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RESUMEN

Thalassia testudinum es la planta marina de mayor abundancia en el litoral de La Habana y del Caribe en general, conocida comun-
mente como praderas submarinas o hierba de tortuga. Entre los compuestos de interés que se pueden encontrar en esta especie
sobresalen los polifenoles, los cuales son componentes estructurales de su pared celular y poseen propiedades funcionales y bioac-
tivas como antioxidante, anti-inflamatorio, neuroprotector y hepatoprotector. Investigaciones previas evaluaron diversos métodos
de extraccion de compuestos bioactivos para esta especie, por lo que este trabajo tuvo como objetivo optimizar las condiciones de
extraccion del contenido de polifenoles totales. Para ello se utilizé el método de Box y Hunter y se evalué el efecto de tres factores
influyentes en la extraccion de compuestos fendlicos (velocidad de agitacion, relaciéon material vegetal/% alcohol y concentracion
de etanol). Como variable respuesta se empleé el contenido de polifenoles totales determinada por el método de Folin-Ciocalteu.
Los resultados del disefio proporcionaron como condiciones éptimas en las variables estudiadas las siguientes: 1/11.5 p:v, 60% de
EtOH y 800 r.p.m., alcanzando rendimiento de polifenoles totales, igual a 25.60 mg/g de extracto seco; superior a las restantes
condiciones de extraccion para un extracto bioactivo con potencialidades de uso en la industria farmacéutica o nutracéutica.
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ABSTRACT

Thalassia testudinum is the marine plant of greatest abundance along the coast of Havana and the Caribbean in general, commonly
known as seagrass meadows or turtle grass. Among the compounds of interest that can be found in this species there are
polyphenols, which are structural components of its cell wall and have functional and bioactive properties such as antioxidant, anti-
inflammatory, neuroprotective and hepatoprotective. Previous research evaluated different methods of extracting bioactive com-
pounds from this species, and this work aimed to optimize the extraction conditions of the total polyphenol content. For this, the
Box and Hunter method was used and the effect of three influential factors in the extraction of phenolic compounds (agitation
speed, vegetal material / solvent ratio and ethanol concentration) was evaluated. The total polyphenol content determined by the
Folin-Ciocalteu method was used as a response variable. The design results provided as optimal conditions in the studied variables
the following: 1/11.5 w: v, 60% EtOH and 800 r.p.m., reaching a total polyphenol yield of 25.60 mg/g of dry extract; which contri-
butes to the obtaining of a better content of total phenols in a bioactive extract with potentialities of use in the pharmaceutical or
nutraceutical industries.
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INTRODUCCION

En el transcurso de los ultimos anos, el mar se ha converti-
do en la principal fuente natural de moléculas bioactivas
(NdRez et al., 2006). Al revisar la literatura cientifica se
evidencia que las angiospermas marinas son fuente de
sustancias con estructuras novedosas y diferentes activida-
des bioldgicas (Garateix et al., 2011; Rodeiro et al., 2011;
Garcia et al., 2017). Los pastos marinos, como suele cono-
cerse comudnmente, producen una amplia variedad de
metabolitos secundarios, los cuales incluyen terpenoides,
esteroles, compuestos voldatiles y productos de origen bio-
genético mixto (Subhashini et al., 2013; Zidorn, 2016).

Los compuestos fendlicos son un grupo importante de
metabolitos secundarios que presentan actividad antioxi-
dante, entre otras funciones bioldgicas. Estos compues-
tos juegan un papel importante en la defensa celular de
las plantas contra estrés abidtico y biético (Gutiérrez et
al., 2017). En especies del género Thalassia se pueden
encontrar compuestos fendlicos simples como los aci-
dos fendlicos, esteroides, acido p-hidroxibenzoico, asi
como otros mas complejos como la Thalassiolina A, B, C
y D (Rowley et al., 2002, Pino & Regalado, 2010, Usama
& Lamia, 2017). Asimismo, la Thalassiolina B quien es
una flavona glicosilada sulfatada, posee un amplio es-
pectro de bioactividad como es el efecto neuroprotec-
tor, antiinflamatoria, antiviral y antitumoral (Menéndez
et al.,, 2014, Trevathan et al., 2015, Rodeiro et al., 2017)

Diversos autores relacionan las bioactividades demostra-
das en las plantas marinas con la presencia de diferentes
compuestos quimicos como son los polifenoles (de la
Torre et al., 2012). Existe un gran interés por los com-
puestos fendlicos debido a sus propiedades antioxidan-
tes y sus posibles implicaciones en enfermedades cardio-
vasculares, inhibicion de células cancerigenas, coleste-
rol, entre otros (Voko et al., 2003).

Varios trabajos hacen referencia al uso de técnicas de
extraccion que proporcionan rapidez, reproducibilidad y
selectividad como son la Extracciéon Asistida por Ultraso-
nidos (UAE, Ultrasound-Assisted Extraction), la Extrac-
cion Asistida por Microondas (MAE, Microwave-Assisted
Extraction), la Extraccién con Fluidos Supercriticos (SFE,
Supercritical Fluid Extraction), la Extracciéon con Liquidos
Presurizados (PLE, Pressurized Liquid Extraction), Extrac-
cion Asistida con Enzimas (EAE), entre otros (Wang &
Weller, 2006). La industria cubana mantiene la linea de
procesos de extraccion basadas en métodos tradiciona-
les, como es el caso de la extraccién sélido-liquido (SLE)
donde se emplean reactores de acero inoxidable con las
caracteristicas necesarias para la extraccion de los meta-
bolitos de interés; la implementacién de técnicas mas

modernas requieren de equipamientos que implican un
costo elevado del proceso de produccién.

Diferentes autores han determinado el contenido de
compuestos fendlicos en especies del género Thalassia
(Regalado et al.,, 2012), pero no se describen técnicas
capaces de mejorar la eficiencia de extracciéon de polife-
noles totales en este género en particular.

Estudios previos desarrollados por el Instituto de Cien-
cias del Mar de Cuba demostraron que a partir de un
extracto hidroalcohdlico al 50% de etanol se obtienen
18.79 mg/g de extracto seco de compuestos fendlicos
(Valdés Iglesias et al, 2009). Teniendo en cuenta el ren-
dimiento obtenido en esta extraccion, el objetivo de
este trabajo fue optimizar las condiciones de extraccion
de los polifenoles totales en el extracto dela angiosper-
ma marina Thalassia testudinum, con vistas a obtener un
mayor rendimiento.

MATERIALES Y METODOS

Colecta

Los ejemplares de T. testudinum fueron colectados en la
Playa de Guanabo (23°10'44"N y 82°07'01" W), La Haba-
na, Cuba, cinco de los cuales se colocaron en la coleccion
referencia del Herbario del Acuario Nacional de Cuba
(IDO No. 39). Las plantas fueron lavadas con agua potable
para remover las sales y arena, luego secadas en estufa
con aire forzado a una temperatura de 50-60°C hasta pe-
so constante. Posteriormente fueron molidas en molino de
martillo hasta tamafio de particula inferior a 6 mm y alma-
cenadas en envases de polietileno negro en anaquel en
condiciones controladas de humedad y temperatura.

Diseno experimental y preparacion de los extractos

Para la optimizacion y evaluacién de la dependencia de
la variable dependiente con relacion a las variables inde-
pendientes, se realizé un disefio factorial completo 22
empleando el método de Box y Hunter donde los facto-
res evaluados fueron la concentracion de etanol en el
solvente (%), la relacion masa de material vegetal/
volumen de etanol (g/mL) y la velocidad de agitacién
aplicada durante el proceso (r.p.m.), cada uno con dos
niveles, para un total de 8 experimentos, con tres réplicas
en el centro del diseno y ampliado en los puntos estrella
(-0 y a), realizdndose 20 corridas. Como variable res-
puesta (variable dependiente) se empled el contenido de
polifenoles totales, a partir de la variacion de las variables
independientes velocidad de agitacién, relacion masa de
material vegetal/% de alcohol y concentracién de etanol.

A partir de los resultados se obtuvo la ecuacion de re-
gresion de un modelo cuadrético, la que fue derivada

110 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXI No. 1 Julio - Diciembre 2019, 109 - 117



Tabla 1. Condiciones del disefio experimental con los nive-
les establecidos para las variables independientes, codificados
como Bajo (-1) y Alto (1).

Variables independientes

Bajo (-1)
40
1/20

Medio (0)
50
1/10

Alto (1)
60
1.5/10

Concentracién de EtOH (%)
Relacién masa de material vegetal/volumen de
etanol (g/mL)

Velocidad de agitacién (r.p.m.) 400

800 1200

para cada variable independiente, se igualaron a cero y
se obtuvieron los 6ptimos relativos o locales.

La predicciéon de la variable dependiente se ajusté usan-
do una ecuacién polinomial cuadratica con el fin de
correlacionar la variable de respuesta con las variables
independientes. La férmula general de la ecuacion es:

k
. Z byx; x;
=1

k

Z byx? +
=1 i

k

k
Y = by + Z:blxl +
i=1

=1

Donde Y es la variable de respuesta (variable depen-
diente); X es la variable independiente que influye en la
variable respuesta Y; bges el coeficiente lineal; b;es el
coeficiente cuadratico y bjes el coeficiente de interac-
cion (Jiménez et al., 2015).

Posteriormente se evalud la segunda derivada con los
valores 6ptimos, donde se comprobo que se obtenia un
maximo local de la funcién para la zona de estudio. Me-
diante los valores obtenidos se obtuvo la curva de regre-
sion con los coeficientes significativos.

Para las extracciones se utiliz6 el material vegetal en las
proporciones alga/disolvente ya descritas y la solucién
hidroalcohdlica a las concentraciones de etanol definidas.
Asi cada ensayo se realizé con 20g de alga seca y molida
(humedad<12%), mezclada con 200mL de solucién hi-
droalcohdlica. Posteriormente, siguiendo las condiciones
experimentales disenadas, la mezcla se coloc6 en bano
de Maria con una temperatura de 50°C con agitacién
magnética durante 4 horas. Seguidamente el extracto se
enfrié y se filtr6 por papel de filtro Whatman cualitativo
de 180 mm de diametro. El filtrado se mantuvo en frasco
ambar en refrigeracion a 4°C hasta su andlisis.

Determinacion de Polifenoles Totales

La concentracion de polifenoles totales en los extractos
fue determinada mediante la interpolacién de la absorban-
cia de las muestras en la ecuacion obtenida a partir de las
absorbancias de las soluciones del reactivo patrén de piro-
galol (BDH) en concentraciones crecientes con el empleo

Tabla 2. Resultado de la concentracién de polifenoles totales (mg/g).

No. Experimento Etanol M.veg/v.dis V. agitacion Pol. totales
(%) (g/mL) (r.p.m.) (mg/g)
1 1 1 1 18,81
2 1 1 -1 20,69
3 1 -1 1 24,61
4 1 -1 -1 24,81
5 -1 1 1 20,18
6 -1 1 -1 22,97
7 -1 -1 1 25,12
8 -1 -1 -1 32:31
9 0 0 0 27,65
10 0 0 0 2855
11 0 0 0 2852
14 1,68 0 0 18,54
15 -1,68 0 0 18,31
16 0 1,68 0 19,48
.74 0 -1,68 0 13,82
18 0 0 1,68 28,66
19 0 0 -1,68 26,32
20 0 0 0 28,01
21 0 0 0 28,37
22 0 0 0 27,76
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del método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descri-
to en la Farmacopea Britanica (2010). La absorbancia de
las muestras y los patrones fue medida a 760nm mediante
un espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu UV-1201). Los
resultados fueron expresados como miligramos de piroga-
lol (usado como patrén) por gramo de extracto seco y
calculado segtin la ecuacion siguiente:

y=7,9449x + 0,0062 con un R2=0,9975 (coeficiente de
determinacion).

Analisis estadistico

Para el andlisis de la variable respuesta (concentracion
de polifenoles totales) se emple6 la metodologia de su-
perficie de respuesta, haciendo uso del software estadis-
tico STATISTICA software (version 4.0, StatSoft Inc.,
USA) para generar el disefio experimental, los andlisis
estadisticos de datos y el modelo de regresion.

RESULTADOS

En la tabla 2 se muestran los valores de concentracion
de polifenoles totales obtenidos experimentalmente se-
gun el disefio de experimentos establecido segin la me-
todologia de Box y Hunter.

A partir del andlisis de los resultados experimentales se

realizé el célculo de los coeficientes del modelo de re-
gresion, los cuales se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Coeficientes de regresién obtenidos.

bo 28,036353
bi: %etanol -0,826475
b2:m.veg/v.dis -1,075537
bs: v. agitacion -0,595742
b2 0,544375
bis 0,986875
b2s 0,340625
bi2s -0,760625
b1 -2,746768
b2: -3,375252
bss 0,464553

En esta tabla 3 se muestran los efectos estimados de cada
uno de los factores sobre la concentracién de polifenoles
totales presente en el extracto, asi como los efectos com-
binados de dichos factores. Esto permitié observar que

los factores %etanol (bi), m.veg/v.dis (b,) y velocidad de
agitacion (bs), asi como las interacciones mudiltiples by,,
bi3, bias, bi1, by presentan efectos significativos sobre la
variable respuesta. El efecto de los factores y de las inter-
acciones b3, byy, by, resultd ser negativo, esto nos indica
que para obtener mayor contenido de polifenoles totales
resulta conveniente operar con valores bajos de dichos
parametros. En cuanto a las interacciones (b, bi;) pode-
mos observar que influyen de forma positiva, por lo que
un aumento de estas provoca el mismo efecto en la con-
centracion de polifenoles totales presentes en el extracto,
favoreciendo asi el proceso de extraccion.

La siguiente ecuacién muestra el valor de los coeficientes
del modelo de regresion, correspondiente a las variables
que expresan efectos significativos sobre la concentra-
cién de polifenoles totales. Por consiguiente el modelo
reportado por el programa estadistico para determinar la
concentraciéon de polifenoles totales en el extracto fue:

Polifenoles totales= 28,036-0,826. EtOH -1,075- RA-
0,595 VA+0,544. EtOH. RA-0,760. EtOH. RA. VA-
2,746 EtOH?- 3,375 -RA?

Doénde:

EtOH: % etanol

RA: relacion material vegetal/volumen de etanol
VA: velocidad de agitacion

En el andlisis de varianza se observa que el coeficiente
de determinacién (R?) fue de 0,9719 indicando que el
modelo obtenido ofrece un buen ajuste en el intervalo
evaluado para la variable independiente (Wang & Wu,
2008). Al realizar la Prueba de Bondad de Ajuste, se
observa que el valor del estadigrafo F de Fisher (Fexp =
2,09949604) reportado para este modelo es menor que
el valor critico del estadigrafo (Fcrit = 0,13974401); por
lo que podemos afirmar que el modelo ofrece un buen
ajuste para predecir el comportamiento de la concentra-
cion de polifenoles totales en el extracto.

A partir de la ecuacién del modelo de regresion se obtu-
vieron las superficies de respuesta y de contorno, en las
cuales se pueden observar grificamente los diversos
efectos de las variables independientes sobre la variable
dependiente evaluada. En la figura 1 se muestra el grafi-
co de superficie respuesta donde se observa el compor-
tamiento de la concentracion de polifenoles totales en
funcién de los niveles de la relacion masa de material
vegetal/% de alcohol y concentracion de etanol.

Esta figura muestra la region de valores para los niveles de
los factores de estudio, sobre la cual se obtienen los valo-
res Optimos de la variable de respuesta. Asi mismo se
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Figura 2. Superficie de contorno para la interaccién % de alcohol - relacién.

muestra que para obtener maximos valores de concentra-
cion de polifenoles totales en el extracto, se debe mane-
jar el sistema a valores intermedios de relacion masa de
material vegetal/% de alcohol y concentracién de etanol.

La figura 2 muestra la superficie de contorno correspon-
diente al comportamiento de la concentracion de polife-
noles totales en funcién de los niveles de la relacion
masa de material vegetal/% de alcohol y concentracion

de etanol; la cual facilita la visualizacion de la forma de
una superficie de respuesta en tres dimensiones.

En esta, las curvas de los valores iguales de respuesta se
grafican en un plazo donde los ejes coordenados repre-
sentan los niveles de los factores. Cada curva representa
un valor especifico de la altura de la superficie, es decir,
un valor especifico de la concentracién de polifenoles
totales contenidos en el extracto. Dicho grafico nos per-
mite conocer en que rango de los factores de estudio es
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Figura 4. Superficie de contorno dada por el modelo. Donde A= % Etanol y C= r.p.m.

posible operar el sistema, sin salir de la zona de 6pti-
mos, donde se obtienen los maximos valores de la varia-
ble de respuesta.

El grafico que se observa en la figura 3 muestra la superficie
respuesta brindada por el modelo, la cual refleja los niveles
de concentracion de etanol y velocidad de agitacion aplica-
da durante el proceso, en los cuales se logra obtener la ma-
xima concentracion de polifenoles totales en el extracto.

En ella se aprecia que para obtener maximos valores de
la variable de respuesta, se debe emplear un solvente
cuya concentracién de etanol se encuentre en los nive-
les medios estudiados y aplicando valores bajos de velo-
cidad de agitacion durante el proceso de extraccion.

En la figura 4 se observa el grafico de superficie de contorno
donde se relaciona la concentracion de polifenoles totales
presentes en el extracto con la concentracién de etanol y la
velocidad de agitacién aplicada durante el proceso.
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Tabla 4. Confirmacién experimental.

No. Experimentos

Polifenoles totales(mg/g de extracto seco)

1

2

3
Promedio

25.62
25.44
25.74
25.60

Al analizar esta figura se observa con mayor claridad
alrededor de que valores de los niveles de estudio para
cada factor se encuentra la zona de 6ptima de concen-
tracion de polifenoles totales en el extracto. Por lo que
se puede decir que la zona de 6ptimos para la concen-
tracion de polifenoles totales presentes en el extracto se
encuentra en los niveles bajos de velocidad de agitacion
aplicada durante el proceso y valores medios de rela-
cién masa de material vegetal/% de alcohol.

El 6ptimo contenido de polifenoles totales presentes en
el extracto de T. testudinum (25.60 mg/g de extracto
seco), se obtiene empleando una relacién de 1/11.5 p:v,
con 60% de etanol y una velocidad de agitacion de 800
r.p.m. Una vez determinado el optimo de la funcién se
procede a realizar la confirmacion experimental, para
ello se realizé un experimento bajo las condiciones 6pti-
mas con tres réplicas. Los resultados del contenido de
polifenoles totales se muestran en la tabla 4.

El resultado experimental fue de 25,60 mg/g de polife-
noles totales, que muestra la bondad del modelo utiliza-
do al superar en un 26.60% la extraccion asistida por
Valdés Iglesias et al., 2009.

DISCUSION

La extraccion por el método de maceracién con agita-
cién y calor ha demostrado que disminuye significativa-
mente el tiempo de extraccion y el aumento de rendi-
miento de compuestos fendlicos (Gonzalez et al., 2016),
sin embargo pocos trabajos refieren el uso de esta meto-
dologia en los procesos de extraccion de fenoles a partir
de T. testudinum. Las capacidades metabdlicas vy fisiol6-
gicas de los organismos marinos, que les permiten so-
brevivir en habitats complejos, ofrecen un gran poten-
cial para la producciéon de metabolitos secundarios con
estructuras diferentes a los hallados en los organismos
que viven en ambientes terrestres (Srivastava et al.,
2010). Los polifenoles son antioxidantes con propieda-
des que generan beneficios para nuestra salud debido a
la actividad secuestradora de los radicales libres. Regala-
do et al. (2009), identificaron y aislaron Thalassiolina B
(flavona glicosilada) en la faner6gama marina Thalassia

testudinum. Mientras que Usama & Lamia (2017) identi-
ficaron Thalassiolina D (flavona glicosilada sulfatada) en
otra especie del género Thalassia (Thalassia hemprichii).

En cuanto al proceso de obtencién de compuestos feno-
licos, se observd que la velocidad de agitacion tuvo
efectos significativos en el contenido de polifenoles tota-
les extraidos, de tal manera que con niveles bajos de
velocidad de agitacion empleada para la extraccion me-
jor serd el rendimiento del contenido de compuestos
fendlicos extraidos.

En comparacién con los resultados obtenidos por Val-
dés Iglesias et al. (2009), para extractos de T. testudinum,
donde se empleé la maceracién con agitacion ocasional
como método de extraccién y cuyo contenido de polife-
noles totales fue de 18.79 mg/g de extracto seco, se
puede afirmar que con estas nuevas condiciones de ex-
traccion se incremento el rendimiento en un 26.60% lo
que representa un 25.60 mg/g de extracto seco de poli-
fenoles totales. Este incremento puede ser atribuido al
uso de la temperatura que facilita el paso de los metabo-
litos hacia el menstruo de extracciéon pues permite la
dilatacion de la célula vegetal y la liberacion de su con-
tenido, por otro lado la agitacién constante facilita la
extraccion de los metabolitos secundarios favoreciendo
la transferencia de masa (Miranda & Cuellar, 2001).

El desarrollo de esta técnica ofrece beneficios para su
uso en la industria, ya que se emplean reactivos de bajo
costo (como es etanol) y el equipamiento que se utiliza
contribuye al cuidado del medio ambiente (equipo libre
de esparcimiento de gases contaminantes). Ademas de
poder suministrar a la industria una materia prima rica
en compuestos fendlicos con diversas bioactividad que
contribuyan a la sustitucion de importaciones.

Gracias a este trabajo se ha logrado un mejoramiento en
la obtencién de compuestos fendlicos a partir de un ex-
tracto hidroetandlico de la planta marina Thalassia testu-
dinum, ademas de dar un aporte significativo al conoci-
miento biotecnolédgico de los recursos naturales marinos
en funcién de la obtencién de compuestos bioactivos.
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