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RESUMEN

Las algas marinas son un grupo de individuos desde unicelulares hasta pluricelulares
llegando a alcanzar alturas de hasta 50 metros. Pueden soportar diversos ambientes que en
condiciones normales ocasionarian muerte prematura. Esto gracias a mecanismos que
controlan la exposicién de la oxidacidn provocada por radicales libres. A causa de dichas
caracteristicas, el interés farmacoldgico ha ido en aumento. Se han evidenciado las
actividades antibacterianas, antifungicas, antiviricas, antiparasitarias, anti alergénico,
antitumoral, antitrombético, inmunoestimulante, antiinflamatorias y antioxidante de sus
extractos. El presente trabajo tiene como objetivo la evaluacidn fitoquimica y de la
capacidad antioxidante de los extractos de 6 especies de macroalgas de los érdenes
Rhodophyta, Chlorophyta, Pheophyta. Los mecanismos utilizados para la cuantificacion de
antioxidantes fueron: prueba de DPPH, prueba de ABTS, cuantificacion mediante la prueba
de FRAP y prueba de FOLIN CIOCALTEU. Los resultados de la investigacidn arrojaron que la
mejor actividad antioxidante lo posee el alga Ulva latuca, con una media de 0.3115 de TEAC;
0.8182 de TEAC; 223.108 mg Fe/100 g muestra; 56.816 mg de acido galico/ 100 g muestra
para las pruebas DPPH, ABTS, FRAP y FC respectivamente. Esto a causa de los metabolitos
variantes de la clorofila a, b, carotenoides, polisacaridos sulfatados, lipidos, proteinas, y
entre otros compuestos que han demostrado previamente actividad contra los radicales
libres culpables de la oxidacién. La disminucién de propiedades bioldgicas puede atribuirse a
factores tanto ambientales como la temperatura, humedad, pH, salinidad del agua,
ubicacidn geografica, microambientes, exposicidn; asi como también factores genéticos que
pueden causar la variacién de componentes activos dentro de las mismas especies.
Finalmente, el analisis fitoquimico demuestra que las 6 especies de algas poseen

flavonoides, fenoles, timinas, antocianinas, alcaloides y terpenos.
Palabras Clave:

e ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
e ALGAS

e PRINCIPIOS ACTIVOS

e MECANISMO DE DEFENSA
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ABSTRACT

Seaweeds are a group of individuals ranging from unicellular to multicellular, reaching
heights of up to 50 meters. They can withstand various environments that under normal
conditions would cause premature death. This is caused by mechanisms that control the
exposure of oxidation caused by free radicals. Thanks to these characteristics, the
pharmacological interest has been increasing. The antibacterial, antifungal, antiviral,
antiparasitic, anti-allergenic, antitumor, antithrombotic, immunostimulating, anti-
inflammatory and antioxidant activities of its extracts have been evidenced. The present
work has as objective the phytochemical evaluation and the antioxidant capacity of the
extracts of 6 species of macroalgae of the orders Rhodophyta, Chlorophyta, Pheophyta. The
mechanisms used for the quantification of antioxidants were DPPH inhibition test, ABTS
inhibition test, quantification using the FRAP test and FOLIN CIOCALTEU test. The results of
the investigation showed that the best antioxidant activity is possessed by Ulva latuca, with
an average TEAC of 0.3115; 0.8182 from TEAC; 223.108 mg Fe / 100 g sample; 56,816 mg of
gallic acid / 100 g sample for the DPPH, ABTS, FRAP and FC tests respectively. This is due to
the variant metabolites of chlorophyll a, b, carotenoids, sulfated polysaccharides, lipids,
proteins, and among other compounds that have previously shown activity against free
radicals responsible for oxidation. The worst results were obtained by the species Pandida
Pavonica (Pp), Hypnea spinella (Hs) and Gelidium pusillum (Gp). The decrease in biological
properties can be attributed to both environmental factors such as temperature, humidity,
pH, water salinity, geographical location, microenvironments, exposure; as well as genetic
factors that can cause the variation of active components within the same species. Finally,
the phytochemical analysis shows that the 6 species of algae possess flavonoids, phenols,

thymine, anthocyanins, alkaloids, and terpenes.
Keywords:

e ANTIOXIDANT ACTIVITY
e ALGAE

e ACTIVE PRINCIPLES

e DEFENSE MECHANISM
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CAPITULO 1:

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

Las enfermedades causadas por estrés oxidativo se han mantenido en auge durante los
ultimos anos. Una de las formas de atacar las enfermedades ocasionadas es en base al
consumo de medicamentos que aumenten o regulen la funcidn bioldgica. Pero como
inconveniente a este proceso, Sangucho, (2017) y Tenorio, (2018) mencionan que el uso
prolongado de farmacos llega a causar estrés en la célula provocando daios adicionales, por
lo que la investigacidn para la aplicacién de sustancias alternativas a los medicamentos
convencionales ha ido en aumento, de manera especial es el empleo de metabolitos

secundarios (Corrales MSc & Mufoz Ariza, 2012; Siddharth & Rai V, 2019).

Los metabolitos secundarios (MS) son considerados como moléculas producidas en
circunstancias de estrés. Estas moléculas presentan cualidades bioldgicas como respuestas
antivirales, antitumorales, anticonvulsivantes, antioxidantes, inclusive como importancia
medicinal, cosmética, alimentaria, entre otras (Tenorio, 2018). Entre los organismos capaces
de producir estos MS se tienen un sin nimero de plantas y una gran variedad de algas

marinas, siendo este ultimo un area poco estudiada (Manivasagan et al., 2014).

Las algas son conocidas como principales productores del medio acuatico, son de
nutricién autétrofa por su capacidad fotosintética y un ciclo similar a los organismos
vegetales. Se pueden encontrar desde organismos unicelulares hasta individuos que
sobrepasan los 50 metros de altura (Salinas & Simarra, 2019). Muchas de las algas son

usadas como alimento, abonos, componentes para la industria cosmética, farmacéutica,



22

capacidad de formacion de geles, tegumentos, fibras, lo que genera una utilidad y ventaja
en el mercado gracias a su demanda como fuente de tecnologias innovadoras y nuevas

herramientas de produccion (Leflaive & Ten-Hage, 2007).

En el habitat donde se desarrollan suelen estar expuestos a altas concentraciones de
oxigeno y variable presencia de luz (Batista Gonzalez et al., 2009). Bajo estas condiciones de
vida, se podria suponer que el exceso de radicales libres desestabilizarian la pared celular
causando la muerte del organismo. Sin embargo, las algas pueden desarrollarse
normalmente, lo que sugiere que estas presentan mecanismos de proteccién frente a la
oxidacion (Batista Gonzalez et al., 2009). Garcia, (2015) menciona, en el caso de las algas
marinas, los MS pueden ser considerados como mecanismo de defensa frente a condiciones

de pH, luz, temperatura, estrés oxidativo, etc.

Gdémez, (2013) indica que los extractos de algas marinas presentan capacidad de
atraccién de radicales libres, con mecanismos de oxido reduccién y da cabida para inhibir la
peroxidacidn lipidica. La capacidad antioxidante de las algas puede ser explicada por la
presencia de carotenos, micosporinas, terpenoides, glicidos sulfatados, acidos fendlicos,
acidos cinamicos, florotaninos, bromofenoles, etc. segiin lo mencionado por (Gémez-

Ordoiiez, 2013; Greque De Morais et al., 2015).

El estudio de algas como una herramienta natural contra el dafo celular ha originado el
interés por descubrir su aporte antioxidante, cualidad que ha proporcionado utilidad en los
ultimos anos tanto para produccién de aditivos alimenticias como en la industria cosmética

(Greque De Morais et al., 2015).
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Gracias al alcance del proyecto “Valoracion de recursos marinos (algas) para el
fortalecimiento de la cadena productiva y mejoramiento de la calidad de vida en zona
costera ecuatoriana.”, en la provincia de Manabi se ha podido identificar y obtener un gran
numero de biomasa de las antes mencionadas. Por lo tanto, este trabajo tiene como fin la
evaluacién de la fitoquimica y de propiedades bioldgicas representadas por el caracter

antioxidante de las algas provenientes de la Provincia de Manabi.

1.2 Justificacion del problema

Las enfermedades causadas por el estrés oxidativo del ser humano se encuentran en
aumento, indicando una relacién directa entre las patologias y los radicales libres generados
por reacciones metabdlicas que terminan por afectar el organismo (Tenorio, 2018). Los
radicales libres o también llamadas especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas o
atomos con uno o mas electrones desapareados en su ultimo nivel de energia, provocando
gran reactividad. Esta caracteristica causa su intervencién eficaz en un elevado nimero de

procesos bioldgicos a nivel celular generando toxicidad (Hernandez, 2004).

Los ROS se producen naturalmente como resultado de las reacciones metabdlicas; pero,
en ciertas ocasiones, a causa de un disfuncionamiento de los controladores o afeccion del
ser humano a causa de su entorno, se puede llevar a cabo una sobreproduccién rompiendo
el equilibrio del cuerpo (Castaneda C. et al., 2008). El cuerpo humano tiene un mecanismo
gue prevé este problema gracias a moléculas que remueven los ROS; sin embargo, cuando
esta defensa no es totalmente eficiente, la produccién de radicales libres aumenta causando

el dafio celular llegando a causar inclusive la muerte de la célula (Gomez-Ordodiiez, 2013).



24

En varios paises principalmente aquellos ubicados en medio oriente utilizan las algas
como fuente alimenticia o como producto con funciones alternas (Tenorio, 2018). La mega
diversidad del Ecuador ha permitido tener variedad de tipos de algas. Su investigacién se
centra en la produccién de espirulina, toxicologia acuatica y composicion nutricional de
macroalgas, evidenciando que estos individuos poseen alta concentracién de proteinas,
fibra, minerales y vitaminas (Garcia, 2015). Pero, pese a tener gran abundancia de costas, no
ha enfocado su investigacidn en el descubrimiento y estudio de moléculas bioactivas que

confieran propiedades biolégicas con un largo espectro de aplicaciones industriales.

Singh et al., (2017) sefialan que en estudios recientes se ha demostrado que las algas
poseen compuestos bioactivos con actividades antivirales antifingicas, antibacterianas,
antioxidantes, etc... Estos procesos se dan por la existencia de metabolitos secundarios,
moléculas bioldgicas sin una funcion esencial especifica generada como mecanismo de
defensa, atraccidon de animales, repulsién de patdgenos, entre otros. En este grupo
podemos encontramos los terpenos, fenoles, alcaloides, carbohidratos, flavonoides,
pigmentos, saponinas, esteroides y vitaminas, cada uno con sus caracteristicas que

confieren actividad biolégica (Tenorio, 2018).

Los antioxidantes son moléculas con propiedades biolégicas que inhiben o eliminan la
reactividad de los ROS, cuyo beneficio se da bajo adquisicién por ingesta voluntaria; los
carotenoides no sélo son componentes estructurales esenciales de los sistemas
fotosintéticos, sino que también son protectores del dafio causado por la foto-oxidacién. La
capacidad de atrapar radicales libres ha permitido que varios estudios reporten que su uso

tiene la propiedad de reducir y prevenir tumores o enfermedades. Inclusive el bloque
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estructural de los terpenos ha demostrado ser un excelente protector de dafios causados

por el ozono (Corrales MSc & Muioz Ariza, 2012).

Debido al sin nimero de propiedades, beneficios y aplicacién en las diferentes
industrias, esta investigacidn se centra en la evaluacién de la fitoquimica y capacidad
antioxidante de diferentes algas de la provincia de Manabi, bajo los métodos para
determinar la actividad antioxidante, basados principalmente en la capacidad de captacién
de radicales libres. Entre ellos se pueden mencionar el uso del 2,2-difenil-1-picril hidrazilo
(DPPH); acido 2,2, azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6- sulfonico (ABTS, test del estatus
antioxidante total), poder antioxidante reductor férrico (Ferric Reducing/antioxidant Power:
FRAP) (Lépez, 2019), con el objetivo de estimular la valoracion de las propiedades bioldgicas
y recursos marinos, impulsando el uso de estos organismos como forma de promover la

economia y mejorar la calidad de vida de las zonas locales de Manabi.

1.3 Sistema de objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la fitoquimica y el caracter antioxidante de variedades de algas marinas

Chlorophyta, Phaeophyta y Rodophyta procedentes de la zona costera de Manabi - Ecuador

1.3.2 Objetivo Especificos
e Realizar el muestreo de varias especies de algas de la provincia de Manabi —
Ecuador.
e |dentificar mediante tamizaje fitoquimico la presencia o ausencia de diversos

tipos de metabolitos secundarios en los extractos polares de algas.
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e Determinar el contenido de fenoles mediante el método de Folin - Ciocalteu.
e Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos aislados, mediante el

método DPPH, ABTS y FRAP.

1.3.3 Hipdtesis
e Ho: Las algas Chlorophyta, Phaeophyta y Rodophyta procedentes la zona
costera de Manabi no presentan metabolitos secundarios fendlicos ni
capacidad antioxidante.
e Ha: Las algas Chlorophyta, Phaeophyta y Rodophyta procedentes la zona
costera de Manabi presentan metabolitos secundarios y actividad

antioxidante.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Algas

Las algas son un grupo de individuos eucariotas con capacidad fotosintética, ausencia
de un embridn verdadero y escasa diferenciacién de tejidos. Podemos encontrar individuos
unicelulares como pluricelulares; pese a la simplicidad de muchos de ellos, poseen flagelos
de locomocidn, filamentos, sifones, ldminas, pseudoparénquimas como estructuras basicas.
Su ciclo reproductivo se alterna entre asexual y sexual, dependiendo de su fase se
denominan monofasicos, difasicos, trifasicos que dependen de la carga cromosémica en su

genoma. (Haydelba et al., 2020).
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En general son organismos de ambientes hiumedos/acuaticos cuya coloracién depende
de los pigmentos encontrados en los plastos de sus células. Su funcién principal es la
produccién de nutrientes, por lo que son conocidos como productores primarios; base de

las cadenas tréficas de la materia orgdnica tanto en agua dulce como salada (Garcia, 2015).

En agua dulce suelen formarse estructuras pequefias denominadas microalgas que
gracias a su agregacion suelen considerarse como fitoplancton (Gdmez-Ordoéiiez, 2013). Este
tipo de organismos suelen generar relaciones simbidticas beneficidndose mutuamente junto
con otros individuos, como por ejemplo la asociacidn con corales o helechos acuaticos; sin
embargo, existen algunos casos de parasitismo causando principalmente lesiones

irreversibles en tejidos (Leflaive & Ten-Hage, 2007).

Su uso a nivel industrial se ha centrado la produccidon de compuestos quimicos
como la agarosa, espesantes naturales, generacién de biopolimeros, composicidn de
biodiesel, entre otros (Haydelba et al., 2020). En el caso de macroalgas, Garcia-Galaz
et al., (2014) menciona que son reservorios nutricionales de gran importancia con baja
cantidad de grasas, calorias y lipidos con alta concentracion de proteinas, polisacaridos

y metabolitos secundarios de potencial terapéutico.

En muchos lugares suelen utilizarse como indicadores de contaminacidn de ecosistemas
marinos y, bajo la propiedad de poder atrapar metales pesados son empleados como

restauradores de sistemas acuaticos (Gémez-Ordéiiez, 2013).
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1.4.2 Descripcion botanica

Las macroalgas son organismos de gran tamafio que contienen un conjunto de tejidos
llamados talo. Se distingue en rizoides, que es una estructura equivalente a la raiz, y se
encuentra en la base de las algas con funcién de fijarse al sustrato; la estirpe, el equivalente
al tallo de las plantas vasculares, pueden ser cortas o de grandes estructuras dependiendo la
especie; las ldminas son las partes equivalentes a las hojas de las plantas; muchas poseen

vesiculas llenas de gas lo que les proporciona flotabilidad (Salinas & Simarra, 2019).

Al hablar de agrupacién de especies, en zonas tropicales las macroalgas suelen agruparse
para formar bosques acuaticos, pero de menor tamafio comparados con zonas de agua dulce

gue adquieren una altura de varios metros de largo (Basurto & Alcivar, 2019).

1.4.3 Clasificacion

Segun Perez & Verde, (2000) las algas se clasifican en dos grupos principales: macroalgas

(multicelulares) y microalgas (unicelulares).

A nivel multicelular encontramos: Chlorophyta, Ochrophyta (Phaeophyta) y Rodophyta

(Tenorio, 2018).

1.4.3.1 Phaeophyta

Son conocidas como algas pardas cuyos habitats suelen ser principalmente las costas
rocosas de zonas templadas, formando bosques submarinos que pueden alcanzar hasta 60
metros de longitud (Gédmez-Ordéiiez, 2013). Sus pigmentos fotosintéticos son clorofilas (A 'y
C) y xantofilos (fucoxantina y flavoxantina) responsables del color de amarillo pardo a pardo
oscuro (obsérvese la Fig.1.). Como sustancias de reserva poseen polisacaridos como la laminaria

con produccién excesiva de mucus para proteger sus tejidos (Quitral et al., 2012).
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Entre ellas encontramos a las algas conocidas como: Padina durvillei, Dictyopteris

prolifera, Sargassum spp., Hydroclathrus clathratus.

1.4.3.1.1 Padina pavonica (Linnaeus) Thivy

Figura 1.

Imagen de macroalga Padina pavonica (Linnaeus) Thivy

Fuente: (Rubal, 2020)

Es una de las especies mas comunes de las zonas costeras. Esta alga tiene una
estructura en forma de embudo. De color pardo, posee lineas blancas paralelas alrededor
de sus frondas aplanadas, causadas por el carbonato de calcio almacenado. Se encuentran
particularmente en zonas litorales, con buena luminiscencia ((Crespo, 2021)). Su
disponibilidad la convierte en una interesante opcidn para investigacion, debido a que se ha
reportado a las algas pardas como fuentes ricas de compuestos con diferentes actividades
farmacéuticas (Cagalj et al., 2021) e inclusive como fuente de alimento de algunas

civilizaciones costeras (Hlila et al., 2017).



30

1.4.3.1.2 Saccharina latissima (Linnaeus)

Son un tipo de algas comestibles conocidas por su excelente fuente de fibra 'y
compuestos asociados. Posee una gran cantidad de polisacaridos sulfatados, principalmente
el alginato, lo que le ha conferido una buena capacidad antioxidante segun los estudios de
(Gémez-Orddiiez, 2013). Posee también una elevada capacidad de retencién de agua al
igual que de proteina, lo que ha ayudado a su comportamiento durante el trayecto
gastrointestinal. Por tal se ha estudiado esta alga por su alto potencial probidtico que puede

promover beneficios a la salud (Gémez-Orddiiez, 2013).

Figura 2.

Imagen de macroalga Saccharina latissima (Linnaeus)

Fuente: (M.D. Guiry in Guiry, M.D. & Guiry, 2021)
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1.4.3.2 Chlorophyta

Son los individuos mas relacionados con las plantas. Presentan pigmentos fotosintéticos
como carotenos, xantofilas y clorofila (A y B) responsables de su coloracién verde oscuro a
amarillo verdosa (obsérvese la Fig.2.). Su sustancia de reserva se denomina almidén (Quitral

et al.,, 2012).

Disponen de celulosa y pectina. Son el grupo mas diverso de algas abarcando una
variedad de habitats, pero tan solo el 10% de estas son marinas. Su tendencia de reproduccién

es sexual, pero existen rasgos de reproduccion asexual (Tenorio, 2018).

Entre ellas encontramos algas conocidas como: Cladophora prolifera, Ulva latuca,

Chaetomorpha ligustica, entre otras.

1.4.3.2.1 Ulva latuca Linnaeus

Figura 3.

Imagen de macroalga Ulva latuca Linnaeus

Fuente: (Guiry, 2021).



32

También conocida como lechuga de mar, es una de las algas de mayor provecho
distribuidas por todo el mundo. De frondas lobuladas y anchas, de grosor de una o dos
celdas causando debilidad de tejido, por lo que de manera comun se encuentran agujeros
perforados. Necesita gran cantidad de luz para su desarrollo, sin embargo puede habitar
profundidades de hasta 75 m. Se utiliza como fuente de alimento gracias a la cantidad de
carbohidratos que posee. En el ambito farmacolégico ha generado interés por su accion
bactericida, fungicida, anti protozoaria, y para tratar diversas enfermedades humanas como

el asma, arterioesclerosis, hipertension, entre otros (Bakken, 2021).

1.4.3.2.2 Chaetomorpha ligustica (Kiitzing) Kiitzing

Este grupo de individuos se caracteriza por los filamentos que componen su
estructura. Es un alga con abundad de talos en forma de malla, no ramificados y rizados. Se
encuentra comunmente rodeando otras especies de algas, en rocas, piedras o moluscos
(Sjgtun, 2011). Se conoce que este género posee abundancia de compuestos bioactivos para
complemento dietético y de terapia natural, dado que varias especies han registrado

actividad citotéxica de algunas lineas celulares (Hyder Haq et al., 2019).

Figura 4.

Imagen de macroalga Chaetomorpha liqustica (Kiitzing) Kiitzing

Fuente: (M.D. Guiry in Guiry, 2021)
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1.4.3.3 Rodophytas

Son el segundo grupo mas amplio de algas. Se pueden encontrar en todo tipo de mares
desde zonas intermareales hasta aguas profundas (Gomez-Orddiez, 2013). Se incluyen las
macroalgas mas notables, entre ellas las algas coralinas responsables de la formacién de
arrecifes de coral (Frikha et al., 2011). Estas algas fotosintéticas que contienen clorofila Ay D,
contienen pigmentos accesorios como ficobiliproteinas (ficoeritrina y ficobilina) y
carotenoides responsables de la coloracidn rojiza (obsérvese la Fig.3.). No poseen células

flageladas. Su material de reserva es el almidén (Garcia, 2015).

Entre ellas encontramos algas conocidas como: Hypnea, Centroceras,

Acanthophora,Gelidium, entre otras.

1.4.3.3.1 Hypnea spinella (C.Agardh) Kiitzing

Figura 5.

Imagen de macroalga Hypnea spinella (C.Agardh) Kiitzing

wJkalgagsase

Fuente: (Guiry in Guiry & Guiry. G.M., 2021)
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Este tipo de individuos crece en rocas, piedras, conchas e inclusive otras algas, pues
sirven como sustrato adecuado para el asentamiento de esporas como su desarrollo. Suele
ubicarse en zonas litorales. Su morfologia muestra a una especie con ramificaciones
laterales y estrechas en la punta (Waghmode & Deshmukh, 2018). Este genero de algas
rojas es rico en polimeros como el carragenano con un elevado interés comercial debido a la
facilidad de formacion de geles. En la industria alimentaria este compuesto es muy cotizado
por sus propiedades gelificantes y estabilizantes, a mds de las notables propiedades

farmacéuticas informadas (Rafiguzzaman et al., 2016).

1.4.3.3.2 Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis

Es un alga roja que se encuentra a lo largo de las zonas pacificas y atlanticas. De
colores negros — rojizos, por sus formas rizoides tienen a formar peliculas de césped, de
frondas erectas en forma de hojas. De actividad farmacéutica notable por sus propiedades

bactericidas (Agarwal et al., 2021).

Figura 6.

Imagen de macroalga Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis

e algaeBase

Fuente: (Guiry in Guiry & Guiry. G.M., 2021)
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1.4.4 Taxonomia
En la Tabla 1. se indica la taxonomia de diversas especies de algas rojas, pardas y verdes.

Tabla 1.

Distribucion taxondmica de varias especies de algas obtenidas en la Provincia de Manabi

Algas rojas Algas pardas Algas verdes
Dominio Eukaria Eukaria Eukaria
Reino Plantae Chromista Plantae
Phylum Rodophyta Ochrophyta Chlorophyta
Subphylum | Eurhodophytina Phaesita Chlorophytina
Clase Florideophyceae Phaeophyceae Ulvophyceae
Orden 1. Gigartinales 1. Dictyotales 1. Cladophorales
2. Gelidiales 2. Laminariales 2. Ulvales
Familia 1. Cystocloniaceae 1. Dictyotaceae (*) 1. Cladophoraceae (*)
(*) 2. Laminariaceae 2. Ulvaceae (**)
2. Gelidiaceae(**) (**)
Género Hypnea (*) Padina (*) Chaetomorpha (*)
Gelidium(**) Saccharina (**)  Ulva (**)
Especie spinella (*) pavonica (*) lingustica (*)
pusillum (**) latissima (**) latuca (**)

La distribucion de taxonomia se identifica con cédigo numérico y sibdlico “*”. 1.1.*.*
(Gigartinales, Cystocloniaceae, Hpynea spinella) 6 2.2.**.** (Laminares, Laminariaceae,
Saccharina latissima)

(Guiry in Guiry & Guiry. G.M., 2021)

1.4.5 Situacion en el Ecuador

Ecuador encontrandose en la zona equinoccial, es uno de los paises de mayor

diversidad.

Las zonas costeras de la nacidn son ricas en flora y fauna, lo cual indica que posee varias

especies de algas (Pesantes, 2019). Sin embargo, existe poca informacién sobre los


https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4577
https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5219
https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5195
https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=8808
https://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=8415
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metabolitos secundarios, propiedades bioldgicas, los posibles usos y aplicaciones
tecnoldgicas de las algas provenientes de la zona costera ecuatoriana. La provincia de
Manabi es conocida por la cantidad de playas y peninsulas que se extiende a lo largo de su
territorio. A la vez que se considera como una de las zonas que contienen la mayor

diversidad de especies acudticas (Intriago, 2020; Sosa et al., 2013).

1.4.6 Propiedades bioldgicas de las algas

Desde el punto de vista nutricional, las algas constan de baja cantidad de calorias, una
elevada fuente de proteinas, fibra, vitaminas y minerales, por lo cual se considera como una
fuente alimenticia importante. La cantidad de proteinas encontradas puede variar desde un
5% a un 47% dependiendo de la especie (Haydelba et al., 2020). Entre estas encontramos a
las ficobiliproteinas encontradas en algas rojas y pardas que pueden ser usadas contra
enfermedades neurodegenerativas. Como fuente de carbohidratos, suelen usar una
molécula llamada manitol, que en el organismo humano tiene funcién depurativa sin
aumentar el nivel de glucosa en sangre. A mas, este tipo de individuos presentan una fuente

rica en vitaminas A, B, C, E (Garcia, 2015).

Desde épocas ancestrales se han utilizado algas como farmacos para diferentes
patologias. Actualmente marca una importancia motivada por el contenido de metabolitos
secundarios (Gomez-Ordodiiez, 2013). Se informa que su uso puede ayudar a limpiar la
sangre, en la digestion, en mucosas, desintoxicantes hepaticos, contra la obesidad, poseen

también propiedades espesantes, y reforzantes del sistema inmunoldgico (Riolobos, 2016).
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Las diversas actividades de los bioactivos pueden ser explicadas por su disposicién como
mecanismos de defensa contra circunstancias del medio ambiente debido a su fuerte

exposicion a la luz, pH, temperatura e inclusive animales (Diaz Gutierrez et al., 2015).

1.4.7 Principios activos

Los principios activos son moléculas obtenidas producto del metabolismo de las plantas
y algas. Suelen tener actividad farmacoldgica y susceptible al uso terapéutico e inclusive en
el mundo cosmético (Perez & Verde, 2000; Siddharth & Rai V, 2019). En general estos
principios activos no suelen distribuirse de manera uniforme por todo el individuo. Pueden
destacar componentes con efecto analgésico, antiinflamatorio, depurativo, drenante,

nutritivo, etc... (J. Marquez-Rocha et al., 2020).

Como cualquier organismo, las algas pueden sintetizar moléculas llamados metabolitos
primarios esenciales para la vida, como: aminodcidos, proteinas, lipidos, carbohidratos,
acidos nucleicos y acidos carboxilicos (Greque De Morais et al., 2015). Sin embargo, han
desarrollado la capacidad de sintetizar biomoléculas no esenciales para la vida como lo son
los llamados metabolitos secundarios (MS) o productos naturales, siendo moléculas que
suelen utilizar vias biosintéticas similares a los primarios, pero cuyas caracteristicas son
particular y terapéuticamente diferentes por lo cual son denominadas principios activos

(Haydelba et al., 2020).

Las algas presentan una quimica Unica y diversa, en donde incluye la mayoria de las
clases y caracteristicas funcionales de MS hasta ahora conocidos y que no se encuentran en

ninguna otra fuente orgdnica (J. Marquez-Rocha et al., 2020).
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Son compuestos quimicos sintetizados por las algas que no intervienen en el su

metabolismo primario. Suelen estar relacionadas a estados especificos de desarrollo y a

periodos de estrés (J. Mdrquez-Rocha et al., 2020).

Figura 7.

Vias bioldgicas de metabolitos secundarios
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Tienen un rol ecoldgico, la cual en su mayoria responden a diversas propiedades

biomédicas como respuestas antivirales, antitumorales, anticonvulsivantes, antioxidantes,

inclusive como importancia medicinal, cosmética, alimentaria, entre otros (Haydelba et al.,
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2020; Singh et al., 2017a). Varian segun la familia, género e inclusive especies a lo que se les

atribuye el olor, color hasta sabores especificos de las plantas y algas (Maschek et al., 2008).

Se dividen en grupos principales: Terpenos, Compuestos fendlicos, Glicésidos,
Carotenos, Xantofilos, Tocoles, polifenoles, acetogeninas, florotaninos, Poliketidos,

alcaloides y NRPS (Perez & Verde, 2000).

Muchas de estas vias son comunes para diversos tipos de MS, por lo que se los puede
conectar mediante las interacciones y relaciones que estas tienen, como se observa en la

Fig.4 (Tenorio, 2018).

1.4.8.1 Terpenos

Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios. Suelen ser insolubles
en agua y se derivan de unidades de isopreno (Frikha et al., 2011). Se clasifican en
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenosy
politerpenos (obsérvese la Fig.5.). Su ruta metabdlica es a partir del 4cido mevaldnico o la del
metileritrol fosfato. Durante su formacion, las unidades de isopreno son ligadas en una
distribucién cabeza - cola para formar moléculas de distinto tamafio y forma (Frikha et al.,

2011).

Usados muy comunmente por sus aromas, por su utilidad agricola y medicinal como:
anticarcinagénicas, antiulcerosas, antimicrobianas, entre otros (Sangucho, 2017). Por tal
razon su uso se ha amplificado en productos farmacolégicos, cosméticos, aromaticos y

especias.

En este grupo se encuentran los esteroides, carotenoides, quininas preniladas,

hidroguinonas aceites esenciales, latex, esteroles, carotenoides, hormonas, etc.
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Figura 8.

Vias bioldgicas de metabolitos terpenos
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Fuente: (Sangucho, 2017).

Los carotenoides son pigmentos accesorios de la fotosintesis formados de cadenas
hidrocarbonadas. Cuando este grupo presenta funciones oxo, hidroxilo o epoxi toman el
nombre de xantofilas. Entre las formas existentes del caroteno encontramos el B-caroteno y
la equinenona como las mas importantes, a mas de la astaxantina, zeaxantina, cantaxantina
gue desarrollan roles de coloracidn, pigmentos visuales y actividad antioxidante. Suelen ser

precursores de la vitamina A lo que promueve su valor nutricional. (Singh et al., 2017a). Se
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ha registrado la actividad antioxidante de la astaxantina al registrar su efectividad contra
enfermedades como, diabetes, cancer, nefropatias, sindromes neurodegenerativos (Gémez-

Ordéiiez, 2013).

1.4.8.2 Polikétidos

Figura 9.

Formacion de los polikétidos

Si: oﬁ ﬁo L o 0
(acB S&\;@j @B A

Fuente: (Sangucho, 2017).

Formados a partir de la polimerizacidn de acetato son similares a las grasas a partir de
su via biosintética. Durante su formacidn la intervencion del acetil coenzima A proporciona
el ligamiento de los bloques estructurales (obsérvese la Fig.6.). Comprenden una cuarta parte
de los compuestos de algas. En este grupo encontramos a las llamadas acetogeninas cuya

funcidn es el bloqueo de energia celular en células neopldsicas (Singh et al., 2017a).

1.4.8.3 Alcaloides

Moléculas derivadas de aminoacidos, a menudo de sabor amargo y estructura
aromatica. Son un grupo de compuestos con diferentes vias metabdlicas relacionadas. Este
tipo de compuestos es de los mas importantes como bioactivos, pues siendo solubles en
agua, poseen atomos de nitrégeno y actividad bioldgica. Su capacidad para interactuar con

neurotransmisores del ser humano, han otorgado el medio para generar respuestas
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fisioldgicas y psicoldgicas. En altas dosis resultan ser toxicas, sin embargo, a bajas dosis
tienen una elevada utilidad terapéutica. Su sintesis se basa principalmente en la ruta de los

aminoacidos como la lisina, tirosina y triptéfano (Pefa et al., 2007).

1.4.8.4 Compuestos fenolicos

Figura 10.

Formacion de Tocopherol, compuesto fendlico
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Fuente: (Hurtado & Pérez, 2014).

Son composiciones organicas derivadas del fenol (anillo aromatico con grupo hidroxilo
anclado (obsérvese la Fig.7.), fenilalanina, triptéfano, tirosina y derivados. Son un grupo diverso
de compuestos que involucra desde moléculas sencillas hasta complejos como acidos
fendlicos, flavonoles, chalconas, flavonoides, taninos, saponinas, hidroquinonas triterpenos
y derivados antracénicos (Mifio, 2007; Peiia et al., 2007). Su ruta metabdlica involucra la
ruta del acido maldnico y acido shiquimico, siendo el dltimo el principal precursor de
compuestos fendlicos (Sangucho, 2017). Muchos de estos compuestos se presentan en las

algas en forma de polifenoles como el florotanino (Gémez-Ordéiiez, 2013).

Los taninos son compuestos generalmente toéxicos encontrados en la piel de frutos

inmaduros. Esta funcion es debido a que suelen unirse a proteinas causando su
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desnaturalizacion. Se ha demostrado la actividad antiinflamatoria, bactericida y algicida del

florotanino (Robalino, 2017).

Las antocianinas son moléculas responsables de la coloracidn. Su funcion se da gracias
al nimero de grupos hidroxilo y metioxilo presentes, a mds del pH de las vacuolas que las
contienes. Su interés se da gracias a la capacidad de pigmentacidon como por propiedades
antioxidantes, por lo tanto generan un papel anticancerigeno, antiinflamatorio,
antitrombético, antibacterial, antialrgénico y preventivo (Hurtado & Pérez, 2014; Quifiones
& Coy-Barrera, 2015). Las antocianinas monoméricas son un grupo de pigmentos de color
rojo, ampliamente distribuido en el reino Planteae. Constituidas por una molécula de
antocianidina que se la denomina aglicona, unida a un aztcar por medio de un enlace -
glucosidico con una elevada actividad antioxidante (Limaymanta Solano & Ramos Ibaiiez,

2016).

1.4.8.5 Glicosidos
Son metabolitos de gran importancia, llamados asi por el enlace glucosidico que las une.

Encontramos de cuatro tipos: Saponinas, glicdsidos cardiacos, glucosinolatos y glicdsidos

cianogénicos (Siddharth & Rai V, 2019).

Las saponinas son moléculas formadas a partir de triterpenos o esteroides con una o
mas moléculas de azlcar. Esta caracteristica provee de propiedades surfactantes a la
molécula. Los glicésidos cardiacos, similares a las saponinas, se diferencian por presentar
una molécula de lactona. Ha sido utilizada para combatir la insuficiencia cardiaca

congestiva. Los glicdsidos cianogénicos son compuestos nitrogenados tienen un papel
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protector de las algas frente a algunos herbivoros. Los glicdsidos generados por las algas

pardas contienen arsénico (Batista Gonzalez et al., 2009).

Los ficoloides son un tipo de polisacarido sintetizado por algas marinas, importantes
debido a sus multiples funciones como antioxidantes, antivirales, antitumorales,
anticoagulantes. El carragenano es conocido por su propiedad viscosa usada en multiples
productos industriales. Se extraen principalmente de algas rojas. El alginato encontrado
principalmente en algas pardas tiene su uso en farmacéutica y cosmética (Gémez-Ordodiiez,

2013).

1.4.8.6 Compuestos halogenados

Los compuestos halogenados aislados principalmente de algas rojas y pardas han sido
calificados a partir de la halogenacién de terpenos, fenoles, indoles, acidos grasos,
compuestos volatiles como bromoformo y/o cloroformo. Su visidn a nivel médico es de gran
importancia debido a actividades antivirales, antiinflamatorias, citotdxicas, insecticidas,

entre otras (Pérez & Saura, 2007).

1.4.9 Principios activos sintetizados en funcién del tipo de macroalga

1.4.9.1 Rhodophyta

Este tipo de macroalgas presenta la mayor diversidad de MS respecto a otras especies,
es decir, todas las clases principales de productos naturales de las algas a excepcion de los
florotaninos. De manera predominante elaboran acetogeninas e isoprenoides distinguidas

sustancialmente por poseer derivados halogenados que contienen cloro y bromo (Maschek
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et al., 2008). El poco interés de estos principios activos es a causa de la halogenacion de las

moléculas, lo que causa escasez de actividad biolégica (Batista Gonzalez et al., 2009).

Varios géneros de Rhodomelaceae expresan MS terpénicos que son tipicamente
ciclados, ej. Laurenol, pacifenol, entre ellos encontramos moléculas de naturaleza poliéter
como el callicladol. Se observa también la produccion de acetogeninas C generalmente
halogenadas y halomon que es un anticancerigeno altamente estudiado. Otros géneros
elaboran fenoles bromados, esteroides no halogenados, pequeias cetonas halogenadas y
furanonas halogenadas. Estas ultimas tienen accién antibacteriana al funcionar como

antagonista de su sefial intracelular (Garcia-Galaz et al., 2014).

Compuestos fenodlicos como la catequina, galato de epigalocatequina, catecol, rutina,
morina, acido cafeico y hesperidina, identificados en algas rojas, exhiben actividad

antioxidante (Singh et al., 2017a).

1.4.9.2 Phaeophyta

Los compuestos secundarios comunes de este tipo de algas son los diterpenos,
florotaninos y acetogeninas C, todos estos poco halogenados. Los florotaninos son las
moléculas representativas de las algas pardas presentdndose en una elevada cantidad con
destacada actividad antioxidante (Pesantes, 2019). Se clasifican en: fucoles, floretoles,
fucofloretoles, fuhaloles, isofuhaloles, almacenados dentro de células de vasos llamados
fisodos. Formados principalmente como quinonas hidroquinonas preniladas. Se conoce que
desempefiian funciones ecoldgicas en la cicatrizacidén de heridas, alejamiento de herbivoros,

infecciones fungicas como bacterianas, proteccién UV (Singh et al., 2017a)
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La mayor cantidad de productos naturales de este orden proviene de un solo género
Dictyota, donde dominan los diterpenos como el dictyol E, amijiol, dictyoxetano. Se ha
evidenciado a su vez la presencia de acetogeninas C en el género de Dictyopteris, entre ellos
incluyen los hidrocarburos dictyopterene A y D con actividad de feromonas. Estas moléculas
han demostrado actuar como una defensa quimica (Basurto & Alcivar, 2019; Pesantes,

2019).

1.4.9.3 Chlorophyta

Este tipo de macroalga produce la menor cantidad de productos naturales. Se ha
investigado que los compuestos generados por las algas verdes son similares a los de las
algas rojas, haciendo énfasis en los sesquiterpenos (Quitral et al., 2012). La mayor cantidad
de MS reportados de este phylum son terpenos, proviniendo del orden Bryopsidales. Los
Kahalalides son compuestos inusuales encontrados en las algas verdes. Tenemos también

guinonas preniladas halogenadas con bromo conocidas como cymopols.

1.4.10 Actividad antioxidante

Varios estudios de nutricidn humana asocian la patogénesis de enfermedades al estrés
oxidativo y la correlacidn del consumo de frutas y verduras con la baja incidencia de
enfermedades (Batista Gonzalez et al., 2009). Por tal razén, se genera el estudio de
antioxidantes de manera intensa para prevenir el dafio organico a causa de contaminantes
ambientales, radiacidén o desechos téxicos del cuerpo (especies reactivas del oxigeno
“R0OS”), considerando que aproximadamente del 1 — 3% del oxigeno consumido se convierte

en superoxido (Gomez-Ordodiiez, 2013).
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Figura 11.

Método de DPPH para identificar la presencia de antioxidante

DPPH DPPH
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Fuente: (Sangucho, 2017).

Los llamados antioxidantes tienen la funcién de reducir o prevenir la oxidacion de la
célula como mecanismo de proteccién (Hernandez, 2004). Estas moléculas se encuentran en

practicamente todas las plantas y algas.

Figura 12.

Método de ABTS para identificar la presencia de antioxidante
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Fuente: (GoOmez-Ordodiiez, 2013).
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Las propiedades antioxidantes en algas pueden ser explicadas por la presencia de
carotenoides, micosporinas, terpenos, polisacdridos sulfatados, acidos fendlicos, acidos
cindmicos, florotaninos, bromofelones, como principales de esta actividad pues protegen al

tejido del estrés oxidativo (Goémez-Orddiiez, 2013).

Los aminoacidos similares a la micosporina (MAAS) y la escitomenina presentan
propiedades fotoprotectoras evitando la produccién de radicales libres gracias al potencial
dispensador de exceso de energia. Se ha informado que los MAAS no solo proporcionan
proteccion a los productores, también a los consumidores primarios y secundarios si los

ingieren (Singh et al., 2017a).

Figura 13.

Método de FRAP para identificar la presencia de antioxidante.
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Fuente: (Gomez-Ordodiiez, 2013).



Entre los diversos métodos que se utiliza para determinar la actividad antioxidante,
usan como fundamento la captacién de radicales libres (obsérvese la Fig.8.), ejemplo: DPPH
(2,2 — difenil — 1 — piril hidrazilo”) (Quitral et al., 2012; Romero, 2017), ABTS (“azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) -6-sulfénico”) y FRAP (“poder antioxidante reductor férrico”) (Lopez,

2019), entre otos.

Figura 14.

Método de FC para identificar la presencia de antioxidante.
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Fuente: (Lopez, 2019).
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CAPITULO 2:

METODOLOGIA

2.1, Responsable del proyecto

La responsable del proyecto es la Srta. Josselyne Michelle Bricefo Sevilla, estudiante de la

carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

2.2, Localizacién geografica

2.2.1. Trabajo de investigacion

La investigacion se realizd en los laboratorios de la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE que se encuentran ubicados en la provincia de Pichincha, cantén Ruminahui, Av.
General Rumifiahui S/N, sector La Colina, sede Sangolqui. Latitud: 0°18'53.61237" S (m),

Longitud: 78°26'46.76473" W (m). Altura elipsoidal: 2523.067 (msnm).

2.3.  Periodo de investigacion

El proyecto contempld los meses, desde ABRIL del 2021 hasta JULIO del 2021, con una

duracién de cuatro meses.

2.4. Obtencidn y tratamiento de muestras
Las muestras de algas fueron recolectadas en la zona costera de Manabi, almacenadas en
agua y temperatura de -4°C hasta su analisis, con el fin de mantener la muestra fresca, y

transportadas al laboratorio de la Universidad de las Fuerzas Armadas.
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Posteriormente las muestras se lavaron con agua y dejaron secar a temperatura
ambiente durante 5 dias. Una vez secas, las muestras se pulverizaron en un mortero de

ceramica almacenando su contenido hasta su uso.

2.5. Extraccion de principios activos

Se utilizd el método modificado de (Gonzalez Giro et al., 2015).

Se colocé 1 gramo de muestra seca en 10 mililitros de metanol puro y se dejo reposar
durante 72 horas en oscuridad. La determinacién de capacidad antioxidante se llevé a cabo
en la fraccion: liquida (sobrenadantes de la extraccién). Posteriormente se realizaron

diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 para efectuar las pruebas correspondientes.

2.5.1. Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH

Se utilizé la técnica mencionada por (Bohorquez, 2016).

Inicialmente se prepard 100 ml de una solucién de DPPH (2,2- difenil-1-picril hidrazilo) en
metanol absoluto a una concentracién de 0.15mM. La solucién madre obtenida se diluyd en
metanol hasta obtener una absorbancia de 0.7 a 0.8 + 0.05 medidos a 517nm de longitud.
Se realizd la curva de calibracién utilizando Trolox en un gradiente de concentracién de 0 a
1.5mM disuelto en metanol. Se determiné la capacidad inhibitoria de la absorbancia del
blanco después de hacer reaccionar 2.9 mL de solucion DPPH con 0.1mL de muestra Trolox
durante 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Para las mediciones de la
muestra seca se utilizaron las diluciones preparadas previamente de 1:5, 1:10, 1:20, usando

como blanco metanol absoluto siguiendo el mismo proceso previamente descrito.
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Las absorbancias se midieron a una longitud de onda de 517nm y el % de inhibiciéon se
calculd utilizando la férmula:
Absy, — Absy,

b

Donde:
Absy = Absorbancia del blanco de |la muestra

Absms = Absorbancia de la muestra

2.5.2. Método ABTS

Se utilizara la técnica mencionada por (Bohorquez, 2016).

Inicialmente se prepararon las soluciones madre de ABTS y Persulfato de potasio en
agua destilada a una concentracién de 7 mM y 2.45 mM respectivamente en 100mL. Se dejd
reaccionar de 12 a 24 horas para posteriormente diluir la solucién en metanol absoluto
hasta llegar a una absorbancia de 0.7 a 0.8 £ 0.05 medida a 734nm de longitud. Se realizd la
curva de calibracién utilizando Trolox en un gradiente de concentraciéon de 0 a 1.5mM
disuelto en metanol. Se determiné la capacidad inhibitoria de la absorbancia del blanco
después de hacer reaccionar 2 mL de solucién ABTS con 20uL de muestra Trolox durante 7
minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Para las mediciones de la muestra seca se
utilizaron las diluciones preparadas previamente de 1:5, 1:10, 1:20, usando como blanco
metanol absoluto siguiendo el mismo proceso previamente descrito.

Las absorbancias se midieron a una longitud de onda de 734nm y el % de inhibicion se
calculd utilizando la férmula:
Abs) — AbsSy,

b
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Donde:
Absy = Absorbancia del blanco de la muestra

Absms = Absorbancia de la muestra

2.5.3. Calculo de la capacidad antioxidante como equivalentes Trolox. (TEAC)

Se utilizé la ecuacién de (Shikamura et al, 2014) el cual calcula la concentracién
inhibitoria de Trolox. Para determinar el valor, se utilizé la ecuacion de la curva trolox
reemplazando Y por 50% para obtener el ICsg trolox. POsteriormente se hizo el mismo cdlculo

para obtener el ICs50_ms.

mg Trolox> _ 1Csp de Trolox =D

TEAC (
g muestra

ICs de muestra (%)

Dénde I(sq: Concentracion inhibitoria del 50%.
2.5.4. Método FRAP

Se utilizé el método mencionado por (Rioja et al., 2017).

Se preparé reactivo FRAP colocando 100mL de tampdn acetato 0.3M a pH 3.6 con 10mL
de solucién madre TPTZ 10mM y cloruro férrico disuelto en agua a 20mM.

La reaccién se llevd a cabo colocando 3 mL de solucién FRAP con 0.1mL de muestray
0.3mL de agua destilada durante 4 minutos a temperatura ambiente y oscuridad (Pulido et
al., 2000).

La curva de calibracidn se realizé utilizando una solucién de sulfato ferroso disuelto en
agua destilada en un gradiente de concentracion de OmM a 1000mM expresando los
resultados en mg de Fe*?2 por g de muestra. Las absorbancias fueron medidas a 593 nm de

longitud de onda.
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2.5.5. Fenoles totales

Se siguid el método llevado a cabo por (Garcia et al., 2010).

Para la determinacién de fenoles totales se realizé la reaccién de 2mL de agua destilada a
la cual se le adicion6 0.4 mL de muestra y 0.4 mL del Reactivo de Folin - Ciocalteu, dejando
reaccionar por 5min. Pasado este tiempo se agrega 0.4 mL de Na;COs junto a 0.8 mL de
agua destilada. Finalmente se mantuvo en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente y
oscuridad.

La curva de calibracién se utilizé una solucidn estandar de acido gdlico disuelto en metanol
absoluto a un gradiente de concentracién de 0 a 500mg/L. Se utilizaron los extractos
diluidos para el analisis de las muestras secas tomando metanol absoluto como blanco de
analisis.

La absorbancia se midié a 765 nm de longitud de onda.

Para la determinacién de fenoles se reemplazé la absorbancia de la muestra seca en la
ecuacién de la curva de calibracién multiplicado por el factor de dilucién para expresar

como mg de 4cido gélico por 100 gramos de muestra (%p/p).

2.5.6. Evaluacidn del tamizaje fitoquimico

El andlisis fitoquimico fue una secuencia de aislamientos y purificaciones de los
compuestos presentes en la muestra con determinados reactivos donde se observaron
reacciones como cambio de color, fluorescencia, diversas reacciones, afirmando o
descartando su presencia (Basurto & Alcivar, 2019; Gémez-Ordéiiez, 2013; Gonzélez Giro

et al., 2015; Pesantes, 2019; Puebla, 2019).



Se utiliza la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).

La valoracidn se designa segun la concentracidn del principio activo mediante

colorimetria regido por la FDA, siendo (-) negativo, (+) poco, (++) regular, (+++) positivo.

2.5.6.1. Azucares reductores

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).
Del extracto metandlico se tomd una pequefia alicuota de 1 ml. Se calentd en bafo
maria y se le agrego la solucién de Fehling A y B, hasta punto de ebullicién.

La formacién de un precipitado rojo indicaria la presencia de azucares reductores.

2.5.6.2. Terpenos

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).

Se realiz6 la mezcla de 2.5 ml de los extractos junto a 1 ml de cloroformo y
posteriormente se agrega 1.5 ml de acido sulfirico concentrado de manera cuidadosa.
Si existe presencia de terpenos se formaria en la interface una coloracién marrdn rojiza lo

cual indica la reaccién positiva.

2.5.6.3. Saponinas

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).
Se anadieron 2.5 ml de agua destilada a 1.5 ml del extracto de la muestra en un tubo de
ensayo.
Se agitd vigorosamente hasta formar espuma. La formacion de espuma seria una sefial

positiva de saponinas.
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2.5.6.4. Taninos

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).
En un tubo de ensayo se colocd 1 ml del extracto en 5 ml de agua destilada en
calentamiento. Se afladid gotas de cloruro férrico al 0.1% siendo la prueba positiva si

aparece una coloracién verde pardusca o una coloracidn azul negra.

2.5.6.5. Alcaloides

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).

En 1 ml del extracto se agregé una o dos gotas del reactivo de Maeyer al costado del tubo.

La presencia de un precipitado blanco o cremoso indicaria que la prueba es positiva.

2.5.6.6. Flavonoides

Se utilizé la metodologia citada por (Basurto & Alcivar, 2019).
En un tubo de ensayo se mezclaron 1 mm del filtrado junto 2 gotas de cloruro férrico en

metanol. La prueba positiva resultaria al formarse un color verde negruzco.

2.5.6.7. Antocianinas

Se utilizé la metodologia citada por (Colima, 2016)
En un tubo de ensayo se mezclaron 1 mL del filtrado junto 1 mL de HCI 1N. La prueba

positiva resultaria al formarse un color rojizo.
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2.6. Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS ver. 25.0.

2.6.1. Analisis de extracto de principios activos de muestras

No se aplicé analisis estadistico descriptivo.

2.6.1.1. Capacidad antioxidante
Se realizd la identificacidon de la capacidad antioxidante por medio del método DPPH,
ABTS y FRAP mediante un andlisis de varianza de 8x3x3, donde son 8 muestras y 3

repeticiones por los 3 métodos aplicados.

Si existe diferencia de varianzas, se aplica la prueba Tukey, considerando

estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar de tres experimentos

independientes.

2.6.1.2. Tamizaje fitoquimico
Se realizo el andlisis de 8 muestras por 3 repeticiones para verificar la presencia o

ausencia de los diversos tipos de compuestos fitoquimicos.

No se realizd andlisis cuantitativo.
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CAPITULO 3:
RESULTADOS

3.1 Recoleccidon de muestras

Se recolectaron 6 especimenes de algas a las que se las que se las denomind bajo el

siguiente cédigo (Obsérvese la Tabla 2.).

Tabla 2.

Cddigos de muestra analizada

Tipo Nombre Cadigo
Muestra 1 Padina pavonica Pp
Muestra 2 Hypnea spinella Hs
Muestra 3 Gelidium pusillum Gp
Muestra 4 Chaetomorpha ligustica Cl
Muestra 5 Ulva latuca ul
Muestra 6 Saccharina latissima S|

3.2 Determinacion de capacidad antioxidante

3.2.1 Método de DPPH.

Se puede observar a en la Figura 15. los porcentajes de inhibiciéon obtenidos de las
diferentes muestras de algas analizadas bajo sus respectivas diluciones, siendo la de mejor
capacidad inhibitoria la muestra Ul con 18% de inhibicién y la de menor capacidad la

muestra Pp con 11%.

El porcentaje de inhibicidn se lo cuantifico a la escala respectiva utilizando la curva de
calibracion de Trolox encontrada en el ANEXO 2, expresando los resultados en mg de
Trolox/ g de muestra seca como se muestra en la Tabla 3., indicando que mientras mayor

sea el valor de TEAC posea la muestra, mayor actividad antioxidante es, siendo la muestra Ul



gue mejores resultados arroja con una media de 0.3115 y la muestra Hs la que mas bajos

resultados arroja con una media de 0.0984.

Figura 15.
Grdfica comparativa del % de inhibicion DPPH vs tipo de muestra vs diluciones 1/5, 1/10,

1/15
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Fuente: (Bricefio, 2021).

Tabla 3.

Media descriptiva de la capacidad antioxidante por método DPPH.

Media Desviacion Error
estandar estandar
Pp 0,1633 0,0370 0,0214
Hs 0,0984 0,0222 0,0128
Gp 0,1377 0,0119 0,0069
Cl 0,2326 0,0294 0,0170
ul 0,3115 0,0355 0,0205
Si 0,2393 0,0090 0,0052
Total 0,1971 0,0767 0,0181

* Los valores expresados son el producto de las 3 repeticiones experimentales
realizadas.
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Previo al andlisis estadistico de los resultados se analizd la distribucion de los datos
utilizando la prueba de normalidad de Shapiro — Wilk, resultado un p,q;0 = 0.05 positivo
para normalidad como se observa en la Tabla 4., con lo que se procede a la realizacién de

pruebas paramétricas.

Tabla 4.

Prueba estadistica de normalidad.

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk

Estadistico gl p
Test_DPPH Pp 0,880 3 0,324
Hs 0,988 3 0,793
Gp 0,984 3 0,755
cl 0,951 3 0,574
ul 0,881 3 0,327
si 0,875 3 0,310

a. Correccion de significacion de Lilliefors
*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

Mediante la prueba de ANOVA se puede observar que existe una diferencia significativa
entre los valores de la capacidad inhibitoria de las muestras con un p,4;0r < 0.05. Obsérvese
la Tabla.5.

Tabla 5.

Prueba ANOVA para el método DPPH.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Test_DPPH 0,293 5,000 0,059 7,873 0,000

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Utilizando el método estadistico Tukey se verifica la diferencia y homogeneidad entre

las muestras de algas. Se observa que las muestras Hs, Gp y Pp tienen un comportamiento
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antioxidante similar, al igual que las muestras Cl y Si, en comparacion a la muestra Ul cuyo

comportamiento es significativamente diferente a las demas.

Tabla 6.

Pruebas Tukey para método DPPH.

Subconjunto para alfa = 0.05

Muestra N 1 2 3 4
Tukey B2 Hs 3 0,0984 A
Gp 3 0,1377 A
Pp 3 0,1633 A
Cl 3 0,2326 B
Si 3 0,2393 B
ul 3 0,3115 C
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Letra comun no son significativamente
diferentes
Figura 16.

Comparacion de medias por método DPPH.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.
Comparacion de medias por el método de DPPH
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Fuente: (Bricefio, 2021)
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Se observa ademas en la Tabla 6. que el mejor resultado de actividad lo posee la muestra Ul

y el menor valor obtenido por la muestra Hs, comprobado en la Figura 16. de comparacién

de medias.

3.2.2 Método ABTS

Se puede observar a en la Figura 17. los porcentajes de inhibicidon obtenidos de las

diferentes muestras de algas analizadas bajo sus respectivas diluciones, siendo la de mejor

capacidad inhibitoria la muestra Ul con 27% de inhibicién y la de menor capacidad la

muestra Hs y Gp con 13%.

Figura 17.
Grdfica comparativa del % de inhibicion ABTS vs tipo de muestra vs diluciones 1/5, 1/10,
1/15
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Fuente: (Briceio, 2021).
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El porcentaje de inhibicion se lo cuantificd a la escala respectiva utilizando la curva de
calibracion de Trolox encontrada en el ANEXO 3, expresando los resultados en mg de
Trolox/ g de muestra seca como se muestra en la Tabla 7., indicando que mientras mayor
sea el valor de TEAC que posea la muestra, mayor actividad antioxidante posee, siendo la
muestra Ul que mejores resultados arroja con una media de 0.8182 y las muestras Hs y Gp

las que mas bajos resultados obtienen con una media de 0.4400 y 0.4580 respectivamente.

Tabla 7.

Media descriptiva de la capacidad antioxidante por método ABTS

. N Error estandar
muestra Media Desv. Desviacion

de la media
Pp 0,4937 0,0277 0,0160
Hs 0,4400 0,0869 0,0501
Gp 0,4580 0,0142 0,0082
cl 0,5245 0,0865 0,0500
Ul 0,8182 0,1107 0,0639
Si 0,5052 0,1282 0,0740
Total 0,5399 0,1500 0,0354

* Los valores expresados son el producto de las 3 repeticiones experimentales realizadas.

Previo al andlisis estadistico de los resultados se analizd la distribucion de los datos
utilizando la prueba de normalidad de Shapiro — Wilk, resultado un p,4;0 = 0.05 positivo
para normalidad como se observa en la Tabla 8., con lo que se procede a la realizacién de
pruebas paramétricas. Mediante la prueba de ANOVA de la Tabla 9. se puede observar que
existe una diferencia significativa entre los valores de la capacidad inhibitoria de las

muestras con un pygior < 0.05.



Tabla 8.

Prueba estadistica de normalidad

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk

Estadistico gl p
Test_ABTS Pp 0,931 3 0,493
Hs 0,976 3 0,706
Gp 0,918 3 0,444
cl 0,920 3 0,453
ul 1,000 3 0,994
Si 0,933 3 0,501

a. Correccidn de significacion de Lilliefors
*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

Utilizando el método estadistico Tukey se verifica la diferencia y homogeneidad entre
las muestras de algas. Se observa que las muestras Hs, Gp, Pp, Siy Cl tienen un
comportamiento antioxidante similar, en comparacién a la muestra Ul cuyo

comportamiento es significativamente diferente a las demas.

Tabla 9.

Prueba ANOVA para método ABTS.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Test_ABTS 0,092 5,000 0,018 26,131 0,002

*_ Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Se observa ademas en la Tabla 10. que el mejor resultado de actividad lo posee la
muestra Ul con una media de 0.8182 y el menor valor obtenido por la muestra Hs 0.4400,

verificado en la Figura 18. de comparacién de medias.
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Tabla 10.

Prueba Tuckey para método ABTS

Subconjunto para alfa = 0.05

Muestra N 1 2 3
Tukey B2 Alga2 3 0,4400 A

Alga3 3 0,4580 A

Algal 3 0,4937 A

Algab 3 0,5052 A

Algad 3 0,5245 A

Alga5 3 0,8182 B

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Letra comun no son significativamente diferentes

Figura 18.

Comparacion de medias por método ABTS.

Comparacién de medias por el método de ABTS
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Fuente: (Bricefio, 2021)

3.2.3. Método FRAP
Los valores de actividad obtenidos por el método FRAP se los cuantific a la escala
respectiva utilizando la curva de calibracién de Sulfato de Potasio encontrada en el ANEXO

4, expresando los resultados en mg de Sulfato/ 100 g de muestra seca como se muestra en



la Tabla.11., indicando que mientras mayor sea el valor obtenido, mayor actividad
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antioxidante posee, siendo la muestra Ul que mejores resultados alcanza con una media de

223.108 y la muestra Hs la que menor valor obtiene con una media de 88.757.

Tabla 11.

Media descriptiva de la capacidad antioxidante por método FRAP.

Error
. Desv. ;
muestra Media . estandar de la
Desviacion .
media
Pp 135,423 36,270 20,940
Hs 88,757 50,991 29,440
Gp 105,681 49,240 28,429
Cl 150,390 40,093 23,148
Ul 223,108 45,311 26,160
Si 157,665 44,973 25,965
Total 143,504196 58,0469450 13,6817961

* Los valores expresados son el producto de las 3 repeticiones

experimentales realizadas.

Previo al analisis estadistico de los resultados se analizo la distribucién de los datos
utilizando la prueba de normalidad de Shapiro — Wilk, resultado un p,4;0r = 0.05 positivo

para normalidad como se observa en la Tabla.12, con lo que se procede a la realizacion de

pruebas paramétricas.

Tabla 12.

Pruebas de normalidad de pardmetros estadisticos

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk

Estadistico gl p
Test_FRAP Pp 0,854 3 0,250
Hs 0,998 3 0,911
Gp 0,965 3 0,639
cl 0,965 3 0,640
ul 0,984 3 0,755
Si 0,944 3 0,545

a. Correccidn de significacion de Lilliefors

*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
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Mediante la prueba de ANOVA se puede observar que existe una diferencia significativa
entre los valores de la capacidad inhibitoria de las muestras con un py,q10r < 0.05. Obsérvese
la Tabla.13.

Tabla 13.

Pruebas ANOVA para método FRAP

Suma de | Media F i
cuadrados J cuadratica g
Test_FRAP 33233,897 5,000 6646,779 3,317 0,041

*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Utilizando el método estadistico Tukey se verifica la diferencia y homogeneidad entre las
muestras de algas. Se observa que las muestras Hs, Gp, Pp, Si y Cl tienen un
comportamiento antioxidante similar, en comparacién a la muestra Ul cuyo

comportamiento es significativamente diferente a las demas.

Tabla 14.

Pruebas Tukey para el método FRAP

Subconjunto para alfa = 0.05

Muestra N 1 2 3
Tukey B2 Hs 3 88,7567 A

Gp 3 105,6812 A

Pp 3 135,4233 A

Si 3 150,3902 A

cl 3 157,6653 A

ul 3 223,1085 B

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Letra comuin no son
significativamente diferentes

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.
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Se observa ademas en la Tabla 14. que el mejor resultado de actividad lo posee la
muestra Ul con una media de 223.1085 y el menor valor obtenido por la muestra Hs 88.757,

verificado en la Figura.19. de comparacion de medias.

Figura 19.
Comparacion de medias por método FRAP
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Fuente: (Bricefio, 2021)

3.2.4. Método de Folin - Ciocalteu para cuantificacion de fenoles totales

Los valores de actividad obtenidos por el método de Folin Ciocalteu se los cuantificé a la
escala respectiva utilizando la curva de calibracion de acido galico encontrada en el ANEXO
5, expresando los resultados en mg de acido gélico/ 100 g de muestra seca como se muestra
en la Tabla 15. Se indica a su vez que mientras mayor sea el valor obtenido, mayor cantidad

de compuestos fendlicos posee, siendo la muestra Ul que mejores resultados alcanza con



una media de 56.816 y las muestras Hs y Gp las que menores valores obtienen con una

media de 22.952 y 23.530 respectivamente.

Tabla 15.

Media descriptiva de la capacidad antioxidante por método FC.

Error
. Desv. ,
muestra Media e . estandar de
Desviacion .

la media
Pp 30,065 4,769 2,753
Hs 22,952 6,931 4,002
Gp 23,530 8,162 4,712
Cl 32,200 11,846 6,839
Ul 56,816 9,957 5,749
Si 38,805 2,761 1,594
Total 34,061 13,615 3,209

* Los valores expresados son el producto de las 3 repeticiones

experimentales realizadas.

Previo al analisis estadistico de los resultados se analizo la distribucién de los datos

utilizando la prueba de normalidad de Shapiro — Wilk, resultado un p,q;0 = 0.05 positivo
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para normalidad como se observa en la Tabla 16., con lo que se procede a la realizacién de

pruebas paramétricas.

Tabla 16.

Prueba de normalidad de pardmetros estadisticos

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk

Estadistico gl p
Test_FOLIN Pp 0,800 3 0,113
Hs 0,821 3 0,166
Gp 0,821 3 0,166
al 0,998 3 0,923
ul 0,966 3 0,643
Si 0,828 3 0,184

a. Correccidn de significacion de Lilliefors

*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
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Mediante la prueba de ANOVA se puede observar que existe una diferencia significativa

entre los valores de la capacidad inhibitoria de las muestras con un py,q10r < 0.05. Obsérvese

Tabla.17.
Tabla 17.
Pruebas ANOVA para FC
Pruebas ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Test_FOLIN 2382,146 5,000 476,429 7,434 0,002

*_ Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Utilizando el método estadistico Tukey se verifica la diferencia y homogeneidad entre las
muestras de algas. Se observa que las muestras Hs, Gp, Pp, Si y Cl tienen un
comportamiento antioxidante similar, en comparacién a la muestra Ul cuyo

comportamiento es significativamente diferente a las demas.

Tabla 18.

Pruebas Tukey para el método FC.

Subconjunto para alfa = 0.05

muestra N
1 2 3

Tukey B? Hs 3 22,9523 A

Gp 3 23,5303 A

Pp 3 30,0649 A

Si 3 32,1998 A

cl 3 38,8051 AB

ul 3 56,8165 B

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Letra comun no son
significativamente diferentes
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.

Se observa ademas en la Tabla 18. que el mejor resultado de actividad lo posee la
muestra Ul con una media de 223.1085 y el menor valor obtenido por la muestra Hs

88.7567, verificado en la Figura 20. de comparacién de medias.
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Figura 20.

Comparacion de medias por método FC.

Comparacion de medias por el método de FC
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Fuente: (Bricefio, 2021)

3.2.5. Correlacidn entre pruebas

Se evidencio la correlacion de los métodos aplicados para determinar la
correspondencia de los resultados, siendo el valor mas cercano a 1 el que tendrd mejor
derivacién. En la Tabla 19. se muestra que la mayor correlacién lineal la poseen las pruebas
de ABTS con FOLIN y las DPPH con FRAP con valores de 0.782 y 0.759 respectivamente
mostrando una relacién positiva significativamente considerable. La menor correlacidn
posee la comparacion de ABTS con DPPH y ABTS con FRAP con valores de 0.670 y 0.671
respectivamente, mostrando una relacién positiva moderada y concluyendo que todas las

pruebas se correlacionan.



Tabla 19.

Pruebas de correlacion de variables de Pearson
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Test_DPPH  Test_ABTS Test_FRAP  Test_FOLIN
Test_DPPH Correlacion de Pearson 1 ,670™ ,759™ ,682™"
Test_ABTS Correlacién de Pearson ,670™" 1 ,671™" ,782™
Test_FRAP Correlacion de Pearson ,759™ ,671™" 1 ,724™
Test_FOLIN Correlacién de Pearson ,682™" ,782™ ,724™ 1

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacidn es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

c. A menos que se indique lo contrario, los resultados de la simulaciéon de muestreo se basan en 1000 muestras de simulacion de

muestreo

3.2.6. Evaluacion del tamizaje fitoquimico

A partir de los extractos obtenidos se realizaron las pruebas correspondientes para

determinar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios en forma de azlcares

reductores, terpenos, flavonoides, saponinas, taninos, antocianinas y alcaloides. Los

resultados se evidencian en la Tabla 20. Las diferentes pruebas colorimétricas se adjuntan

en el Anexo 6.

Tabla 20.

Tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos de las diferentes muestras.

Prueba Aztcares Terpenos Antocianinas Flavonoides Saponinas Taninos Alcaloides
Muestra reductores
P ) ++ i * N + +++
e ) ++ = * B + +++
o ] A ++ 1+ - -/+ +++
. ] ¥ ++ 1+ + -/+ +++
U ) ++ = + + 4+
> ) ¥ = I+ + 4+

La valoracién se designa segun la concentracion del principio activo mediante colorimetria regido por la
FDA, siendo (-) negativo, (-/+) minimo, (+) poco, (++) regular, (+++) positivo.
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CAPITULO 4:
DISCUSION

Las condiciones estacionales y ambientales del medio maritimo ha provocado que varios
organismos como las algas desarrollen mecanismos de defensa fisicos, quimicos y biolégicos
que les permita sobrevivir a situaciones que puedan incitar la muerte prematura del
individuo (Maschek et al., 2008). Entre estos mecanismos se encuentra la produccién de
componentes naturales conocidos como metabolitos secundarios. Algunos de ellos
presentan como objetivo la capacidad inhibitoria de oxidacién causada por los radicales

libres producidos en situaciones de estrés.

Cuando la defensa antioxidativa es insuficiente puede conducir a la generacion de
diferentes patologias llegando a ser fatales, lo cual radica en la importancia de este tipo de
compuestos en el metabolismo de los individuos (Hernandez et al., 2015). En Ecuador el
estudio de la actividad antioxidante de algas maritimas no ha sido explorado totalmente,
por lo que es importante generar los estudios pertinentes que permitan entender los
beneficios naturales que poseen estos especimenes. Para esto se ha utilizado las pruebas

DPPH, FRAP, ABTS y FC.

La correlacién entre las variables de prueba expone que mientras mayor sea la
concentracion del extracto, la actividad antioxidante aumenta para todas las muestras, dado
qgue el fundamento se centra en la reduccién de un compuesto oxidante provocando un
cambio de coloracién (Batista Gonzdlez et al., 2009). Como la evidencia lo sefiala, se da por a

la presencia de compuestos fendlicos, lipofilicos e hidrofilicos responsables de la actividad
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antioxidante caracteristica de los productos naturales, que han podido ser identificados por
ABTS - FC, DPPH — FRAP reciprocos significativamente como se observa en la Tabla.19.
Gracias a esta correlacion positiva, se elige las muestras cuyos valores sean los mas altos y

mas bajos obtenidos en la investigacion (Lopez, 2019).

El screening fitoquimico se centra en la realizacién de pruebas de identificacion de
metabolitos secundarios. Es el primer paso para determinar los grupos quimicos de los
objetos de estudio, por lo que a partir de ellos se puede orientar a la extraccion de

compuestos.

Meenakshi et al., (2009); Silva Marinho et al., (2018); Singh et al., (2017) mencionan
sobre la variedad de compuestos fendlicos encontrados en diferentes especies de algas,

entre ellos flavonoides, terpenos, taninos, etc.

Dichas moléculas presentan actividad con potencial antimicrobiano, antiviral,
anticancerigeno, anti-VIH, anti alergénico, antitumoral, antitrombdtico, inmunoestimulante,
antiinflamatorio y antioxidante causada por la capacidad inhibitoria de enzimas involucradas
en la generacion de radicales libres y su caracteristica de atraccidon de compuestos
oxidativos, lo que provee un fuerte interés en el drea productiva y farmacéutica (Naja et al.,

2012).

En la Tabla.20 se observa que todas las muestras ostentan presencia de terpenos,
antocianinas, taninos, flavonoides, saponinas y acaloides, obsérvese el Anexo 6, lo que
corresponde con lo mencionado por Kumar et al., (2021) en donde indica que las
macroalgas de los érdenes Ochophyta, Chlorophyta y Rhodophyta contienen fuxocantina -

xantofila, clorofila a - b y ficocianina - ficoeritrina respectivamente, incluyendo sus variantes,
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siendo pues los terpenos responsables principalmente de la coloracién y actividad

captadora de luz.

Alvarez-Gomez, (2016) menciona que, de forma ideal los niveles de agua
comparados con los niveles de materia orgdnica deben ser minimos para registrar una

buena produccién de componentes bioactivos.

El alga con mejor capacidad antioxidante fue la llamada Ulva latuca (Uv) para todas las
pruebas realizadas con una media de 0.3115 de TEAC; 0.8182 de TEAC; 223.108 mg Fe/100 g
muestra; 56.816 mg de acido galico/ 100 g muestra para las pruebas DPPH, ABTS, FRAP y FC
respectivamente. Estos resultas corresponden con lo mencionado por Kumar et al., (2021),
el cual menciona que la actividad de las llamadas lechugas de mar se puede atribuir a
componentes como la clorofila a, b y derivados, betacarotenos, licopeno, acido alpha
linoléico y compuestos altamente sulfatados a los que se les atribuye una fuerte condicién

donadora de hidrégenos (Freile-Pelegrin et al., 2020).

Abd El-Baky et al., (2008) menciona que componentes como la astrazanteina,
violaxantina, zeaxantina y criptoxantina son compuestos caracteristicos de los pigmentos
fotosintéticos del Ul, encargados en gran parte de la proteccidon del estrés oxidativo; esto
exhibe una fuerte eficacia antioxidante en comparacién de compuestos sintéticos como BHT

(hidroxianisol butilado) y BHA (hidroxiltolueno butilado).

No obstante, se menciona a su vez que el potencial de compuestos activos esta
relacionado con su naturaleza lipofilica y fendlica, entre ellos los acidos grasos insaturados,
terpenos, glicolipidos, esteroides y fenoles, lo cual explicaria los mejores resultados

obtenidos en la prueba de ABTS en comparacién al DPPH, ya que esta prueba se caracteriza
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por el reconocimiento de moléculas lipofilicas como hidrofilicas, al contrario del DPPH cuyo
centro de andlisis se da en el reconocimiento hidrofilico de sus componentes (Alvarez-

Gomez, 2016).

De manera general, las algas verdes por su coloracién y capacidad de captacion luminica
poseen acidos grasos saturados, polisacdridos sulfatados (agar, carragenina, fucoidan,
laminarian, ulvan) y celulosa cristalina, que demuestra su elevada accidn frente a otras
objetos de estudio como se puede observar en los resultados para Ul y Ch (Freile-Pelegrin

et al.,, 2020).

Es importante mencionar que la sintesis de metabolitos secundarios de las algas no solo
depende de las condiciones metabdlicas sino también de las condiciones ambientales.
Como, por ejemplo: la ubicacién geografica, el estadio de crecimiento, la humedad
ambiental, temperatura, presion; inclusive, su deteccion depende del solvente utilizado,
estadio del individuo al momento de la extraccién, volatilidad, estabilidad de los
componentes, pH, salinidad del agua, factores genéticos, entre otros. Esto pudo afectar a
los ensayos realizados, siendo un ambiente de recoleccidén no controlado. Por lo tanto es
entendible la variacién de resultados del alga Ch frente a Ul siendo ambas especimenes del

orden Chlorophyta (Farasat et al., 2013).

Independientemente del método de extraccidn y de secado, el cambio de estacionalidad
puede provocar la disminucién de actividad entre 5y 10 veces. Los componentes pueden
sufrir fluctuaciones masivas generando un efecto significativo no solo entre especies, sino
entre los mismos individuos a causa de diferencias morfoldgicas. La edad, el ambiente de
crecimiento también pueden llegar a influir en las propiedades funcionales y bioactivas de

las algas (Sappati et al., 2019; Freile-Pelegrin et al., 2020).
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Pandida Pavonica (Pp), Hypnea spinella (Hs) y Gelidium pusillum (Gp) son las muestras
gue mas bajos resultados obtuvieron en las pruebas realizadas, con valores muy cercanos.
Esto puede deberse a que, siendo poco apetecibles frente a depredadores, no necesitan de

una gran produccién fendlica (Cagalj et al., 2021).

El solvente utilizado, aparte de la extraccidn, es un factor delimitante pues es
influenciado por la polaridad del compuesto de interés, lo cual explica la actividad
moderada obtenida. Esto es evidenciable dada la variacién presentada por Cagalj et al.,
(2021) para Pp, cuyo solvente acetato de etilo presenta una actividad del 2% al 63% en
comparacion con los resultados obtenidos en esta investigacion, los cuales rodean el 14% de
actividad inhibitoria por DPPH, registrada como una depuracién templada pues pocas
evidencias se presentan de que esta especie sea rica en flavonoides (Hlila et al., 2017). La
cantidad de fenoles registrado para Gp fue de 23.43 mg/100g de muestra seca, levemente
inferior a lo registrado segun Alvarez-Gomez, (2016) que indica la posesion de una gran
cantidad de flavonoides y elevada captacion de radicales libres a causa de la presencia de
componentes como la palitina, palitinol, shironina, porpira y asterina, estos resultados

pudieron ser afectados por alguna de las variables previamente descritas Naja et al., (2012).

En el caso de Hs, Nauer et al., (2021) menciona que su actividad depende
principalmente de las ficobiliproteinas, pigmentos responsables de la coloracién rojiza de
estos individuos; entre estos compuestos pueden encontrarse los polisacaridos sulfatados
como los galactanos. La presencia de componentes inhibitorios de radicales libres varia
entre un 15 a 42 % segun Rafiquzzaman et al., (2016), lo que esta de acuerdo con los
resultados obtenidos en la experimentacién en donde se presenta una actividad del 15% por

DPPH para captacién de radicales. Esto gracias diferentes compuestos organicos como el
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carragenano, acido oléico, acido hexadecanoico, acido octadecanoico, colestano di ona,

heneicosano, nonacosano, hexacosano, grupos sulfatados, entre otros (Selvam, 2014).

Saccharina latissima (Sl), es un alga parda laminar que posee entre muchos de los
compuestos la fucoxantina como predominante. Esta es responsable del color marrén
amarillento que enmascara la coloracién de la clorofila. Incluyen adicionalmente
compuestos fendlicos como acido clorogénico, floroglucinol, acido cafeico, kaempferol,
acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido cumarico, cirsimaritina, acido ferulico, acido galicoy
acido siringico. Estos compuestos son sensibles a la temperatura y a la humedad, dando
como resultado sustancias volatiles indeseables y una importante disminucién de su
actividad bioldgica, resultando en una capacidad antioxidante ligeramente menor a las otras

muestras como se ha observado en los resultados de este ensayo (Al-Enazi et al., 2018).

Por tal, con esta investigacion se comprueba que los metabolitos secundarios no son
exclusivos de individuos terrestres, pues las algas como fuentes de compuestos bioactivos,
proveen, entre muchas actividades, la capacidad antioxidante con posibles aplicaciones para
la mejora de productos y procesos. Sin embargo, la potencialidad de estos compuestos
puede resultar afectados por diferentes variables tanto estacionales, climaticas como

metodoldgicas.
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CAPITULO 5.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las algas de este ensayo fueron recolectadas en la zona costera de la provincia de
Manabi — Ecuador. La recoleccién de las muestras se dio en la temporada estacional de

invierno.

Esta investigacion muestra, bajo sus resultados, que todas las algas analizadas poseen
actividad antioxidante. Sin embargo, las actividades bioldgicas de las algas son dependientes
de la especie, método de extraccion, solvente utilizado, como también de factores
estacionales, temperatura, humedad, pH, factor genético, ubicacién geografica. Con lo cual
se puede atribuir que las variaciones de nuestros resultados comparados con otras

investigaciones en literatura pudieron ser causados por estos factores.

La especie Ulva latuca fue el alga que mejor capacidad antioxidante demostré para
todas las pruebas, lo que pudo deberse a las propiedades de la especie como es la facilidad
de crecimiento y supervivencia en diferentes ambientes a causa de los componentes
bioactivos variantes de la clorofila a, b, carotenoides, lipidos, polisacaridos sulfatados que le

proveen una actividad biolégica sobre las demas.

La técnica metodoldgica de extraccidon y el solvente utilizado tienen un efecto critico en
los extractos y su rendimiento, pues depende de la polaridad de los compuestos y la
naturaleza del individuo. Los extractos de metanol obtenidos mostraron actividad bioldgica
significativa, lo que significa que estas especies son posiblemente una fuente de

compuestos bioactivos de interés comercial.
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Se observo a su vez que todas las especies de algas analizadas poseen flavonoides,
antocianinas, taninos, terpenos, alcaloides, saponinas bajo una deteccién cualitativa
colorimétrica. El siguiente paso recomendado es la cuantificacién de flavonoides los cuales
han mostrado en varias ocasiones ser de las fuentes principales de la capacidad

antioxidativa en estos individuos.

El ambiente marino estd sufriendo constantes cambios con los cuales los individuos
evolucionan desarrollando mecanismos de adaptaciéon. Esto genera un enorme interés en
las algas marinas para el estudio de biomoléculas que les proporcione su capacidad de
supervivencia, pues incluso dentro de las mismas especies se genera una variacion

ocasionada por los microambientes.

Por todo lo mencionado previamente, se recomienda:

e Analizar la capacidad antioxidante de los extractos que se obtengan utilizando
solventes no polares como éter de petréleo o acetato de etilo.

e Aplicar el método de quimioluminiscencia, HPLC, H-NMR para la identificacién de la
mayor variedad de metabolitos secundarios. Esto permitira tener una idea mas clara
de los tipos de compuestos que generan la actividad bioldgica en estas especies.

e Hacer un analisis de compuestos polares en ausencia clorofila pues se ha visto que
este componente influye en la actividad antioxidante

e Hacer una cuantificacidn de fenoles tratando de reducir lo mas posible las
interferencias con otros compuestos.

e Lacomparacion de los extractos como fuente antimicrobiana permitira el analisis de

diversas aplicaciones defensivas de este tipo de algas.
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