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Condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidante del alga 
roja Acanthophora spicifera
Optimal conditions for the extraction of antioxidant compounds from the red alga Acanthophora 
spicifera

Arianna Valdez N1*, Iván Choez2, Sofie Van Der Hende3, Omar Ruìz4, Patricia Manzano2

Resumen: La Acanthophora spicifera un alga roja de fácil adaptación a diferentes condiciones ambientales, por su 
capacidad de regenerarse por fragmentación, convirtiéndola en una especie invasora en áreas tropicales y subtropicales. 
Además, es conocida por sus componentes bioactivos (antioxidantes, fitohormonas, fitopigmentos). En este estudio se 
plantea determinar las condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidantes de la macroalga que crece en la 
zona intermareal de la playa de San Pedro de la provincia de Santa Elena, en dos procesos de secado (horno y liofilización) 
y extracción etanólica (digestión y ultrasonido) a diferentes concentraciones de etanol (50% y 70%) en rangos de tiempo y 
temperatura para su posterior determinación de actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS, fenoles, flavonoides 
y auxinas totales en microplacas. Los datos se analizaron mediante análisis de varianza (ANOVA) usando el software 
estadístico R.4.2.0 e InfoStat, observan que los mejores resultados se dieron por digestión con una concentración de 
etanol al 50% y se obtuvieron valores para: la actividad captadora de radicales DPPH 3.65±0.011 µmol ET/g ps, mayor 
actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 14.06±0.03 µmol ET/g ps, para flavonoides 1278.58±2.94 µg EQ/g ps, para 
fenoles 900±0.129 µg GEA/g ps. Las condiciones óptimas para la extracción etanolica de la macroalga A. spicifera., fueron 
47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de radicales DPPH y 47 °C y 39 minutos para la actividad inhibidora del 
radical catiónico ABTS, 45 °C y 37 minutos para Fenoles totales y 43 °C y 38 minutos para Flavonoides totales.

Palabras clave: Actividad antioxidante, Acanthophora spicifera, optimización.

Abstract: Acanthophora spicifera is a red seaweed that is easily adapted to different environmental conditions due to 
its ability to regenerate by fragmentation, making it an invasive species in tropical and subtropical areas. In addition, 
it is known for its bioactive components (antioxidants, phytohormones, and phytopigments). This study proposes to 
determine the optimal conditions for extracting antioxidant compounds from the macroalgae that grow in the intertidal 
zone of San Pedro beach in the province of Santa Elena, in two drying processes (oven and freeze-drying) and ethanolic 
extraction (digestion and ultrasound) at different ethanol concentrations (50% and 70%) in time and temperature ranges 
for subsequent determination of antioxidant activity by the DPPH, ABTS, phenols, flavonoids, and total auxin methods in 
microplates. . The data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using the statistical software R.4.2.0 and InfoStat, 
they observe that the best results were given by digestion with a 50% ethanol concentration and values ​​were obtained for: 
activity radical scavenger DPPH 3.65±0.011 µmol ET/g d.w., higher cationic radical inhibitory activity ABTS 14.06±0.03 
µmol ET/g d.w., for flavonoids 1278.58±2.94 µg EQ/g d.w., for phenols 900±0.129 µg GEA/g d.w. The optimal conditions for 
the ethanolic extraction of the macroalga A. spicifera were 47 °C and 47 minutes for the DPPH radical scavenging activity 
and 47 °C and 39 minutes for the ABTS cationic radical inhibitor activity, 45 °C and 37 minutes for total phenols and 43 °C 
and 38 minutes for total flavonoids.

Key words: Antioxidant activity, Acanthophora spicifera, optimization.

Introducción
La Acanthophora spicifera es un alga roja ampliamen-

te distribuida en mares subtropicales y tropicales y se en-
cuentra en muchos hábitats intermareales y submareales. 
Está distribuida desde los arrecifes poco profundos hasta 
profundidades de hasta 17m reportado en Puerto Rico y 
22m en las Islas Vírgenes1, esta macroalga se la considera 
como una especie invasora en las islas del Pacífico central 

y en lugares como Hawaii es la principal invasora2, esto 
se debe a su estrategia reproductiva sexual como asexual, 
la capacidad de regenerarse por fragmentación y que se 
adapta fácilmente a diversas condiciones ambientales por 
lo que representa una amenaza para su nuevo ecosiste-
ma3,4. A lo largo de diversos estudios se ha encontrados 
que posee diversas propiedades en como bioindicador de 
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las dividieron en grupos para probar el efecto de diferen-
tes métodos de secado sobre la actividad antioxidante, los 
compuestos fenolicos y polifenoles.

Las algas se secaron de la suiguiente manera: se se-
caron al horno de estufa ventilada por 36 h a 45°C y se-
cado por liofilización por durante 60 h, despues todas las 
muestras se molieron durante 1 minuto en un molino de 
alta velocidad.

Extracciones
Las muestras de algas se extrajeron con etanol al 50% 

y etanol al 70% utilizando dos métodos de extracción, colo-
cando la muestra de alga seca y el solvente en una relación 
1:15, se aplico los siguientes metodos de extracción: diges-
tión a 40, 45 y 50 °C durante 30, 40 y 50 minutos; y extrac-
ción asistida por ultrasonido (UEA) a 40kHz de frecuencia 
a temperatura ambiente durante 10,20 y 30 minutos. Des-
pues de las extracciones, la muestras se centrifugaron a 
12000 rpm durante 10 min a 4 °C. Todos los extractos se 
mantuvieron en congelación a -4°C antes de los análisis. 
Cada extracción se lo realizó por duplicado.

Actividad antiódiante
La actividad antioxidante de los extractos de A. spi-

cifera se evaluo mediante dos métodos diferentes: DPPH 
(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y ABTS (Ácido 2, 2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico).

Se midió la capacidad de captación de radicales libres 
DPPH de los extractos descrita por Viteri et al.,202120 en 
una placa de 96 posillos, después de 30 minutos de incuba-
ción en oscuridad se midió la absorbancia a 517 ηm usando 
un Lector multi-modal Synergy HTX con detector UV-VIS 
(Biotek).

Se midio la actividad inhibidora del radical catiónico 
ABTS de los extractos descrita por Viteri et al.,202120 en 
una placa de 96 posillos, se incubo durante 30 min y se mi-
dió la absorbancia en una longitud de onda de 732 ηm. Los 
resultados de la actividad antioxidante fueron expresados 
como µmol equivalentes de Trolox por gramo de peso seco 
(µmol TE). Se utilizaron concentraciones de Trolox entre 
(10 - 200 µmol/L) para DPPH y ABTS.

Composición fenólica
Los extractos obtenidos se analizaron para contenido 

fenólico total (TPC) y contenido total de flavonoides (TFC)
Para el TPC de los extractos de A. spicifera se rea-

lizó el método colorimétrico Folin-Ciocalteu empleado por 
Zhong et al.,202021. Se agregó 25 µL de muestra, 25 µL 
de solución folin al 25% (v/v) y 200 µL de agua destilada 
en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron 
durante 5 min a 25°C. Posteriormente se agregó 25 µL de 
carbonato de sodio al 10% (p/p) y dejando incubar durante 
1 hora a 25°C. La absorbancia se midió a 765 ɳm en un 
espectrofotómetro UV-160A (Shimadzu). En la curva de ca-
libración estándar (10 - 250 µmol/L) se utilizó ácido gálico (y 
= 0,0041x + 0,029,R² = 0,9952) y los resultados se presen-
taron en mg equivalentes de ácido gálico (GAE) por gramo 
de extracto seco (mg GAE/g).

Los TFC de los extractos de A. spicifera se realizó el 
método colorimétrico del cloruro de aluminio como lo des-
cribe Avramova et al.,201722. En una placa de 96 pocillos 
se reaccionó 20 µL de muestra y 200 µL de una mezcla 
de reactivos en donde se utilizó 60 µL de etanol, 10 µL de 
cloruro de aluminio al 10% (w/v), 10 µL de acetato de po-
tasio al 1M y 120 µL de agua destilada, dejando incubar 
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enriquecimiento de nutrientes, también se ha documentado 
que es un buen productor de oxígenos y como materia pri-
ma para la producción de biocombustible por su alto conte-
nido en lignina2.

Los principales antioxidantes encontrados en las al-
gas marinas son compuestos fenólicos y pigmentos foto-
sintéticos (clorofilas, carotenoides y ficobiliproteínas), que 
también son conocidos por sus actividades biológicas 
(anticancerígenas, antiinflamatorias, antiobesidad y an-
tiangiogénicas)5. Sin embargo, tanto los compuestos fenó-
licos como los pigmentos son susceptibles a la oxidación, 
especialmente a altas temperaturas6. Además, las algas 
marinas se consideran una fuente alternativa de proteínas, 
carbohidratos, ácidos grasos y minerales, que pueden sufrir 
degradación a temperaturas elevadas y pérdida de agua, 
el uso de algas marinas como ingrediente en la industria 
alimentaria a menudo requiere que se deshidrate antes de 
su uso7, ya que el secado inhibe la actividad microbiológica 
y ralentiza o detiene las reacciones químicas que causan el 
deterioro de los alimentos (es decir, oxidación o reducción), 
prolongando así la vida útil7,8 y ayuda a la extracción de 
ciertos componentes químicos9.

Los procesos de secado más comunes utilizados para 
las algas marinas son: el secado al sol, el secado al horno 
y la liofilización10, el procesamiento de cada método pue-
de cambiar la composición química y las propiedades an-
tioxidantes de las algas destinadas a ser utilizadas como 
bioproductos funcionales para alimentos y piensos (alimen-
to para el ganado), aplicaciones cosméticas, farmacéuticas 
e industriales11,12. Si bien existen diferentes técnicas de 
secado disponibles, varios factores como el costo, el con-
sumo de energía, la efectividad y el impacto en la calidad 
de los alimentos deben tenerse en cuenta al seleccionar el 
método más apropiado13,14.

Sin embargo, cuando se seca al sol, las algas marinas 
se exponen al aire libre a la luz solar directa, donde hay una 
gran oportunidad de contaminación en el aire (es decir, con 
partículas, microbios, etc.) que luego pueden afectar la ca-
lidad e higiene del producto final15. Diferentes estudios han 
demostrado el valor de selección de tratamientos de seca-
do apropiados para preservar compuestos bioactivos im-
portantes de las algas destinadas a diferentes procesos16, 
aunque existen pocos estudios que describan los efectos 
de los procesos de secado en los extractos de algas mari-
nas17, el interés en este tema ha aumentado en los últimos 
años18,19.

El objetivo de este estudio fue determinar las condicio-
nes óptimas de extracción de compuestos antioxidantes del 
alga roja A. spicifera empleando diferentes métodos de se-
cado para preservar la calidad de los biocomponentes del 
producto final, Las muestras secas se extrajeron mediante 
dos métodos diferentes (digestión y extracción asistida por 
ultrasonido) utilizando etanol a diferentes concentraciones.

Materiales y métodos 
Los productos químios que se utilizaron eran de grado 

analítico y se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Material de alga y metodos de secado
La macroalga A. spicifera, se cosecho en la playa de 

San Pecdro de Manglralto de la provincia de Santa Elena 
en el mes de enero del 2021. Las algas cosechadas se la-
varon con agua potable para eliminar las epifitas y luego se 
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a temperatura ambiente durante 30 min para su posterior 
lectura a una absorbancia de 415 ɳm usando un Lector 
multi-modal Synergy HTX con detector UV-VIS (Biotek). La 
medición se comparó con una curva de calibración (10 - 
100 µmol/L) preparada con soluciones de catequina (y = 
0,006x - 0,0249, R² = 0,9979) y el resultado se expresó en 
µg equivalentes de catequina (CE) por gramo de extracto 
seco23.

Análisis estadistico
Las diferencias significativas entre los tratamientos fue-

ron determinados estadísticamente utilizado, un análisis de 
desviación estándar y un análisis de matriz de dispersión 
para tipo de secado (X1), concentración de Etanol (X2), tipo 
de extracción (X3), con estas nuevas condiciones se realizó 
el análisis de superficie de respuesta analizando el efecto 
de las variables de temperatura (X4) y tiempo (X5) de extrac-
ción sobre las variables de la actividad captadora de radica-
les DPPH (Y1), la actividad inhibidora del radical catiónico 
ABTS (Y2), de los y el contenido de fenoles totales (Y3), el 
contenido de flavonoides totales (Y4) respectivamente para 
todo el proceso estadístico se emplearon los softwares es-
tadísticos Rstudio e InfoStat obteniendo el los modelos ma-
temáticos, gráficas y la verificación de los valores óptimos.

Resultados

Actividad Antioxidante
La actividad antioxidante se determinó utilizando los 

ensayos DPPH y ABTS y los resultados se muestra en las 
figuras 1 y 2 Los valores de DPPH en los extractos de A. 
spicifera oscilaron entre 0,171±0,06 y 3,651±0,61 µmol TE. 
Las muestras secadas al horno con etanol al 50% tubieron 
valores mas altos para todos los métodos de extracción. Al 
utilizar etanol al 70% en muestras liofilizadas se tubieron un 
DPPH mas bajo que en las muestras secadas al horno. El 
secado al horno muestra ser un mejor metodo de secado 
para obtener extractos con alta actividad captadora de ra-
dicales libres.

Al comparar los metodos de extracción una mayor ac-
tividad captadora de radicales libres se obtuvo en el méto-
do de digestión teniendo valores altos entre 3,240±0.01 y 
3,651±0,61 µmol TE, en cuanto al metodo UEA se obtuvo 
dos valores altos; 3,151±0.12 y 3,478±0,01 µmol TE con un 
tiempo de 20 y 30 min respectivamente.

Los extractos de A. spicifera mostraron una actividad 
inhibidora de radical cationico, ABTS, entre 4,645±0,08 y 
14,033±0,04 µmol TE. Al igual que en el ensayo de DPPH 
las muestras secadas al horno tratadas con etanol al 50% 
se evidenció valores altos en todos los métodos de extra-
ción, los valores mas altos se obtuvieron con el metodo de 
digestión a 45°C y 30 min. Con el método UEA tambien se 
obtivieron valores altos en la muestra liofilizada durante 10 
min (11,445±0,05 µmol TE) y secada al horno durante 30 
min (13,845±0,11 µmol TE).

Composición fenólica
Los resultados de TPC y TFC para estractos de A. spi-

cifera se muestran en la tabla 2. El TPC de A. specifera 
osciló entre 0,109±0.01 y 0,941±0.01 mg GAE /g p.s., los 
extractos liofilizados tuvieron un TPC mas altos en compa-
ración con secado al horno, en algunos casos las muestra 
liofilizadas eran dos veces mas TPC que las muestras se-
cadas al horno. Los resultados mostrano que el metodo de 
secado por liofilización fue el mejor metodo para conservar 
TPC en materia de algas.

Comparando los solventes en extracción en muestras 
liofilizadas, las que se extrajeron con etanol al 50% se ob-
tuvo TPC mas altos que las extraidas con etanol al 70%. 
El TPC mas alto se encontró en la muestra extraida por di-
gestión con temperatura de 40°C y 40 minutos en etanol al 
50% (0,941±0,01 mg GAE /g p.s). Las muestras liofilizadas 
extraidas con etanol al 70% tubieron los resultados mas ba-
jos para todos los métodos de extracción. El TPC mas alto 
entre las muestras secadas al horno fueron los extractos 
preparados con etanol al 50% utilizando EAU durante 30 
minutos (0,834±0,05 mg GAE /g p.s).

El TFC de A. specifera osciló entre 73,778±5,67 y 
1281,083±3,53 ug QE/g p.s., los extractos liofilizados tu-
vieron un TFC mas altos en comparación con secado al 
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Figura 1. Actividad captadora de radicales libres - DPPH de los extractos de A. spicifera: tipo de secado: secado al horno 
(H), lifilizado (L); extracción: digestión (D), extracción asistida por ultrasonido (S); solvente: etanol 70% (70-azul), etanol 
50% (50-rojo); temperatura: 40, 45 y 50; tiempo: 10, 20, 30, 40, 50.



4

horno, en algunos casos las muestra liofilizadas era entre 
tres y seis veces mas que las muestras secadas al horno. 
Los resultados obtenidos en el secado por liofilización fue 
el mejor metodo para conservar TFC en materia de algas.

Se pudo observar una diferencia significativa en la ex-
tracción en muestras liofilizadas, las que se extrajeron con 
etanol al 50% se obtuvo TFC mas altos que las extraidas 
con etanol al 70%. El valor mas alto de TFC se obtivo en 
la muestra extraida por digestión con temperatura de 50°C 
y 30 minutos en etanol al 50% (1281,083±3,53 ug QE /g 
p.s). Las muestras liofilizadas extraidas con etanol al 70% 
tubieron los resultados mas bajos para todos los métodos 
de extracción. El TFC mas alto entre las muestras secadas 
al horno fue el extracto preparados con etanol al 70% uti-
lizando digestión a una temperatura de 40°C y 40 minutos 
(504,577±5,75 mg GAE /g p.s).

Encuanto al metodo EAU los valores mas altos fueron 
con secado por liofilización durante 30 minutos con etanol 
al 70% (307,994±1,57 ug QE /g p.s.), mientras que el mas 
bajo se obtuvo  con etanol al 70%  durante 20 minutos.

Optimización
El análisis de superficie de respuesta se ha obtenido de 

los datos experimentales donde el análisis con la matriz de 
dispersión indica que el tiempo y temperatura de extracción 
tuvieron un efecto cuadrático sobre la actividad captadora 
de radicales DPPH y su influencia la vemos reflejada en la 
ecuación (1). 

El análisis de superficie de respuesta de los contenido 
de fenoles totales (TPC) y contenido de flavonoides totales 
(TFC) de los extractos de A. spicifera obtenido de los datos 
experimentales que se muestran en la Tabla 1, demostró 
que los parámetros de extracción ejercieron un efecto cua-
drático sobre el contenido de fenoles totales. El efecto de 
la temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido 

de fenoles totales se muestra en la ecuación (3) a conti-
nuación:

Para el contenido flavonoides totales se demostró que 
los parámetros de extracción ejercieron un efecto cuadrá-
tico,  el efecto de la temperatura y el tiempo de extracción 
sobre el contenido de fenoles totales se muestra en la 
ecuación (4).

Discusión
Los resultados obtenidos al compáralo con otros es-

tudios con diferentes métodos de extracción con la misma 
alga A. spicifera podemos observar que existe una diferen-
cia entre el alga que crece en Ecuador con la que crece en 
la India en el caso del % DPPH se obtuvo un 19.29±0.011 
en comparación con 6.91±0.42 que tiene un proceso de ex-
tracción por maceración por 24 h con metanol al 98%25. En 
cuanto a fenoles totales se extrajo 60.24±0.129 µg GAE /mL 
mientras que en estudio de Murugan et al. 2014 nos indica 
que obtuvo 0.87±0.10 µg GAE /mL con una extracción con 
metanol al 98% y 0.24±0,08 µg/mL GAE con una extracción 
con agua, así mismo se reporta que obtuvieron 25.7±0.6 
µg QE /mL en extracción con metanol al 98% mientras que 
en la extracción con agua reportaron 8,5±0,4 µg QE /mL 
en la extracción de flavonoides totales24, comparado con 
la extracción que se realizó con etanol al 50% que fue de 
85.41±3.53 µg QE /mL.

Conclusiones
Los resultados de este estudio contribuyen a la carac-

terización del alga roja A. spicifera como una matriz que 
puede producir componentes con potencial antioxidantes.

Figura 2. Actividad inhibidora del radical cationico - ABTS de los extractos de A. spicifera: tipo de secado: secado al 
horno (H), lifilizado (L); extracción: digestión (D), extracción asistida por ultrasonido (S); solvente: etanol 70% (70-azul), 
etanol 50% (50-rojo); temperatura: 40, 45 y 50; tiempo: 10, 20, 30, 40, 50.
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Figura 3. Efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad captadora de radicales DPPH.

Figura 4. Efecto de la temperatura y 
el tiempo de extracción sobre la acti-
vidad inhibidora del radical catiónico 
ABTS.

Con el análisis de superficie de respuesta se obtuvo las 
condiciones temperatura y tiempo óptimo de extracción a 
47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de radicales 
libres DPPH, para la actividad inhibidora del radical catióni-
co ABTS 47 °C y 39 minutos, para fenoles totales 45 °C y 
37 minutos y en flavonoides totales 43 °C y 38 minutos en 
los extractos etanolicos al 50%.

La Acanthophora spicifera que crece en Ecuador 
se extrajo una mayor cantidad de fenoles y flavonoides 
(60.24±0.129 µg GAE /mL y 85.41±3.53 µg QE /mL) en 
comparación con la que crece en India (0.87±0.10 µg GAE 
/mL y 25.7±0.6 µg QE /mL).

Los resultados obtenidos de este estudio muestran que 
A. spicifera debería tener una buena actividad antioxidante 
a pesar de un TPC relativamente bajo, pero se deben reali-
zar más análisis para identificar el perfil fenólico de los ex-
tractos, el efecto estacional sobre el contenido fitoquímico, 
así como su potencial biológico.
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Figura 5. Efecto de la 
temperatura y el tiempo 
de extracción sobre el 
contenido de fenoles.

Figura 6. Efecto de la tempe-
ratura y el tiempo de extrac-
ción sobre el contenido de fla-
vonoides totales.
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