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RESUMEN 
 

La Acanthophora spicifera un alga roja de fácil adaptación a diferentes condiciones 

ambientales, por su capacidad de regenerarse por fragmentación, convirtiéndola en una 

especie invasora en áreas tropicales y subtropicales. Además, es conocida por sus 

componentes bioactivos (antioxidantes, fitohormonas, fitopigmentos). En este estudio se 

plantea determinar las condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidantes de la 

macroalga que crece en la zona intermareal de la playa de San Pedro de la provincia de Santa 

Elena, en dos procesos de secado (horno y liofilización) y extracción etanólica (digestión y 

sonicación) a diferentes concentraciones de etanol (50% y 70%) en rangos de tiempo y 

temperatura para su posterior determinación de actividad antioxidante por los métodos 

DPPH, ABTS, fenoles, flavonoides y auxinas totales en microplacas. Los datos se analizaron 

mediante análisis de varianza (ANOVA) usando el software estadístico R.4.2.0 e InfoStat, 

observan que los mejores resultados se dieron por digestión con una concentración de etanol 

al 50% y se obtuvieron valores para: la actividad captadora de radicales DPPH 3.65±0.011 

µmol ET/g ps, mayor actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 14.06±0.03 µmol 

ET/g ps, para flavonoides 1278.58±2.94 µg EQ/g ps, para fenoles 900±0.129 µg GEA/g ps, 

y para en auxinas 0.287 ppm en 10 gramos de muestra seca 

Las condiciones óptimas para la extracción etanolica de la macroalga A. spicifera., fueron 

47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de radicales DPPH y 47 °C y 39 minutos para 

la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS, 45 °C y 37 minutos para Fenoles totales 

y 43 °C y 38 minutos para Flavonoides totales, estos valores óptimos aplican a extractos 

obtenidos a partir de las algas deshidratadas bajo las condiciones evaluadas. Los resultados 

obtenidos sirven para futuros bioproductos que contengan los principios activos de la A. 

spicifera. 

 
Palabras clave: actividad antioxidante, fitohormonas, Acanthophora spicifera, extracción. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN 

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 
 

En países orientales las algas marinas se han utilizado antiguamente como fuente de 

alimentación, de manera especial las Rhodophyta o algas rojas que son muy importantes 

no solo por agrupar alrededor de 7000 especies, sino que también son una excelente 

fuente de minerales, fibras, proteínas y vitaminas, también contienen ficocoloides muy 

empleado en Europa para la elaboración de productos biomédicos, artículos del hogar y 

alimentos industrializados (Gómez-Ordóñez, 2013; Quitral R. et al., 2012). 

Las microfloras marinas producen nuevos químicos para soportar variaciones extremas 

de presión, salinidad, temperatura, etc., prevalecientes en su ambiente, y los químicos 

producidos son únicos en diversidad, características estructurales y funcionales por lo 

que siguen siendo la mejor fuente de productos químicos de la naturaleza(Kathiresan et 

al., 2008). 

Las algas y manglares contienen altas cantidades de polifenoles como ácidos fenólicos, 

flavonoides, antocianidinas, lignina, taninos, catequina, epicatequina, epigalocatequina 

y ácido gálico(Bandaranayake, 2002; Yoshie et al., 2002). Estos compuestos polifenólicos 

han mostrado muchas bioactividades beneficiosas para la salud, como antioxidantes, 

anticancerígenos, antivirales, antiinflamatorios y la capacidad de inhibir la agregación 

plaquetaria humana (Fan et al., 2001). 

La mayoría de los compuestos antioxidantes activos son flavonoides, isoflavonas, 

flavonas, antocianinas, cumarinas, lignanos, catequinas e isocatequinas; las vitaminas C 

y E, el β-caroteno y el α-tocoferol presentes en los alimentos naturales están reportados 

como antioxidante (Cai et al., 2004; Kaur & Kapoor, 2009), en este sentido el alga roja 

Osmundea pinnatifida ha sido documentadas por poseer estos atributos a más de 

antimicrobianas, antifúngicas y antileishmanial (Rizvi & Shameel, 2004) 

Es importante mencionar que las algas frescas tienen un alto contenido de humedad, 

dependiendo de la especie puede tener hasta en un 85%. Por lo tanto, el uso de algas 

marinas como ingrediente en la industria alimentaria a menudo requiere que se 

deshidrate antes de su uso(Gupta et al., 2011), ya que el secado inhibe la actividad 
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microbiológica y ralentiza o detiene las reacciones químicas que causan el deterioro de 

los alimentos (es decir, oxidación o reducción), prolongando así la vida útil (Gupta et al., 

2011; Gupta & Abu-Ghannam, 2011) y ayuda a la extracción de ciertos componentes 

químicos(Ito & Hori, 1989). 

Los procesos de secado más comunes utilizados para las algas marinas son: el secado al 

sol, el secado al horno y la liofilización(Ling et al., 2015), el procesamiento de cada 

método puede cambiar la composición química y las propiedades antioxidantes de las 

algas destinadas a ser utilizadas como bioproductos funcionales para alimentos y piensos 

(alimento para el ganado), aplicaciones cosméticas, farmacéuticas e industriales(Jiménez-

Escrig et al., 2001; le Lann et al., 2008). Si bien existen diferentes técnicas de secado 

disponibles, varios factores como el costo, el consumo de energía, la efectividad y el 

impacto en la calidad de los alimentos deben tenerse en cuenta al seleccionar el método 

más apropiado(Chen et al., 2015; Stramarkou et al., 2017). 

Sin embargo, cuando se seca al sol, las algas marinas se exponen al aire libre a la luz 

solar directa, donde hay una gran oportunidad de contaminación en el aire (es decir, con 

partículas, microbios, etc.) que luego pueden afectar la calidad e higiene del producto 

final(Wong & Chikeung Cheung, 2001). 

Diferentes estudios han demostrado el valor de selección de tratamientos de secado 

apropiados para preservar compuestos bioactivos importantes de las algas destinadas a 

diferentes procesos (Kadam et al., 2015), aunque existen pocos estudios que describan los 

efectos de los procesos de secado en los extractos de algas marinas(Rioux et al., 2017), el 

interés en este tema ha aumentado en los últimos años (Badmus et al., 2019; Chenlo et al., 

2018). 

Los principales antioxidantes encontrados en las algas marinas son compuestos fenólicos 

y pigmentos fotosintéticos (clorofilas, carotenoides y ficobiliproteínas), que también son 

conocidos por sus actividades biológicas (anticancerígenas, antiinflamatorias, 

antiobesidad y antiangiogénicas) (Pangestuti & Kim, 2011). Sin embargo, tanto los 

compuestos fenólicos como los pigmentos son susceptibles a la oxidación, 

especialmente a altas temperaturas (Humphrey, 2006). Además, las algas marinas se 

consideran una fuente alternativa de proteínas, carbohidratos, ácidos grasos y minerales, 

que pueden sufrir degradación a temperaturas elevadas y pérdida de agua. 
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La A. spicifera. es un alga roja nativa del Caribe y las costas de Florida, actualmente está 

registrada como especie invasora en las islas del Pacífico Central (Russell, 1992; Tsuda et 

al., 2008). Su plasticidad morfológica, estrategias reproductivas (sexual y asexual), 

adaptación a condiciones ambientales y capacidad de regenerarse por fragmentación, la 

han convertido en una especie de reproducción exitosa(Smith et al., 2002). 

En Ecuador existen varios tipos de macroalgas que son utilizadas en las industrias de 

otros países como Ulva, Chaetomorpha, Dictyota, Padina en área alimenticia como 

salsas o suplementos alimenticios; Enteromorpha como un inhibidor de bacterias 

patógenas, Sargassum usada como gel y fertilizante, Gelidium, Gracilaria y 

Gracilariopsis y en menor escala de las especies de Acanthopeltis, Ahnfeltia, Gracilaria, 

Gracilariopsis, Hypnea, Ceramium, Pterocladia, Griffithsia, Lithotamniun, Grateloupia, 

Ahnfeltia usadas para la producción de agar y de carragenano (Pesca, 1994). De manera 

particular la macroalga A. spicifera se tiene pocos datos sobre sus componentes 

bioactivos (antioxidantes, fitohormonas, fitopigmentos), sólo reportan la influencia de 

esta alga sobre la alimentación de tortugas marinas(Valverde Velásquez, 2018) y la utilidad 

en procesos de biorremediación de aguas(Vaca Sandoya, 2018). 

Por lo anterior descrito, el presente estudio plantea como objetivo determinar las 

condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidantes y fitohormonas del alga 

roja A. spicifera empleando diferentes métodos de secado para preservar la calidad de los 

biocomponentes del producto final, con miras a un escalado comercial. 

1.2 OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar las condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidantes y 

fitohormonas del alga roja Acanthophora spicifera empleando diferentes métodos de 

secado para preservar la calidad de sus biocomponentes. 

1.3 OBJETIVO ESPECIFICO 
 

1. Analizar los métodos de secado por horno de bandeja y por liofilización que 

permita conservar las propiedades de los biocomponentes de la macroalga. 

2. Optimizar la concentración de antioxidantes de los extractos etanolicos de 

A.spicifera mediante sonicación y digestión utilizando metodología de respuesta. 



4  

3. Determinar la concentración de auxinas totales de extractos etanolicos por medio 

de digestión. 

 

 
 

1.4 MARCO TEÓRICO 

 
1.4.1 Algas 

 

Las algas en el ecosistema acuático son organismos muy diversos e importantes 

al ser refugio y alimentos para las especies acuáticas (CONABIO, 2017), el uso 

del alga viene desde tiempos antiguos en países orientales como Japón y China 

como fuente de alimento por su contenido en minerales, fibras, vitaminas y 

proteínas, por otro lado, los países occidentales las han usados para usos 

farmacéuticos y cosméticos. Las algas al poseer diversas estrategias de adaptación 

que les permiten aclimatarse a diferentes condiciones de estrés ambiental a las que 

se ven expuestas (De et al., 2014), que las convierten en un recurso económico y 

atractivo de materia prima en la elaboración de alimentos y obtener pigmento 

natural en el que se destaca la fucoxantina, carotenoide que incluye un enlace 

alénico y 5,6-monoepoxido en su molécula (Quitral R. et al., 2012). 

En los mares las algas están expuestas constantemente a la luz solar lo que puede 

conducir a la formación de radicales libres, de manera que la ausencia de daños 

oxidativos de sus componentes estructurales y fisiológicos evidencian que estos 

organismos presentan un eficiente sistema de defensas antioxidantes (Gutierrez et 

al., 2015) En diferentes investigaciones se ha demostrado una relación directa 

entre el consumo de algas marinas y la prevención y/o en el tratamiento de 

patologías relacionados con el estrés oxidativo en experimentos con modelos 

animales y cultivo de células resultados satisfactorios (DA et al., 2018; Y et al., 

2019), entre los antioxidantes se encuentran compuestos lipofílicos como ácidos 

grasos insaturados, clorofila y carotenos; compuestos hidrofílicos como 

polifenoles y vitamina C; y polisacáridos(Batista González et al., 2009). 

Las algas taxonómicamente se las ha agrupado en tres grandes grupos que son: 

Chlorophyta o clorofitas, Phaeophyta o feófitas y Rhodophyta o rodófitas, común 

mente llamadas algas verdes, pardas y rojas respectivamente. 
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1.4.2 Fitohormonas 

 

Las fitohormonas son moléculas químicas que se encuentran en diferentes 

concentraciones en las plantas que afectan su desarrollo(Universidad Politecnica 

de Valencia, n.d.) Para que las plantas se puedan desarrollar con normalidad 

depende de varios factores externos e internos (Bedon Romero, 2011), en este 

último se encuentran sustancia químicas llamadas hormonas vegetales o 

fitohormonas (Medina Huaman, 2016), se sintetizan en diferentes partes de la 

planta, responden a cambios ambientales y regulan la expresión genética de la 

planta(Córdova Ruiz, 2019) Existen diferentes tipos capases de promover o 

inhibir el crecimiento vegetal y bajo diferentes estudios se ha podido clasificar 

dependiendo su actividad o capacidad estimulante (Alcantara Cortes et al., 2019), 

las más conocidas y estudiadas son: Auxinas, Citoquininas y Giberelinas 

1.4.2.1 Auxinas 
 

Las auxinas son las más conocidas por controlar varios aspectos de desarrollo de 

la planta en conjunto con la respuesta del medio ambiente. Dentro de sus efectos 

a nivel celular podemos encontrar que promueve la elongación y división celular, 

aumenta el contenido de osmótico celular, aumento de producción proteica, entre 

otras, mientras que a nivel vegetal promueve la formación y elongación de tallo y 

de las raíces (Alcantara Cortes et al., 2019). Dentro del grupo de las auxinas la 

más destacada es el Ácido Indo-Acético (AIA)(Córdova Ruiz, 2019) que se 

sintetiza a partir del aminoácido triptófano como observa en la figura 2. 
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Figura 1 Síntesis de triptófano en Acido indol-3-acético 

 

 
1.4.2.2 Giberelinas 

 

Las giberelinas al igual que las auxinas promueve el crecimiento del tallo y el 

desarrollo del ciclo de la planta, alargamiento de segmentos nodales, participan 

en procesos de iniciación floral fue descubierta por japoneses, que estudiaban una 

enfermedad en el arroz. 
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1.4.2.3 Citoquininas 
 

Es una de las fitohormonas más importantes dentro del grupo ya que estas son de 

vital importancia en la estimulación y crecimiento de raíces, el crecimiento de 

frutos y estimulan la movilización de nutrientes, se sintetizan a partir de la 

Adenina(Alcantara Cortes et al., 2019; Córdova Ruiz, 2019) 

Actualmente el termino reguladoras de crecimiento hace referencia a sustancias 

de origen sintético y vegetal que dan respuestas a nivel metabolómico o 

crecimiento de la planta ya que siguen una dinámica de regulación intrínseca, 

como se observar en la figura 3 y algunos de estos reguladores son adquiridos 

desde suelo, (Gallardo, 2008; Tanimoto, 2007), en la industria existe diferentes 

productos que mejoran el desarrollo de los cultivos que son a base de algas 

marinas(Ricardo et al., 2020). 

 

 

Figura 2 Movimiento de reguladores de crecimiento(Tanimoto, 2007) 

 

1.4.3 Acanthophora spicifera (M.Vahl) Børgesen 

 

A. spicifera es un alga roja ampliamente distribuida en mares subtropicales y 

tropicales y se encuentra en muchos hábitats intermareales y submareales. Está 

distribuida desde los arrecifes poco profundos hasta profundidades de hasta 17m 

reportado en Puerto Rico y 22m en las Islas Vírgenes (Ceramiales, 1999), esta 

macroalga se la considera como una especie invasora en las islas del Pacífico 
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central y en lugares como Hawaii es la principal invasora(CONABIO, 2017), esto 

se debe a su estrategia reproductiva sexual como asexual, la capacidad de 

regenerarse por fragmentación y que se adapta fácilmente a diversas condiciones 

ambientales por lo que representa una amenaza para su nuevo ecosistema 

(Budiyanto et al., 2022; Schnӧller, 2016) 

A lo largo de diversos estudios se ha encontrados que posee diversas propiedades 

en como bioindicador de enriquecimiento de nutrientes, también se ha 

documentado que es un buen productor de oxígenos y como materia prima para la 

producción de biocombustible por su alto contenido en lignina(CONABIO, 2017). 

Desde 1986 se ha recopilado datos sobre los metabolitos secundarios que posee la 

A. spicifera y el uso como antitumoral, antibacterial, antiinflamatorio y 

antioxidante.(Budiyanto et al., 2022) 

 

 
Figura 3 Acanthophora spicifera (M.Vahl) Børgesen 

Fuente: Natusfera 
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CAPÍTULO 2 

METODOLOGÍA 

Para cumplir con los objetivos propuestos se presenta un esquema de trabajo y 

metodología a desarrollar (ilustración 1) en el laboratorio de Bioproductos y Bioprocesos 

del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 1 Esquema de trabajo para la determinación de la composición bioquímica 

del alga roja Acanthophora spicifera. 

Recolección del material vegetal 

Limpieza 

Secado 

Trituración 

Extracción 

Análisis de superficie de respuesta 

Polifenoles totales Fenoles totales Ensayo ABTS Ensayo DPPH 

Filtración 

Optimización 

Fitohormonas 
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2.1 Diseño estadístico de experimento 
 

Para el análisis estadístico de los diferentes ensayos se definió un ANOVA multinivel 

con las variables independientes: tipo de secado (X1), concentración de Etanol (X2), tipo 

de extracción (X3), temperatura (X4) y tiempo (X5), mientras que las variables de 

dependientes fueron: actividad captadora de radicales DPPH (Y1), actividad inhibidora 

del radical catiónico ABTS (Y2), contenido de fenoles totales (Y3) y contenido de 

flavonoides totales (Y4). Los niveles experimentales fueron: para tipo de secado: 

Liofilizado y bandeja, en concentración de Etano: 50%, 70% para el tipo de extracción: 

digestión y sonicación, para temperatura: 40˚C, 45˚C y 50˚C, para tiempo de extracción: 

30 min, 40 min y 50 min. 

2.2 Recolección y preparación de materia prima 
 

La recolección del material vegetal se realizó en la playa de San Pedro de Manglaralto 

(1°57'42.7"S 80°44'05.2"W), de la provincia de Santa Elena durante el mes de enero del 

2021, la identificación taxonómica fue confirmada por la especialista en macroalgas de 

CENAIM Sofie Van Den Hende, Ph.D. Las muestras fueron colectadas en bolsas de 

polietileno estéril con cierre hermético previamente rotuladas, posteriormente fueron 

limpiadas de epifitas y materiales extraños y guardadas en refrigeración. 

 

2.3 Análisis de los métodos de secado 
 

Para el proceso de secado se utilizó un secador de bandeja con una temperatura de bulbo 

seco a 45 °C, las condiciones de velocidad y humedad relativa del aire se mantuvieron 

contantes, para el proceso de secado por liofilización a una temperatura de -40 °C, en 

ambos procesos se obtuvo los datos pesando periódicamente las muestras en intervalos 

de tiempo hasta tener un valor constante. Para conocer la humedad (X), %humedad (%X) 

y rendimiento (%R) de las muestras fueron calculadas por medio de las siguientes 

ecuaciones: 

 

𝑋 = 
𝑝𝐻−𝑝𝑆 

𝑝𝑆 
[1] 

 

%𝑋 = 
𝑝𝐻−𝑝𝑆 × 100% [2] 
𝑝𝐻 

 

%𝑅 = 
𝑝𝑆 × 100% [3] 
𝑝𝐻 



11  

Donde 𝑝𝐻 es el peso de la muestra húmeda y 𝑝𝑆 es el peso de muestra de seca. 

 
2.4 Obtención de extractos 

 

Para la obtención de extractos se colocó la muestra seca y etanol en una relación 1:15, se 

realizó por el método de digestión y de sonicación respectivamente, sellando el recipiente 

con papel aluminio para evitar perdida del disolvente, finalmente los extractos fueron 

filtrados en papel Whatman N°1 y preservados a -4°C para su posterior análisis 

espectrofotométricos 

2.5 Ensayos de actividad antioxidante 

 
La actividad antioxidante de los extractos hidroalcohólicos se evaluó en el 

espectrofotómetro por medio de los ensayos DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y ABTS 

(Ácido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico) 

 

2.5.1 Ensayo DPPH 

 
El ensayo DPPH se realizó tomando como referencia la metodología descrita por 

Viteri et al.,2021 (Viteri et al., 2021). Se hizo reaccionar 50 µL de muestra (1000 

µg/mL) con 150 µL de una solución metanólica de DPPH 0.15 mM Sigma- 

Aldrich y después de 30 minutos de incubación en oscuridad se midió la 

absorbancia a 517 ηm usando un Lector multi-modal Synergy HTX con detector 

UV-VIS (Biotek). El porcentaje de actividad captadora de radicales DPPH fue 

calculado de acuerdo a la ecuación 4: 

 
Actividad capatadora de DPPH (%) = [1 − 

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎] 𝑥 100 [4] 
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

 

2.5.2 Ensayo ABTS 

 
El ensayo ABTS se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por Viteri et 

al.,2021(Viteri et al., 2021). Se preparó una solución stock del radical catiónico 

(ABTS+) mediante reacción de 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 

acid) (ABTS) Sigma-Aldrich y persulfato de potasio (Sigma-Aldrich). La 

solución stock se refrigeró a 4 °C en oscuridad durante 18 horas. Finalmente, 50 

µL de muestra (1000 µg/mL) se hicieron reaccionar con 150 µL de la solución 
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stock en una placa de 96 pocillos y se incubo durante 30 min y se midió la 

absorbancia en una longitud de onda de 732 ηm en un espectrofotómetro UV- 

160A (Shimadzu). El porcentaje de actividad inhibidora del radical catiónico 

ABTS fue calculado de acuerdo a la ecuación 5: 

 
Actividad inhibidora de ABTS+ (%) = [1 − 

Absmuestra] x 100 [5] 
Abscontrol 

 
 

Las mediciones de los extractos etanólicos evaluados se compararon también con 

una curva de calibración preparada con soluciones del antioxidante Trolox 

(Ácido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) Sigma y los resultados 

de la actividad antioxidante fueron expresados como µmol equivalentes de Trolox 

por gramo de extracto seco. Se utilizaron concentraciones de Trolox entre (10 - 

200 µmol/L) para el ensayo DPPH y el ensayo ABTS (Anexos 2). 

 

2.6 Determinación de fenoles y flavonoides totales 

 
2.6.1 Contenido de fenoles totales 

 
Para determinar el contenido fenólico total se empleó el método colorimétrico 

Folin-Ciocalteu empleado por Zhong et al.,2020(Zhong et al., 2020). Se agregó 

25 µL de muestra, 25 µL de solución folin al 25% (v/v) y 200 µL de agua destilada 

en los pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 5 min a 25°C. 

Posteriormente se agregó 25 µL de carbonato de sodio al 10% (p/p) y dejando 

incubar durante 1 hora a 25°C. La absorbancia se midió a 765 ɳm en un 

espectrofotómetro UV-160A (Shimadzu). En la curva de calibración se utilizó un 

estándar de ácido gálico (10 - 200 µmol/L) y los resultados se presentaron en mg 

equivalentes de ácido gálico (GAE) por gramo de extracto seco. 

 

2.6.2 Contenido flavonoides totales 

 
La estimación de flavonoides totales se realizó utilizando el método colorimétrico 

del cloruro de aluminio como lo describe Avramova et al.,2017(Avramova et al., 

2017). En cada pocillo de una placa de 96 pocillos se reaccionó 20 µL de muestra 
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y 200 µL de una mezcla de reactivos en donde se utilizó 60 µL de etanol, 10 µL 

de cloruro de aluminio al 10% (w/v), 10 µL de acetato de potasio al 1M y 120 µL 

de agua destilada, luego se incubo a temperatura ambiente durante 30 min para su 

posterior lectura a una absorbancia de 415 ɳm usando un Lector multi-modal 

Synergy HTX con detector UV-VIS (Biotek). La medición se comparó con una 

curva de calibración preparada con soluciones de catequina (Sigma-Aldrich) y el 

resultado se expresó en mg equivalentes de catequina (CE) por gramo de extracto 

seco(Chang et al., 2002). 

 

2.7 Fitohormonas 
 

Para la extracción de fitohormonas se colocó la muestra seca y etanol al 50% en una 

relación 1:15 (Díaz Sisalema, n.d.)mediante la extracción por digestión a la temperatura 

y tiempo obtenidos de la optimización de antioxidantes, finalizado el tiempo de 

extracción, se procedió a filtrar en papel Whatman N°1 y envasado para su posterior uso. 

 

2.7.1 Purificación del extracto concentrado 

 

Para la purificación del extracto se utilizó el método descrito por Prasad et 

al.2010, el extracto se concentró mediante la evaporación del disolvente en un 

destilador rotatorio o rotaevaporador a 200 rpm y a 60 °C y se resuspendió con 

metanol en un tubo eppendorf y rotaevaporado nuevamente, posteriormente se 

resuspendio con 400 µl de agua acidificada con un pH 3 y con 1.2 mL de acetato 

de etilo, luego se llevó a un agitador rotatorio por 1 hora a 1200 rpm y 15°C. Se 

procedió a separar la fase liquida de la oleoso y se la evaporó a temperatura 

ambiente para posteriormente resuspender con metanol.(Prasad et al., 2010) para 

su análisis. 

 

2.7.2 Detección y cuantificación de auxinas 

 

Para detectar y cuantificar auxinas se utilizó el reactivo de Salkowsky, el cual 

permite detectar la presencia de compuestos indol mediante una coloración rosa 

(Gang et al., 2019), debido a la formación del complejo AIA y la reducción de 

Fe3+, Para la elaboración el reactivo se utilizó la metodología descrita por 

Shraddha et al. 2019(Díaz Sisalema, n.d.; Gang et al., 2019). 
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Al extracto purificado se le agregó el reactivo Salkowsky en una relación 

2:15(Lara et al., 2011) respectivamente, incubando en condiciones de oscuridad 

durante 30 minutos para su posterior lectura a una absorbancia de 540 nm usando 

un espectrofotómetro UV-160A (Shimadzu), se compararon los resultados con la 

curva de calibración preparada con AIA y el resultado se expresó en ppm de 

auxinas. 

2.8 Análisis estadísticos 

 
Las diferencias significativas entre los tratamientos fueron determinados 

estadísticamente utilizado, un análisis de desviación estándar y un análisis de matriz de 

dispersión para tipo de secado (X1), concentración de Etanol (X2), tipo de extracción (X3), 

con estas nuevas condiciones se realizó el análisis de superficie de respuesta analizando 

el efecto de las variables de temperatura (X4) y tiempo (X5) de extracción sobre las 

variables de la actividad captadora de radicales DPPH (Y1), la actividad inhibidora del 

radical catiónico ABTS (Y2), de los y el contenido de fenoles totales (Y3), el contenido 

de flavonoides totales (Y4) respectivamente para todo el proceso estadístico se emplearon 

los softwares estadísticos Rstudio e InfoStat obteniendo el los modelos matemáticos, 

gráficas y la verificación de los valores óptimos. 
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Análisis de los métodos de secado 

 

En el secado de horno de bandeja, el contenido de humedad fue de 93.60% y el 

rendimiento de muestra seca el 6.21% y en el secado por liofilización el contenido de 

humedad fue del 81.69% y el rendimiento 17.11%. El mayor rendimiento observado en 

la muestra seca se debe a que es con aire frio(Anexo 1). 

 

3.2 Análisis de variables de extracción 

 
Del análisis de varianza se obtiene que la mayor extracción fue por digestión con una 

concentración del 50% de etanol; con un análisis de la matriz de dispersión (Anexo 3) 

para cada variable dependiente, DPPH, ABTS, Fenoles y Flavonoides totales, en relación 

con la temperatura y tiempo, se observó que los mejores resultados para la actividad 

antioxidante por DPPH y ABTS con un secado de horno de bandeja mientras que para la 

obtención de fenoles y flavonoides totales dio como mejor resultado con un secado por 

liofilización. 

 

3.3 Análisis de superficie de respuesta para DPPH, ABTS, Fenoles y Flavonoides 

totales 

 

Para análisis de superficie de respuesta se utilizaron los valores descritos en las siguientes 

tablas que se presentan a continuación: 

 

Tabla 1 Datos de extracción a temperatura y tiempo para DPPH y ABTS 

 
Temperatura (X4) Tiempo (X5) DPPH ABTS 

°C min μmol TE/g ps μmol TE/g ps 

40 30 1.941±0.273 11.095±0.174 

40 40 2.201±0.414 12.915±0.388 

40 50 2.522±0.930 10.792±0.114 

45 30 2.964±0.192 14.062±0.031 

45 40 3.153±0.091 13.968±0.121 

45 50 2.841±0.611 14.032±0.042 
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50 30 2.531±0.911 14.023±0.004 

50 40 3.091±0.074 13.725±0.004 

50 50 3.682±0.021 13.692±0.177 

TE, equivalente Trolox; p.s, peso seco 

 

Tabla 2 Datos de extracción a temperatura y tiempo para Fenoles y Flavonoides totales 

 

Temperatura Tiempo 
Fenoles 

totales 

Flavonoides 

totales 

°C min mg GAE/g ps ug QE/g ps 

40 30 0.699±0.031 391.917±0.001 

40 40 0.941±0.006 545.667±0.589 

40 50 0.360±0.009 159.417±0.001 

45 30 0.373±0.035 187.750±2.357 

45 40 0.414±0.003 293.583±2.357 

45 50 0.406±0.001 261.500±0.589 

50 30 0.912±0.091 1281.082±3.536 

50 40 0.903±0.001 1255.667±2.946 

50 50 0.615±0.356 1210.667±2.946 

GAE, ácido gálico; CE, catequina; p.s, peso seco 

 

3.3.2 Análisis de la actividad captadora de radicales libres DPPH 

El análisis de superficie de respuesta se ha obtenido de los datos experimentales 

de la tabla 1 donde el análisis con la matriz de dispersión indica que el tiempo y 

temperatura de extracción tuvieron un efecto cuadrático sobre la actividad 

captadora de radicales DPPH y su influencia la vemos reflejada en la ecuación [7] 

Y1 = −34.3818 + 1.4821X4 + 0.1038X5 − 0.0159X2 − 0.00141X2 + 
4 5 

0.00064X4X5 [7] 



17  

4 
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Gráfico 1 Efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad 

captadora de radicales DPPH 

3.3.2 Análisis de la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 

El análisis de superficie de respuesta obtenido de los datos experimentales que se 

muestran en la Tabla 1, demostró que los parámetros de extracción ejercieron un 

efecto cuadrático sobre la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS. El 

efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad inhibidora 

del radical catiónico ABTS se muestra en la ecuación [8] a continuación: 

 

Y2 = −1.1114e2 + 4.9559X4 + 4.6452e−1X5 − 5.2545e−2X2 − 

5.8668e−3X2 − 1.3868e−4X4X5 [8] 
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Gráfico 2 Efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad 

inhibidora del radical catiónico ABTS. 

3.3.3 Análisis del contenido de fenoles totales 

El análisis de superficie de respuesta obtenido de los datos experimentales que se 

muestran en la Tabla 2, demostró que los parámetros de extracción ejercieron un 

efecto cuadrático sobre el contenido de fenoles totales. El efecto de la temperatura 

y el tiempo de extracción sobre el contenido de fenoles totales se muestra en la 

ecuación [9] a continuación: 

 
Y3 = 25.18 − 1.2203X4 + 0.13414X5 + 0.01362X2 − 0.00191X2 + 

4 5 

0.00021X4X5 [9] 
 

 
Gráfico 3 Efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido 

de fenoles totales 

 

3.3.4 Análisis del contenido de flavonoides totales 

El análisis de superficie de respuesta obtenido de los datos experimentales que se 

muestran en la Tabla 2, demostró que los parámetros de extracción ejercieron un 

efecto cuadrático sobre el contenido de flavonoides totales. El efecto de la 

temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido de fenoles totales se 

muestra en la ecuación [10] a continuación: 

 
Y4 = 41444.13 − 1959.31X4 + 52.7118X5 + 22.3916X2 − 1.1625X2 + 

4 5 

0.8104X4X5 [10] 
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Gráfico 4 Efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido 

de flavonoides totales 

 

 
Con las ecuaciones obtenidas del análisis de superficie de respuesta se obtuvieron las 

condiciones óptimas de extracción a 47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de 

radicales libres DPPH, para la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 47 °C y 

39 minutos, para fenoles totales 45 °C y 37 minutos y en flavonoides totales 43 °C y 

38 minutos. 

Los resultados obtenidos al compáralo con otros estudios con diferentes métodos de 

extracción con la misma alga A. spicifera podemos observar que existe una diferencia 

entre el alga que crece en Ecuador con la que crece en la India en el caso del % DPPH se 

obtuvo un 19.29±0.011 en comparación con 6.91±0.42 que tiene un proceso de extracción 

por maceración por 24 h con metanol al 98% (Ganesan et al., 2008). En cuanto a fenoles 

totales se extrajo 60.24±0.129 µg GAE /mL mientras que en estudio de Murugan et al. 

2014 nos indica que obtuvo 0.87±0.10 µg GAE /mL con una extracción con metanol al 

98% y 0.24±0,08 µg/mL GAE con una extracción con agua, así mismo se reporta que 

obtuvieron 25.7±0.6 µg QE /mL en extracción con metanol al 98% mientras que en la 

extracción con agua reportaron 8,5±0,4 µg QE /mL en la extracción de flavonoides 
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totales(Murugan & Iyer, 2014), comparado con la extracción que se realizó con etanol al 

50% que fue de 85.41±3.53 µg QE /mL. 

 

 

Gráfico 5 Resultado comparativo del alga Acanthophora spicifera de Ecuador e India 

 

 
3.4 Detección de auxinas por el método de Salkowsky 

 
En la extracción de auxinas se utilizó el tiempo y temperatura optimas de los ensayos de 

antioxidantes (DPPH, ABTS, fenoles y flavonoides totales) previos, teniendo un mejor 

resultado en tiempo y temperatura optimas para DPPH donde se obtuvo una 

concentración de auxinas de 0.287 ppm en 10 gramos de muestra seca teniendo en cuenta 

de que el largo promedio de la muestra fue de 50 mm, el resultado obtenido es 

concordante con lo descrito por Fu et al, 2011 que indica una baja concentración de 

fitohormonas en muestra vegetal(Fu et al., 2011) por lo que no se tiene un registro de 

valor mínimo, al igual que Bai et al, 2010 indica que existen otras sustancias en mayor 

cantidad que pueden ser de interferencia, siendo los metabolitos primarios: proteínas o 

clorofila y los secundarios: fenoles y flavonoides(Bai et al., 2010), también se debe de 

tener en cuenta la dinámica de los reguladores de crecimiento en su obtención(Tanimoto, 

2007). 
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CAPÍTULO 4 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

El secado por liofilización presentó un mayor rendimiento de muestra seca en 

comparación con el secado de horno de bandeja. 

Con el análisis de superficie de respuesta se obtuvo las condiciones de temperatura 

y tiempo óptimo de extracción a 47 °C y 47 minutos para la actividad captadora de 

radicales libres DPPH, para la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 47 

°C y 39 minutos, para fenoles totales 45 °C y 37 minutos y en flavonoides totales 43 

°C y 38 minutos en los extractos etanolicos al 50% 

 
La Acanthophora spicifera que crece en Ecuador, se extrajo una mayor cantidad de 

fenoles y flavonoides (60.24±0.129 µg GAE /mL y 85.41±3.53 µg QE /mL) en 

comparación con la que crece en India (0.87±0.10 µg GAE /mL y 25.7±0.6 µg QE 

/mL) 

 
Las auxinas en la naturaleza se encuentran en bajas concentraciones, en el caso de la 

A. spicifera en el extracto optimizado para DPPH se obtuvo una mayor cantidad de 

auxinas 0.287 ppm en 10gr de muestra seca teniendo en cuenta el tamaño promedio 

del alga, 

Detectar la presencia de antioxidantes que se degradan o pierden por la concentración 

del solvente 

 

Además, se deben explorar nuevas aplicaciones potenciales de estos compuestos en 

campos como la medicina y la agricultura. 
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ANEXOS 1 

 
Tabla 3 Datos de contenido de humedad y rendimiento de secado por horno de bandeja 

 

 
Muestras 

masa 

Húmeda 

(g) 

masa 

Seca (g) 

masa de 

Agua (g) 

Humedad 

(g H2O/ g 

m.s) 

% 

humedad 

 
%Rendimiento 

muestra 1 1,0155 0,0763 0,9391 12,3031 92,4829 7,5171 

muestra 2 1,5064 0,0879 1,4185 16,1373 94,1648 5,8352 

muestra 3 2,0258 0,1183 1,9075 16,1298 94,1622 5,8378 

Promedio 1,5159 0,0942 1,4217 14,8567 93,6033 6,2119 

 
 

Tabla 4 Datos de contenido de humedad y rendimiento de secado por liofilización 
 

 

Promedio 

masa 

Humeda 

(g) 

masa 

Seca (g) 

masa de 

Agua (g) 

Humedad 

(g H2O / 

g m.s.) 

 

%Humedad 

 

%Rendimiento 

muestra 

1 
1,0058 0,2448 0,7609 3,1080 75,6570 24,3430 

muestra 

2 
1,5160 0,2569 1,2591 4,9010 83,0537 16,9463 

muestra 

3 
2,0219 0,2759 1,7460 6,3287 86,3551 13,6449 

Promedio 1,5145 0,2592 1,2553 4,7792 81,6886 17,1145 

 
 

Tabla 5 Datos de extracción con Etanol 
 

  
DPPH ABTS 

Fenoles 

Totales 
Flavonoides 

Etanol Extracción 
     

μmol TE/g 

Ps 

μmol TE/g 

Ps 

 

(μg QE/g Ps) 
  μg GAE/g Ps 

70% 
Digestión 

   1.92±0.03 9.20±0.03 0.446±0.06 701±0.39 

Sonicación 2.52±0.12 8.37±0.02 0.309±0.016 309±1.57 

50% 
Digestión 

   3.68±0.02 14.06±0.03 0.945±0.006 1281.08±2.94 

Sonicación 3.48±0.06 13.84±0.11 0.867±0.046 263.58±2.35 
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ANEXO 2 

 

Desviación estándar de la actividad captadora de radicales libres DPPH 
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Desviación estándar de la actividad inhibidora del radicales catiónico ABTS 
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Desviación estándar del contenido de fenoles totales 
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Desviación estándar de contenido de flavonoides totales 
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ANEXO 3 

 

Matriz de dispersión para cada variable dependiente en relación con la temperatura y tiempo 
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ANEXO 4 

 
Curva de calibración de Trolox para la actividad captadora de radicales DPPH 
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Curva de calibración de ácido gálico para el contenido de fenoles totales 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curva de calibración de catequina para el contenido de flavonoides totales 
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Curva de calibración de AIA para el contenido de auxinas totales 
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