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RESUMEN

Los antioxidantes son compuestos de gran interés en la actualidad por sus benéficas implicaciones para
la salud humana. Dado que en hoy existe un marcado interés en la basqueda de antioxidantes de fuentes
naturales, como las algas marinas, en este trabajo se analizan los extractos metanélico y hexanico de cinco
macroalgas Colombianas: Caulerpa mexicana, Laurencia sp., Sargassum sp., Dictyota sp.y Sargassum cymosum.
Se determina su contenido de compuestos fendlicos totales siguiendo el método de Folin-Ciocalteau, y se
mide su actividad captadora de radicales libres mediante el método del DPPH de los respectivos extractos.
Los resultados muestran que todas las especies de macroalgas Colombianas estudiadas presentan actividad
antioxidante, posiblemente asociada a su contenido de fenoles totales. La especie Sargassum cymosum es
la que ofrece mayor rendimiento en cuanto a contenido de compuestos fendlicos, actividad captadora
de radicales libres, y es la segunda en rendimiento en cuanto al contenido de compuestos solubles en
metanol. Se demuestra asi que los recursos marinos Colombianos representan una gran potencial en la
btsqueda de sustancias con aplicacién en el sector farmacéutico y alimentario.
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ABSTRACT

Nowadays, antioxidants are compounds of great interest because they help positively to maintain human
health. There is a marked interest in searching for antioxidants of natural sources, such as seaweed. For
this reason extracts from five Colombian seaweeds: Caulerpa mexicana, Laurencia sp., Sargassum sp., Dictyota
sp. and Sargassum cymosum are analyzed in this work. Total phenolic content is determined using the Folin-
Ciocalteau method and their antioxidant activity is determined by the DDPH method. Results show
that all studied species of Colombian seaweeds have an antioxidant activity possibly related with their
total phenolic content. Sargassum cymosum is the most active and it contains major phenolic compounds
content. Results show that marine Colombian sources have a big potential for searching substances, with
application in the pharmaceutics and alimentary sector.
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INTRODUCCION

En los dltimos afos se ha incrementado el interés
en la bisqueda de antioxidantes naturales, gene-
ralmente constituidos por mezclas de compuestos
con elevada diversidad molecular y funcionalidad
bioldgica (1, 2, 3), y en esta incesante bisqueda, el
mar y su biodiversidad han constituido una fuente
inagotable de exploracién, siendo las algas marinas
uno de los recursos potenciales de dichos compues-
tos. Ademas, se ha demostrado que los extractos de
algas marinas tienen grandes propiedades antioxi-
dantes, entre muchas otras, tales como antivirales,
antiinflamatorias y antiparasitarias (3, 4). Al revisar
la literatura cientifica mis reciente, se encuentra que
las macroalgas marinas son fuente de sustancias
con estructuras novedosas y diferentes actividades
bioldgicas. La revision muestra que las macroalgas
verdes, pardas y rojas, son ricas en compuestos
terpenoides, especialmente de tipo sesquiterpeno
y diterpeno, y ademas muchos de estos terpenos
contienen grupos bromofenol. En las algas verdes,
ademds, se han reportado compuestos tipo depsi-
péptido, con actividad sobre diferentes lineas de
células cancerosas (5). Las algas pardas producen
una amplia variedad de metabolitos secundarios, los
cuales incluyen terpenoides, oxilipinas, florotaninos,
hidrocarburos volitiles y productos de origen bio-
genético mixto. Varios de estos compuestos ofrecen
un amplio espectro de actividades farmacoldgicas
tales como: citotdxica, antimicrobiana, antioxidante,
y como inhibidores de diferentes enzimas. Ejemplo
de estas sustancias activas son los monogliceroles
aislados de Sargassum sagamianum, que inhiben las
enzimas fosfolipasa A2 y ciclooxigenasa-2 (6), y el
dcido sargahidroquinoico, aislado de Sargassum mi-
cracanthum, el cual presenta un efecto vasodilatador
especifico, y es una molécula promisoria para el
tratamiento de desérdenes vasculares cerebrales,
como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer (7).
Las algas pardas son fuente también de sustancias
tipo polisacirido, como son los fucanos, algunos de
ellos sulfatados y con actividades anticoagulante,
antiinflamatoria y antitumoral (8). En el caso par-
ticular de las algas rojas, ademas de los terpenoides,
contienen alcaloides de diferentes tipos, los cuales
incluyen ndacleos del indol y la naftiridina. El género
Laurencia es conocido como una fuente de varias
clases de sesquiterpenos halogenados, la mayoria
de ellos con el esqueleto tipo chamigrano, y con
diferentes actividades biolégicas (9). Recientemente
se ha demostrado que los extractos de compuestos
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tendlicos de Laurencia undulata, son de uso potencial
como antiasmdticos (10).

El potencial no sélo alimenticio, sino medicinal
y cosmético de las macroalgas ha sido revisado por
diferentes autores. De las microalgas analizadas en
este trabajo son reportadas como comestibles: Lau-
rencia sp., Sargassum cymosum, Sargassum sp., Caulerpa
serturaloides y Caulerpa mexicana (11).

Los compuestos fendlicos tienen una gran capa-
cidad antioxidante, considerada la actividad biol6gi-
ca responsable del efecto preventivo sobre algunas
enfermedades de origen cardiaco e inmunolégico.
Dentro de esta gran familia pueden encontrarse
tres grupos principales: los dcidos fendlicos, los
polifenoles y los flavonoides, siendo estos tltimos el
grupo mis comun (12). La finalidad o mecanismo
de estos compuestos reside en su capacidad para
captar los radicales libres que se pueden generar en
las células del cuerpo humano y que son resultado
de la combinacién de muchos factores ambientales,
incluida la contaminacién atmostérica. Dichos
radicales acttian sobre dcidos grasos poliinsaturados,
colesterol, ADN vy lipidos, siendo estos tltimos los
mis susceptibles a la sustraccién de un electrén
por parte del radical que lo requiere para alcanzar
su estabilidad electroquimica. Los antioxidantes
actdan como fuentes de hidrégeno y se oxidan en
lugar de cualquiera de los componentes anterior-
mente mencionados, protegiendo de esta manera
las células contra el dafio que causan los radicales
libres (13).

En este trabajo se pueden ver los resultados
obtenidos al evaluar la actividad antioxidante y el
contenido de compuestos fendlicos de los extractos
de cinco macroalgas presentes en las costas del Ca-
ribe Colombiano, con el fin de seleccionar aquellas
con actividad antioxidante, que posteriormente po-
drfan ser estudiadas como fuentes potenciales para
su utilizacién en fitofirmacos y/o en suplementos
dietéticos naturales, ademas de dar un aporte signi-
ficativo al conocimiento quimico y biolégico de los
poco explorados recursos marinos Colombianos.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion del material vegetal

Entre abril y mayo del afio 2002, se recolecté un
kilogramo htimedo de Caulerpa mexicana, Digenia
simplex, Laurencia sp., Sargassum sp., Dictyota sp.y
Sargassum cymosum, en el litoral rocoso de Bahia
Concha, en la costa central del Caribe colombiano,
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cerca de la ciudad de Santa Marta, departamento de
Magdalena. La identificacién taxonémica fue con-
firmada en el Instituto de Investigaciones Marinas
y Costeras de Colombia. Inicialmente, el material
vegetal se someti6 a una cuidadosa remocién ma-
nual de organismos epifitos, seguida de un lavado
con abundante agua destilada para lograr, entre otras
cosas, la eliminacién de posibles microorganismos
asociados o simbiontes. Posteriormente se sometié a
un proceso de secado a temperatura ambiente hasta
obtener un peso seco constante (14).

Obtencion y preparacion de extractos

El material vegetal seco se procesé en un mo-
lino hasta obtener particulas finas, a las cuales se
les adicionaron 150 mL de una solucién de meta-
nol/cloroformo 2:1 y se sometieron a extraccién
soxhlet durante 6 horas (15). El extracto obtenido
se filtr6 con un papel de Ref. 595, antes de secar el
sobrenadante a presién reducida en un rota-evapo-
rador. El extracto se redisolvié en metanol al 90%.
Mediante particién con n-hexano, se obtuvieron
los extractos hexdnicos. Con las fases alcohdlicas
se obtuvieron los extractos metandlicos. Todos los
extractos se almacenaron a -10°C en condiciones
de oscuridad hasta la preparacién de las concentra-
ciones de trabajo.

Evaluacion de la actividad captadora de
radicales libres

Para la determinacién cuantitativa se utilizé el
método del radical libre DPPH, el cual reduce el
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en la
2,2-difenil-1-pricril hidrazina por la accién antioxi-
dante de compuestos que contienen grupos -OH
que decoloran dicho reactivo (16).

Inicialmente se hizo un ensayo en CCF de cada
una las fracciones con el fin de realizar un anilisis
cualitativo antioxidante. Se ensayaron mezclas de
varios eluentes en diferentes proporciones, entre
ellas hexano/acetato de etilo y cloroformo/metanol,
hasta encontrar el sistema que reprodujera una me-
jor separacién de los compuestos. Posteriormente
se revel6 con una solucién de DPPH al 0.2% en
metanol (positivo: manchas amarillas sobre fondo

violeta) (17).

Preparacion de la muestra:

Los extractos concentrados de n-hexano y
metanol se disolvieron en etanol grado reactivo
hasta obtener cinco concentraciones diferentes con
valores de absorbancia superiores a 0,3.
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Preparacion de la curva de calibracion:

Para la curva de calibracién se utilizé una solu-
cién estindar de BHT (butil hidroxitolueno) (SIG-
MA) (200 wg/mL) de la cual se prepararon cinco
concentraciones de 0.5 a 7.5 ug/mL con etanol.

Ensayo:

Se preparé una solucién de DPPH (SIGMA)
0,2 mg/mL en etanol grado reactivo y a 1 mL de
cada muestra se le adicioné 1 mL de la solucién
de DPPH preparada. La absorbancia a 517 nm fue
determinada en un espectrofotémetro ultravioleta-
visible Spectronic™ GENESYS™, exactamente
30 minutos después de iniciada la reaccién, y la
decoloracién fue comparada con una solucién que
contenia la misma proporcién 1:1 (v/v) de etanol
y DPPH. Una solucién de extracto y etanol en la
misma proporcién 1:1 (v/v) sirvié como blanco de
la muestra para corregir su color (4, 18).

Los resultados fueron expresados como por-
centaje de decoloracién de DPPH utilizando la
siguiente expresion:

Am - Abm

%DecoloraciénDPPH =(1 — *100

DPPH

Donde Am es la absorbancia de la mezcla de
reaccién (DPPH + extracto), Abm la del blanco de
muestra (extracto + agua), y A la absorbancia
de la solucién de DPPH.

DPPH

Contenido de total de compuestos fenodlicos

La concentracién de fenoles totales en los extrac-
tos fue medida por espectrofotometria, basindose
en una reaccién colorimétrica de 6xido-reduccion.
El agente oxidante utilizado fue el reactivo de Fo-
lin-Ciocalteu (19).

Preparacion de la muestra:

Cinco mg de extracto se disolvieron en 1 mL de
agua destilada. Se llevé a 10 mL de agua destilada
y de esta solucién se tomaron 100 uL para después
completarse a 500 uL con agua destilada. Este pro-
cedimiento se realizé en los extractos metandlico
y hexdnico.

Preparacion de la curva de calibracion:

Para la curva de calibracién se utilizé una solu-
cién estindar de icido gilico (SIGMA) (100 ug/
mlL), de la cual se prepararon ocho concentraciones
de 0.2 a 1.6 ug/mL con agua destilada (20).
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Ensayo:

A la solucién estindar y a las muestras previa-
mente preparadas se les adicionaron 250 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu 1N. Posteriormente
se adicionaron 1250 uL de Na,CO, al 20% y se
dejé reposar durante 2 horas. La absorbancia fue
medida a 760 nm. Los resultados fueron expresados
en mg de 4cido gilico por g de extracto (mg GA/g
extracto) (21, 22).

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos

Los pesos de los extractos obtenidos a partir de
las macroalgas de las especies Sargssum sp., Dictyota
sp. 'y Sargassum cymosum, utilizando cloroformo/
metanol 2:1 y haciendo posterior separacién de
compuestos polares en metanol y compuestos no
polares en n-hexano, se muestran en la tabla 1.
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Los extractos de las especies Caulerpa mexicana y
Laurencia sp., ya se habian obtenido previamente
bajo la misma metodologia y sélo se contaba con el
extracto metanolico.

El porcentaje de material extractable en meta-
nol de las especies analizadas muestra similitudes,
siendo los rendimientos maximos para la Caulerpa
mexicana, Sargassum cymosum y Laurencia sp. con un
valor de 7.94%, 6.77% y 6.33% respectivamente,
seguidos de los valores para Dictyota sp. y Sargassum
sp. de 2.84% y 0.64%, respectivamente.

En cuanto al material extractable en n-hexano,
el mayor rendimiento lo presenta Dictyota sp. con
un valor de 5.89%, seguido de los valores de Sargas-
sum sp. 'y Sargassum cymosum con valores de 3.49% y
3.38%, respectivamente.

No se encontré ninguna correlacion significativa
entre los rendimientos de la extraccion, el conte-
nido de fenoles totales o la actividad inhibidora del
radical DPPH.

Tabla 1. Contenido de extracto en las macroalgas.

Especie de macroalga

Rendimiento del extracto en metanol
(mg extracto/25 g material seco)

Rendimiento del extracto en hexano
(mg extracto/25 g material seco)

Sargassum cymosum 1.6933 0.8452

Sargassum sp. 0.1590 0.8728

Dictyota sp. 0.7100 1.4730
Laurencia sp. 1.5822 -
Caulerpa mexicana 1.9860 -

Actividad captadora del radical libre DPPH
de los extractos

Se calcul6 el valor de IC50 para cada extracto
y para el BHT, que es la concentracién necesaria
causante del 50% de la inhibicién de la absorbancia
(véase tabla 2). Un valor bajo del IC50 significa una
mayor actividad antioxidante. A partir de los resul-
tados mostrados, se puede indicar que los extractos
en metanol de las macroalgas Sargassum cymosum 'y
Dictyota sp., al presentar valores de IC50 similares
entre si, poseen una capacidad andloga de capturar
el radical DPPH, superior a la de los extractos en
metanol de las macroalgas, Sargassum sp., Laurencia

spy Caulerpa mexicana, siendo esta dltima la Gnica
con una baja actividad.

A suvez, aunque los extractos de las macroalgas
analizadas (excepto Caulerpa mexicana) presentaron
actividad antioxidante diez veces menor en rela-
cién con el BHT, podrian convertirse en extractos
candidatos para el aislamiento de sustancias activas
como antioxidantes, puesto que en este caso la ac-
tividad observada equivale al efecto total (sinérgico
o no) de la mezcla. En cuanto a los extractos en
n-hexano analizados, estos dieron valores altos, lo
que demuestra que no poseen sustancias con buena
actividad antioxidante.
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Tabla 2. Actividad captadora de radicales libres de los

extractos y el BHT.
Especie de macroalga Extracto | IC,, (mg/mL)
Metanol 0.261
Sargassum cymosum

Hexano 0.829
Metanol 0.361

Sargassum sp.
Hexano 2.065
Metanol 0.645

Dictyota sp.

Hexano 1.829
Laurencia sp. Metanol 0.770
Caulerpa mexicana Metanol 1.110
BHT 0.011

Contenido total de compuestos fendlicos

El contenido de fenoles totales se presenta en
la tabla 3. Como se puede observar, el extracto de
la macroalga Sargassum cymosum present6 el mayor
rendimiento, seguido de la Sargassum Sp., Dictyota
sp., Laurencia sp. y Caulerpa mexicana.

El contenido de compuestos fendlicos para las
cinco especies muestra diferencias significativas,
siendo el valor de la Sargassum cymosum casi dos
veces mayor que el de la Sargassum sp. y casi cuatro
veces mayor que para Dictyota sp., Laurencia sp. y
Caulerpa mexicana.

Tabla 3. Contenido total de fenoles en los extractos
metanélicos, determinado mediante el método
Folin-Ciocalteu

Contenido de fenoles totales
(mg/g extracto como equivalentes
de acido galico)

Especie de
macroalga

Sargassum cymosum 0.822
Sargassum sp. 0.469
Dictyota sp. 0.302
Laurencia sp. 0.258
Caulerpa mexicana 0.207

Los extractos con mayor contenido fendlico
resultaron ser los de mayor actividad inhibidora
del radical DPPH, lo que demuestra que dicha
actividad bioldgica se atribuye a los compuestos
tendlicos obtenidos en la fraccién en metanol. Este
resultado concuerda con lo reportado en estudios

VITAE

similares con macroalgas del sureste asiitico, en
los que ademis se determind que es mds eficiente
para la extraccién de los componentes bioactivos el
metanol al 50% (1). En el caso de las especies Sar-
gassum ringgoldianum y Sargassum macrocarpum, reco-
lectadas en el mar del Jap6n, también presentan un
alto contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante importante, y a juicio de los autores
son especies que pueden utilizarse como nuevas
fuentes naturales para la elaboracién de alimentos
tuncionales, cosméticos y para aplicaciones médicas
(23). Es importante mencionar que en un estudio
previo de la especie colombiana Sargassum cymosum
se reporté la presencia de fucosterol (24).

En estudios recientes de especies del género
Sargassum, como Sargassum ringgoldianum, Sargassum
macrocarpum, Sargassum marginatum y Sargassum muti-
cum, se demuestra la presencia de compuestos fené-
licos y actividad antioxidante de sus extractos.

Estos resultados demuestran que en las costas del
Caribe Colombiano existen especies de macroalgas
con un gran potencial por sus propiedades antioxi-
dantes, en las que se ha comprobado la presencia de
diferentes compuestos de interés en concordancia
con diferentes reportes a nivel internacional (23,

25, 26).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo mues-
tran cémo los extractos de las macroalgas Sargassum
Cymosum, Sargassum sp., Dictyota sp, y Laurencia sp.
pueden ser una nueva fuente natural de antioxi-
dantes en la industria tanto alimentaria como far-
macéutica, dado que en ellos se encontré una alta
actividad antioxidante directamente proporcional
al contenido de compuestos fendlicos.

El extracto del alga Sargassum cymosum presen-
té el mejor rendimiento tanto en la extraccidn,
como en el contenido de compuestos fendlicos y
actividad inhibitoria del radical DPPH, por lo que
se recomienda hacer un seguimiento con el fin
de aislar compuestos con potencial uso medicinal
y farmacolégico, ademds de valorar su uso como
alimento funcional.

La actividad bioldgica reportada por las macroal-
gas analizadas, podria deberse no sélo en diferentes
mecanismos ¢jercidos por los compuestos fendlicos
que poseen (flavonoides, taninos, quinonas), sino
ademds al efecto sinérgico de su conjunto de me-
tabolitos secundarios; sin embargo, para evaluar



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y DETERMINACION DEL CONTENIDO...

la actividad antioxidante de un extracto, se hace
necesario el planteamiento de diferentes modelos,
ademis del aislamiento de moléculas. Por lo tanto
son necesarias futuras investigaciones.
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