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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la
capacidad antioxidante de varios extractos,
acuosos e hidro-alcohdlicos obtenidos a
partir de algas y plantas marinas de la
plataforma insular cubana. A todos los
extractos se les determiné su contenido de
polifenoles, proteinas, lipidos y azUcares
totales, asi como la actividad Superéxido
Dismutasa (SOD). Todos los extractos
evaluados mostraron una buena actividad
antioxidante, con una CEsy inferior de 0,4
mg.ml™. El contenido de polifenoles en los
extractos de Ulva fasciata es menor el de las
otras especies, aunque tanto el extracto
hidro-alcohdlico como el del alga seca e
irradiada de dicha especie presentan una
buena actividad antioxidante. El extracto
hidro-alcohdlico de Thalassia testudinum
presenta el mayor contenido de polifenoles
de todas las especies estudiadas y, a su vez,
presenta buena actividad antioxidante. Al
analizar los resultados, se destaca que los
extractos  hidro-alcohdlicos de Dictyota
pinnatifida, Padina haitiensis y Ulva fasciata
son promisorios para continuar los estudios
sobre sus posibilidades de wuso como
suplementos nutricionales, ya que presentan
el mayor contenido de proteinas y, a su vez,
la dos primeras tienen la mayor actividad
antioxidante entre todas las especies
evaluadas.

Palabras Claves: Plantas marinas,
Polifenoles, Proteinas. AzUcares totales,
Antioxidantes

INTRODUCCION

El fenébmeno de peroxidacion lipidica en
membranas bioldgicas constituye un proceso
destructivo severo unido al dafio hepético, la
carcinogénesis 'y los  procesos de
envejecimiento (Harman, 1981; Kehrer,
1993). Los compuestos lipidicos oxidados
pueden reaccionar con proteinas que causan
la pérdida de la actividad enzimatica, la
ruptura de la cadenas polipeptidicas, dafios
en el DNA, ademas que pueden acelerar los
procesos de envejecimiento y enfermedades
como el cancer y la aterosclerosis (Niki,
1990). Es comunmente reconocido que los
antioxidantes pueden neutralizar potencial-
mente a los radicales libres dafinos en
células antes de que causen la oxidacion
lipidica y proteica y pueden reducir las
mutaciones potenciales, por lo que pueden
prevenir las enfermedades cancerosas y
cardiacas. De ahi la importancia de encontrar
antioxidantes a partir de fuentes naturales
tales como vegetales, frutas y especies
(Nakano, 1997).

Potentes antioxidantes han sido descubiertos
en los Ultimos afios a partir de algunas
especies de algas pardas por su contenido
en polifenoles, tales como fluoroglucitoles
que poseen radicales libres que neutralizan
la actividad oxidante (Carte, 1998; Ben-Dor,
et al, 2005). Recientemente, cientificos
japoneses han descubierto que estos
compuestos poseen actividad 5- lipogenasa
(Yan et al, 1999). Estos compuestos poseen
actividad antibacteriana, son moderados
inhibidores de la mono-amino-oxidasa Yy
pudieran contribuir a su fuerte actividad
antidepresiva (Yan et al, 1999). Los fucanos
son polisacéridos sulfatados extraidos de las
algas pardas con demostrado efecto
inhibitorio sobre el crecimiento celular en
varios modelos experimentales. Riou et al
(1996) estudiaron las propiedades
antitumorales y antiproliferativas de los
extractos de fucoidanos extraido del alga
parda A. nodosum sobre una linea celular
derivada de las células de carcinoma
broncopulmonar, estos extractos de fucanos
expresaron la actividad antiproliferativa in



vitro con un bloqueo en la fase G; del ciclo
celular. La presencia de altos niveles del
complejo clorofila-proteinas en las algas
verdes del género Ulva y Enteromorpha han
sido estudiadas y sugerido su potencial
efecto bioldégico como antioxidantes (Barrett
& Anderson, 1980).

Estas acciones antioxidantes, pueden
contribuir a neutralizar las consecuencias del
estrés oxidativo en los organismos Vvivos,
teniendo en cuenta las implicaciones que
tiene este tipo de estrés en numerosas
patologias de tipo crénica, muchas de ellas
asociadas al envejecimiento (Carte, 1998;
Astley et al., 2004).

MATERIALES Y METODOS:

Colecta y procesamiento de las algas
marinas: El muestreo de las macroalgas, fue
realizado en varios puntos de la zona NO
comprendida entre el rio Banes y Rincén de
Guanabo. (Tabla No.1). Los muestreos se
realizaron entre los meses de nov./2000 y
mayo /2001 en 4 estaciones de la zona NO
del archipiélago cubano mediante buceo en
apnea. Una vez colectadas las especies
tanto de macroalgas se procedid a su
identificacion taxondémica segun Littler vy
Littler (2000), colocandose en la coleccion
Vaucher del Instituto de Oceanologia.

Preparacion de los extractos: (Ver
Diagrama 1) Las muestras de algas
congeladas fueron molidas y homogeneizadas
previo a la preparacion de los extractos
acuosos e hidro-alcohdlicos. Los extractos
acuosos fueron preparados en proporcion 1:2
en buffer fosfato 0,1 M, pH 7,2 segun el
procedimiento referido por Shiomi et al, (1979)
con modificaciones en cuanto al tiempo de
extraccién y el uso de resinas intercambia-
doras para la desalinizaciéon. Los extractos
hidro-alcohdlicos fueron preparados con el
alga humeda en proporcion 1:3 (alga: solucion
hidroalcohdlica al 50 %) por 5 dias con
agitacion a intervalos y mantenidos en frio a
10 °C. Posteriormente fueron centrifugados,
concentrados al vacio por evaporacion
rotatoria 50°C y secados por liofilizacién, para
su posterior analisis quimico y evaluacion de
su actividad.

Tabla 1. Especies en estudio, zona de
colecta y tipo de extracto preparado con
cada unade ellas

Especies Zonade Tipo de
Colecta extracto
Chlorophyceae
Ulva fasciata Desembocadura Acuoso
Delile del rio Quibu Hidroalcohélico
(23°05'55"N Alga seca e
82026'30"W) irradiada
Ulva lactuca Idem Acuoso
Linneaus
Rhodophyceae
Laurencia Playa Banes Hidroalcohdlico
obtusa (23°02'38"N
Lamoroux 82°32'08"W)

Kappaphycus Playa Viriato Hidroalcohdlico

alvarezii Doty (23°05'00"N

82°30'54"W)
Phaeophyceae

Dyctiota Rincoén de Acuoso e
pinnatifida Guanabo hidroalcohdlico

(23°10'48"N

82°06'02"W)
Sargassum Playa Boca Hidroalcohélico
fluitans Ciega
Borgesen (23°10'46"N

82°09'97"W)
Sargassum Idem Hidroalcohdlico
natans
Galillon
Padina Playa Banes Hidroalcohdlico
haitiensis (23°02'38"N

82°32'08"W)
Turbinaria Playa Miramar  Hidroalcohélico
turbinata (23°05'55"N
Linneaus 82°20'30"W)

Faner6gramas

Thallassia Playa La Hidroalcohdlico
testudinum Concha
Banks et (23°05'55"N
Konig 82°28'30"W)

Caracterizacion quimica de los extractos:
Los extractos fueron analizados
guimicamente mediante los siguientes
métodos: contenido de proteinas solubles
mediante el método de Bradford (1976),
azUcares totales por el método de Fenol-
Sulfarico (Dubois et al., 1956), polifenoles
totales por el método 2.8.14 (Ph. Eur.) y
aprobado por la British Pharmacopoeia
(2007) y de lipidos totales por extraccién con
solventes segun Bligh y Dyer (1959) y su
cuantificaciéon colorimétrica por reaccién con



dicromato de potasio en medio &cido segun
Craigie y Leigh (1978).

Diagrama 1. Método de preparacion de los
extractos

Material vegetal
recién colectado

Lavar con ——_— ¢
agua destilada Escuirir
Congelar
-20°C
[
Extraccion
Buffer fosfato ¢ Solucion EtOH:
pH73,0.1M ¢ H-0 1:1

Homogenizar x 2 min.
Conservar 110 °C por 72 horas

Centrifugar 3000 rpm 30 min

Precipitado | Sobrenadante
1% del volumen de

Resina intercambiadora

Agitacion
Filtrar al vacio

Concentrar e*vacio
(Rotoevaporicién)

Tabla 2. Contenido de polifenoles vy
actividad antioxidante de las especies en
estudio

Secar por liofilizacién

Evaluacién de la actividad antioxidante: A
cada extracto se le determind la actividad
Superéxido Dismutasa (SOD) segun el
método de Fridovich (1970), la curva de
concentracion-respuesta y el % de inhibicion
de la SOD en el tiempo a partir de diferentes
dosis de extracto. Los calculos de las
concentraciones inhibitorias  (DEsy) se
presentan con el reporte generado por la
aplicacion del paquete estadistico
Statgraphics Plus v 4.1 utilizando la opcién
de Forecast en la secciébn Relate/Simple
regression.

RESULTADOS

En la Tabla No.2 se muestran los valores de
concentracion inhibitoria media de la enzima
SOD para cada extracto de macrofitas como
indice de la actividad antioxidante y su
relacion con la concentracion de polifenoles
totales hallado en los extractos.

Especie/ Contenido de Actividad
Extracto polifenoles SOD
(% + DS) DEso
(mg/ml)
Chlorophyceae
Ulva fasciata  3.72 £ 0.14 0.25
(Acuoso)
Ulva fasciata  7.44 + 3.50 0.15
(Agua:Etanol)
Ulva fasciata  2.36 £ 0.12 0.11
(Alga seca e
irradiada)
Ulva lactuca 11.63+0.0 0.21
(Acuoso)
Rhodophyceae
Laurencia 12.31+£1.77 0.26
obtusa
(Agua:Etanol)
Kappaphycus 10.23 +1.77 0.18
alvarezii
(Agua:Etanol)
Phaeophyceae
Dyctiota 34.98+ 4.52 0.03
pinnatifida
(Acuoso)
Dyctiota 10.12 £ 0.84 0.39
pinnatifida
(Agua:Etanol)
Sargassum 23.38+1.35 0.31
fluitans
(Agua:Etanal)
Sargassum 24.81 +1.07 0.29
natans (Agua:
Etanol)
Padina 23.14+0.7 0.06
haitiensis
(Agua:Etanal)
Turbinaria 21.16 +3.15 0.14
turbinata
(Agua:Etanol)
Fanerégramas
Thallassia 49,10 + 3,09 0.18
testudinum

(Agua:Etanol)

En la Tabla 3 se presentan los resultados
obtenidos al estudiar el contenido de
proteinas solubles, azucares totales y lipidos
de cada uno de los extractos evaluados.



Tabla 3. Contenido de proteinas, azlUcares
totales y lipidos de las especies en
estudio

Especies/ Proteina Azlcares Lipidos
Extracto soluble totales totales
(%= DS)

Chlorophyceae

Ulva fasciata

(Acuoso) 012£00

545+0,06 24,4+0,15

Ulva fasciata

(Agua: 1340+12 3350+0,12 67,10+1,48

Etanol)

Ulva lactuca

(Acuoso) | 212%02

8,64+0,06 27,7+0,15

Rhodophyceae

Laurencia
obtusa
(Agua:
Etanol)

217+120 16,48+0,13 1,08+0,25

Kappaphycus
alvarezii
(Agua:
Etanol)

574+125 3404+326 6,36+0,16

Phaeophyceae

Dictyota
pinnatifida 11,00 +
(Agua: 0,26
Etanol)
Sargassum
fluitans
(Agua :
Etanol)
Sargassum
natans
(Agua:
Etanol)
Padina
haitiensis
(Agua :
Etanol)
Turbinaria
turbinata
(Agua:
Etanol)

67,82+1,60 30,80%1,2

6,64+06 31,00+x125 2,77+0,10

844+06 29,30+125 3,57+0,10

9,10+124 1891+25 285+0,16

283+0,30 21,15+1,31 12,04+0,45

Fanerégramas

Thallassia
testudinum
(Agua:
Etanol)

9,30+ 0,7 567+163 0,59+0,14

DISCUSION

Al analizar los resultados de la Tabla 2 se
puede observar que todos los extractos de
algas y plantas marinas, evaluados
presentan una actividad antioxidante
promisoria. El contenido de polifenoles en
todas las variantes de extraccion de Ulva
fasciata son inferiores al resto de las
especies, aunque tanto el extracto hidro-
alcoholico preparado con el alga fresca,

como el obtenido del alga seca e irradiada de
dicha especie presentan una buena actividad
antioxidante. El extracto obtenido a partir de
U. fasciata seca e irradiada fue el Unico que
manifesté un comportamiento exponencial de
la actividad SOD, por lo se presupone que
durante el proceso de irradiacion de la
muestra, se produjeron cambios en la
composicion quimica del alga y la formacion
de otros compuestos no de naturaleza
fendlica con actividad antioxidante, y por lo
tanto se logra el aumento de dicha actividad.
En los resultados que aparecen en la Tabla 3
se destaca un mayor contenido de proteinas,
azUcares totales y lipidos en el extracto
hidro-alcohdlico de U. fasciata en relacion
con el extracto acuoso de esta especie que a
su vez manifest6 ~mayor actividad
antioxidante. Mientras que el extracto acuoso
de U. lactuca presenta un contenido superior
de los componentes mayoritarios, mayor
contenido de polifenoles y una actividad
antioxidante ligeramente  superior con
relacion a similar extracto de U. fasciata.

Es evidente que el tipo de extracto influye en
su composicién y en consecuencia también
en sus propiedades. Ruperez et al (2002)
prepararon diferentes extractos de Fucus
vesiculosus y encontraron diferencias cuanto
a su capacidad antioxidante. Los extractos
acuosos de Dictyota pinnatifida y Padina
haitiensis mostraron menores valores en la
concentracion inhibitoria media (de 0.03 y
0.06 mg/mL respectivamente) de acuerdo
con los resultados que se muestran en la
Tabla 2 y en comparacion con los restantes
extractos hidro-alcohdlicos. Moléculas de
bajo peso molecular extraidas de algas
marinas pueden mostrar también, y no sélo
las enzimas, la actividad mimética SOD, por
su capacidad de oxidarse en presencia del
aniéon superéxido (Briand y Mekideche,
1992).

El tercer lugar en cuanto a la actividad SOD
lo ocupé el extracto de Turbinaria turbinata
(DEs igual a 0.14 mg/mL). Coincidentemente
las especies D. pinnatifida y T. turbinata
fueron colectadas en una zona de elevada
contaminacion como es la desembocadura
del rio Banes, donde eran recibidos los
efluentes de un complejo agroindustrial
azucarero y la zona de Ave. 1lra. y 70 Playa,
(donde se colectd T. turbinata) que recibe
buena parte de los efluentes de la Ciudad de



la Habana. La respuesta de los organismos
al estrés oxidativo por contaminacion
organica o metdlica en el medio terrestre o
marino, incluye la expresion de enzimas
antioxidantes, compuestos hidrosolubles y
moléculas liposolubles antioxidantes (Foyer
et al. 1997, Noctor y Foyer 1998, Contreras
et al, 2005). Asi cuando la produccién de
especies reactivas al oxigeno (ROS) excede
la capacidad antioxidante, ocurre la oxidacion
de proteinas, lipidos, polisacaridos y &cidos
nucléicos.

En relacion con la concentracién quimica de
los extractos de las especies de algas
pardas, el extracto acuoso de Dictyota
pinnatifida presenta el mayor contenido de
polifenoles, de todos los extractos
estudiados, a su vez, la mayor actividad
antioxidante obtenida, conjuntamente con el
extracto hidro-alcohdlico de Padina haitiensis
(Tablas 2 y 3). Sin embargo, el extracto
hidro-alcohdlico de D. pinnatifida fue el que
presentd  un mayor  contenido  de
carbohidratos y de lipidos, pero una menor
actividad antioxidante y contenido de
polifenoles inferior de las restantes
Phaeophytas evaluadas.

El extracto hidro-alcohdlico de la faner6gama
Thalassia testudinum presenta el mayor
contenido de polifenoles de todas las
especies estudiadas y, a su vez, su presenta
una marcada actividad antioxidante,
presentando muy bajo contenido de lipidos.

Varios reportes han confirmado que la
desecacionén causa stress oxidativo en
especies tales como Stictosiphonia arbuscula
(Burritt et al.2002), Fucus spp. (Collén y
Davison 1999a), Mastocarpus stellatus vy
Chondrus crispus (Collén and Davison
1999b).

Como se observa en los resultados
obtenidos, no existe una relacion directa
entre el contenido de polifenoles en los
extractos de una especie y su actividad
antioxidante, ya que dicha actividad puede
ser producida por un conjunto de factores,
siendo uno de ellos los polifenoles. Lo mismo
ocurre con el contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos de los extractos, que
no guardan una relacion directa con la
actividad antioxidante evaluada.

Al analizar los resultados en su conjunto
podemos destacar que los extractos hidro-
alcohdlicos de Dictyota pinnatifida, Padina
haitiensis y Ulva fasciata lucen promisorios
para continuar los estudios relacionados con
sus posibilidades de uso como suplementos
nutricionales, ya que son las especies cuyos
extractos presentan el mayor contenido de
proteinas de las especies estudiadas y, a su
vez, la dos primeras tienen la mayor
actividad antioxidante entre todas las
especies evaluadas, mientras que en el
extracto de U. fasciata su actividad
antioxidante no es tan destacada.
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