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Resumen: La Acanthophora spicifera un alga roja de facil adaptacion a diferentes condiciones ambientales, por su
capacidad de regenerarse por fragmentacion, convirtiéndola en una especie invasora en areas tropicales y subtropicales.
Ademas, es conocida por sus componentes bioactivos (antioxidantes, fitohormonas, fitopigmentos). En este estudio se
plantea determinar las condiciones éptimas de extraccion 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 vy liofilizacion)
y extraccion etanolica (digestion y ultrasonido) a diferentes concentraciones de etanol (50% y 70%) en rangos de tiempo y
temperatura para su posterior determinacién de actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS, fenoles, flavonoides
y auxinas totales en microplacas. Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) usando el software
estadistico R.4.2.0 e InfoStat, observan que los mejores resultados se dieron por digestiéon con una concentracion de
etanol al 50% y se obtuvieron valores para: la actividad captadora de radicales DPPH 3.65+0.011 pmol ET/g ps, mayor
actividad inhibidora del radical catiéonico ABTS 14.06+0.03 umol ET/g ps, para flavonoides 1278.58+2.94 ug EQ/g ps, para
fenoles 900+0.129 ug GEA/g ps. Las condiciones Optimas para la extraccion 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 cationico ABTS, 45 °C y 37 minutos para Fenoles totales y 43 °C y 38 minutos para Flavonoides totales.
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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 umol ET/g d.w., higher cationic radical inhibitory activity ABTS 14.06+0.03
pumol ET/g d.w., for flavonoids 1278.58+2.94 ug EQ/g d.w., for phenols 900+0.129 ug 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.
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Introduccioén

La Acanthophora spicifera es un alga roja ampliamen-
te distribuida en mares subtropicales y tropicales y se en-
cuentra en muchos habitats intermareales y submareales.
Esta distribuida desde los arrecifes poco profundos hasta
profundidades de hasta 17m reportado en Puerto Rico y
22m en las Islas Virgenes', esta macroalga se la considera
como una especie invasora en las islas del Pacifico central

y en lugares como Hawaii es la principal invasora?, esto
se debe a su estrategia reproductiva sexual como asexual,
la capacidad de regenerarse por fragmentaciéon y que se
adapta facilmente a diversas condiciones ambientales por
lo que representa una amenaza para su nuevo ecosiste-
ma®**. A lo largo de diversos estudios se ha encontrados
que posee diversas propiedades en como bioindicador de
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enriguecimiento de nutrientes, también se ha documentado
que es un buen productor de oxigenos y como materia pri-
ma para la produccion de biocombustible por su alto conte-
nido en lignina2.

Los principales antioxidantes encontrados en las al-
gas marinas son compuestos fendlicos y pigmentos foto-
sintéticos (clorofilas, carotenoides vy ficobiliproteinas), que
también son conocidos por sus actividades biolégicas
(anticancerigenas, antiinflamatorias, antiobesidad y an-
tiangiogénicas)®. Sin embargo, tanto los compuestos feno-
licos como los pigmentos son susceptibles a la oxidacion,
especialmente a altas temperaturas®. Ademas, las algas
marinas se consideran una fuente alternativa de proteinas,
carbohidratos, acidos grasos y minerales, que pueden sufrir
degradacién 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 uso’, ya que el secado inhibe la actividad microbioldgica
y ralentiza o detiene las reacciones quimicas que causan el
deterioro de los alimentos (es decir, oxidacion o reduccion),
prolongando asi la vida util"® y ayuda a la extraccién de
ciertos componentes quimicos®.

Los procesos de secado mas comunes utilizados para
las algas marinas son: el secado al sol, el secado al horno
y la liofilizacion'®, el procesamiento de cada método pue-
de cambiar la composicion quimica 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 industriales" 2. Si bien existen diferentes técnicas de
secado disponibles, varios factores como el costo, el con-
sumo de energia, la efectividad y el impacto en la calidad
de los alimentos deben tenerse en cuenta al seleccionar el
método mas apropiado’®4.

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 contaminacion en el aire (es decir, con
particulas, microbios, etc.) que luego pueden afectar la ca-
lidad e higiene del producto final'. Diferentes estudios han
demostrado el valor de seleccion de tratamientos de seca-
do apropiados para preservar compuestos bioactivos im-
portantes de las algas destinadas a diferentes procesos’®,
aunque existen pocos estudios que describan los efectos
de los procesos de secado en los extractos de algas mari-
nas'’, el interés en este tema ha aumentado en los Ultimos
afios™®1°,

El objetivo de este estudio fue determinar las condicio-
nes Optimas de extraccion 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 (digestion y extraccion asistida por
ultrasonido) utilizando etanol a diferentes concentraciones.

|
Materiales y métodos

Los productos quimios que se utilizaron eran de grado
analitico 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

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 liofilizacion 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 extraccion, colo-
cando la muestra de alga seca y el solvente en una relaciéon
1:15, se aplico los siguientes metodos de extraccion: diges-
tion a 40, 45 y 50 °C durante 30, 40 y 50 minutos; y extrac-
cion 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 congelacion a -4°C antes de los analisis.
Cada extraccion se lo realizé por duplicado.

Actividad antiédiante

La actividad antioxidante de los extractos de A. spi-
cifera se evaluo mediante dos métodos diferentes: DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y ABTS (Acido 2, 2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico).

Se midié la capacidad de captacién de radicales libres
DPPH de los extractos descrita por Viteri et al.,2021?° en
una placa de 96 posillos, después de 30 minutos de incuba-
cion en oscuridad se midié la absorbancia a 517 nm usando
un Lector multi-modal Synergy HTX con detector UV-VIS
(Biotek).

Se midio la actividad inhibidora del radical catiénico
ABTS de los extractos descrita por Viteri et al.,2021?° en
una placa de 96 posillos, se incubo durante 30 min'y se mi-
did la absorbancia en una longitud de onda de 732 nm. Los
resultados de la actividad antioxidante fueron expresados
como pumol equivalentes de Trolox por gramo de peso seco
(umol TE). Se utilizaron concentraciones de Trolox entre
(10 - 200 pmol/L) para DPPH y ABTS.

Composicion fendlica

Los extractos obtenidos se analizaron para contenido
fendlico total (TPC) y contenido total de flavonoides (TFC)

Para el TPC de los extractos de A. spicifera se rea-
lizd el método colorimétrico Folin-Ciocalteu empleado por
Zhong et al.,2020%'. Se agregd 25 pL de muestra, 25 pL
de solucion folin al 25% (v/v) y 200 pL de agua destilada
en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron
durante 5 min a 25°C. Posteriormente se agregé 25 pL de
carbonato de sodio al 10% (p/p) y dejando incubar durante
1 hora a 25°C. La absorbancia se midié a 765 nm en un
espectrofotometro UV-160A (Shimadzu). En la curva de ca-
libracion estandar (10 - 250 ymol/L) se utilizé acido galico (y
=0,0041x + 0,029,R? = 0,9952) y los resultados se presen-
taron en mg equivalentes de acido galico (GAE) por gramo
de extracto seco (mg GAE/Q).

Los TFC de los extractos de A. spicifera se realiz6 el
método colorimétrico del cloruro de aluminio como lo des-
cribe Avramova et al.,2017%2. En una placa de 96 pocillos
se reaccion6 20 pyL de muestra y 200 pyL de una mezcla
de reactivos en donde se utilizé 60 pL de etanol, 10 uL de
cloruro de aluminio al 10% (w/v), 10 pL de acetato de po-
tasio al 1M y 120 pL de agua destilada, dejando incubar
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a temperatura ambiente durante 30 min para su posterior
lectura a una absorbancia de 415 nm usando un Lector
multi-modal Synergy HTX con detector UV-VIS (Biotek). La
medicién se compard con una curva de calibracion (10 -
100 ymol/L) preparada con soluciones de catequina (y =
0,006x - 0,0249, R? = 0,9979) y el resultado se expreso en
Mg equivalentes de catequina (CE) por gramo de extracto
seco?,

Analisis estadistico

Las diferencias significativas entre los tratamientos fue-
ron determinados estadisticamente utilizado, un analisis de
desviacion estandar y un analisis de matriz de dispersion
para tipo de secado (X,), concentracion de Etanol (X,), tipo
de extraccion (X,), con estas nuevas condiciones se realizo
el analisis de superficie de respuesta analizando el efecto
de las variables de temperatura (X,) y tiempo (X,) de extrac-
cion sobre las variables de la actividad captadora de radica-
les DPPH (Y,), la actividad inhibidora del radical cationico
ABTS (Y,), de los y el contenido de fenoles totales (Y.,), el
contenido de flavonoides totales (Y,) respectivamente para
todo el proceso estadistico se emplearon los softwares es-
tadisticos Rstudio e InfoStat obteniendo el los modelos ma-
tematicos, graficas y la verificacion de los valores éptimos.

|
Resultados

Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se determiné utilizando los
ensayos DPPH y ABTS y los resultados se muestra en las
figuras 1y 2 Los valores de DPPH en los extractos de A.
spicifera oscilaron entre 0,171+0,06 y 3,651+0,61 pmol TE.
Las muestras secadas al horno con etanol al 50% tubieron
valores mas altos para todos los métodos de extraccion. 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 extraccion una mayor ac-
tividad captadora de radicales libres se obtuvo en el méto-
do de digestion teniendo valores altos entre 3,240+0.01 y
3,6511£0,61 pmol TE, en cuanto al metodo UEA se obtuvo
dos valores altos; 3,151+£0.12 y 3,478+0,01 pmol 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 pymol TE. Al igual que en el ensayo de DPPH
las muestras secadas al horno tratadas con etanol al 50%
se evidencio valores altos en todos los métodos de extra-
cion, los valores mas altos se obtuvieron con el metodo de
digestion 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 pmol TE) y secada al horno durante 30
min (13,845+0,11 pmol TE).

Composicion fenélica

Los resultados de TPC y TFC para estractos de A. spi-
cifera se muestran en la tabla 2. El TPC de A. specifera
oscilé 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-
racién 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 liofilizacion fue el mejor metodo para conservar
TPC en materia de algas.

Comparando los solventes en extraccién 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 encontrd en la muestra extraida por di-
gestiéon 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 extraccion. 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 oscilo 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 comparacion con secado al

Actividad inhibidora del radical cationico ABTS
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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); extraccion: digestion (D), extraccion 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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Actividad captadora de radicales libres DPPH
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Figura 2. Actividad

Tratamientos

inhibidora del radical cationico - ABTS de los

extractos de A. spicifera: tipo de secado: secado al

horno (H), lifilizado (L); extraccion: digestion (D), extraccion asistida por ultrasonido (S); solvente: etanol 70% (70-azul),
etanol 50% (50-rojo); temperatura: 40, 45 y 50; tiempo: 10, 20, 30, 40, 50.

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 liofilizacion fue
el mejor metodo para conservar TFC en materia de algas.

Se pudo observar una diferencia significativa en la ex-
traccion 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 digestion 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 extraccion. EI TFC mas alto entre las muestras secadas
al horno fue el extracto preparados con etanol al 70% uti-
lizando digestion 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 liofilizacién 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.
Optimizacioén

El analisis de superficie de respuesta se ha obtenido de
los datos experimentales donde el analisis con la matriz de
dispersion indica que el tiempo y temperatura de extracciéon
tuvieron un efecto cuadratico sobre la actividad captadora
de radicales DPPH y su influencia la vemos reflejada en la
ecuacion (1).

El analisis 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, demostro
que los parametros de extraccion ejercieron un efecto cua-
dratico sobre el contenido de fenoles totales. El efecto de
la temperatura v el tiempo de extraccion sobre el contenido

Y, = —34.3818 + 1.4821X, + 0.1038Xs — 0.0159X2 — 0.00141X2 + 0.00064X,Xs

Y, = —1.1114€? + 4.9559X, + 4.6452e !X — 5.2545¢72X2 — 5.8668e 3X2 — 1.3868e™*X,Xs
Yy = 25.18 — 1.2203X, + 0.13414Xs + 0.01362X% — 0.00191XZ + 0.00021X,Xs
Y, = 41444.13 — 1959.31X, + 52.7118X: + 22.3916X% — 1.1625XZ + 0.8104X,Xs

de fenoles totales se muestra en la ecuacion (3) a conti-
nuacion:

Para el contenido flavonoides totales se demostré que
los parametros de extraccion ejercieron un efecto cuadra-
tico, el efecto de la temperatura y el tiempo de extracciéon
sobre el contenido de fenoles totales se muestra en la
ecuacion (4).

|
Discusion

Los resultados obtenidos al comparalo con otros es-
tudios con diferentes métodos de extraccion 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 comparacion con 6.91+0.42 que tiene un proceso de ex-
traccion por maceracion por 24 h con metanol al 98%2. En
cuanto a fenoles totales se extrajo 60.24+0.129 uyg GAE /mL
mientras que en estudio de Murugan et al. 2014 nos indica
que obtuvo 0.87+0.10 ug GAE /mL con una extracciéon con
metanol al 98% y 0.24+0,08 pg/mL GAE con una extraccion
con agua, asi mismo se reporta que obtuvieron 25.7+0.6
Mg QE /mL en extraccion con metanol al 98% mientras que
en la extraccion con agua reportaron 8,5+0,4 yg QE /mL
en la extraccion de flavonoides totales?*, comparado con
la extraccion que se realizé con etanol al 50% que fue de
85.41+3.53 yg QE /mL.

|
Conclusiones

Los resultados de este estudio contribuyen a la carac-
terizacion del alga roja A. spicifera como una matriz que
puede producir componentes con potencial antioxidantes.

(1)
@
3)
©)
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Con el analisis de superficie de respuesta se obtuvo las
condiciones temperatura y tiempo 6ptimo de extraccién a
47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de radicales
libres DPPH, para la actividad inhibidora del radical catiéni-
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 yg GAE /mL y 85.41+3.53 pyg QE /mL) en
comparacion con la que crece en India (0.87+0.10 uyg GAE

/mLy 25.7+0.6 ug QE /mL).

(sd 613 ¥

Los resultados obtenidos de este estudio muestran que
A. spicifera deberia tener una buena actividad antioxidante
a pesar de un TPC relativamente bajo, pero se deben reali-
zar mas analisis para identificar el perfil fendlico de los ex-
tractos, el efecto estacional sobre el contenido fitoquimico,

asi como su potencial bioldgico.
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Superficie de respuesta para Fenoles Totales

Figura 5. Efecto de la
temperatura y el tiempo
de extraccion sobre el
contenido de fenoles.

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

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

Solvente Temperatura (°C) Tiempo

(min)
EtOH 50% 40 30
10
50
45 30
40
50
50 30
40
50
EtOH 70% 40 30
40
50
45 30
40
50
50 30
40
50
ambiente 10
20
30
ambiente 10
20
30

Digestion

EAU EtOH 50%

EtOH 70%

FD oD FD oD

TPC (mmg GAE /g p.s) TEC (ug CE /g p.s)

0,699+0,03 0,330=0,04 391,917+0,01 106,851+5.36
0.941+0,01 0.312=0,01 545.667+0,58 106,095+1,12
0,360=0,01 0,374+0,05 159.417+0,01 126,092+1.88
0,673+0,03 0,374=0,04 187,750+2,35 194,142+3.48
0,656=0,04 0.414=0,01 293,583+2,35 216,192+0,69
0.640+0,05 0.406=0,01 261.500+0.58 277,750+5,07
0.913+0,09 0,619+0,05 1281,083+3,53 238,583+2,35
0,904+0,01 0,622+0,01 1255,667+2,94 249,833+1,76
0.615+0,04 0,631+0,02 1210.667+2,94 307,750+5,62
0,285+0,03 0,315+0,02 328,222+4,32 409,977+5,67
0,276+0,03 0,350+0,02 423,501+2,35 504,577+5,75
0,252+0,02 0,323+0,01 461,278+3,14 395,023+0,14
0,286+0,02 0.403+0,06 532,667+0,39 181.,413+5.58
0,305+0,01 0,305+0,02 501,278+0,78 349,806+2.39
0,286+0,01 0,387+0,01 538,778+0,39 318,796+5.85
0,316+0,01 0,198+0,01 492,389+3,14 132,389+5,34
0,331=0,01 0.,190=0,01 558,778+2,75 133,504+0,78
0.382=0,01 0,224+0,01 701.006+0.39 156,556+2,75
0,398+0,03 0.406+0,01 136,91743,53 261,917+2.35
0,359+0,01 0,785+0,02 181,083£2,35 234,833+2.94
0.301+0,04 0.834+0,05 147,333+2,94 176,083+2,35
0,227+0,02 0,298+0,02 248,502+1.57 194,278+3,92
0,220+0,01 0,109+0,01 243,778+3,53 73,778+5,67
0,292+0,01 0,149+0,01 307.944+1,57 105,167+5.42

EUA, extraccién asistida por ultrasomido; FD, Liofilizado; OD, Secado al horno; GAE, acido géalico; CE, catequina; p.s, peso seco

Tabla 1. Contenido de fenoles totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) de los extractos de A. spicifera.
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