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Resumen

Las algas marinas desempefian un papel muy importante en los ecosistemas
acuaticos, es por ello que existe estudios cientificos debido a los compuestos
bioactivos que presentan organismos fotosintéticos y su importancia en la salud
humana ya que presentan compuestos polifendlicos con capacidades
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas, entre otras. El presente trabajo
busca evaluar dos métodos de extraccion de estos compuestos polifendlicos
(Soxhlet y maceracion) con el fin de demostrar las potenciales capacidades que
presentan estos organismos, los cuales también se encuentran coexistiendo en
las playas de Boca del Rio en Veracruz.

Se determino la concentracion de polifenoles totales expresados en miligramos
equivalentes de acido sobre litro en algas de la especie Ulva lactuca, Gracilaria
mammalis y Gracilaria bursa-pastoris donde se demostré que existe una
diferencia significativa en ambos métodos de extraccién siendo el método por
maceracion el mas eficaz, sin embargo, este método se potencializo con
sonicacion teniendo mayores resultados. U. lactuca obtuvo la mayor
concentracion de polifenoles totales con 9.32 gEAG/L por el método
potencializado de maceracion y para el método Soxhlet obtuvo 3.33 gEAGIL, G.
mammalis y G. bursa-pastoris tuvieron concentraciones mas bajas en ambos
métodos con 3.62 y 2.84, 3.17 y 2.33 gEAG/L respectivamente. También
demostraron inhibiciones considerablemente altas del radical ABTS para la
determinacién de actividad antioxidante con 68.29% en U. lactuca, 53. 33% en

G. mammalis y 48.15% en G. bursa-pastoris.
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Introduccién

Las algas marinas son organismos fotosintéticos que desempefian un papel
crucial en los ecosistemas acuaticos. Ademas de su importancia biologica, las
algas marinas han atraido la atencion en la investigacion cientifica debido a sus
compuestos bioactivos, como los polifenoles, que han mostrado propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antibacterianas, anticancerigenas, entre otras.
Se ha demostrado que las algas marinas han desarrollado fuertes sistemas
antioxidantes en respuesta a las condiciones altamente oxidativas en que viven.
Como organismos fotosintéticos, las algas estan expuestas a una combinacion
de luz y altas concentraciones de oxigeno, lo cual permite la formacion de
radicales libres y otros agentes oxidantes fuertes (Vidal et al., 2009). Las algas
presentan bajo contenido caldrico, alta concentracion de proteinas, fibra dietética,
minerales y vitaminas, también contienen compuestos bioactivos tales como
polifenoles y carotenoides, por otra parte, su consumo esta asociado a baja
incidencia de muchas enfermedades (Cuesta et al., 2016).

Las algas sintetizan como producto de su metabolismo secundario a los
polifenoles, estos pertenecen a un grupo heterogéneo de moléculas quimicas las
cuales se caracterizan por tener uno o mas anillos fendlicos sustituidos por
funciones hidroxilicas (Quitral et al., 2012). Existe un enorme interés cientifico por
las propiedades de los polifenoles en la prevencién de patologias relacionadas
con el envejecimiento, males cardiovasculares y cancer.

En el presente trabajo se evaluaran dos métodos de extraccion de polifenoles

presentes en algas marinas el primero por el método de Soxhlet y maceracion



repetida, y posteriormente determinar polifenoles totales mediante el método de

Folin-Ciocalteu.

Descripcion de la empresa u organizacion

Historia

La educacion en Ciencias y Tecnologia del Mar tuvo su origen a nivel nacional en
el afio de 1957, en la ciudad de Veracruz en el seno de una prestigiosa institucion
educativa que hoy es el Instituto Tecnoldgico de Veracruz, la creacion del Instituto
Tecnoldgico del Mar es el resultado de la evaluacidén de dos etapas previas para
consolidarse: primero fue la creacion de la Estacion Marina, la cual funcioné como
el origen de (1957 a 1965), con su adscripcion al Instituto Tecnolégico Regional
de Veracruz; el segundo su transformacion para convertirse en el Centro Nacional
de Ciencias y Tecnologias Marinas (1966 a 1974). A partir de septiembre de 1975,
la institucién por Acuerdo Presidencial se transformoé en el Instituto Tecnoldgico
de Pesca, cuyo nombre cambié a Instituto de Estudios Superiores en Ciencia y
Tecnologia del Mar y finalmente en 1981, se designé como Instituto Tecnolégico
del Mar con la reestructuracion de la SEP, como parte del proceso integrador en
octubre del 2005, nuestro plantel posee una nueva imagen institucional tomando
su nuevo nombre de INSTITUTO TECNOLOGICO DE BOCA DEL RIO, siendo
parte del Sistema Nacional de Educacion Superior Tecnoldgica, el cual

posteriormente cambia a Tecnoldgico Nacional de México (TecNM, 2020a).



Objetivo
Ofrecer herramientas para las siguientes generaciones; con la finalidad de
desarrollar conocimientos y capacidades de acuerdo a sus intereses personales

(TecNM, 2020b).

Mision
Contribuir a la conformacioén de una sociedad mas justa, humana y con amplia
cultura cientifico-tecnolégica, mediante una educacion equitativa en su cobertura

y de alta calidad (TecNM, 2020b).

Visién
Ser un Instituto Tecnoldgico de alto desempefio que sea soporte del desarrollo
acuicola e industrial sostenido, sustentable y equitativo de la region, de la nacién

y del fortalecimiento de su diversidad cultural (TecNM, 2020b).

Valores

A fin de orientar y guiar las acciones cotidianas de todo su personal, el Instituto
Tecnologico de Boca del Rio define los siguientes valores Institucionales:

¢ Respeto: Miramiento, consideracion, deferencia.

e Puntualidad: Disciplina de estar a tiempo para cumplir nuestras obligaciones.
¢ Honestidad: Cualidad humana por la que la persona se determina a elegir

e actuar siempre con base en la verdad y en la auténtica justicia, dando a cada

quien lo que le corresponde, incluida ella misma.



e Tolerancia: Respeto a las ideas, creencias o practicas de los demas cuando
son diferentes o contrarias a las propias.
¢ Responsabilidad: Es una obligacion, ya sea moral o incluso legal de cumplir

con lo que se ha comprometido.

Cadigo de ética

El Tecnolégico Nacional de México (TecNM) es una dependencia educativa con
reconocimiento a nivel nacional e internacional, donde se educan a los
profesionistas y posgraduados que la sociedad requiere para el desarrollo del
pais. Todo el personal que colabora dentro del TecNM tiene el firme compromiso
con la sociedad de ofrecer una educacion de excelencia en forma gratuita, el
TecNM establece el compromiso de que el personal desempefia su trabajo con
base en los valores y principios éticos contenidos en el Codigo de ética y de
Conducta que garantizan el orden, la seguridad, la igualdad y no discriminacion
establecida en la NMXR-025-SCFI-2015 y en el Programa Institucional de
Innovacion y Desarrollo 2013-2018 (PIID), en su estrategia transversal ll.1,
estrategia 3 de igualdad de oportunidades y no discriminacion contra las mujeres.
Con este Cadigo de Etica se espera que la comunidad tecnoldgica realice sus
funciones publicas, y los Lineamientos generales para propiciar la integridad de
los servidores publicos y para implementar acciones permanentes que
favorezcan su comportamiento ético, a través de los Comités de Etica y de
Prevencion de Conflictos de Interés, publicado en el Diario Oficial de la

Federacion el 20 de agosto de 2015; el presente Cddigo tiene por objeto



establecer las normas que regiran la conducta de los servidores publicos

federales que integran al Tecnoldgico Nacional de México (TecNM, 2020b).

Instalaciones del Instituto Tecnolégico de Boca del Rio

En la pagina oficial del Instituto Tecnolégico de Boca del Rio se menciona que el
principal propdsito del campus es <<ofrecer oportunidades y herramientas para
que todos los jovenes desarrollen al maximo su potencial de acuerdo con su
conocimiento, sus intereses y capacidades>>. Para el complimiento de lo
anterior, el campus Boca del Rio cuenta con una extension de terreno de casi 5.5
hectareas, en donde se incluyen:

o Laboratorios de quimica, biologia, microbiologia, alimentos, ingenieria
civil, central de pruebas no destructivas en ambientes marinos, de investigacion
de recursos acuaticos, de peces y crustaceos, de alimento vivo, de investigacion
de acuicultura aplicada.

o Talleres de soldadura, de alimentos, de mecanica, de acuicultura, de
embarcaciones menores.

o Camara hiperbarica y area de mejoramiento genético

o Servicios y areas: aulas climatizadas, internet inalambrico, cafeteria, areas
verdes, Centro de Informacion y Coordinacion de Lenguas Extranjeras, sala de
usos multiples, sala audiovisual, centro de computo, instalaciones deportivas,
servicio médico, Becas Federales CONACYT (entre otras), bolsa de trabajo,
viajes de practicas, ademas de programas de Servicio Social y Residencias

(TecNM, 2020a).



Las funciones de cada apartado del organigrama son las siguientes:

Direccion

El(la) titular de este puesto es responsable de organizar, planear, coordinar,
controlar, ejecutar y evaluar la prestacion de los servicios educativos que ofrece
el Instituto Tecnoldgico Superior de Boca del Rio, conforme a los objetivos de la
educaciéon superior tecnoldgica y lineamientos y objetivos establecidos en el

Decreto de Creacion y del Estatuto Interior del Instituto (TecNM, 2020c).

Subdirecciéon Académica

El (la) titular de este puesto es responsable de administrar la prestacion de los
servicios educativos que ofrece su area, conforme a los objetivos estratégicos de
la educacién superior tecnoldgica y de acuerdo a los lineamientos establecidos

por la Direccién General de Institutos Tecnologicos (TecNM, 2020c).

Departamento de Ciencias del Mar

El (la) titular de este puesto es responsable de la formacién académica, el
desarrollo de las competencias académicas generales, la capacitacion docente y
la actualizacién disciplinaria del personal docente del Instituto, en relacion a la
estructura organizacional del departamento en donde se presta el servicio de

residencia (TecNM, 2020c).



Problemas a resolver

Existe escasa documentacion cientifica sobre las algas que se encuentran dentro
del Golfo de México, que permitan identificar sus beneficios alimenticios,
farmacéuticos o cosméticos.

En las playas de Boca del Rio coexisten algas marinas de distintas especies, las
cuales no presentan estudios que permitan comparar sobre los beneficios para
salud humana que estas podrian tener, como su activad antioxidante o capacidad
antimicrobiana.

Por tanto, es importante investigar de manera comparativa las algas presentes
en las costas de Boca del Rio, Veracruz, con el fin de determinar la presencia de
compuestos bioactivos en ellas, y que de alguna manera logren aportar un
beneficio para la salud humana desde diversas perspectivas y asi aprovechar

sus potencialidades a este respecto.



Objetivos

Objetivo general
Evaluar dos métodos de extraccion de polifenoles con capacidad antimicrobiana

en algas marinas de Boca del Rio.

Objetivos especificos

1. Evaluar el método de extraccidon por Soxhlet, asi como el método de extraccion
por maceracion.

2. Extraer compuestos polifendlicos en tres especies de algas: verde (Ulva
lactuca) y rojas (Gracilaria mammalis y Gracilaria bursa-pastoris).

3. Determinar el contenido de polifenoles totales con capacidad antimicrobiana
en algas recolectadas de playa Pelicano en Boca del Rio.

4. Establecer qué condiciones son mejores para la extraccion de compuestos

polifendlicos algales.



Justificacion

Con la finalidad de obtener productos a partir de extractos polifendlicos con
actividad antimicrobiana, este proyecto se justifica ante la necesidad de generar
nuevos productos para el combate de enfermedades infecciosas causadas por
bacterias, ya que la resistencia a los antibioticos es un problema de caracter
mundial y cada dia mas latente en nuestro pais. También haciendo parte al
estudio de los extractos polifendlicos obtenidos y la influencia de diferentes

variables de operacion sobre el proceso de extraccion de los polifenoles.
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Marco tedrico

Compuestos bioactivos en algas marinas

Los compuestos bioactivos son componentes quimicos presentes en pequefnas
cantidades en diversas fuentes naturales, que tienen una actividad bioldgica
dentro del organismo, lo que se traduce en beneficios para la salud humana
(Consuegra-Valenzuela, 2014).

Pueden ser de origen animal o vegetal y se encuentran en alimentos como frutas,
verduras, carnes, pescados, huevos, lacteos entre otros. En el caso de las algas,
las condiciones ambientales a las que estan expuestas inducen la produccion de
compuestos unicos que resisten el estrés oxidativo (Cuesta et al., 2016).

Los compuestos bioactivos de las algas tienen diversas actividades biologicas,
como la proteccidon a la radiacion UV, anticancerigenas, antimicrobianas,
antioxidantes, etc. Ademas, estos compuestos pueden afectar la expresion de los

genes (Quitral et al., 2012).

Compuestos polifendlicos

De manera general, los extractos de macroalgas son ricos en compuestos
polifendlicos de los cuales existen diversas investigaciones sobre sus diferentes
propiedades.

Los compuestos polifendlicos se tratan de compuestos monoméricos,
oligoméricos o poliméricos con un anillo aromatico unido a uno o mas
sustituyentes hidroxil e incluye en este grupo fenoles simples, cumarinas,

flavonoides, estilbenos, lignanos, taninos hidrolizables, condensados y
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florotaninos. Un estudio sobre la macroalga parda Lessonia trabeculata hecho
por Apumayta-Suarez (2019) demostré que el contenido de polifenoles totales en
dicha alga fue alto, un total de 128.2 mgEAG/100 g de alga seca y molida.

Por su parte, Ortiz (2011) realizo un estudio de la concentracion de polifenoles en
el alga Ulva lactuca teniendo presentes en extracto etandlico 138 mgEAGIL,
29.22 mgEAG/100 g de alga fresca y 146.11 mgEAG/100 g de alga seca.
Estableciendo concentraciones considerables de polifenoles, expresado en
MgEAGI/L, para los extractos etandlicos del alga.

Por otro lado, Elasri et al. (2017) demostraron que la macroalga Gracilaria bursa-
pastoris presentaba un alto contenido fendlico total 142.6 mg GAE/g de extracto

para extracto etandlico.

Factores que afectan la concentracion de polifenoles

Algunos polifenoles son sensibles a tratamientos térmicos, ya que el calor
excesivo altera los pigmentos presentes en las muestras vegetales.

Luna et al. (2016) Evaluaron a diferentes condiciones de temperatura (63 °C, 70
°Cy 75 °C)ypH (3, 3.5y 4) su efecto sobre el contenido final de polifenoles,
demostrando que las condiciones que afectan mas significativamente la
destruccion de polifenoles son a temperatura de 75 °C y pH 4.

Los polifenoles, que son compuestos aromaticos y contienen el nucleo de
benceno, son susceptibles a la luz y, por lo tanto, se degradan facilmente. Por
esta razon, es esencial manejar con cuidado durante la extraccion y
almacenamiento de los extractos obtenidos para preservar su actividad bioldgica.

Ademas, es importante evaluar los métodos de almacenamiento para su



12

aplicaciéon en la industria alimentaria o farmacéutica. Las condiciones de
iluminaciéon pueden influir en la concentracién de polifenoles, lo que puede
resultar en una disminucion de su actividad antioxidante. Por otro lado, el
contenido de polifenoles puede variar dependiendo del grado de madurez del

alga (Vicente et al., 2017).

Métodos de extraccion convencionales.

La extraccion eficiente de polifenoles es esencial para poder obtener extractos
con potencial aplicacion farmacéutica, cosméticas o alimentaria. El aislamiento e
identificacion de compuestos fendlicos dependen en gran medida del proceso de
extraccion. Factores como el tipo de disolvente, la preparaciéon y naturaleza del
material a extraer, la estructura quimica de los compuestos fendlicos, la
temperatura, el tiempo de extraccion, la relacion solido-liquido, el método de
extraccion utilizado y la presencia potencial de sustancias que puedan interferir,

juegan un papel crucial en la eficacia de la extraccion (Buci¢-Koji¢ et al., 2011).

Extraccion por el método Soxhlet

La técnica de extraccion por Soxhlet, ha sido el método estandar para la
extraccion de muestras sélidas desde su invencidén en el siglo pasado, sigue
siendo el principal punto de referencia para comparar otros métodos de
extraccion (Jensen, 2007).

Este procedimiento se lleva a cabo en un aparato llamado Soxhlet. El proceso
comienza con una muestra que ha sido previamente triturada y luego colocada

dentro de un cartucho en forma de dedal hecho de celulosa, que se situa en el
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sifon del aparato. A continuacion, se calienta el disolvente, que esta en el balén
del equipo, y sus vapores se condensan y caen gota a gota sobre el cartucho que
contiene la muestra, extrayendo asi los analitos solubles. Cuando el nivel del
disolvente condensado en la camara alcanza la parte superior del sifon lateral, el
disolvente, ahora con los analitos disueltos, asciende por el sifon y retorna al
balon de ebullicion. Este ciclo se repite hasta que se completa la extraccion de
los analitos de la muestra, que quedan concentrados en el disolvente (Pérez et
al., 2009).

Existen factores que influyen en el método de extraccién Soxhlet incluyen el
tamano de las particulas solidas, el tipo de solvente utilizado, la temperatura y la
agitacion durante el proceso. Estos elementos determinan la interaccion entre el
soluto y la combinacion de solvente. Al mantener estas variables bajo control, se

puede lograr una extraccion sélido-liquido eficiente (Ibarra-lbarra, 2022).

Extraccion por el método de maceracion

La maceracién es un método que consiste en sumergir la muestra a macerar en
un solvente y dejarlo una determinada cantidad de tiempo, para asi transmitir al
liquido caracteristicas del producto macerado. Es la forma mas sencilla de
preparar extractos, y puede realizarse de manera repetida, para conseguir un
mayor agotamiento de las sustancias solubles contenidas en la muestra. Alguna
desventaja es su prolongado tiempo, que en algunas ocasiones es de dias o
semanas. Por otro lado, el proceso de maceracién se ve favorecido por la
agitacion, ya que esta contribuye a la extraccion de dos maneras: potenciando la

difusion y retirando la solucion concentrada que se encuentra en la superficie de
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la muestra. Este método ha sido empleado desde tiempos antiguos para la
obtencién de aceites esenciales y compuestos bioactivos (Azmir et al., 2013).

Un estudio hecho por Nada et al. (2016) utilizaron el método de maceracion para
la extraccion de polifenoles secos de chokeberry (Aronia melanocarpa) con
etanol al 50 %, en una relacién solido-liquido de 1:20, obteniendo el resultado de
fenoles totales de 27.8 mg GAE/g. indicaron que la técnica de maceracion es
eficaz y sencilla para la extraccion de compuestos bioactivos, también sefalaron
que para este caso el tiempo de maceracion no fue relevante para la extraccion

de polifenoles.

Métodos de extraccion no convencionales

Los métodos no convencionales han sido de interés cientifico debido a los altos
rendimientos para la extraccidon de compuestos bioactivos. Ya que requieren
menor tiempo de extraccion, por otro lado, impactan notablemente en la
disminucién de la contaminacién al medio ambiente, por sus bajos consumos de

disolventes organicos y de gasto energético (Wong-Paz et al., 2020).

Extraccion Asistida por Ultrasonido

La extraccién asistida por ultrasonido, es un método eficaz para el proceso de
extraccion y la calidad del producto final, reduce el tiempo de extraccién y el
consumo de energia (Hernandez-Rodriguez et al., 2020).

Un estudio realizd una investigacion aplicando la ultrasonicacidn como
herramienta para intensificar una eficiencia mejorada en los procesos de

extraccion de d-Limoneno. Demostraron que el uso de EAU redujo el tiempo total
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de extraccién a 20 min. frente a los 185 min. de un proceso convencional,
obteniendo un rendimiento de extraccién de 32.9 mg/g, 97% de extracto de d-

Limoneno (Khandare et al., 2021).

Determinacion de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu es un ensayo espectrofotométrico utilizado para
determinar el contenido de compuestos polifendlicos. EI método se basa en la
reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH
basico, que produce una coloracion azul que puede ser medida
espectrofotométricamente a 765 nm. La cantidad de compuestos fendlicos se
cuantifica a partir de la construccion de una recta patron de acido galico, el
método de Folin-Ciocalteu es uno de los métodos mas utilizados para la
determinacion de compuestos fendlicos (Lacueva et al., 2010).

El reactivo Folin-Ciocalteu es una mezcla de wolframato sédico y molibdato
sodico en acido fosfoérico que reacciona con los compuestos fendlicos presentes
en la muestra. En un medio acido, las dos sales forman el acido
fosfomolibdotungstico, que es de color amarillo. Cuando los grupos fendlicos
reducen el acido fosfomolibdotingstico, se forma un complejo de color azul
intenso. La intensidad de este color es lo que se mide para evaluar el contenido
en polifenoles. Debido a que el mecanismo de reaccion es una reaccion redox,
el método Folin-Ciocalteu también puede considerarse como un método de
medida de la actividad antioxidante total. Es un método preciso y sensible el cual
puede sufrir variaciones en los volumenes de muestra analizada, concentracion

de reactivos y tiempo de reaccién (Garcia-Martinez et al., 2015).
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Portari-Mancini et al. (2018) utilizaron el método de Folin-Ciocalteu para
determinar la cantidad de compuestos fendlicos presentes en Halimeda monile,
Halimeda opuntia y Halimeda incrassata. Los extractos acuosos demostraron un
contenido total de compuestos polifendlicos de 5.07, 4.39 y 9.11 mg de GAE/g de

alga seca, respectivamente.

Actividad antimicrobiana en algas

Se ha descubierto recientemente que las macroalgas marinas representan una
alternativa prometedora a los medicamentos comerciales debido a sus
propiedades antimicrobianas. Esto abre una nueva posibilidad para la produccion
de nuevos medicamentos en la industria farmacéutica. Existe una amplia
diversidad de familias y grupos de antimicrobianos de interés clinico (Calvo y
Martinez-Martinez, 2009).

Las algas marinas se consideran una fuente rica de metabolitos secundarios con
estructuras y funciones muy diversas, muchas especies han mostrado tener
sustancias con efectos antimicrobianos, en especial bactericidas o
bacteriostaticos, cuyas estructuras corresponden a ciertos tipos de aminoacidos,
terpenoides, florotaninos, acido acrilico, compuestos fendlicos, esteroides,
cetonas y alcanos halogenados, asi como polisulfuros ciclicos y acidos grasos
(Mufioz et al., 2020).

La gran variedad de las algas marinas hace que se conviertan en una fuente
potencial de farmacos y un gran campo de investigacion en diversas areas

biomédicas (Taskin et al., 2010).
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El potencial antibacteriano de las algas se debe a su capacidad para sintetizar,
entre otros, a los diterpenos de las algas verdes, terpenos halogenados en algas
rojas y metabolitos mixtos de origen terpeno-aromatico en algas pardas

(Razarinah et al., 2018).

Determinacion de actividad antimicrobiana

Munoz et al. (2020) Evaluaron las actividades antimicrobianas de extractos
etandlicos y hexanicos de nueve especies de macroalgas marinas recolectadas
en la playa de San Francisco, Ancon de Lima Peru. Su evaluacion fue de manera
in vitro frente a bacterias estandar Gram positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium). Sus resultados
demostraron que los extractos etandlicos tuvieron un mayor rendimiento de 67%
en comparacion con los hexanicos de 33%, especialmente frente a las bacterias
Gram positivas, siendo el extracto obtenido de Ulva intestinalis y Ulva nematoidea
los mas activos frente a S. aureus con 74.1% y 78.2% de inhibicién,
respectivamente.

Por su parte, los extractos etandlicos de U. enteromorpha y Cladophora sp frente
a S. typhimurium presentaron solo 40% de inhibicion. El extracto etandlico de
Cladophora sp. presento actividad antimicrobiana frente a las cinco cepas
bacterianas. Los autores demostraron que la mayoria de las algas estudiadas
con extractos etandlicos y hexanicos son capaces de inhibir el crecimiento de

bacterias patogenas.
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De igual manera un estudio realizado en Malasia por Razarinah et al. (2018)
utilizaron extracto de algas verdes de Halimeda sp. Se extrajeron usando metanol
y evaluaron su actividad antimicrobiana contra patdgenos microbianos de
bacterias Gram positivas (B. subtilis, S. aureus y B. cereus), bacterias Gram
negativas (P. aeruginosa, E. coli), levadura (C. albicans) y moho (A. niger). Por el
método de difusibn en placa, demostrando que Halimeda sp. inhibié el
crecimiento de B. subtilis, S. aureus y B. cereus. La zona de inhibicién mas alta
contra B. subtilis S. aureus y B. cereus se registr6 a concentraciones de 350
mg/ml con 13.67 £ 0.58 mm, 12.00 £ 0.00 mm y 9.67 + 0.58 mm, demostrando

una actividad antimicrobiana prometedora.

Actividad antioxidante en algas

En los mares tropicales, las algas marinas se encuentran expuestas a una alta
cantidad de luz solar la cual puede conducir a la formacién de radicales libres, de
manera que la ausencia de dafos oxidativos en sus componentes estructurales
y fisioldgicos sugieren que estos organismos presenten un eficiente sistema de
defensas antioxidantes (Vidal et al., 2009).

La capacidad antioxidante de un extracto vegetal, incluyendo las algas marinas,
se debe a la presencia de una variedad de compuestos quimicos. Las algas
marinas pueden contener compuestos apolares, como los derivados clorofilicos,
terpenoides y carotenoides. Algunas especies de algas poseen aminoacidos tipo
micosporinas, que tienen la capacidad de absorber cantidades significativas de
radiacion UV, evitando asi el dafo peroxidativo. Ademas, las vitaminas

liposolubles como la vitamina E y las vitaminas hidrosolubles como la vitamina C,
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que tienen actividad antioxidante, también podrian contribuir a las propiedades
antioxidantes de estos organismos (Batista-Gonzalez et al., 2009).

También, las algas se distinguen de las plantas terrestres por la presencia de
compuestos polisacaridos y compuestos simples sulfatados, asi como
florotaninos y bromofenoles, algunos de los cuales poseen propiedades
antioxidantes (Batista-Gonzalez et al., 2009).

Los antioxidantes son compuestos de gran interés actualmente por sus
beneficios que aportan a la salud humana. Es por ello que las algas marinas son
uno de los recursos potenciales de dichos compuestos, como, los compuestos
fendlicos que tienen una gran capacidad antioxidante, considerada de gran
importancia biolégica para el efecto preventivo de sobre algunas enfermedades
cardiovasculares e inmunoldgicas. La finalidad de estos compuestos reside en la
capacidad para captar los radicales libres que se pueden generar en las células
del cuerpo humano y que son resultado de la combinaciéon de muchos factores

ambientales incluida la contaminacion atmosférica (Echeverria et al., 2009).

Determinacion de actividad antioxidante

Echeverria et al. (2009). Analizaron los extractos metandlico y hexanico de cinco
macroalgas, Caulerpa mexicana, Laurencia sp., Sargassum sp., Dictyota sp. y
Sargassum cymosum. Midieron su actividad antioxidante mediante el método
DPPH de los respectivos extractos. Los resultados que obtuvieron demostraron
que los extractos de las macroalgas Sargassum sp., Dictyota sp. Sargassum
cymosum y Laurencia sp. presentaron una alta actividad antioxidante. El extracto

del alga Sargassum cymosum demostré tener el mejor desempefio en términos
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de extraccion, contenido de compuestos fendlicos y actividad inhibidora del
radical DPPH.

Elasri et al. (2017) Evaluaron el potencial antioxidante de los extractos
metandlicos y acuosos de Gracilaria bursa-pastoris midiendo la actividad
eliminadora de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y el contenido total
de compuestos fendlicos, flavonoides y flavonoles en cada extracto. El estudio
demostré que todos los extractos obtuvieron una actividad eliminadora de
radicales DPPH, y los extractos metandlicos demostraron un gran potencial
antioxidante con un valor muy bajo de CE50 (0.085 mg/mL), significativamente
equivalente a la CE50 (0.028 mg/mL) del acido ascoérbico antioxidante comercial.
Demostrando que las macroalgas tienen un gran potencial antioxidante que
podria considerarse para futuras aplicaciones en medicina, produccion de
alimentos o industria cosmética.

Alvarez-Gémez et al. (2016) En su estudio determinaron la capacidad
antioxidante de diversos extractos acuosos e hidroalcohdlicos obtenidos de algas
marinas rojas y verdes, mediante el método ABTS, que trata de la decoloracion
del radical ABTS", debido a su reducciéon a ABTS por la accién de antioxidantes.
Siendo el radical cationico ABTS* un cromdéforo verde azulado que absorbe a una
longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS
(2,2'-azino-bis-3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de
potasio. De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion
del radical ABTS* se determina en funcion a la concentracion.

Los autores en su estudio concluyeron que, entre los solventes de extraccion, el

mayor rendimiento de extraccion se presento en los solventes H20 y MeOH 20%
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(v/v). Y encontraron que la mayor actividad antioxidante se obtuvo en los
extractos de las macroalgas rojas Hydropuntia cornea, Gracilariopsis longissima,
Halopithys incurva y Porphyra umbilicalis, mientras que la actividad mas baja se
detecto en los extractos de la macroalga verde Ulva rotundata. Siendo el método
ABTS una prueba sencilla y rapida proporcionando una vision completa del
extracto en su conjunto, ya que en esta metodologia evaluaron los componentes
qgue se encuentran tanto en el medio lipofilico como el medio hidrofilico.

Por otro lado, las algas verdes (Codium decorticatum, Enteromorpha intestinalis,
Ulva fascita y Chaetomorpha anteninna) han demostrado una potenciada
actividad para inhibir la peroxidacion del acido linoleico. Las especies que
demostraron ser mas eficaces en la peroxidacion lipidica fueron E. intestinalis y
Chaetomorpha anateninna, logrando una inhibicién de mas del 70% (Shalaby,

2011).
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Procedimiento y descripcion de las actividades realizadas

Colecta y pretratamiento

Se recolectaron tres tipos de algas: Ulva lactuca, Gracilaria bursa-pastoris y
Gracilaria mammalis en la playa Pelicano de Boca del Rio, Veracruz (Fig. 1). Tras
su recoleccion, se trasladaron al laboratorio para su pretratamiento. Este
consistid en separar las algas por especie, lavarlas, eliminar los epifitos presentes

y determinar su peso en estado humedo (Fig. 2 y 3).

Figura 1. Recolecta de algas en playa pelicano.

Figura 2. Algas lavadas y sin epifitos presentes en ellas.
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Figura 3. Determinacién del peso humedo.

Después, las muestras se sometieron a un proceso de secado en horno a 60° C
durante un periodo de 24 a 48 horas (Fig. 4). Una vez secas, se pulverizaron (Fig.

5). Al finalizar este proceso, se determiné el peso seco de las muestras (Tabla 1).

Figura 4. Algas en horno de secado a 60°C.
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Figura 5. Pulverizacion y tamizado de las muestras solidas.

Tabla 1. Comparacion de peso hiumedo y peso seco de cada especie.

Muestra Peso humedo (g) Peso seco (g)
Ulva lactuca 279.5 50.2
G. bursa-pastoris 429.6 48.6
G. mammalis 620.9 65.3

Finalmente, las muestras pulverizadas se almacenaron en recipientes
debidamente etiquetados, en un lugar oscuro y seco para su conservacion (Fig.

6).

Figura 6. Muestras sélidas conservadas en pomos.
etiquetados.
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Extraccién de polifenoles por el método Soxhlet

Para el proceso de extraccion por Soxhlet, se pesaron 3.0 g de cada muestra de
alga solida en dedales de celulosa que luego se colocaron en la columna de
extraccion (Fig. 7). Posteriormente, se llené el matraz de fondo plano con el
solvente hasta aproximadamente la mitad. En este paso es importante que se
tome en cuenta que el matraz no quede sin solvente a medida que este asciende,
ya que la muestra podria secarse o incluso quemarse debido a la pérdida de

solvente por evaporacion durante la extraccion.

Figura 7. Llenado de matraz de fondo plano
con el solvente etanol al 96%.

Calentamiento

La temperatura tiene un impacto significativo en los solventes, y este depende de
su punto de ebullicién. Por lo tanto, se debe conocer la sustancia con la que se
esta trabajando. Para optimizar la operacion, es ideal mantener la temperatura
optima para asegurar la extraccion de la sustancia deseada. En este caso, se

utilizé etanol al 96%, cuyo punto de ebullicion es de 78°C (Fig. 8).
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Figura 8. Calentamiento del solvente.

Refrigeracion
El funcionamiento eficiente del sistema de refrigeracion depende de la correcta
conexion de las mangueras. Si no se conectan correctamente a la entrada y

salida de agua en el equipo, el sistema puede sobrecalentarse (Fig. 9).

Figura 9. Conexion de las mangueras de
entrada y salida del equipo.
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Proceso de Extraccion

Con el equipo Soxhlet ya ensamblado, se activé la mantilla de calentamiento para
dar inicio al proceso. Cuando el solvente alcanzé su punto de ebullicion, empezé
a evaporarse debido al calentamiento de las paredes del equipo.

El refrigerante se condensd y comenzo a caer en forma de gotas sobre el dedal
de celulosa que contenia la muestra solida, completando asi el primer ciclo.

A medida que el condensado caia sobre el cartucho, este empezaba a escurrir
llenando el recipiente de extraccidon hasta llegar al nivel de la bajada del sifén,

retornando con todo el material disuelto hacia el matraz de fondo plano (Fig. 10).

Figura 10. Instalacion completa del equipo Soxhlet.

Final de la extraccion

Al concluir el proceso de extraccion, se dejo el sistema reposar durante unos
minutos para que se enfriara y poder manipulado con mayor facilidad. Una vez
que alcanzo la temperatura ambiente, se desmont6 el equipo y se extrajo el
cartucho que se encontraba saturado de solvente, para posteriormente pasar

todos los cartuchos utilizados al horno de secado.
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Finalmente, la muestra liquida se almacené en frascos herméticamente cerrados,
los cuales se etiquetaron y se envolvieron con papel estraza para proteger las
muestras de la luz (Fig. 11 y 12). Este proceso de extraccién duré una hora y

media, con 8 ciclos para cada muestra. Cada muestra se realizd por duplicado.

Figura 12. Muestras en frascos cerrados
herméticamente.
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Extraccién por maceracion

Para el procedimiento de extraccion por maceracion, se mezclaron 2.5 g de
muestra sélida de cada una de las tres especies de algas con 37.5 mL de etanol
en una relacion sélido-liquido de 1:15. Esta mezcla se colocd en tubos de
centrifuga de 50 mL, realizandose dos muestras por cada especie.

Posteriormente, las seis muestras se situaron en un agitador a 150 rpm (Fig. 13).

Figura 13. Muestras en agitador a 150 rpm.

En este paso se realizé una cinética de extraccion para poder determinar en
cuanto tiempo se hacia la mayor extraccién de polifenoles. De tal modo que se
extrajeron 500 pL de muestra en los primeros 15 minutos para su posterior lectura
de absorbancia en espectrofotometro a 765 nm, después a los 30, 45, 60 y 90
minutos, hasta completar una hora y media (Fig. 14). Con los datos obtenidos de
las absorbancias se elabordé una cinética de extraccién que se muestra en el
apartado de resultados en la grafica de la figura 33, para de esta forma poder

darnos una idea de la concentracion versus el tiempo de extraccion.
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Figura 14. Muestras tomadas cada 15y 30
minutos.

En la siguiente fase, se mezclaron de igual forma 2.5 g de cada muestra solida
con 37.5 mL de etanol en tubos de centrifuga de 50 mL (Fig.15), pero en esta
ocasion se agrego un periodo de 10 minutos con el método de sonicacion para
poder demostrar si agregando este método se potencializaba la extraccién de

polifenoles. Esto se realizé por triplicado.

Figura 15. Muestras maceradas en tubos
de 50 mL.

Los tubos con las muestras se rotularon con los periodos de maceracion y
sonicacidon correspondientes, las primeras tres muestras se maceraron durante
45 minutos, las siguientes tres muestras se sometieron a sonicacion durante 10

minutos seguido de maceracion durante 35 minutos y para las tres ultimas
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muestras se hizo el segundo paso dos veces (Fig. 16). Por ultimo Las muestras
se agregaron a tubos de 15 mL para su posterior determinacion de polifenoles

totales.

Figura 16. Muestras en sonicador.

Método Folin-Ciocalteu para determinacion de polifenoles totales
Inicialmente para calcular la cantidad de polifenoles totales en cada muestra, se
cred una curva de calibracién utilizando acido galico como estandar. Esta curva
sirvi6 como referencia para comparar los datos obtenidos posteriormente. La
ecuacion resultante de esta curva fue esencial para determinar la cantidad de
polifenoles en las muestras extraidas. Se calcularon las diluciones necesarias
para la curva de calibracion de acido galico, partiendo de diferentes
concentraciones de una solucion madre de 200 mg/L. Se pesaron 200 mg de
acido galico en una balanza analitica y se llevo a volumen con etanol al 96% en
un matraz volumétrico.

A partir de esta solucion patron, se prepararon soluciones con diferentes

concentraciones: 30, 40, 70, 90 y 100 mg/L. Esto permitié obtener los datos de



32

absorbancia necesarios para construir la curva de calibracion. En la tabla 2. Se

muestran las alicuotas tomadas respectivamente de la solucién madre y etanol.

Tabla 2. Alicuotas con diferentes concentraciones de la solucién madre de acido galico.

mg/L Solucion madre mL Etanol 96% mL
30 150 850
40 200 800
70 350 650
90 450 550
100 500 500

Para preparar la solucién de carbonato de sodio al 2.5%, se pesaron 0.0250 g de
carbonato de sodio y se diluyeron en 100 ml de agua desionizada. Se agito la
solucién durante dos minutos hasta que el carbonato de sodio se disolvid
completamente.

Pasado los 15 minutos de haber metido las alicuotas en el bafio termostato se
midié la absorbancia a 765 nm usando UV-VIS espectrofotémetro (Fig. 17). Con
los datos arrojados se procedié a construir la curva de calibracién que se muestra

en la grafica de la figura 18.

KIM A!

Figura 17. Alicuotas preparadas de la solucion
madre de acido galico.
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Figura 18. Curva de calibracion estandar de acido galico.

Concentracién de polifenoles en las muestras extraidas

En tubos de ensayo se agregaron 500 uL de cada una de las muestras extraidas
con los métodos utilizados, adicionando al igual que para la curva patrén 250 pL
del reactivo Folin-Ciocalteu (2N), 2.25 mL de etanol al 96% y 2 mL de carbonato
de sodio al 2.5%.

Las muestras pasaron a incubarse a 45°C en bafio termostato durante 15 minutos
(Fig. 19). Finalmente se leyeron las absorbancias en espectrofotémetro a 765
nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico

sobre litro (MgEAGI/L).
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Figura 19. Muestras en bafio termostato a 45°C por 15 min.

Determinacion de actividad antioxidante por el método ABTS

Inicialmente, se realiz6 una dilucién 1:24 de ABTS en un matraz de 100 mL,
afiadiendo 80.5 mL de etanol al 96% y 3.5 mL de ABTS. Durante el analisis, en
tubos de ensayo se combinaron 2.850 mL de ABTS con 150 pL de cada una de
las muestras extraidas.

Se registro la absorbancia inicial en espectrofotdmetro a 734 nm, buscando que
la lectura inicial estuviera lo mas cerca posible de 0.700 nm. Luego, las muestras
se dejaron reaccionar durante 6 minutos antes de obtener las absorbancias
finales. Con estos datos, se pudo calcular el porcentaje de inhibicién de los
polifenoles presentes en las muestras, utilizando la siguiente férmula.

ABS, . —ABS ;.
ABS, __

micial

Y% Inhibicion = [ }xl 00



35

Resultados

En este apartado se muestran los resultados correspondientes a la cinética de
extraccion, la evaluacion de los meétodos utilizado para la extraccion de
polifenoles, asi como las concentraciones de polifenoles totales en extractos
etandlicos de las tres especies de algas (Ulva lactuca, Gracilaria mammalis y
Gracilaria bursa-pastoris) y la actividad antioxidante de cada una de ellas.

De acuerdo a la grafica de la figura 24, la cinética de extraccion demostro, el
tiempo de extraccion con relacion al promedio de las absorbancias de cada una
de las muestras de las tres especies de alga.

Se observa el pico de la curva que representa el tiempo en el cual existe una
mayor absorbancia. Siendo a los 45 minutos el tiempo donde se determind la
maxima extraccion para cada una de las muestras.

Ulva lactuca obtuvo una mayor absorbancia al resto de las especies con un
promedio de 0.119, seguida de G. mammalis con un promedio de 0.103 y para

G. bursa-pastoris un promedio de 0.079 de absorbancia.
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Figura 20. Cinética de extraccion correspondiente al método de maceracion.

Se aplicé el analisis estadistico ANOVA con prueba Tukey para poder evaluar los
métodos de extraccidon que se utilizaron.

En la literatura citada el estudio realizado por Ortiz, (2011) demostré que Ulva
lactuca tuvo una concentracion de polifenoles totales de 138 mgEAG/L de
extracto etandlico. De acuerdo a esto, en los resultados obtenidos en el
experimento del presente trabajo U. lactuca tuvo concentraciones de 3.3
mgEAG/L para el método Soxhlet, 8.80 mgEAG/L para maceracién, 8.43
mgEAG/L y 9.32 mgEAG/L potencializando el método de maceracién con
sonicacién, por otro lado, los resultados de los estudios de la alga G. bursa-
pastoris hechos por Elasri, et al. (2017) tuvieron una concentracion de 142.6
mgEAG/g de muestra solida para extractos etanodlicos, comparado con los

resultados del presente trabajo G. bursa-pastoris tuvo concentraciones de 2.33,
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2.78, 2.65 y 3.17 mgEAGI/L y para la especie de alga roja G. mammalis se
determinaron concentraciones de 2.84, 3.35, 299 y 3.62 mgEAG/L
respectivamente por los métodos mencionados anteriormente, mostrados en la
grafica de la figura 21.

Obteniendo concentraciones de polifenoles totales considerablemente bajas en

comparacion con los estudios realizados en la literatura citada.
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Figura 21. Concentracion de polifenoles totales en (mgEAG/L) correspondiente a cada método
de extraccion.

Sin embargo, se puede observar que las mejores condiciones para la extracciéon
de polifenoles son por el método de maceracion y potencializando el método con
sonicaciéon se obtiene una mayor extracciébn y por lo tanto una mayor
concentracion de polifenoles totales en comparacién con la extraccién del método

Soxhlet.
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Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método de oxidacion del
radical ABTS (2,2'-azino-bis-3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) en la
grafica de la figura 22 se muestran los porcentajes de inhibicidon que obtuvieron
las tres muestras por cada especie de alga, correspondiendo a U. lactuca un
porcentaje de inhibicién del 68.29%, G. mammalis 53.33% y G. bursa-pastoris
48.15%. A comparacioén de los estudios de Alvarez-Gémez et al. (2016) donde
determinaron que la especie Ulva rotundata tuvo una actividad antioxidante mas
baja que el alaga Gracilaria longissima y por otro lado el estudio realizado por
Shalaby (2011) demostrd que la especie Ulva fasciata logro tener una potenciada
actividad antioxidante.

Lo que se considera que estas variaciones de resultados pueden deberse a
diferentes variables, como la especie o el tipo de solvente que se utiliza durante
la extraccion de compuestos bioactivos para lograr determinar una alta actividad

antioxidante.
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Figura 22. Porcentajes de inhibicidon para cada especie de alga.
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Conclusiones y recomendaciones

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se demostrd que los
extractos etandlicos de las algas Ulva lactuca, Gracilaria mammalis y Gracilaria
bursa-pastoris pueden ser una fuente natural significativa de antioxidantes.

La actividad antioxidante en las algas tiene que ver con la cantidad y naturaleza
de los compuestos bioactivos presentes en sus extractos algales.

Siendo el extracto etandlico del alga Ulva lactuca que presento porcentaje de
inhibicién relativamente alto de 68.29% y una mayor concentracion de polifenoles
totales de 9.38 mgEAG/L, mientras que las concentraciones mas bajas
estuvieron presentes en las algas G. mammalis y G. bursa-pastoris al igual que
sus porcentajes de inhibicién.

Con el objetivo de evaluar dos métodos de extraccion de polifenoles en alga de
Boca del Rio, se determin6é que existen diferencias significativas entre ambos
métodos (Soxhlet y maceracion), sin embargo, el método que proporciona una
mejor extraccion fue por maceracion, que también al potencializarlo con la
sonicacion presentd una mejora en la extraccion de polifenoles, lo que demuestra
que aplicando un meétodo no convencional a un método convencional se pueden
obtener mejores resultados de extraccion.

Se recomienda continuar con mas estudios sobre las algas marinas dentro del
Golfo de México donde se demuestre la importancia de este recurso natural y
contribuir con su aprovechamiento sobre las funciones que pueden aportar un
beneficio a la salud humana como, determinar la capacidad antimicrobiana que

presenten estas algas y analizar otros factores que pueden intervenir en la
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cantidad de polifenoles totales presentes en extractos algales ya que existen

variables que pueden alterar estas concentraciones.

Competencias desarrolladas

e Uso del equipo Soxhlet.

e Uso de agitador.

e Manejo de espectrofotometro.

e Uso de reactivo Folin-Ciocalteu.

e Determinacién de polifenoles totales.

e Manejo de materiales y utileria de laboratorio.

e Manejo de sonicador.

¢ Manejo de bafo termostatado.

e Determinacion de actividad antioxidante en algas Ulva lactuca, Gracilaria

mammalis y Gracilaria bursa-pastoris.
Experiencia profesional adquirida
Durante el desarrollo de este proyecto, se llevd a cabo trabajo practico en
laboratorio, lo cual permitié adquirir mayor conocimiento y experiencia en el
manejo de material y equipo.
Se aprendié sobre las diferentes actividades a emplear en un laboratorio, las
normas y precauciones que se deben seguir, debido a que es un area donde se
trabaja con diferentes materiales, reactivos, equipos, entre otros, que se deben
manejar con mucha precaucién. De igual manera se aprendidé sobre métodos y

técnicas que permiten determinar funciones importantes en recursos naturales.
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