variegata fueron las que presentaron mayor actividad antioxidante con una CAsg de
1.44, 2.84 y 0.32 mg/mL, respectivamente. En cuanto al contenido de fenoles totales,
reportan a A. longicaulis con 3.36%, C. baileyana con 7.30% y L. variegata con 29.18%.

13
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Muioz en el 2010 estudid los extractos etandlicos de 62 especies de macroalgas
recolectadas en la peninsula de Baja California Sur. La especie Padina mexicana mostro
potencial antioxidante por lo que fue seleccionada por el autor para estudiar dicha
actividad, por medio de extraccion sdlido-liquido obtuvo mas de 90 fracciones y tres

compuestos puros. De las 90 fracciones la mas activa mostré una CAsp de 45.5 ug/mL.

En 2011, Vargas-Betancourt y colaboradores evaluaron la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales en extractos de macroalgas de La Bahia de la Paz, Baja
California Sur, encontrando una mayor actividad antioxidante en el extracto de Padina
concrenscens con un valor de CAsy de 0.29 mg/mL y 123.9 mg EAG/mg extracto de
fenoles totales.

La investigacion de Avila en 2016 constituye el primer trabajo en el que se ha determinado
la actividad antioxidante de macroalgas colectadas en el Sistema Arrecifal Veracruzano
(SAV). Este autor estudio la reduccion del radical DPPH'y el contenido de fenoles totales
de Cymopolia barbata, reportando en el extracto acetonico una CAsg de 226.97 ug/mL y
15.81 ug EAG/mg de extracto de fenoles, y en el metandlico una CAsy de 106.78 ug/mL
y una cantidad de fenoles de 20.38 ug EAG/mg de extracto. Posteriormente, Hernandez
(2016) determino la actividad antioxidante de 11 especies de algas colectadas en la zona
Norte del SAV con los ensayos de DPPH’, ABTS™ y FRAP; este autor reporta un
porcentaje de reduccion de DPPH" a 500 ppm en los extractos metandlicos de Caulerpa
racemosa de 38.21% y Tricleocarpa cylindrica de 36.42%, sin embargo, en sus resultados
no obtuvo actividad sobre el radical ABTS™ ni sobre la reduccién del i6n Fe™,

JUSTIFICACION

A pesar de que en los ultimos afos se ha despertado un mayor interés por encontrar
compuestos antioxidantes naturales esta busqueda ha sido enfocada principalmente en
organismos del medio terrestre, prestandose poca atencion a los organismos marinos.
En el medio marino, las macroalgas se muestran como candidatas ideales para encontrar
compuestos antioxidantes debido a que utilizan estos como respuesta a las condiciones

ambientales a las que se encuentran sometidas como la radiacion solar, el estrés térmico

14
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o la limitacién de nutrientes. En México, la investigacion de antioxidantes en algas es
escasa; en el caso particular del SAV hasta el momento sélo hay dos trabajos. Es por
eso que en el presente estudio se pretende contribuir a la busqueda de compuestos
antioxidantes en las macroalgas del SAV.

Pregunta de investigacion
¢ Las macroalgas del SAV, zona Sur tendran actividad antioxidante?
Hipotesis

Las macroalgas se encuentran sometidas constantemente a diversos factores de estrés,
debido a esto sintetizan metabolitos secundarios con diferentes bioactividades, entre
ellas la antioxidante, por lo tanto se espera que las macroalgas del presente estudio

también contengan dichos metabolitos con actividad antioxidante.

OBJETIVOS

General

« Evaluar la actividad antioxidante de algunas especies de macroalgas de la zona Sur
del SAV.

Particulares

+ Colectar diferentes macroalgas en tres arrecifes de la zona Sur del SAV.
+ Determinar taxonGmicamente las especies de macroalgas colectadas.

+ Obtener extractos de diferente polaridad del material algal.

+ Calcular el rendimiento de los extractos de las macroalgas del SAV.

+ Determinar cualitativamente los principales grupos de metabolitos secundarios en los

extractos algales.

« Determinar la actividad antioxidante de los extractos algales.

15
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« Cuantificar el contenido de fenoles en los extractos que presenten actividad

antioxidante.

16
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ZONA DE COLECTA

En la parte suroeste del Golfo de México se localiza el Sistema Arrecifal Veracruzano
(SAV) (Fig. 1), en el poligono delimitado por los 19° 15"y 19° 16" N y los 95° 45" y 96°
12" O. Esta constituido por 28 arrecifes coralinos y se encuentra dividido, de manera
natural, en dos sectores debido a la desembocadura del rio Jamapa. El sector Norte,
ubicado frente al puerto de Veracruz, y el sector Sur, frente al poblado de Antén Lizardo.
La temperatura promedio anual es de 26 °C y el clima esta definido como calido-humedo
con lluvias en verano, presentandose tres épocas en el afo: secas (marzo-mayo, minima
precipitacion y temperatura promedio de 24° C), lluvias (junio-octubre, alta precipitacion
y altas temperaturas) y nortes (noviembre-febrero, escasa precipitacion y bajas
temperaturas) (Tunnell, 1988; Parra-Toriz et al., 2011; Rodriguez, 2013).

Los arrecifes elegidos para realizar la colecta fueron Giote, Isla de Enmedio y Santiaguillo.
Cada uno de estos fue seleccionado de acuerdo a la zonificacion ecosistémica hecha en
el SAV por Ortiz-Lozano et al. en 2009; el primer arrecife se eligié en la franja litoral, el

segundo en arrecifes interiores y el ultimo en los arrecifes exteriores.

Punta Gorda N 19915
Galkeguilla Wy -
g A de ade y

Galkga 2 %

Blanquilla

AN '%“’e Golfo de México
S bajaros

1.5acriiclos %eaﬁjem 3 9910
Santizquillo

Ingeniem
Topetiilo Q

Aregadilla
POIOO & 2
5
/\ I.d= Enmedio

((:'}'f pancc, Chopas -19:05°
- Cabeza

m .-’Jf} 1owteo .Salmalna%“m

Jamar, ! \)

Anton
I {zardo

—19°00

10 9605" 960 8555 95950

Figura 1. Zona de colecta en el Sistema Arrecifal Veracruzano. 1) Giote, 2) Isla de Enmedio y 3)

Santiaguillo (Fuente: Parra-Toriz et al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

1. Colecta del material algal

El muestreo de las macroalgas se realizé manualmente en tres arrecifes del sector Sur
(Giote, Isla de Enmedio y Santiaguillo) del SAV. El muestreo se llevo acabo los dias 18 y
19 de Junio del 2014 que corresponde a la temporada de lluvias. Las macroalgas fueron
colectadas y de éstas se tom6 una parte la cual se enjuago con agua de mar para eliminar
el exceso de arena y organismos epifitos para su posterior registro en el herbario. Los
datos de colecta anotados en la bitacora fueron: numero de muestra, arrecife, hora,
coordenadas y profundidad. Posteriormente se colocaron en bolsas de plastico y se
depositaron en una hielera para su transporte al laboratorio de Farmacognosia en la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la FES Iztacala.

2. Determinacién del material algal

Una parte del material algal colectado se conservo en formol y glicerol al 10%, preparados
con agua de mar, para su posterior determinacidn taxonomica. La identificacion se
realizo, con ayuda de la M. en C. Gloria Gardufio Solérzano, por medio de diversas claves
taxonomicas mediante la observacion de estructuras externas e internas, con ayuda de
cortes y tinciones. La literatura utilizada fue: Brandao, 1967; Aviles, 1990; Littler y Litter,
2000; Ortega et al., 2001; Senties y Dreckmann, 2002; Dawes y Mathieson, 2008.
También se elaboraron ejemplares de herbario los cuales fueron depositados en el
Herbario IZTA de la FES Iztacala y se obtuvo el numero de registro.

3. Obtencion del extracto algal

Las macroalgas fueron maceradas en solventes de diferente polaridad (hexano, acetona
y metanol) por cuatro dias. Los macerados obtenidos fueron filtrados y posteriormente
destilados a presion reducida para la obtencion del extracto algal. Finalmente, se calculd
el rendimiento por diferencia de peso con la siguiente férmula:

Peso del extracto

Rendimiento (%) = x 100
Peso seco del alga
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4. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Los principales grupos de MS que se determinaron en los extractos algales fueron:
alcaloides (Dragendorff y Mayer), fenoles (Cloruro férrico), glicésidos (Molish) y terpenos
(Vainillina-acido sulfurico) (Dominguez, 1973). Para las saponinas se realizo la prueba
de la espuma, sin embargo esta prueba no es concluyente, por lo que se corroboro la
presencia con el ensayo de hemolisis en agar sangre (Rodriguez, 2010; Hernandez y
Hermosilla, 2014) (Cuadro 1) (Apéndice 1).

Cuadro 1. Pruebas cualitativas para la identificacion de los principales grupos de metabolitos

secundarios.

Grupo Reactivo Resultado
Alcaloides Dragendorff Precipitado café
Mayer Precipitado blanco
Fenoles Cloruro férrico Coloracion azul o verde
Glicésidos Molish Anillo morado
Terpenos Vainillina-acido sulfurico Coloracion azul, morada o roja
. Agua caliente Espuma por al menos un minuto
Saponinas e
Agar sangre Halos de hemdlisis

5. Actividad antioxidante de los extractos algales

La actividad antioxidante se evalud por los siguientes métodos:

* Método de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo o DPPH'. La
molécula 2,2 difenil-1-picrilhidracilo se caracteriza por ser un radical libre en virtud
del desapareamiento de un par de electrones en su estructura confiriéndole un
color violeta en solucion metandlica, caracterizado por tener una absorcién a 493
nm. Cuando la solucién de DPPH' es mezclada con un sustrato capaz de donar
atomos de hidrégeno, esta sustancia se reduce, cambiando de color a amarillo
claro (Balboa et al., 2013) (Anexo 2).

La prueba cualitativa se realiz6 en placas cromatograficas de silica gel donde se
coloco el extracto algal para ser revelado posteriormente con DPPH’. La actividad
antioxidante se reporta como positiva al producirse el cambio de coloracion de

violeta a amairrillo.
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El ensayo cuantitativo se realizo en los extractos algales en concentraciones de
31.2 a 500 ug/mL. El control positivo fue acido galico (5-35 ug/mL). La prueba se
realiz6 con ocho repeticiones. El porcentaje de reduccion del radical se calcula con

la formula:

C-E
% de reduccion del radical DPPH = x 100

donde:
C= media aritmética de la absorbancia del DPPH".
E= media aritmética de la absorbancia de la muestra.

Los resultados fueron reportados por medio de la CAsy (capacidad antioxidante
media), esta es determinada por el porcentaje de decoloracién del DPPH" de cada
una de las concentraciones de la muestra.

La CAsp expresa la cantidad necesaria de un antioxidante para reducir en un 50%
al radical DPPH’, esto calculado por medio de una regresion lineal. Valores bajos
de CAsq indican un potencial antioxidante mayor (Garcia-Bores, 2010; Avila, 2016).

* Método de reduccion del radical 2,2 -azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonato
de amonio) o ABTS™. Este método evalla la decoloracion del radical catiénico
ABTS*®", la cual se debe a su reduccion al interaccionar con moléculas donantes
de hidrogeno o de electrones. El radical cationico ABTS®" es un croméforo color
verde-azulado, absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTS™ con persulfato de potasio (Palomino et al., 2009)
(Apéndice 3).

El ensayo se realiz6 por triplicado en concentraciones de 200 a 1000 ug/mL de
extracto con una curva patron de acido galico (5-35 ug/mL) como referencia. El

porcentaje de reduccion de ABTS™ se calculo con siguiente formula:
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» Ac - Am
% de reducciéon = Y TE x 100

donde:
Ac= media aritmética de la absorbancia del control.
Am= media aritmética de la absorbancia de la muestra.

Los resultados se reportaron por medio de una CAsg del extracto algal frente al
radical ABTS™.

* Método del poder antioxidante de la reduccién férrica o FRAP. El método FRAP
determina la capacidad antioxidante de forma indirecta. Se basa en la capacidad
de los compuestos antioxidantes de donar un electrén al Fe** (oxidado) para pasar
a Fe?* (reducido). El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es
reducido al complejo ferroso coloreado. Este método mide la absorbancia del Fe?*,
de tal manera que cuanto mas antioxidante es la sustancia mayor es la reduccién
y mayor es la concentracion de Fe?" y es mas alta la absorbancia (Palomino et al.,
2009) (Apéndice 4).

La prueba se realizé por triplicado utilizando concentraciones de 200 a 1000 ug/mL
del extracto algal. La absorbancia final de las muestras fue comparada con una
curva de referencia de acido galico (5-35 ug/mL).

Los resultados del ensayo fueron reportados como ug equivalentes de acido

galico/mg de extracto (ug EAG/mg de extracto).

6. Contenido de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizé por el método de Folin-Ciocalteu. El cual
mide la reaccion colorimétrica de 6xido reduccién en la que el reactivo utilizado tiene una
coloracién amarilla que, en presencia de un fenol, se torna azul. La intensidad del color

azul se mide espectrofotométricamente a 725 nm (Serrano, 2013) (Apéndice 5).

La prueba se hizo por triplicado usando una curva patron de acido galico (5-35 ug/mL) en
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las que se interpolo la absorbancia de los extractos algales (5y 10 ug/mL). Los resultados
fueron expresados como equivalentes de acido galico/mg de extracto (EAG/mg de

extracto).

RESULTADOS Y ANALISIS

1. Colecta del material algal y determinacion taxonémica

El total de macroalgas colectadas fue de 14 organismos, de las cuales se identificaron 13
especies y un género. La mayor riqueza pertenece a la division Rhodophyta con el
42.86% (6 especies), seguido de Chlorophyta con 35.71% (5 especies) y la divisién
Ochrophyta con 21.43% (3 especies) (Figura 2). El mayor numero de especies se colectd
en el arrecife Isla de Enmedio con 9 especies (64.29%), en el arrecife Santiaguillo se
colectaron 4 especies (28.57%) y en Giote una especie (7.14%) (Figura 3).

Ochrophyia
214355

Rhodephyta
42,86

Chiorophyia
35.71%

Figura 2. Porcentaje de especies algales por division.
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Figura 3. Porcentaje de especies algales por arrecife.

En el cuadro 2 se muestran las 14 especies determinadas y el numero de herbario que
les fue asignado. En el arrecife Giote la especie colectada corresponde a Ceramium
flaccidum (Rhodophyta). Para Isla de Enmedio se determinaron cuatro especies de la
division Chlorophyta, tres especies de Rhodophyta y dos de Ochrophyta. Por ultimo, en
Santiaguillo las especies identificadas corresponden a la division Chlorophyta y
Ochrophyta, y dos especies de la division Rhodophyta.
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Cuadro 2. Determinacién taxonémica del material algal.
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Especie/Descriptor

. Ceramium flaccidum 1818
Giote Rhodophyta (Harvey ex Kiitzing) Ardissone
Caulerpa cupressoides 1865
(Vahl) C.Agardh
Caulerpa racemosa 1863
(Forsskal) J. Agardh
Chlorophyta Codium taylorii 1866
P.C.Silva
Cymopolia barbata 1864
(Linnaeus) J.V.Lamouroux
Isla Padina sanctae-crucis 1868
de Bargesen
Enmedio Ochrophyta Sargassum natans 1867
(Linnaeus) Gaillon
Galaxaura rugosa 1862
(J.Ellis y Solander) J.V.Lamouroux
Tricleocarpa cylindrica 1860
Rhodophyta (J.Ellis y Solander) Huisman y
Borowitzka
Digenea simplex 1861
(Wulfen) C.Agardh
Halimeda opuntia 1872
Chiorophyta (Linnaeus) J.V.Lpamouroux
Dictyota sp. 1871
Santiaguillo Ochrophyta J.V.Lamouroux
Centroceras clavulatu 1870
C.Agardh) Montagne
Rhodophyta ( Ce?’amiu)m niteng 1869

(C. Agardh) J. Agardh
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2. Rendimiento de los extractos

En el cuadro 3 se muestran los rendimientos de los extractos algales. En los extractos
hexanicos el mayor rendimiento lo presenta C. flaccidum (Giote) con 10.07%, también
destacan los rendimientos de C. racemosa con 2.51% y S. natans con 2.50%, ambas
especies de Isla de Enmedio. En el arrecife de Santiaguillo el mayor rendimiento se
obtuvo en C. clavulatum con 1.47%.

En los extractos acetdnicos el mayor rendimiento fue de 4.20% en C. flaccidum (Giote)
destacando también los rendimientos de C. cupressoides (Isla de Enmedio) con 2.34% y
Dictyota sp. de arrecife Santiaguillo con 1.30%.

El mayor rendimiento en los extractos metandlicos fue de 15.62% en C. flaccidum (Giote),
también se obtuvieron resultados notables en las muestras de C. cupressoides (2.55%),
C. racemosa (3.45%) y C. taylorii (10.37%) de Isla de Enmedio, y del arrecife Santiaguillo
de C. clavulatumy Dictyota sp. con 2.90% y 4.97%, respectivamente.

Cuadro 3. Rendimientos de los extractos algales (%).

Arrecife Especie Hexano Acetona Metanol
S%Z S%Z S%Z
Giote C. flaccidum 10.07 4.20 15.62
C. barbata 0.28 0.67 0.06
C. cupressoides 0.87 2.34 2.55
C. racemosa 2.51 0.79 3.45
C. taylorii 0.36 0.11 10.37
Islade  p gimplex 0.24 0.17 0.44
Enmedio 5 /5054 0.04 0.18 0.54
P. sanctae-crucis 0.35 1.19 1.60
S. natans 2.50 1.04 0.97
T. cylindrica 0.05 0.31 0.68
C. clavulatum 1.47 1.18 2.90
Santiaguillo C.. nitens 0.17 0.17 0.63
Dictyota sp. 0.84 1.30 4.97
H. opuntia 1.41 0.16 0.42
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3. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Los resultados de la determinacion cualitativa de metabolitos secundarios de las
macroalgas colectadas se muestra en el cuadro 4. Las 14 algas en sus tres extractos
presentaron saponinas y terpenos. D. simplex (Isla de Enmedio) y C. nitens (Santiaguillo)

fueron las unicas especies que mostraron alcaloides en sus extractos metandlicos.

Cuadro 4. Determinacion cualitativa de los principales grupos de metabdlitos secundarios.

Hexano Acetona Metanol
Arrecife Especie Alcaloides Alcaloides Alcaloides
P FGST FGST FGST
D M D M D M
______________________________________________________________________________________________________________________________________|
Giote C. flaccidum - - - -+t - - - -+t - - - -+ +
C. barbata - o - - -+ - - - -+ o+
C. cupressoides - o - - -+ - - - -+ o+
C. racemosa - S - - -+ 4 - - - - o+
C. taylorii - - - -+ - - - -+ - - - -+ o+
Isla de Enmedio D- Simplex S S A S
G. rugosa - - - -+ - - - -+ - - - - 4t
P. sanctae-crucis - - - -+ - - - -+ o+ - - - -+t
S. natans - - - -+t - - - -+t - - - -+ o+
T. cylindrica - - - -+ + - - - -+ + - - - - 4+
C. clavulatum - - - -+t - - - -+t - - - -+ 4
. . C. nitens - - - -+ o+ - - - -+ 4+ 4+ + - -+ 4+
Santiaguillo .
Dictyota sp. - - - -+ 4+ - - - -+ 4+ - - - -+ 4+
H. opuntia - - - -+ - - - -+ - - - - 4o+

|
Simbologia: - = ausencia, += presencia, F= fenoles, G= glicésidos, S= saponinas, T= Terpenos, D= Dragendorff y M= Mayer.

Determinacidén de saponinas por medio de hemdlisis

La hemodlisis § se presentd en la mayoria de los extractos algales (11 especies) y la
hemodlisis tipo a se obtuvo en nueve especies. En los extractos hexanicos, la hemolisis
se mostro en G. rugosay T. cylindrica (Isla de Enmedio) y Dictyota sp. de Santiaguillo; la
hemolisis a se obtuvo en C. barbata y C. cupressoides del arrecife Isla de Enmedio. En

los extractos acetonicos y metandlicos de las macroalgas la hemdlisis tipo p estuvo
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presente en seis especies, seguida de la a con cinco y seis especies, respectivamente
(Cuadro 5).

Los Hemolisis de extractos algal en los extractos hexanicos se presentaron en cinco
especies: G. rugosa, T. cylindrica, C. cupressoides, C. barbata (Arrecife Isla de Enmedio),
Dictyota sp. (Santiaguillo); el halo mas grande se obtuvo en G. rugosa (21.5 = 0.70 mm)

seqguido de T. cylindrica 18.6 = 0.5 mm.

En los extractos acetdnicos 10 especies presentaron hemdlisis. El halo mayor fue en C.
barbata con 10.5 = 0.70 mm seguido de C. taylorii con 8.3 + 0.5 mm, ambas especies del

arrecife Isla de Enmedio.

En los extractos metandlicos se presentd actividad en 12 especies, las halos de mayor
tamano se obtuvieron en C. racemosa (14 + 4.35 mm), G. rugosa (10.3 = 0. 5 mm), C.
cupressoides (9.6 + 0. 5 mm) de Isla de Enmedio y H. opuntia (9.6 = 1.1 mm) de

Santiaguillo.

Las especies algales en las que se observo hemdlisis en sus tres extractos son G. rugosa,
T. cylindrica, C. cupressoides, C. barbata de Isla de Enmedio y Dictyota sp. del arrecife

Santiaguillo.

C. barbata fue la unica especie de alga que presentd el mismo tipo de hemdalisis (a) en

sus tres extractos.
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Cuadro 5. Hemolisis (mm = SD) y tipo de extractos algales.

Especie

C. barbata
C. clavulatum
C. cupressoides
C. flaccidum
C. nitens
C. racemosa
C. taylorii
D. simplex
Dictyota sp.
G. rugosa
H. opuntia
P. sanctae-crucis
S. natans

Hexano Acetona Metanol
Tipo de Tipo de Tipo de
Halo  Disis| M0 hemeiisis | M0 hemoisis
|

6.0+0.0 o 10.5+0.7 a 6.0+0.0 a
0.0+0.0 0.0+£0.0 6.3+0.5 B
7.0+£0.0 o 6.3+0.5 B 96+0.5 o
0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

0.0+0.0 0.0+£0.0 6.3+0.5 B
0.0+0.0 6.6 +0.5 ] 14.0+4.3 ]
0.0+0.0 8.3+0.5 B 6.6 0.5 o
0.0+0.0 7.0+£0.0 o 8.0+£0.0 B
9.0+0.0 B 6.6 05 ol 8.0+0.0 o
21.5 0.7 B 6.6 +0.5 o 10.3+0.5 ]
0.0+0.0 8.0+£0.0 B 9.6 +1.1 ]
0.0+0.0 7.0+£0.0 B 7.0+£0.0 o
0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

18.6 0.5 B 8.0+0.0 B 8.3+ 0.5 o

T. cylindrica

4. Actividad antioxidante

e Método de reduccion del radical DPPH’

La determinacion cualitativa de la actividad antioxidante de los extractos hexanicos se

realizé en placas cromatograficas reveladas con DPPH’; dicha actividad se presenta como

positiva al producirse una reduccion que se observa como el cambio de color de violeta

a amarillo. Este cambio se puede observar en la figura 4, donde se muestran las placas

de las diez especies que dieron positivo a la prueba.
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C. flaccidum D. simplex T. cylindrica C. cupressoides C. racemosa

Giote Isla de Enmedio

C. taylorii C. barbata P. sanctae-crucis S. natans H. opuntia

Isla de Enmedio Santiaguillo

Figura 4. Determinacion cualitativa del radical DPPH’ en los extractos hexanicos.

En el cuadro 6 se muestra la determinacion de la actividad antioxidante, en el que se
observan tanto las pruebas cualitativas de DPPH’ en los extractos hexanicos como el

porcentaje de reduccién de dicho radical a 500 ug/mL en los extractos algales aceténicos
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y metandlicos. Para los extractos hexanicos diez especies fueron positivas a la prueba
cualitativa de DPPH'. En los extractos acetonicos sélo tres especies (G. rugosa, C. taylorii
y C. nitens) presentaron porcentaje de reducciéon a 500 ug/mL con valores de 0.627, 35.7
y 11.73%, respectivamente. En los extractos metandlicos dos especies, D. simplex 'y C.
nitens, presentaron porcentaje de reduccion a 500 ug/mL con valores de 6.58 y 1.82%,

respectivamente.

Cuadro 6. Determinacion cualitativa y cuantitativa del porcentaje de reduccién del radical

DPPH'.
Especie Determinacidén cualitativa % de reduccion de DPPH’
de DPPH’ (500 pg/mL)
Hexano Acetona Metanol
C. flaccidum + 0 0
D. simplex + 0 6.58
G. rugosa - 0.627 0
T. cylindrica + 0 0
C. cupressoides + 0 0
C. racemosa + 0 0
C. taylorii + 35.7 0
P. sanctae- + 0 0
crucis
S. natans + 0 0
C. clavulatum - 0 0
C. nitens - 11.73 1.82
H. opuntia + 0 0
Dictyota sp. - 0 0

El extracto acetdnico y metandlico de la especie C. barbata presentd una CAso menor a

los 500 ug/mL por lo que se evalué la actividad antioxidante en concentraciones de 37.5
a 300 ug/mL. El extracto acetdnico presentd una CAsy de 127.66 ug/mL (Figura 5) y el
metanalico una CAspde 637.78 ug/mL (Figura 6).
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CA= 127.66 pg/mL

y =0.277x+14.638
R?=0.936
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Figura 5. Porcentaje de reduccion del radical DPPH' del extracto aceténico de C.
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Figura 6. Porcentaje de reduccion del radical DPPH’del extracto metandlicode  C.

barbata.
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e« Método de reduccion del radical ABTS™

La actividad antioxidante por el método de reduccién del radical ABTS™ y FRAP se realizé
en los tres extractos que presentaron una mayor reduccion del radical DPPH’, siendo
estos el acetonico y metandlico de C. barbata y el extracto de acetona de C. taylorii.

La especie C. barbata obtuvo una CAsy de 821.86 y 1244.08 ug/mL en el extracto de

acetona (Figura 7) y metanol (Figura 8), respectivamente.
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=
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Concentracion (ng/mL)

Figura 7. Porcentaje de reduccion del radical ABTS™ del extracto acetonico de C.
barbata.
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Figura 8. Porcentaje de reduccion del radical ABTS™ del extracto metandlico de C.
barbata.
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En el caso del extracto acetdnico de C. taylorii se obtuvo una CAsy de 1053.88 ug/mL
(Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de reduccién del radical ABTS™ del extracto aceténico de C.
taylorii.

* Método del poder reductor o FRAP.

El poder reductor se determiné en el extracto acetdnico y metandlico de C. barbata y el
acetonico de C. taylorii, la curva patron fue realizada con acido galico. Los resultados son
expresados en ug (EAG)/mg de extracto (Cuadro 7). El extracto algal que obtuvo el mayor
poder reductor fue el extracto metandlico de C. barbata seguido del acetdnico de la misma
especie con un valor de 46 y 12.04 ug EAG/mg de extracto, respectivamente. El extracto
acetonico de C. taylorii fue el que presento el valor mas bajo con 11.34 ug EAG/mg de

extracto.
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Cuadro 7. Actividad antioxidante de la reduccion férrica (FRAP).

L |
Especie Extracto Mg equivalentes de acido

gélico / mg de extracto
Acetodnico 12.04
C. barbata Metandlico 46.00
C. taylorii Acetonico 11.34

5. Contenido de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizo en los extractos de acetona y metanol de
C. barbata, y en el extracto acetonico de C. taylorii. La curva patron utilizada fue con acido
galico. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 8 expresados en ug EAG/mg
de extracto. El mayor contenido de fenoles se obtuvo en los extractos acetonicos algales
de C. barbata con 61.34 ug EAG/mg de extracto y de C. taylorii con 40.06 ug EAG/mg de
extracto; el menor contenido de fenoles lo presentd el extracto metandlico del alga C.

barbata con 35.89 ug EAG/mg de extracto.

Cuadro 8. Cuantificacion de contenido de fenoles totales.

. _________________________________________________________________________________________________|
Mg equivalentes de acido

Especie Extracto  galico / mg de extracto
S%Z
Acetonico 61.34 (6.13%)
C. barbata —, - glico 35.89 (3.58%)
C. taylorii Acetonico 40.06 (4.00%)
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DISCUSION

1. Determinacién taxonémica del material algal

La presencia de las 14 macroalgas (13 especies y un género) determinadas en este
estudio ya ha sido reportada en el SAV. Autores como Ortega y colaboradores en 2001
reportan a estas especies en los mismos arrecifes en los que se encontraron en el
presente estudio, excepto C. flaccidum que fue hallada en el arrecife Giote y esta ha sido
reportada en otros arrecifes como Isla de Enmedio y Santiaguillo.

En este trabajo se reporta la mayor diversidad de especies colectadas en el arrecife Isla
de Enmedio (64.29%). Galicia y Morales en 2007 también reportaron una mayor
diversidad en Isla de Enmedio, ya que cuenta con 161 especies (56%) de las 284 totales
reportadas para el SAV, aunque esto lo atribuyeron al hecho de que es uno de los
arrecifes mas estudiados en el SAV debido a su cercania a la costa.

De las 14 especies utilizadas en este trabajo se determind que el 42.86% pertenecen a
la division Rhodophyta, 35.71% a Chlorophyta y 21.43% a Ochrophyta. Respecto a esta
tendencia en las divisiones algales, algunos autores como Galicia y Morales en 2007
realizaron un listado de las especies reportadas bibliograficamente para el SAV
encontrando un total de 284 especies, las cuales estan representadas por Rhodophyta
con 55.3%, Chlorophyta con 30.6 % y Ochrophyta 14.1%. En 2003 Pedroche y Senties
reportaron para el estado de Veracruz 177 especies (54.96%) para Rhodophyta, 94
especies (29.19%) para Chlorophyta y 51 especies (15.83%) para Ochrophyta. La
Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) reporté en 2004 para el
SAV un total de 22 especies de Rhodophyceas, seguidas de las Chlorophyceas con 70
especies y solo algunas Cyanophyceas y Phaeophyceas.

Otro estudio en el que se reportd una mayor abundancia en la division Rhodophyta es el

realizado por Avila en 2016, en este trabajo se determinaron 22 especies de macroalgas
del SAV, de las cuales el 43.3% pertenece a Rhodophyta, 26.6% a Chlorophyta y 13.3%
a Ochrophyta.
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Por ultimo, Hernandez en 2016 reporto resultados similares a los del presente trabajo.
Este autor determin6 11 especies de macroalgas colectadas en la zona Norte del SAV

reportando a la division Rhodophyta (57%) como la mas abundante, seguida de

Chlorophyta (36%) y al final a Ochrophyta (7%). Con estos datos y los reportados en este
trabajo se puede decir que la tendencia es encontrar mayor diversidad en el grupo
Rhodophyta, seguida de Chlorophyta y por ultimo el grupo Ochrophyta. Esto puede ser

explicado por lo mencionado por Ortegon y colaboradores en 2010, estos autores
mencionaron que el sustrato duro calcareo y coralino favorece el crecimiento de algas
rojas (Rhodophyta) debido a su forma de fijacion; ademas de otros factores como la

temperatura (Avila, 2016). De igual forma Lozano en 2009 senal6 que el sustrato

predominante en algunos arrecifes del SAV es el rocoso-coralino.

2. Rendimiento de los extractos y determinacién cualitativa de metabolitos

secundarios

Los rendimientos de las especies trabajadas fueron menores al 5%, con tres
excepciones, C. flaccidum con 10.07% (hexano), 15.62% (metanol) y C. taylorii con
10.37% (metanol). Florez y Martinez en 2010 indican que la diferencia entre los
porcentajes de extracto obtenidos se debe al tipo de compuestos presentes en la
muestra, ya que estos son arrastrados de acuerdo a su polaridad. También Frikha y
colaboradores en 2011 explicaron que los solventes empleados para la extraccion son

un factor importante para determinar la presencia de ciertos compuestos quimicos.

Los MS encontrados en todos los extractos algales fueron saponinas y terpenos. Es muy
comun encontrar compuestos fendlicos, terpenos, saponinas, entre otros, en las algas
independientemente de la especie o estacion del afio en la que se estudie; ya que son
utilizados por estos organismos como sustancias de reserva o como proteccién quimica
contra epifitos y herbivoros marinos (Gonzales-Giro et al., 2015). Resultados similares a

los de este trabajo los reportd Notarte en 2012 que encontré saponinas y terpenos en

extractos de Bornetella oligospora, una especie de alga verde.
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Los MS hallados en el presente estudio coinciden con lo mencionado por diversos autores

que sefialan que en las algas se pueden encontrar compuestos bioactivos como
polisacaridos, derivados clorifilicos, esteroles, proteinas, carotenoides, terpenos, entre
otros (Bhakuni y Rawat, 2005; Galicia y Morales, 2007; Batista et al., 2009). En 2007
Zubia y colaboradores sugieren que las macroalgas marinas estan compuestas por
enzimas antioxidantes y moléculas como florotaninos, acido ascorbico, tocoferoles,

aminoacidos tipo micosporina, carotenoides, fosfolipidos, polisacaridos y compuestos

relacionados con la clorofila. También Amsler en 2009 menciona que mas de la mitad de

los compuestos reportados para las macroalgas son isoprenoides, entre los que se

encuentran los terpenos.

Las saponinas tienen dos caracteristicas principales, reducen la tensidn superficial y
alteran la permeabilidad de las membranas celulares (Rodriguez, 2010). En la
determinacién de saponinas, en la prueba de la espuma todos los extractos dieron
positivo, sin embrago, en la corroboracion con hemdlisis solo 28 extractos de los 42
totales dieron positivo en ambos experimentos. Esto se podria deber a que la prueba para

formar espuma no es concluyente, ya que existen otros MS como los taninos, que pueden

formar espuma; ademas de que la falta de hemdlisis se puede deber a factores como la
naturaleza, el numero de unidades de azucares y la secuencia de estos en la saponina,

ademas de la concentracion de saponinas en los extractos (Hernandez y Hermosilla,
2014).

La ausencia de fenoles, glicosidos y alcaloides (solo presente en dos especies) se puede
deber a que estos metabolitos no pudieron ser detectados por la técnica ya que se
encuentran en bajas concentraciones, debido a la variacion estacional de los compuestos

quimicos en las algas (Castellanos et al., 2012) o porque simplemente no son sintetizados

por estas.

38



Carranza Nestitla Carolina, 2017.

3. Actividad antioxidante

Determinacion antioxidante cualitativa.

La mayor parte de los extractos algales que presentaron actividad antioxidante
cualitativamente fueron los extraidos con hexano, un solvente no polar. La determinacion

cualitativa antioxidante de los extractos hexanicos se pudo observar que diez especies,
divididas en las tres divisiones de macroalgas, dieron positivo. Respecto a esto, en 2009,
Batista y colaboradores refieren que la actividad antioxidante en algas marinas se debe
a compuestos poco polares entre los que se encuentran los terpenos, carotenoides y los
derivados clorofilicos, especialmente la clorofila a. De igual forma, en este estudio se

presentd actividad antioxidante en los extractos hexanicos de las tres divisiones

(Rhodophyta, Chlorophyta y Ochrophyta), esto se puede atribuir a lo antes mencionado,
ya que las tres divisiones presentan clorofila a.

4. Determinacion antioxidante cuantitativa

e Método de reduccion del radical DPPH’

La mayor actividad antioxidante fue presentada en los extractos metandlico y acetonico

de C. barbata con una CAsyp de 637.78 ug/mL y 127.66 ug/mL, respectivamente.
Resultados cercanos a este estudio son los reportados por Avila en 2016 que obtuvo una

CAso de 226.97 ug/mL y 106.78 ug/mL en los extractos acetdnicos y metandlicos de C.
barbata, respectivamente, colectada en el SAV atribuyéndole dicha actividad
antioxidante principalmente a los acidos grasos insaturados, que la componen; aunque

también reporté bromofenoles, que poseen actividad atrapadora del radical DPPH’ los

cuales posiblemente confieren a C. barbata dicha bioactividad.

Takamatsu y colaboradores en 2003 registraron una fuerte actividad antioxidante en dos
compuestos aislados de C. barbata; estos autores le atribuyen esta propiedad a los
polifenoles bromados encontrados en dicha especie.
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Es importante mencionar que muchos autores reportan con una mayor actividad
antioxidante a las algas pertenecientes al grupo de las Rhodophytas y Ochrophytas
(Zubia et al., 2009; Vidal et al., 2006); sin embargo en este trabajo la mayor actividad

antioxidante se presento en algas verdes. Contrario a esto, Vargas-Betancourt en 2011
menciona que debido a la presencia de altos niveles del complejo clorofila-proteinas
algunos géneros de algas verdes también han sido consideradas como un buen recurso
de actividad antioxidante. Vidal et al., en 2009 también determiné la actividad de dos
Chlorophytas, estos autores reportan una buena actividad en las fracciones hidrofilicas
de acidos fendlicos de las dos especies (Halimeda opuntia y H. monile) encontrando

valores de CAsp entre 7.7 y 15.2 ug de fenoles totales.

La actividad antioxidante de algas verdes frente al radical DPPH" también fue evaluada
por Hernandez en 2016 en la zona Norte del SAV obteniendo el mayor porcentaje de
reduccion en los extractos metandlicos de C. racemosa y T. cylindrica con 38.21 y

36.42%, respectivamente, a una concentracion de 500 ppm.

El extracto acetonico de C. barbata presentd una buena actividad antioxidante frente al

radical DPPH’, ya que la FDA (Food and Drug Administration) considera como buen
antioxidante a aquellos que muestran actividad en valores menores a las 200 ppm
(Gardziella et al., 2000).

o Método de reduccion del radical ABTS™ y del poder de reduccion férrica
(FRAP).

En el presente estudio se determiné el poder de reduccién del radical ABTS™ solo en
algas verdes obteniendo un 50% de reduccién de ABTS™ en concentraciones mayores a
800 ug/mL en los tres extractos examinadas (acetonico y metandlico de C. barbata y

acetonico de C. taylorii).

Son pocos los trabajos que reportan la reduccion del radical ABTS™ con extractos algales

y los que estan reportados se han enfocado principalmente en algas pardas, sin embargo
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se puede destacar la publicacion de Balboa y colaboradores en 2013 que hacen una
revision sobre las propiedades antioxidantes in vitro de extractos crudos y compuestos
de macroalgas pardas. Estos autores reportan que existe actividad antioxidante frente al
radical ABTS™ de extractos acuosos y etandlicos de los géneros Colpomenia, Dyctiota,

Cystoseira, Undaria, Petalonia y Sargassum.

Otro trabajo es el de Kavitha y colaboradores en 2015 que reportan resultados muy
diferentes a los del presente estudio, estos autores obtuvieron un 48% de reduccion del
radical ABTS™ a una concentracién de 500 ug/mL en Valoniopsis pachynema, especie
perteneciente a las algas verdes; también Kwon y cols. en 2013 reportan la actividad
antioxidante de los florotaninos diecol y florofucofuroecol extraidos del alga parda Eisenia
bycyclis, ellos observaron un 65.36% y 70.38% de reduccion de ABTS™ a una
concentracion de 50 wug/mL, respectivamente. La diferencia con los resultados
presentados en este estudio se pudiera deber a que estos autores trabajaron con

compuestos puros y no con extractos.

Movahedinia y Heydari en 2014 reportan que no registraron ninguna actividad frente
ABTS™ de las especies Gracilaria corticata (alga roja) y Sargassum tenerrimum (alga
roja), atribuyen la falta de actividad a factores como la diferencia entre los solventes
utilizados, la polaridad, el tiempo y temperatura de extraccion asi como la composicion

quimica de las muestras.

El mayor poder de reduccion férrica se obtuvo en el extracto metandlico del alga verde
C. barbata con un valor de 46 ug EAG/mg de extracto. Un valor mayor al obtenido es el
descrito en la revision hecha por Balboa y colaboradores en 2013 reportando que
obtuvieron un valor de 355.4 uM/mg del alga verde Caulerpa racemosa. En algas rojas
se encuentra el trabajo de Miranda en 2009 que estudio el poder reductor de Gracilaria
birdiae y G. domingensis, sin embargo este trabajo no presentd actividad reductora,
contrario al presente estudio.

Por ultimo tenemos al estudio realizado en la zona Norte del SAV por Hernandez en 2016,
este autor determiné la actividad antioxidante de dos algas verdes (C. racemosa y T.

41



Carranza Nestitla Carolina, 2017.

cylindrica) frente al radical ABTS™ y FRAP; sin embargo reporta que no hubo actividad.

La diferencia de la actividad antioxidante entre los tres métodos evaluados puede ser
explicado por el potencial redox que presentan cada uno de ellos, ademas de que dichos
radicales solo pueden ser reducidos por compuestos o extractos que tengan un potencial
redox menor que ellos. El DPPH' es un radical débil comparado con el ABTS™ ya que
presentan un potencial redox de 0.25V y 0.68V, respectivamente. En cuanto a FRAP,
este presenta un potencial redox de 0.7V. Debido a que el potencial redox del complejo
Fe**-TPTZ es comparable con el del ABTS™ se pueden analizar compuestos similares
con ambos métodos aunque las condiciones de la reaccion sean distintas (Vianna et al.,
2012; Garcia, 2016; Hernandez, 2016). Es por eso que posiblemente tuvieron una buena
actividad antioxidante frente al radical DPPH'y no frente a ABTS™ y FRAP.

5. Contenido de fenoles totales

Los extractos acetdnico y metandlico de C. barbata y el acetonico de C. taylorii fueron en

los que se cuantifico los fenoles mostrando valores de entre 3-6%. Resultados similares

a los reportados en este estudio son los indicados por Zubia y colaboradores en 2007,

que reportan el contenido de 17 especies de algas verdes con valores de 0.47 a 8.13 %.
También Vidal y colaboradores en 2009 cuantificaron los compuestos fenodlicos en dos

algas verdes (H. opuntia y H. Monile) y reportan valores de entre 6.67 y 7.42%
coincidiendo con los valores de este estudio en especies de algas verdes.

Diversos autores mencionan que existe una relacion entre el contenido de fenoles y la
actividad antioxidante lo que pudiera explicar los resultados obtenidos en C. barbata en
este estudio ya que a mayor cantidad de fenoles se presentd una mayor actividad

antioxidante del extracto.

La diferencia entre los resultados presentados en este estudio y los de otros autores se

podria deber a que la produccion de compuestos antioxidantes, como los fenoles, es

afectada por factores como la herbivoria, profundidad, salinidad, nutrientes, radiacion, o

el tipo, edad y etapa reproductiva del organismo estudiado (Zubia et al., 2007).
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La poca actividad antioxidante que mostraron las macroalgas de este trabajo se podria
deber a que no han tenido la necesidad de producir MS para defenderse de factores que
las estresen como patdgenos, epibiontes, herbivoros (Amsler, 2009) o el almacenamiento
de metales pesados debido a las actividades humanas que se desarrollan en el SAV y
las zonas que lo rodean, ya que segun lo reportado por Horta-Puga et al. en 2016 no se
debe considerar actualmente a la zona Sur del SAV como un area contaminada.
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CONCLUSIONES

14 macroalgas fueron colectadas en la zona sur del SAV de las cuales el 43%
pertenece a la division Rhodophyta, 36% a Chlorophyta y 21% a Ochrophyta. EI mayor

numero de especies de algas colectadas pertenecen al arrecife Isla de Enmedio con
un 64%.

Los tres extractos de C. flaccidum presentaron el mayor rendimiento con 10.07%

(hexanico), 4.20% (acetonico) y 15.62% (metandlico).

Los metabolitos secundarios presentes en los 42 extractos algales fueron terpenos y

saponinas.

De los 42 extractos algales sdélo el metandlico y acetonico de C. barbata, y el acetonico

de C. taylorii tuvieron actividad antioxidante.

Las algas C. barbata y C. taylorii fueron las unicas especies en presentar actividad
antioxidante frente al radical DPPH".

Los extractos acetdnico y metandlico de C. barbata presentaron una CAsp de 127.69

ug/mL y 637.78 ug/mL, respectivamente, frente al radical DPPH".

El extracto aceténico de C. barbata presentd una CAsode 821.86 ug/mL frente al radical
ABTS™.

El extracto metandlico de C. barbata presenté un poder reductor férrico de 46 ug

EAG/mg de extracto.

El extracto acetonico de C. barbata present6 61.34 ug EAG/mg de extracto de fenoles

totales.

En la especie C. barbata a mayor cantidad de fenoles present6 una mayor actividad

antioxidante.
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APENDICES

Apéndice 1.

Determinacidén cualitativa de saponinas.

Prueba de la espuma (Marcano y Hasegawa, 2002; Pérez y Quitian, 2009).
Debido a su estructura las saponinas son surfactantes, es por eso que generan
espumas resistentes al agitarlas en un medio acuoso.

Para determinar la presencia de saponinas, se agregan 5 mL del extracto en tubos
de ensayo. El tubo debe de ser agitado manualmente durante 30 segundos, para

resultados positivos se debe de observar espuma por al menos un minuto.

Prueba de hemolisis en agar sangre (Marcano y Hasegawa, 2002; Rodriguez
et al., 2005; Rodriguez, 2010).

Una de las caracteristicas mas conocidas de las saponinas es que poseen la
capacidad de descomponer los glébulos rojos (hemoalisis).

Para este ensayo se impregnaron 2 mg de cada extracto en sensidiscos de 5 mm,
se colocaron tres repeticiones de cada extracto en cajas Petri con agar sangre
como medio de cultivo. La caja se dejo en incubacion a 37° C por 24 horas. En
presencia de saponinas la prueba da como resultado un halo de hemdlisis en el
medio. Se reporta como Alfa hemdlisis (o) cuando se presenta una coloracion
verdosa o café en el medio, Beta hemdlisis (§) cuando la apariencia es clara e

incolora y como Gama hemodlisis (y) cuando no hay hemadlisis.
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Apéndice 2.

Método de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo (DPPH) (Método
modificado de Murillo, 2006).

La molécula 2,2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH’) se caracteriza por ser un radical libre en
virtud del desapareamiento de un par de electrones en la molécula. Este
desapareamiento de electrones le confiere a la solucion un color violeta, caracterizado
por tener una absorcién a 493 nm. Cuando la solucion de DPPH' es mezclada con un
sustrato capaz de donar atomos de hidrogeno, esta sustancia se reduce, perdiendo el

color violeta.
Procedimiento:

A partir de una solucion stock de 10 mg de extracto disuelto en 5 mL de metanol, se
preparan diluciones a concentraciones de 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 ppm. Cada
concentracion se multiplica por 4 y el resultado es la cantidad que se toma de la solucion
stock para llevar a 1 mL con MeOH. Como control positivo se utiliza acido galico (2, 4, 6,

8, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ppm) y como control negativo 200 yL de MeOH. La actividad
antioxidante se medira por espectrofotometria UV-VIS en lector de ELISA a 493 nm.

En una placa de 96 pozos se adicionan 50 yL de solucidén problema a las diferentes
concentraciones, se ainaden 150 uL de solucion metanolica de DPPH"a una concentracion
de 10 uM, cuya concentracién final es de 100 uM y se mantienen en oscuridad durante
30 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se lee a 493 nm. El porcentaje de
reduccion del radical DPPH’ se calcula con la férmula:

% de reducciondel radical DPPH =

x 100

donde:

C= media aritmética de la absorbancia del control.

E= media aritmética de la absorbancia de la muestra.
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Se reporta la CAsy (muestra que disminuye el 50% del radical DPPH’) del compuesto
antioxidante frente al radical DPPH'. La disminucién de la coloracion es expresada como
el porcentaje de reduccion de DPPH’, la cual es comparada con una curva estandar del

antioxidante de referencia, acido galico (2-35 ppm).
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Apéndice 3.
Método de reduccién del radical 2.2 -azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de
amonio) (ABTS™) (Método modificado de Re et al., 1999).

Este método evalla la decoloracion del radical catiénico ABTS®", la cual se debe a su
reduccion al interaccionar con moléculas donantes de hidrogeno o de electrones. El
radical cationico ABTS®" es un cromoforo color verde-azulado, absorbe a una longitud de
onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS™ con persulfato de

potasio.
Procedimiento:

El radical ABTS®" es una mezcla de reaccion que contiene solucion de ABTS™ (7 mM/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 diluye mezclando 1 mL
de solucién ABTS®" con 60 mL de metanol para obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02
unidades a 734 nm.

Se prepararon concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm de la muestra de
extracto, se toman 300 uL de la muestra y se hacen reaccionar con 2700 uL de la solucién
ABTS®" para un volumen final de 3 mL. La mezcla resultante se agita y se mantiene en
la oscuridad por 7 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lee la absorbancia a
734 nm (se mide el cambio de absorbancia a 734 nm de la solucién ABTS®" cuando
alcanza el estado estacionario). El acido galico se usa como estandar de referencia. El
porcentaje de reduccion del radical ABTS®" se calcula con la férmula:

Ac—Am

x 100
Ac g

% de reduccion =

donde:

Ac= media aritmética de la absorbancia del control.

Am= media aritmética de la absorbancia de la muestra.
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Se reporta la CAsy (muestra que disminuye el 50% del radical ABTS™) del compuesto
antioxidante frente al radical ABTS®". La disminucion de la coloracion es expresada como
el porcentaje de reduccion de ABTS®", la cual es comparada con una curva estandar del

antioxidante de referencia.
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Apéndice 4.

Método del poder antioxidante de la reduccién férrica (FRAP) (Método modificado de
Benzie y Strain, 1996).

El método FRAP determina la capacidad antioxidante de forma indirecta. Se basa en la
capacidad de los compuestos antioxidantes de donar un electrén al Fe* (oxidado) para
pasar a Fe?" (reducido). EI complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es
reducido al complejo ferroso coloreado. Este método mide la absorbancia del Fe?*, de tal
manera que cuanto mas antioxidante es la sustancia mayor es la reduccion y mayor es

la concentracién de Fe?* y es mas alta la absorbancia.
Procedimiento:
Se preparan las siguientes soluciones:

+ 300 mM de amortiguador de acetato pH 3.6 (acetato de sodio trihidratado/acido

acetico glacial).
* 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) en 40 mM de HCI.
« 20 mM FeCls.

Las soluciones anteriores se mezclan en una relacion 10:1:1 (v/v/v) para obtener la
mezcla de reactivos FRAP, la cual debe mantenerse durante todo el proceso en un bafo
a 37° C. Se preparan concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm del extracto, se
toman 284 uL de la muestra y se mezclan con 2714 yL del reactivo FRAP para un
volumen final de 3 mL. Se incuba en la oscuridad por 10 minutos a temperatura ambiente
y se lee a una absorbancia de 593 nm. La absorbancia final de las muestras se compara

con una curva estandar de acido galico (5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ppm). Los resultados

se expresan como microgramos equivalentes de acido galico por miligramos de extracto.
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Apéndice 5.
Método de Folin-Ciucalteu (Singleton y Rossi, 1965).

El método de Folin-Ciucalteu se utiliza para determinar los fenoles totales en una muestra
organica. El reactivo de Folin-Ciucalteu tiene una coloracion amarilla que, en presencia
de un fenol, se torna azul. La intensidad del color azul se mide espectrofotométricamente
a 725 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico que es utilizado

como estandar de referencia.

Se prepara una curva de calibracién a partir de un stock de 10 mg de acido galico, 700

WL de agua destilada y 300 yL de MeOH. Se toman las alicuotas para obtener diferentes
concentraciones (5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ppm) para llegar a un volumen final de 1 mL.

Para determinar los fenoles en la muestra, se prepara un stock de 5y 10 mg de la muestra
en 1 mL de agua destilada y 1 mL de MeOH. Se toman alicuotas de 100 pyL de cada
muestra en tubos de ensayo y se agregan 900 yL de agua destilada para un volumen
final de 1 mL. Posteriormente se transfiere cada una de las concentraciones (acido galico

y extracto) a tubos y se adicionan 500 pL del reactivo Folin-Ciucalteu a cada tubo.
Después de cinco minutos de incubacion, se afiaden 1.5 mL de una solucién de Na,CO3

(200 g/L). y agua, para un volumen final de 3 mL. Se incuban los tubos durante dos horas
a temperatura ambiente. Cada concentracion se hace por triplicado.

Después de la incubacion, se determina la absorbancia a 725 nm y se grafica la
concentracion contra la absorbancia. Para la curva patron de acido galico, se realiza una
regresion lineal y se interpola la absorbancia de los extractos. Los resultados se expresan

como microgramos equivalentes de acido galico por miligramos de extracto.
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