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INTRODUCTION

Marine organisms, including algae and lichen, have
attracted the attention of many researchers as sources of bio-
active compounds because of their properties, the diversity of
their molecules, and their novel chemical structures which
are complex and difficult to synthesize chemically. Seaweeds
provide an excellent source of bioactive compounds such as
carotenoids, polysaccharides, proteins, lipids, fatty acids,
pigments, vitamins, polyphenols, and microelements, among
others (Borowitzka 2013). Biochemical compounds from
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Los organismos marinos, incluyendo las algas y los
líquenes, han atraído la atención de muchos investigadores
como fuente de compuestos bioactivos debido a sus propie-
dades, la diversidad de sus moléculas y sus nuevas estructu-
ras químicas que son complejas y difíciles de sintetizar
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ABSTRACT. Natural extracts of macroalgae are widely recognized for their antioxidant properties. In this work, the antioxidant capacity of
various aqueous and hydroalcoholic extracts obtained from red and green marine algae and from one marine lichen collected from different
sites in southern Spain (intertidal and estuarine waters) was evaluated by different methods: ABTS free radical scavenging assay, DPPH assay,
and β-carotene bleaching method (BBM). Contents of total lipids, total carbohydrates, and UV photoprotectors with antioxidant capacity, such
as mycosporine-like amino acids and phenolic compounds, were determined. Among the extraction solvents, the highest extraction yield was
observed in H2O and 20% MeOH (v/v). The highest antioxidant activity was found in the extracts of the red macroalgae Hydropuntia cornea,
Gracilariopsis longissima, Halopithys incurva, and Porphyra umbilicalis, whereas the lowest activity was detected in the green macroalga
Ulva rotundata. In general, the antioxidant activity was higher using DPPH than BBM and ABTS. Even so, the ABTS assay is an easy and
quick test that provides a comprehensive view of the entire extract in both the lipophilic medium and hydrophilic medium. The antioxidant
activity was related to the composition of bioactive compounds and synergistic action is not discarded. The biotechnological use of macroalgal
extracts with high antioxidant capacity is discussed. 
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RESUMEN. Los extractos naturales de las macroalgas son ampliamente reconocidos por sus propiedades antioxidantes. En este trabajo la
capacidad antioxidante de diversos extractos acuosos e hidroalcohólicos obtenidos de algas marinas (rojas y verdes) y de un liquen marino,
recolectados en diferentes puntos del sur de España (aguas intermareales y estuarinas), fue evaluada mediante diferentes métodos: método
ABTS, ensayo DPPH y método de decoloración del β-caroteno (BBM). Se determinó el contenido de lípidos totales, carbohidratos totales y
fotoprotectores de radiación UV con capacidad antioxidante como los aminoácidos de tipo micosporina y compuestos fenólicos. Entre los
solventes de extracción, el mayor rendimiento de extracción se observó en los solventes H2O y MeOH 20% (v/v). La mayor actividad
antioxidante se encontró en los extractos de las macroalgas rojas Hydropuntia cornea, Gracilariopsis longissima, Halopithys incurva y
Porphyra umbilicalis, mientras que la actividad más baja se detectó en los de la macroalga verde Ulva rotundata. En general, la actividad
antioxidante fue mayor usando el ensayo DPPH que el método ABTS y el BBM. Aun así, se propone el método ABTS como una prueba
sencilla y rápida que proporciona una visión completa del extracto en su conjunto, ya que mediante esta metodología se evalúan los
componentes que se encuentran tanto en el medio lipofílico como el medio hidrofílico. La actividad antioxidante se relacionó con la
composición de compuestos bioactivos sin descartar la acción sinérgica entre sus compuestos. Se discute el uso biotecnológico de los extractos
de macroalgas con alta capacidad antioxidante.
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algae are currently used as ingredients with bioactive proper-
ties in cosmeceutical products. These cosmetic products dif-
fer from classic cosmetics in that they have therapeutic or
pharmacological properties. Lichens are also well known due
to the diversity of the secondary metabolites that they
produce known as lichenic substances. Recently, there is
increased interest in natural active compounds as an alterna-
tive to synthetic substances. Although these compounds often
show lower activity, they are nontoxic and do not generate
residues. 

Antioxidants present in extracts from algae and lichen are
of special interest for use in cosmetics and nutraceuticals
(oral and topical formulations) since their potential toxicity
and health risks are not as great as that of synthetic antioxi-
dants (Thomas and Kim 2013). Pharmacological activities
(antitumor and anti-inflammatory) have been closely related
to oxidative imbalance. Antioxidant properties of algal
natural compounds can increase the shelf life of foods and
cosmetics through delayed oxidation (Chintali Ashwini et al.
2013). In addition to antioxidants, algae also provide other
ingredients used in the formulation of cosmetic products,
such as other bioactive ingredients, minerals, polysaccha-
rides, etc. This supports the use of algae and lichen to
advance human health, as functional foods and/or dietary
supplements, due to the positive impact that their use would
have in the prevention and/or treatment of pathologies linked
to oxidative stress (Yuan and Walsh 2006).

This study aims to evaluate the antioxidant activity of
algal extracts and one marine lichen extract by using different
solvents, related to different mechanisms of action, which
can be explained by the presence of various metabolites
(Batista-González et al. 2009). We quantified the content of
algal and lichenic compounds with potential bioactive
properties, such as carbohydrates, lipids, and UV-screen
substances with antioxidant capacity like polyphenols and
mycosporine-like amino acids (MAAs) (Stengel et al. 2011).
These compounds show important applications in a range of
products in the food, pharmaceutical, and cosmetic
industries.

The following species were selected for this study
because they can be intensively cultured in integrated multi-
trophic aquaculture systems (Gómez-Pinchetti et al. 2011)
and because of the potential biotechnological use of the algal
biomass: Gelidium corneum (Hudson) JV Lamouroux and
Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis (Rabiei et al. 2016);
Porphyra umbilicalis Kützing (Pereira and Yarish 2010);
Halopithys incurva (Hudson) Batters (Güenaga 2011);
Gracilariopsis longissima (SG Gmelin) M Steentoft,
LM Irvine, and WF Farnham (Hernández et al. 2006);
Hydropuntia cornea (J Agardh) MJ Wynne (Figueroa et al.
2012); and Ulva rotundata Bliding (Martínez-Aragón et al.
2002). The culture of Lichina pygmaea (OF Müller) C
Agardh is currently not feasible, so it is only possible to
cultivate photobionts of the cyanobacterial genus Calothrix
for the production of metabolites of interest. The symbiosis

2013). Los compuestos bioquímicos de algas se usan
actualmente como ingredientes con propiedades bioactivas
en productos cosmecéuticos. Estos productos cosméticos se
diferencian de los productos cosméticos clásicos porque
presentan propiedades terapeúticas o farmacológicas. Los
líquenes también son bien conocidos debido a la diversidad
de sus metabolitos secundarios denominados sustancias
liquénicas. Recientemente, existe un gran interés en los com-
puestos activos naturales como alternativa a las sustancias
sintéticas. Aunque estos compuestos, a menudo, muestran
una menor actividad, no son tóxicos ni generan residuos.

Los antioxidantes presentes en extractos de algas y
líquenes son de interés especial para su uso en cosméticos y
productos nutracéuticos (mediante vía oral o tópica) ya que
sus posibles riesgos de toxicidad y salud no son tan grandes
como la de antioxidantes sintéticos (Thomas y Kim 2013).
Las actividades farmacológicas (antitumorales y antiinflama-
torias) han estado estrechamente relacionadas con el desequi-
librio oxidativo. Las propiedades antioxidantes de los
compuestos naturales de algas pueden aumentar la vida útil
de los alimentos y cosméticos a través de la oxidación
(Chintali Ashwini et al. 2013). Además de los antioxidantes,
las algas también proporcionan otros ingredientes utilizados
en la formulación de productos cosméticos, tales como otros
ingredientes bioactivos, minerales, polisacáridos, etc. Esto
apoya la utilización de algas y líquenes como suplementos
farmacéuticos funcionales y/o dietéticos para mejorar la
salud humana debido al impacto positivo que su uso tendría
en la prevención y/o el tratamiento de patologías relacionadas
con el estrés oxidativo (Yuan y Walsh 2006).

El objetivo de este estudio es evaluar la actividad
antioxidante de los extractos de algas marinas y de un liquen
marino mediante la utilización de distintos solventes,
relacionados con los diferentes mecanismos de acción, la
cual se explicaría por la presencia de diversos metabolitos
extraídos con dichos solventes (Batista-González et al. 2009).
Se cuantificó el contenido de compuestos algales y liquénicos
con propiedades bioactivas potenciales, tales como carbohi-
dratos, lípidos y sustancias fotoprotectoras UV con capacidad
antioxidante como polifenoles y aminoácidos de tipo micos-
porina (AAM) (Stengel et al. 2011). Estos compuestos mues-
tran aplicaciones importantes en una gama de productos en la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Las siguientes especies fueron seleccionadas para este
estudio con base en su capacidad de ser cultivadas, de manera
intensiva, en sistemas de acuicultura multitrófica integrada
(Gómez-Pinchetti et al. 2011) y el uso biotecnológico
potencial de su biomasa: Gelidium corneum (Hudson)
JV Lamouroux y Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis
(Rabiei et al. 2016); Porphyra umbilicalis Kützing (Pereira y
Yarish 2010); Halopithys incurva (Hudson) Batters (Güenaga
2011); Gracilariopsis longissima (SG Gmelin) M Steentoft,
LM Irvine y WF Farnham (Hernández et al. 2006);
Hydropuntia cornea (J Agardh) MJ Wynne (Figueroa et al.
2012); y Ulva rotundata Bliding (Martínez-Aragón et al.



Álvarez-Gómez et al.: Antioxidant capacity and bioactive compounds in marine macroalgae and one lichen

273

between photobiont and mycobiont is probably more
favorable for the production of bioactive compounds due to
the synergies that may arise between both organisms.

MATERIALS AND METHODS

Seven clean and fresh macroalgae and one marine lichen
were collected in coastal areas of different geographic
locations at the same or approximately the same moment in
time. The biomass was placed in a portable ice chest
(approximately –4 ºC) for 3–4 h. All species were collected
at Tarifa, Cádiz, Spain (36º0010N, 5º3633W), except
Gracilariopsis longissima (San Pedro River, Cádiz, Spain;
36º3252N, 6º1233W), Hydropuntia cornea (Gran
Canaria, Canary Islands, Spain, 27º5928N, 15º228W),
and U. rotundata (Málaga, Málaga, Spain; 36º4241N,
4º1933W). Only H. cornea was obtained from cultures
(algal densities 6–8 g fresh weight per liter) in tanks located
in a greenhouse.

Algae were dried between sheets of paper to remove
excess moisture and frozen at –20 ºC until the analysis.
Extraction was done with various alcoholic and hydroalco-
holic solvents: distilled H2O (100%), EtOH (100%), EtOH
(50%), and MeOH (20%). For each extract, 10 g fresh weight
of algal thallus was used. Thalli were ground in a mortar
(placed on a bed of ice) with 150 mL of the above-cited
solvents. Sterile beach sand was used to achieve greater
abrasion. The extracts were incubated in a thermal bath
(SS40-2, Grant Instruments, Cambridge, UK) at 45 ± 2 ºC
with constant stirring for 6 h. After this time, the first extracts
were filtered through a 100-m mesh and then centrifuged
(Beckman GS-15 R centrifuge) for 10 min at 4 ºC. Finally,
the supernatant was concentrated on a Buchi R-210 rotary
evaporator.

The extraction yields (η) for each solvent were calculated
after extraction. The yields related to the extracted biomass
(dry weight) were calculated according to the following
formula: (η%) = (solubilized(obtained)/biomass(provided)) × 100.
Solubilized(obtained) (in grams dry weight) is the amount of
material extracted from the biomass with the different sol-
vents and biomass(provided) is the amount of biomass (in grams)
used to make the extraction. The fresh weight:dry weight
ratio (FW/DW) was calculated for each species after keeping
the samples for 24 h at 60 ºC. 

The organic matter content (%) was estimated by measur-
ing the loss on ignition at 550 ºC during 3.5 h. Biochemical
tests were performed in triplicate.

Methods for testing antioxidant activity

The DPPH assay was performed according to the method
developed by Kim et al. (2002). The reaction was complete
after 30 min in the dark at room temperature (~20 ºC)
because light can degrade the generated radical. The
absorbance was read at 517 nm in a spectrophotometer
(UVMini-1240 model, Shimadzu, Columbia, USA). 

2002). Cabe destacar que el cultivo de Lichina pygmaea
(OF Müller) C Agardh es actualmente inviable, por lo que
sólo es posible cultivar los fotobiontes del género Calothrix
(cianobacterias) para la producción de metabolitos de interés.
Es probable que la simbiosis entre el fotobionte y el mico-
bionte sea más favorable para la producción de compuestos
bioactivos debido a las sinergias que pueden surgir entre
ambos organismos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Siete macroalgas limpias y frescas y un liquen marino
fueron recolectados en áreas costeras de diferentes lugares
geográficos al mismo tiempo y en los mismos periodos tem-
porales. La biomasa se colocó en un refrigerador de hielo
portátil (aproximadamente –4 ºC) durante 3–4 h. Todas las
especies fueron recolectadas en Tarifa, Cádiz, España
(36º0010N, 5º3633W), excepto Gracilariopsis longissima
(río San Pedro, Cádiz, España; 36º3252N, 6º1233W),
Hydropuntia cornea (Gran Canaria, islas Canarias;
27º5928N, 15º228W) y U. rotundata (Málaga, Málaga,
España; 36º4241N, 4º1933W). Sólo H. cornea fue obte-
nida a partir de cultivos (densidades de alga de 6–8 g de peso
fresco por litro) en tanques situados en un invernadero.

Las algas se secaron entre hojas de papel para eliminar el
exceso de humedad y se congelaron a –20 ºC hasta el
momento de su análisis. La extracción se realizó con diversos
solventes alcohólicos e hidroalcohólicos: H2O destilada
(100%), EtOH (100%), EtOH (50%) y MeOH (20%). Para
cada extracto, se utilizaron 10 g de peso fresco de los talos de
algas. Los talos se colocaron en un mortero con 150 mL de
los solventes citados anteriormente, y se utilizó arena estéril
para facilitar la extracción por abrasión. El mortero se colocó
sobre un soporte de hielo. Posteriormente, los extractos se
incubaron en un baño térmostatizado (modelo SS40-2,
Grants Instruments, Cambridge, RU) a 45 ± 2 ºC con agita-
ción constante durante 6 h. Después de este tiempo, los pri-
meros extractos se filtraron a través de una malla de 100 m
y luego se centrifugaron (centrífuga Beckman GS-15R)
durante 10 min a 4 ºC. Finalmente, el sobrenadante se con-
centró en un rotavapor Buchi R-210.

Los rendimientos de extracción (η) para cada solvente se
calcularon después de realizar la extracción. Se calcularon
los rendimientos de extracción relacionados con la biomasa
extraída (en peso seco) de acuerdo con la siguiente fórmula:
(η%) = (solubilizado(obtenido))/biomasa(proporcionada)) × 100. El
solubilizado(obtenido) (en gramos de peso seco) es la cantidad de
material extraído de la biomasa con los diferentes solventes y
la biomasa(proporcionada) es la cantidad de biomasa (en gramos)
utilizada para realizar la extracción. La relación peso fresco/
peso seco (PF/PS) se calculó para cada especie tras mantener
las muestras durante 24 h a 60 ºC.

El contenido de materia orgánica (%) se estimó midiendo
la pérdida de material por ignición a 550 ºC durante 3.5 h.
Todos los ensayos bioquímicos fueron realizados por
triplicado.
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The ABTS assay was performed as described by Re et al.
(1999). The mixture was allowed to stand for 8 min at room
temperature and the absorbance was immediately recorded at
413 nm. The antioxidant activity of the extracts measured by
the DPPH and ABTS assays was calculated by following the
same mathematical procedure.

The β-carotene bleaching method (BBM) was performed
according to Hidalgo et al. (1994). The decrease in
absorbance at 470 nm for 90 min was monitored when the
extract was added to the solution. The antioxidant activity
(AA%) was calculated according to the following equation:
[AA% = (slope(sample) – slope(control) / slope(control)) × 100]. Slope
refers to the slopes of the obtained discoloration curve
(absorbance/time). For this, the part of the curve describing
linear behavior was adjusted by linear regression. A
Trolox solution (0–15 M) was used as a standard for the 3
different methods tested. The results were expressed as
micromoles of Trolox equivalents per gram of dry weight
(mol TE g–1 DW). The values shown in this study are for
each species and for each method used.

Total internal carbon and nitrogen contents were deter-
mined in an elemental analyzer (LECO-932 CNHS,
Michigan, USA) and C:N ratios were calculated.

Quantification of total carbohydrates was conducted by
the anthrone method (Brooks et al. 1986). Results were
expressed as starch equivalent (% starch) by multiplying by a
factor of 0.9.

Total lipid contents in the extracts were quantified by the
sulfo-phospho-vanillin (SPV) method according to Mishra
et al. (2014). To obtain the standard curve, triolein was used
as standard at the final concentrations of 0.1–0.6 mg L–1.

Phenolic compounds were determined after the
incubation period according to Folin and Ciocalteau
(1927). Phloroglucinol was used for the standard calibration
curve.

The MAAs were analyzed with a Waters HPLC system
(Waters 600) as described by Korbee-Peinado et al. (2004),
using published extinction coefficients.

Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was used to test the
differences in the studied variables. Two-way ANOVA was
used to detect significant differences among different antioxi-
dant assays and solvents among species, and one-way
ANOVA was used for the other variables. Homogeneity
of variance was tested using the Cochran test and by
visual inspection of the residuals for both analysis.
Student–Newman–Keuls (SNK) tests were performed after
significant ANOVA (post hoc analysis). Correlations among
data obtained were calculated using Pearson’s correlation
coefficient (r). All analyses were done with SPSS v10.0 for
Windows (SPSS, Chicago, IL, USA).

Métodos para evaluar la actividad antioxidante

El ensayo DPPH se realizó de acuerdo con el método
desarrollado por Kim et al. (2002). La reacción se completó
después de 30 min en oscuridad a temperatura ambiente
(~20 ºC) debido a que la luz puede degradar el radical
generado. La absorbancia se leyó a 517 nm en un espectro-
fotómetro (modelo UVMini-1240, Shimadzu, Columbia,
EUA). 

El método ABTS se realizó de acuerdo con Re et al.
(1999). La reacción finalizó tras 8 min a temperatura
ambiente y se registró inmediatamente la absorbancia a
413 nm. La actividad antioxidante de los extractos evaluados
mediante DPPH y ABTS se calculó siguiendo el mismo pro-
cedimiento matemático.

El método de decoloración del β-caroteno (BBM) se
realizó de acuerdo con Hidalgo et al. (1994). Se monitorizó
la disminución de la absorbancia a 470 nm durante 90 min
tras la adición del extracto a la solución. La actividad
antioxidante (AA%) se calculó de acuerdo con la siguiente
ecuación usando las pendientes: [AA% = (pendiente(muestra) –
pendiente(control) / pendiente(control)) × 100]. Las pendientes se
calcularon a partir de la curva de decoloración obtenida
(absorbancia/tiempo). Para ello, se utilizó la parte de la curva
que describe un comportamiento lineal mediante ajustes de
regresión lineal. Se usó el antioxidante de referencia Trolox
(0–15 M) como solución estándar para los 3 métodos. Los
resultados se expresaron como micromoles de equivalentes
Trolox por gramo de peso seco (µmol TE g–1 PS). Los valores
mostrados en este estudio son para cada especie y para cada
método utilizado.

El contenido total de carbono y nitrógeno interno se
determinó en un analizador elemental LECO-932 CNHS
(Michigan, EUA) y se calcularon las relaciones C:N.

La cuantificación de los carbohidratos totales se llevó a
cabo mediante el método de la antrona (Brooks et al. 1986).
Los resultados se expresaron como almidón equivalente
(% almidón) multiplicando por el factor 0.9.

Los contenidos totales de lípidos en los extractos se
cuantificaron mediante el método de la sulfo-fosfo-vainillina
(SPV) según Mishra et al. (2014). Para obtener la curva
estándar, se usó trioleína a concentraciones finales de
0.1–0.6 mg L–1.

Los compuestos fenólicos se determinaron después del
periodo de incubación siguiendo el procedimiento descrito
por Folin y Ciocalteau (1927). Se usó floroglucinol para la
preparación de la curva patrón.

Los AAM se analizaron mediante HPLC (Waters 600), tal
como se describió en Korbee-Peinado et al. (2004), utili-
zando los coeficientes de extinción ya publicados.

Análisis estadístico

Se utilizaron análisis de varianza (ANDEVA) para
determinar las diferencias en las variables estudiadas. Se
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RESULTS

The FW/DW ratio was 4.75 for Gelidium pusillum, 3.05
for Gelidium corneum, 5.60 for Porphyra umbilicalis, 3.68
for Halopithys incurva, 7.57 for Gracilariopsis longissima,
9.17 for Hydropuntia cornea, 2.54 for Ulva rotundata, and
3.67 for Lichina pygmaea. The water content in the studied
species varied between 60% and 90% (Table 1) and the
organic matter content ranged from 9.4% in Halopithys
incurva to the lowest values of less than 6% in Gracilariopsis
longissima and Hydropuntia cornea (Table 1). Ash content
was very high in U. rotundata and L. pygmaea (about 32%),
whereas the minimal value of 5.3% was found in H. cornea
(Table 1). 

The yield extraction was significantly different (P < 0.01)
depending on the solvent used (Fig. 1). The order of the yield
extraction, from high to low, was as follows: 20% MeOH =
H2O; H2O = 50% EtOH; 50% EtOH = 100% EtOH (Fig. 1).

The antioxidant capacities of the 8 species were tested
with 3 antioxidant methods. In the case of the DPPH and
ABTS methods, the solvent that showed the highest value in
the assays was 50% EtOH (for 66.7% and 44.4% of the
species studied, respectively). However, in the case of BBM,
the solvent with the best result was 100% EtOH (for 44.7%
of the species). For all the macroalgal species, significant
interactions were found between the factors “solvent” and
“method” (P < 0.01). In the case of Gelidium pusillum, the
highest activity in the DPPH assay (9.65 mol TE g–1 DW)
(P < 0.01) was found in 50% EtOH (Fig. 2a). The highest
antioxidant capacity was observed in both ethanolic solvents
(50% EtOH and 100% EtOH). This same pattern was found
for Gelidium corneum, although there was no significant
difference between the 50% EtOH and 100% EtOH solvents
in the DPPH assay, which showed greater activity (Fig. 2b).
In the case of P. umbilicalis (Fig. 2c), the aqueous solvent

realizaron ANDEVA de 2 vías para detectar diferencias
significativas entre los diferentes ensayos antioxidantes y los
solventes empleados para cada especie, y ANDEVA de una
vía para las demás variables estudiadas. La homogeneidad de
la varianza se calculó usando la prueba de Cochran mediante
inspección visual de los residuos para ambos análisis. Las
pruebas de Student–Newman–Keuls (SNK) se realizaron
después de encontrar diferencias significativas en los
ANDEVA (análisis post hoc). Las correlaciones entre los
datos obtenidos se calcularon utilizando el coeficiente de
correlación de Pearson (r). Todos los análisis se realizaron
con el software SPSS v10.0 para Windows (SPSS, Chicago,
IL, EUA).

RESULTADOS

La relación PF/PS fue de 4.75 para Gelidium pusillum,
3.05 para Gelidium corneum, 5.60 para Porphyra umbilicalis,
3.68 para Halopithys incurva, 7.57 para Gracilariopsis
longissima, 9.17 para Hydropuntia cornea, 2.54 para Ulva
rotundata y 3.67 para Lichina pygmaea. El contenido de agua
de las especies estudiadas varió entre 60% y 90% (Tabla 1)
y el porcentaje de materia orgánica varió de 9.4% en
Halopithys incurva a 6% en Gracilariopsis longissima y
Hydropuntia cornea. El porcentaje de cenizas fue muy alto
en U. rotundata y L. pygmaea (aproximadamente 32%),
mientras que el valor mínimo fue de 5.3% en H. cornea
(Tabla 1).

El rendimiento de extracción fue significativamente dife-
rente (P < 0.01) dependiendo del solvente utilizado (Fig. 1).
El orden de los rendimientos de extracción fue, de mayor a
menor, el siguiente: MeOH 20% = H2O; H2O = EtOH 50%;
EtOH 50% = EtOH 100% (Fig. 1).

Las capacidades antioxidantes de las 8 especies se proba-
ron con 3 métodos antioxidantes. En el caso de los métodos

Table 1. Carbon and nitrogen content, humidity, organic matter, and ash in the different species analyzed. Each value is presented as mean ±
standard error (n = 3): C, N, and C:N ratio based on percent dry weight (v/v); humidity, organic matter, and ash based on percent fresh weight.
Different letters in the same column indicate significant differences among species (P < 0.05). 
Tabla 1. Contenido de carbono y nitrógeno, humedad, materia orgánica y cenizas para las diferentes especies. Cada valor se representa como
media ± error estándar (n = 3): C, N y C:N expresados en porcentaje del peso seco (v/v); humedad, materia orgánica y cenizas expresadas en
porcentaje del peso fresco. Las letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre las especies (P < 0.05).

Species C (%) N (%) C:N Humidity (%) Organic matter (%) Ash (%)

Gelidium pusillum 36.1 ± 0.0b 3.8 ± 0.0g 9.4 ± 0.1b 79.1 ± 1.3c 6.7 ± 0.9a 13.3 ± 1.3bc

Gelidium corneum 35.8 ± 0.1b 3.6 ± 0.0f 10.0 ± 0.1b 71.7 ± 0.3b 6.6 ± 1.4a 24.9 ± 0.2d

Porphyra umbilicalis 30.2 ± 0.4e 2.9 ± 0.1e 10.5 ± 0.4b 82.1 ± 0.7d 8.4 ± 0.5a 12.4 ± 0.4b

Halopythis incurva 29.3 ± 0.5d 1.7 ± 0.1c 17.1 ± 0.4c 70.6 ± 0.2b 9.4 ± 1.3a 16.9 ± 2.2c

Gracilariopsis longissima 30.2 ± 0.3e 1.6 ± 0.0b 19.5 ± 0.7d 85.4 ± 1.1e 5.5 ± 0.7a   8.5 ± 0.7a

Hydropuntia cornea 26.6 ± 0.2c 1.5 ± 0.1b 18.2 ± 0.7c 88.9 ± 0.5f 5.7 ± 0.5a   5.3 ± 0.9a

Ulva rotundata 22.2 ± 0.1a 2.4 ± 0.0d 9.5 ± 0.0b 60.6 ± 0.3a 5.8 ± 0.9a 31.9 ± 1.5e

Lichina pygmaea 38.9 ± 0.1g 6.2 ± 0.1h 6.3 ± 0.0a 59.4 ± 0.9a 7.4 ± 0.3a 32.2 ± 0.9e
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showed similar results for DPPH and ABTS. Antioxidant
activity for DPPH and BBM was also the same for the
H2O, 100% EtOH, and 20% MeOH extracts (P > 0.05). The
solvent that showed the highest extracting capacity of
antioxidant compounds for this species was 50% EtOH
(10.7 mol TE g–1 DW) in the DPPH assay. In the case of
Halopithys incurva (Fig. 2d), the highest antioxidant capacity
(10.7 mol TE g–1 DW) was reached in 20% MeOH for
DPPH. There were no significant differences between
50% EtOH and 20% MeOH, as well as between H2O and
100% EtOH in BBM. In the case of Gracilariopsis
longissima, the DPPH and ABTS assays showed no signifi-
cant differences in terms of antioxidant capacity for the
20% MeOH and H2O solvents (Fig. 2e).

There were no significant differences between BBM and
DPPH in regard to 50% EtOH. In general, the highest
antioxidant activity was found in the ethanolic solvent.
Hydropuntia cornea showed the highest antioxidant capacity
among the species studied, with maximum values of approxi-
mately 14.5 mol TE g–1 DW in the ethanolic extracts
(Fig. 2f). Ulva rotundata presented lower antioxidant
capacity than that in the red algae analyzed, the highest
value being obtained with 50% EtOH in the DPPH assay
(4.46 mol TE g–1 DW) (Fig. 2g). 

In the case of L. pygmaea (Fig. 2h), using the DPPH
method the antioxidant activity was slightly higher for
20% MeOH and 100% EtOH than that in the other 2 sol-
vents. In the ABTS assay, the antioxidant activity in water
and 100% EtOH was lower than that in the other extracts
(Fig. 2). However, the highest value according to BBM was
found in H2O. 

DPPH y ABTS, el solvente que mostró el valor más alto en
los ensayos fue el EtOH 50% (para el 66.7% y 44.4%, res-
pectivamente, de las especies estudiadas). Sin embargo, con
el BBM, el solvente con el mejor resultado fue EtOH 100%
(para el 44.7% de las especies). Para todas las especies de
macroalgas, se encontraron interacciones significativas entre
los factores “solvente” y “método” (P < 0.01). En el caso de
Gelidium pusillum, la mayor actividad para el ensayo DPPH
(9.65 mol TE g–1 PS) (P < 0.01) se encontró en EtOH 50%
(Fig. 2a). Se observó la mayor capacidad antioxidante en
ambos solventes etanólicos (EtOH 50% y EtOH 100%). Se
encontró este mismo patrón para Gelidium corneum, aunque
no hubo diferencias significativas entre los solventes
EtOH 50% y EtOH 100% para el ensayo DPPH, el cual mos-
tró mayor actividad (Fig. 2b). En el caso de P. umbilicalis
(Fig. 2c), el solvente acuoso mostró resultados similares para
DPPH y ABTS. La actividad antioxidante para DPPH y
BBM fue también la misma para los extractos de H2O,
EtOH 100% y MeOH 20% (P > 0.05). El solvente que mos-
tró la mayor capacidad de extracción de compuestos antioxi-
dantes para esta especie fue EtOH 50% (10.7 mol TE g–1

PS) para el ensayo DPPH. En el caso de Halopithys
incurva (Fig. 2d), se alcanzó la mayor capacidad antioxidante
(10.7 mol TE g–1 PS) en MeOH 20% con el ensayo DPPH.
No hubo diferencias significativas entre los solventes
EtOH 50% y MeOH 20%, así como entre H2O y EtOH 100%
con el BBM. En el caso de Gracilariopsis longissima, DPPH
y ABTS no mostraron diferencias significativas en términos
de capacidad antioxidante para los solventes MeOH 20% y
H2O (Fig. 2e).

No hubo diferencias significativas entre BBM y DPPH
para EtOH 50%. En general, se encontró la mayor actividad
antioxidante en el solvente etanólico. Hydropuntia cornea
mostró la mayor capacidad antioxidante entre las especies
estudiadas, con valores máximos de aproximadamente
14.5 mol TE g–1 PS en extractos etanólicos (Fig. 2f). Ulva
rotundata presentó una menor capacidad antioxidante que las
algas rojas analizadas; el valor más alto se obtuvo con EtOH
50% en el ensayo DPPH (4.46 mol TE g–1 PS) (Fig. 2g).

En el caso de L. pygmaea (Fig. 2h), en el ensayo DPPH
la actividad antioxidante fue ligeramente superior para
MeOH 20% y EtOH 100% que para los otros 2 solventes.
Para el método ABTS, la actividad antioxidante en H2O y
EtOH 100% fue menor que en los otros extractos (Fig. 2). Sin
embargo, el valor más alto según el BBM se encontró en
H2O.

El contenido de carbono fue significativamente diferente
en las especies analizadas (P < 0.01), excepto para las espe-
cies del género Gelidium (P > 0.05). El contenido de carbono
varió entre 22.2% en U. rotundata y 39% en el liquen marino
L. pygmaea. También se encontraron valores de hasta el 30%
en Gelidium pusillum, Gelidium corneum, P. umbilicalis y
Gracilariopsis longissima. El contenido de nitrógeno resultó
ser aún más heterogéneo (P < 0.01) que el de carbono.

Figure 1. Extraction yields (% yield [v/v]) for the solvents used.
Data are expressed as the mean of all analyzed species (mean ±
standard error; n = 27). Different letters indicate significant
differences among solvents (P < 0.05). 
Figura 1. Rendimiento de extracción (% rendimiento [v/v]) para
los solventes. Los datos se expresan como la media de todas las
especies analizadas (media ± error estándar; n = 27). Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre los solventes
(P < 0.05).
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Figure 2. Antioxidant capacity, expressed as micromoles of Trolox equivalents per gram dry weight (mol TE g–1 DW), in species obtained
through ABTS, DPPH, and BBM assays using different solvents. (a) Gelidium pusillum, (b) Gelidium corneum, (c) Porphyra umbilicalis,
(d) Halopythis incurva, (e) Gracilariopsis longissima, (f) Hydropuntia cornea, (g) Ulva rotundata, and (h) Lichina pygmaea. Different letters
indicate significant differences for solvents and methods (P < 0.05).

Figura 2. Capacidad antioxidante, expresada como micromoles de equivalentes Trolox por gramo de peso seco (mol TE g–1 DW), en las
especies estimada mediante los ensayos ABTS, DPPH y BBM usando diferentes solventes. (a) Gelidium pusillum, (b) Gelidium corneum,
(c) Porphyra umbilicalis, (d) Halopythis incurva, (e) Gracilariopsis longissima, (f) Hydropuntia cornea, (g) Ulva rotundata, y (h) Lichina
pygmaea. Las letras diferentes indican diferencias significativas para los solventes y los métodos (P < 0.05).
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The carbon content was significantly different in the
analyzed species (P < 0.01), except for the Gelidium species
(P > 0.05). The carbon content ranged from 22.2% in U.
rotundata to 39% in the marine lichen L. pygmaea. Values up
to 30% were also found in Gelidium pusillum, Gelidium
corneum, P. umbilicalis, and Gracilariopsis longissima. The
nitrogen content turned out to be even more heterogeneous
(P < 0.01) than that of carbon. The highest level was reached
in L. pygmaea (6.2%), followed by the Gelidium species
(higher than 3.5%) (Table 1). Gracilariopsis longissima and
Hydropuntia cornea presented similar values. However, the
species with different carbon and nitrogen content showed
the same C:N ratio (Table 1). 

Total carbohydrates, expressed as percentage, showed the
highest value in 50% EtOH and 20% MeOH (Table 2). In
20% MeOH, Halopithys incurva extracts showed the highest
percentage of total carbohydrates among the algae studied
(16.1%), followed by Gracilariopsis longissima (14.8%).
Levels of 4–6% were observed in Gelidium corneum, P.
umbilicalis, and U. rotundata, whereas levels higher than 6%
were detected in Gelidium pusillum and Hydropuntia cornea.
In 20% MeOH, the lowest level of total carbohydrate was
observed in L. pygmaea (3.28%).

The highest lipid content was obtained with 50% EtOH in
6 species. The lipid content in Halopithys incurva and
Gelidium pusillum could not be quantified as there was high
interference between the phenolic content and the SPV
method (Sun et al. 1998). The highest values (higher than
5%) were found for P. umbilicalis, and L. pygmaeae. The
other algae presented values between 4.4% and 1.7%
(Table 2). In contrast, the lowest content was obtained in
P. umbilicalis with 100% EtOH. 

For 3 of the 8 species studied, phenolic compounds
(expressed as phloroglucinol) showed higher values for the
20% MeOH solvent (Fig. 3). Significant differences among
solvents were found for all the species (P < 0.01), except
for L. pygmaea. The highest values of phenolic compounds
were obtained for Gelidium pusillum (4.5–6 mg g–1 DW),
followed by L. pygmaea (7 mg g–1 DW), Halopithys incurva
(4.5 mg g–1 DW), and Hydropuntia cornea (3 mg g–1 DW) in
20% MeOH (Fig. 3). The other species presented values
close to or lower than 3 mg g–1 DW (Fig. 2). 

The amount and composition of MAAs was significantly
different among the species studied. Six different MAAs
were detected in different proportions: mycosporine-serinol,
palythine, palythinol, shinorine, porphyra-334, and asterina-
330. The last 5 MAAs were only present in Gelidium
pusillum and P. umbilicalis, whereas mycosporine-serinol
was present only in L. pygmaea (Table 3). The content of
total MAAs in Gelidium pusillum was about 1.7 times higher
than that of Gelidium corneum. For these UV absorbing com-
pounds, no significant differences were found in terms of
solvent used during the extraction except for 100% EtOH,
where the content of MAAs was much lower than elsewhere.

El nivel más alto se alcanzó en L. pygmaea (6.2%), seguido
por las especies del género Gelidium (superior al 3.5%)
(Tabla 1). Gracilariopsis longissima y Hydropuntia cornea
presentaron valores similares. Sin embargo, las especies con
diferente contenido de carbono y nitrógeno mostraron la
misma relación C:N (Tabla 1).

Los carbohidratos totales, expresados como porcentaje,
mostraron el valor más alto en EtOH 50% y MeOH 20%
(Tabla 2). En el último solvente, los extractos de Halopithys
incurva mostraron el mayor porcentaje de carbohidratos
totales entre las algas estudiadas (16.1%), seguido de
Gracilariopsis longissima (14.8%). Se observaron niveles de
4–6% en Gelidium corneum, P. umbilicalis y U. rotundata,
mientras que se detectaron niveles superiores al 6% en
Gelidium pusillum y Hydropuntia cornea. En MeOH 20%,
el nivel más bajo de carbohidratos totales se observó en
L. pygmaea (3.28%).

El mayor contenido de lípidos se obtuvo con EtOH 50%
para 6 especies. El contenido de lípidos en Halopithys
incurva y Gelidium pusillum no se pudo cuantificar como
consecuencia de una alta interferencia entre el contenido
fenólico y el método SPV (Sun et al. 1998). Los valores
más altos (superiores al 5%) fueron encontrados para P.
umbilicalis y L. pygmaeae. Las otras algas presentaron valo-
res entre 4.4% y 1.7% (Tabla 2). Por el contrario, el conte-
nido más bajo se obtuvo en P. umbilicalis con EtOH 100%.

Para 3 de las 8 especies, los compuestos fenólicos (expre-
sados como floroglucinol) mostraron valores más altos para
el solvente MeOH 20% (Fig. 3). Se encontraron diferencias
significativas (P < 0.01) entre los solventes para todas las
especies, excepto para L. pygmaea. Los valores más altos de
compuestos fenólicos se obtuvieron para Gelidium pusillum
(4.5–6 mg g–1 PS), seguido de L. pygmaea (7 mg g–1 PS),
H. incurva (4.5 mg g–1 PS) y H. cornea (3 mg g–1 PS) en
extractos de MeOH 20% (Fig. 2). En las otras especies se
obtuvieron valores cercanos o inferiores a 3 mg g–1 PS.

La cantidad y composición de AAM fue significativa-
mente diferente entre las especies estudiadas. Se detectaron 6
AAM diferentes en proporciones distintas: micosporina-
serinol, palitina, palitinol, shinorina, porphyra-334 y asterina-
330. Los últimos 5 AAM sólo se encontraron en Gelidium
pusillum y P. umbilicalis, mientras que micosporina-serinol
se cuantificó excluvisamente en L. pygmaea (Tabla 3). El
contenido de AAM totales en Gelidium pusillum fue aproxi-
madamente 1.7 veces mayor que en Gelidium corneum. Para
estos compuestos, no se encontraron diferencias significati-
vas en términos de solvente empleado durante la extracción
excepto para EtOH 100%, donde el contenido de AAM fue
mucho menor que para los demás solventes utilizados. El
segundo AAM dominante fue el palitinol, que se detectó en
todas las especies excepto en L. pygmaeae. El aminoácido
palitina se observó en todas las especies excepto en el
liquen marino y en Gracilariopsis longissima. Como ami-
noácido exclusivo, micosporina-serinol sólo se encontró en



Álvarez-Gómez et al.: Antioxidant capacity and bioactive compounds in marine macroalgae and one lichen

279

T
ab

le
 3

. C
om

po
si

ti
on

 o
f 

m
yc

os
po

ri
ne

-l
ik

e 
am

in
o 

ac
id

s 
(M

A
A

s)
 a

nd
 to

ta
l c

on
ce

nt
ra

ti
on

 o
f 

M
A

A
s 

in
 d

if
fe

re
nt

 s
pe

ci
es

 a
nd

 s
ol

ve
nt

s.
 D

at
a 

ar
e 

ex
pr

es
se

d 
as

 m
ea

n 
± 

st
an

da
rd

 e
rr

or
 (

n 
=

 3
)

(%
w

/w
 d

ry
 w

ei
gh

t)
. D

if
fe

re
nt

 le
tt

er
s 

in
di

ca
te

 d
if

fe
re

nc
es

 a
m

on
g 

so
lv

en
ts

 f
or

 e
ac

h 
sp

ec
ie

s 
(P

 <
 0

.0
5)

; n
.f

. =
 n

ot
 f

ou
nd

.
T

ab
la

 3
. C

om
po

si
ci

ón
 d

e 
am

in
oá

ci
do

s 
ti

po
 m

ic
os

po
ri

na
 (

A
A

M
) 

y 
co

nc
en

tr
ac

ió
n 

to
ta

l d
e 

A
A

M
 e

n 
di

fe
re

nt
es

 e
sp

ec
ie

s 
y 

so
lv

en
te

s.
 L

os
 d

at
os

 s
e 

ex
pr

es
an

 c
om

o 
la

 m
ed

ia
 ±

 e
rr

or
 e

st
án

da
r

(n
 =

 3
) 

(%
 w

/w
 p

es
o 

se
co

).
 L

as
 d

if
er

en
te

s 
le

tr
as

 in
di

ca
n 

di
fe

re
nc

ia
s 

si
gn

if
ic

at
iv

as
 e

nt
re

 lo
s 

so
lv

en
te

s 
pa

ra
 c

ad
a 

es
pe

ci
e 

(P
 <

 0
.0

5)
; n

.f
. =

 n
o 

en
co

nt
ra

do
.

T
ab

le
 2

. T
ot

al
 c

ar
bo

hy
dr

at
es

 a
nd

 to
ta

l l
ip

id
s 

(%
 d

ry
 w

ei
gh

t)
 f

or
 th

e 
va

ri
ou

s 
so

lv
en

ts
 a

nd
 s

pe
ci

es
. E

ac
h 

va
lu

e 
is

 p
re

se
nt

ed
 a

s 
m

ea
n 

± 
st

an
da

rd
 e

rr
or

 (
n 

=
 3

).
 D

if
fe

re
nt

 le
tt

er
s 

in
 th

e 
sa

m
e

ro
w

 in
di

ca
te

 s
ig

ni
fi

ca
nt

 d
if

fe
re

nc
es

 a
m

on
g 

so
lv

en
ts

 f
or

 e
ac

h 
sp

ec
ie

s 
(P

 <
 0

.0
5)

; n
.p

.q
. =

 n
ot

 p
os

si
bl

e 
to

 q
ua

nt
if

y.
T

ab
la

 2
. 

C
ar

bo
hi

dr
at

os
 t

ot
al

es
 y

 l
íp

id
os

 t
ot

al
es

 (
%

 d
el

 p
es

o 
se

co
) 

pa
ra

 l
os

 d
iv

er
so

s 
so

lv
en

te
s 

y 
es

pe
ci

es
. 

C
ad

a 
va

lo
r 

se
 r

ep
re

se
nt

a 
co

m
o 

la
 m

ed
ia

 ±
 e

rr
or

 e
st

án
da

r 
(n

 =
 3

).
 L

as
 l

et
ra

s
di

fe
re

nt
es

 e
n 

la
 m

is
m

a 
fi

la
 in

di
ca

n 
di

fe
re

nc
ia

s 
si

gn
if

ic
at

iv
as

 e
nt

re
 lo

s 
so

lv
en

te
s 

pa
ra

 c
ad

a 
es

pe
ci

e 
(P

 <
 0

.0
5)

; n
.p

.q
. =

 n
o 

fu
e 

po
si

bl
e 

cu
an

ti
fi

ca
r.

To
ta

l c
ar

bo
hy

dr
at

es
 (

%
)

To
ta

l l
ip

id
s 

(%
)

S
pe

ci
es

H
2O

20
%

 M
eO

H
50

%
 E

tO
H

10
0%

 E
tO

H
H

2O
20

%
 M

eO
H

50
%

 E
tO

H
10

0%
 E

tO
H

G
el

id
iu

m
 p

us
ill

um
5.

4 
± 

0.
4b

7.
4 

± 
0.

3c
5.

8 
± 

0.
7b

1.
4 

± 
0.

2a
n.

p.
q.

n.
p.

q.
n.

p.
q.

n.
p.

q.

G
el

id
iu

m
 c

or
ne

um
3.

7 
± 

0.
3b

4.
3 

± 
0.

5b
3.

9 
± 

0.
1b

1.
2 

± 
0.

4a
1.

5 
± 

0.
4a

2.
9 

± 
0.

4b
3.

4 
± 

0.
5b

1.
5 

± 
0.

8b

P
or

ph
yr

a 
um

bi
li

ca
li

s
6.

7 
± 

1.
7b

5.
4 

± 
1.

0b
4.

4 
± 

0.
6b

0.
9 

± 
0.

1a
2.

6 
± 

0.
4a

2.
2 

± 
0.

4a
5.

1 
± 

0.
9b

1.
0 

± 
0.

3a

H
al

op
it

hy
s 

in
cu

rv
a

7.
1 

± 
3.

7a
16

.1
 ±

 3
.3

b
6.

6 
± 

3.
3a

8.
5 

± 
0.

9a
n.

p.
q.

n.
p.

q.
n.

p.
q.

n.
p.

q.

G
ra

ci
la

ri
op

si
s 

lo
ng

is
si

m
a

4.
5 

± 
0.

3b
14

.8
 ±

 1
.5

c
5.

6 
± 

0.
9b

0.
9 

± 
0.

1a
1.

8 
± 

0.
6a

5.
6 

± 
1.

2b
2.

0 
± 

0.
7a

2.
0 

± 
0.

1a

H
yd

ro
pu

nt
ia

 c
or

ne
a

3.
3 

± 
0.

2b
6.

3 
± 

0.
9c

8.
2 

± 
2.

4d
1.

1 
± 

0.
2a

1.
0 

± 
0.

2a
1.

1 
± 

0.
5a

1.
7 

± 
0.

7a
1.

4 
± 

0.
4a

U
lv

a 
ro

tu
nd

at
a

4.
5 

± 
1.

0b
4.

3 
± 

0.
2b

4.
8 

± 
0.

4b
1.

3 
± 

0.
2a

3.
3 

± 
0.

3a
2.

7 
± 

0.
3a

4.
4 

± 
0.

6a
4.

4 
± 

0.
9a

L
ic

hi
na

 p
yg

m
ae

a
3.

5 
± 

0.
3b

3.
3 

± 
0.

1b
3.

9 
± 

0.
4b

0.
9 

± 
0.

1a
2.

5 
± 

0.
5a

2.
5 

± 
0.

4a
5.

0 
± 

0.
9b

1.
1 

± 
0.

2a

M
A

A

S
pe

ci
es

So
lv

en
t

P
al

yt
hi

ne
 (

%
)

Pa
ly

th
in

ol
 (

%
)

S
hi

no
ri

ne
 (

%
)

P
or

ph
yr

a-
33

4 
(%

)
A

st
er

in
a-

33
0 

(%
)

M
yc

os
po

ri
ne

-
se

ri
no

l (
%

)
To

ta
l M

A
A

s
(m

g 
g–1

 D
W

)

G
el

id
iu

m
 p

us
ill

um
H

2O
13

.7
 ±

 1
.0

a
44

.7
 ±

 5
.5

b
39

.1
 ±

 4
.1

a
0.

2 
± 

0.
1a

2.
2 

± 
0.

4a
n.

f
5.

6 
± 

0.
6b

20
%

 M
eO

H
15

.8
 ±

 3
.5

a
52

.9
 ±

 9
.7

b
27

.9
 ±

 1
4.

1a
0.

3 
± 

0.
1a

3.
1 

± 
0.

9a
n.

f.
6.

0 
± 

1.
0b

50
%

 E
tO

H
12

.3
 ±

 1
.2

a
49

.8
 ±

 1
.4

b
35

.8
 ±

 0
.3

a
0.

2 
± 

0.
0a

1.
8 

± 
0.

2a
n.

f.
7.

2 
± 

0.
6b

10
0%

 E
tO

H
24

.1
 ±

 2
.4

b
  9

.4
 ±

 0
.8

a
66

.5
 ±

 2
.3

b
n.

f.
n.

f.
n.

f.
  0

.0
4 

± 
0.

00
1a

G
el

id
iu

m
 c

or
ne

um
H

2O
12

.0
 ±

 0
.5

a
36

.1
 ±

 2
.5

ab
48

.9
 ±

 1
.9

a
n.

f.
2.

9 
± 

0.
1a

n.
f.

3.
3 

± 
0.

5b

20
%

 M
eO

H
11

.5
 ±

 0
.5

a
42

.9
 ±

 1
.1

b
42

.6
 ±

 1
.6

a
n.

f.
2.

9 
± 

0.
2a

n.
f.

2.
6 

± 
0.

0b

50
%

 E
tO

H
11

.2
 ±

 1
.2

a
44

.7
 ±

 3
.1

b
41

.5
 ±

 2
.7

a
n.

f.
2.

6 
± 

0.
3a

n.
f.

2.
5 

± 
0.

5b

10
0%

 E
tO

H
17

.5
 ±

 1
.4

b
25

.3
 ±

 7
.4

a
48

.0
 ±

 4
.9

a
n.

f.
9.

2 
± 

1.
5b

n.
f.

  0
.0

2 
± 

0.
00

3a



Ciencias Marinas, Vol. 42, No. 4, 2016

280

P
or

ph
yr

a 
um

bi
li

ca
li

s
H

2O
  0

.2
 ±

 0
.0

b
  5

.1
 ±

 0
.4

a
20

.3
 ±

 1
.8

b
71

.5
 ±

 2
.2

b
2.

9 
± 

0.
1c

n.
f.

2.
0 

± 
0.

2b

20
%

 M
eO

H
  0

.1
 ±

 0
.0

a
  3

.6
 ±

 0
.3

a
49

.6
 ±

 0
.5

c
44

.8
 ±

 0
.6

a
1.

9 
± 

0.
1a

n.
f.

2.
6 

± 
0.

4b

50
%

 E
tO

H
  0

.2
 ±

 0
.0

a
10

.9
 ±

 2
.2

b
18

.4
 ±

 1
.2

b
68

.3
 ±

 3
.4

b
2.

3 
± 

0.
0b

n.
f.

2.
2 

± 
0.

3b

10
0%

 E
tO

H
n.

f.
n.

f.
10

.1
 ±

 2
.2

a
89

.9
 ±

 2
.2

c
n.

f.
n.

f.
0.

01
1 

± 
0.

00
3a

H
al

op
ith

ys
 in

cu
rv

a
H

2O
10

.8
 ±

 9
.0

a
50

.3
 ±

 6
.1

a
16

.4
 ±

 8
.8

a
22

.5
 ±

 1
6.

9a
n.

f.
n.

f.
0.

2 
± 

0.
1a

20
%

 M
eO

H
21

.6
 ±

 1
0.

3a
38

.1
 ±

 1
9.

6a
28

.2
 ±

 1
2a

n.
f.

n.
f.

n.
f.

0.
1 

± 
0.

0a

50
%

 E
tO

H
18

.0
 ±

 8
.1

a
64

.4
 ±

 8
.4

a
17

.6
 ±

 6
.5

a
n.

f.
n.

f.
n.

f.
0.

1 
± 

0.
0a

10
0%

 E
tO

H
  9

.0
 ±

 2
.1

a
58

.7
 ±

 2
.1

a
32

.4
 ±

 4
.2

a
n.

f.
n.

f.
n.

f.
 0

.0
4 

± 
0.

01
a

G
ra

ci
la

ri
op

si
s 

lo
ng

is
si

m
a

H
2O

n.
f.

72
.2

 ±
 1

.9
a

27
.8

 ±
 1

.9
a

n.
f.

n.
f.

n.
f.

0.
2 

± 
0.

1a

20
%

 M
eO

H
n.

f.
69

.1
 ±

 5
.6

a
30

.9
 ±

 5
.6

a
n.

f.
n.

f.
n.

f.
0.

2 
± 

0.
1a

50
%

 E
tO

H
n.

f.
62

.8
 ±

 1
.4

a
34

.1
 ±

 3
.7

a
n.

f.
n.

f.
n.

f.
0.

2 
± 

0.
1a

10
0%

 E
tO

H
n.

f.
10

0.
0 

± 
0.

0b
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
0.

00
5 

± 
0.

0a

H
yd

ro
pu

nt
ia

 c
or

ne
a

H
2O

  4
.3

 ±
 0

.8
a

24
.7

 ±
 6

.3
a

23
.8

 ±
 5

.3
a

21
.3

 ±
 1

3a
n.

f.
n.

f.
0.

3 
± 

0.
1b

20
%

 M
eO

H
  9

.7
 ±

 0
.5

a
43

.9
 ±

 5
.2

a
35

.9
 ±

 5
.8

a
10

.5
 ±

 0
.1

a
n.

f.
n.

f.
0.

2 
± 

0.
0ab

50
%

 E
tO

H
13

.0
 ±

 3
.2

a
44

.6
 ±

 4
.1

a
31

.1
 ±

 5
.6

a
11

.3
 ±

 1
.7

a
n.

f.
n.

f.
0.

2 
± 

0.
0ab

10
0%

 E
tO

H
54

.8
 ±

 1
0.

7b
n.

f.
45

.2
 ±

 1
0.

7a
nf

n.
f.

n.
f.

 0
.0

03
 ±

 0
.0

01
a

U
lv

a 
ro

tu
nd

at
a

H
2O

n.
f.

n.
f.

n.
f.

n.
f.

n.
f.

n.
f.

n.
f.

20
%

 M
eO

H
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.

50
%

 E
tO

H
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.

10
0%

 E
tO

H
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.
n.

f.

L
ic

hi
na

 p
yg

m
ae

a
H

2O
n.

f.
n.

f.
  0

.2
 ±

 0
.0

a
n.

f.
n.

f.
99

.8
 ±

 0
.0

c
1.

0 
± 

0.
1b

20
%

 M
eO

H
n.

f.
n.

f.
10

.9
 ±

 0
.8

b
n.

f.
n.

f.
89

.1
 ±

 0
.8

b
1.

1 
± 

0.
1b

50
%

 E
tO

H
n.

f.
n.

f.
12

.0
 ±

 0
.1

b
n.

f.
n.

f.
88

.0
 ±

 0
.1

b
1.

0 
± 

0.
1b

10
0%

 E
tO

H
n.

f.
n.

f.
39

.7
 ±

 3
.1

c
n.

f.
n.

f.
60

.3
 ±

 3
.1

a
0.

03
 ±

 0
.0

04
a

 T
ab

le
 3

 (
C

on
t.

)

M
A

A

S
pe

ci
es

So
lv

en
t

P
al

yt
hi

ne
 (

%
)

P
al

yt
hi

no
l (

%
)

S
hi

no
ri

ne
 (

%
)

P
or

ph
yr

a-
33

4 
(%

)
A

st
er

in
a-

33
0 

(%
)

M
yc

os
po

ri
ne

-
se

ri
no

l (
%

)
To

ta
l M

A
A

s
(m

g 
g–1

 D
W

)



Álvarez-Gómez et al.: Antioxidant capacity and bioactive compounds in marine macroalgae and one lichen

281

The second dominant MAA was palythinol, which was
detected in all species except in L. pygmaeae. Palythine was
observed in all species except in the marine lichen and
Gracilariopsis longissima. In contrast, mycosporine-serinol
was only found in L. pygmaeae, whereas porphyra-334 was
found in Gelidium pusillum, P. umbilicalis, and Hydropuntia
cornea. Finally, asterina-330 was detected in both Gelidium
species and in P. umbilicalis.

The antioxidant capacity in Gelidium pusillum was corre-
lated with the lipid content in the ABTS assay (P < 0.05;
r = 0.98; n = 12), and with the total carbohydrate content
(P < 0.05; r = 0.98; n = 12) and the MAA asterina-330
(P < 0.05; r = 0.67; n = 9) when BBM was used. However, in
the case of Gelidium corneum, in the ABTS assay, the anti-
oxidant capacity was related to only total MAAs (P < 0.01;
r = 0.78; n = 12). For P. umbilicalis, in the ABTS assay, the
antioxidant capacity was correlated with the phenolic content
(P < 0.01; r = 0.99), the MAA shinorine (P < 0.01; r = 0.83;
n = 12), porphyra-334 (P < 0.01; r = 0.92; n = 12), and total
MAAs (P < 0.01; r = 0.91; n = 12). In Halopithys incurva

L. pygmaeae. Porphyra-334 se encontró en sólo 3 de las
especies (Gelidium pusillum, P. umbilicalis y Hydropuntia
cornea). Finalmente, se detectó asterina-330 en ambas espe-
cies del género Gelidium y en P. umbilicalis.

La capacidad antioxidante en Gelidium pusillum se
correlacionó con el contenido de lípidos en el ensayo ABTS
(P < 0.05; r = 0.98; n = 12), y con el contenido de carbohidra-
tos (P < 0.05; r = 0.98; n = 12) y el aminoácido asterina-330
(P < 0.05; r = 0.67; n = 9) para el BBM. Sin embargo, en el
caso de Gelidium corneum, la capacidad antioxidante estuvo
relacionada, en el ensayo ABTS, con los AAM totales
(P < 0.01; r = 0.78; n = 12). Para P. umbilicalis, en el ensayo
ABTS, la capacidad antioxidante se correlacionó con el con-
tenido fenólico (P < 0.01; r = 0.99), el aminoácido shinorina
(P < 0.01; r = 0.83; n = 12), el aminoácido porphyra-334
(P < 0.01; r = 0.92; n = 12) y los AAM totales (P < 0.01;
r = 0.91; n = 12). En Halopithys incurva (P < 0.01; r = 0.80;
n = 12) y U. rotundata (P < 0.01; r = 0.72; n = 12), el conte-
nido fenólico se correlacionó positivamente con la capacidad
antioxidante. En Gracilariopsis longissima, la capacidad

Figure 3. Phenolic compounds (mg g–1 dry weight) in different solvents for each species. Differences among solvents are indicated by
different letters for each species (P < 0.05). Data are expressed as mean ± standard error (n = 3).

Figura 3. Compuestos fenólicos (mg g–1 de peso seco) en diferentes solventes para cada especie. Las diferencias entre los solventes para cada
especie se indican con letras diferentes (P < 0.05). Los datos se expresan como media ± error estándar (n = 3).
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(P < 0.01; r = 0.80; n = 12) and U. rotundata (P < 0.01;
r = 0.72; n = 12), the phenolic content correlated positively
with the antioxidant capacity. In Gracilariopsis longissima,
the antioxidant capacity measured with BBM correlated with
lipids (P < 0.01; r = 0.80; n = 12). The antioxidant capacity
in Hydropuntia cornea correlated with the MAA palythinol
(P < 0.05; r = 0.82) in the DPPH assay. Finally, the antioxi-
dant capacity in L. pygmaea was correlated with the phenolic
content (P < 0.05; r = 0.969; n = 12) and total carbohydrates
(P < 0.01; r = 0.89; n = 12) in the ABTS assay. The MAA
shinorine was correlated with antioxidant activity (P < 0.01;
r = 0.80; n = 12) in the DDPH assay. 

Correlation between antioxidant activity was found
among the 3 methods: ABTS–DPPH (P < 0.01; r = 0.859;
n = 36), ABTS–BBM (P < 0.01; r = 0.825; n = 36), and
DPPH–BBM (P < 0.01; r = 0.841; n = 36). 

The quantity of soluble carbohydrates was correlated with
antioxidant activity measured with ABTS (P < 0.01; r = 0.28;
n = 96) and DPPH (P < 0.01; r = 0.30; n = 96). The lipid con-
tent was related to antioxidant activity in Gracilariopsis
longissima with ABTS (P < 0.01; r = 0.25; n = 96) and  with
BBM (P < 0.01; r = 0.99; n = 96).

The phenolic compound content was correlated with the
ABTS (P < 0.05; r = 0.21; n = 96) and DPPH (P < 0.01;
r = 0.28; n = 96) methods. Finally, total MAA levels were
correlated with the 2 antioxidant methods used: ABTS
(P < 0.05; r = 0.408; n = 36) and DPPH (P < 0.05; r = 0.431;
n = 36).

DISCUSSION

In general, it is noteworthy that in the aqueous medium
(H2O), the antioxidant capacity observed by the DPPH and
ABTS methods was similar in 55% of the species analyzed;
an explanation for this result is that both methods have the
same action mechanism. Between these 2 antioxidant assays,
the solvent with the highest antioxidant capacity extraction
was 50% EtOH for 44% and 56% of the species studied with
the ABTS and DPPH methods, respectively. These results are
in agreement with those obtained by Plaza et al. (2010).
However, for the BBM assay, the best solvent was
100% EtOH, probably related to the fact that this method is
suitable for the determination of antioxidant compounds in a
lipophilic medium. 

Another important difference between the assays is that
the ABTS radical can be dissolved both in organic and
aqueous medium; therefore, the antioxidant activity can be
measured considering the hydrophilic or lipophilic nature of
the compounds in the sample (Wojdylo et al. 2007). On the
contrary, the DPPH radical can only be measured in an
organic medium, limiting the interpretation of the antioxidant
capacity of hydrophilic compounds present in the extracts
(Surveswaran et al. 2007). On the other hand, a synergism
among different bioactive compounds may also be occurring
in our extracts.

antioxidante cuantificada con el BBM se correlacionó con
los lípidos totales (P < 0.01; r = 0.80; n = 12). La capacidad
antioxidante en Hydropuntia cornea se correlacionó con el
aminoácido palitinol (P < 0.05; r = 0.82) en el ensayo DPPH.
Por último, la capacidad antioxidante en L. pygmaea se corre-
lacionó con el contenido de compuestos fenólicos (P < 0.05;
r = 0.969; n = 12) y carbohidratos totales (P < 0.01; r = 0.89;
n = 12) en el ensayo ABTS. El aminoácido shinorina se
correlacionó con la actividad antioxidante (P < 0.01; r =
0.80; n = 12) en el ensayo DDPH.

Se encontró correlación entre la actividad antioxidante
entre los 3 métodos empleados: ABTS–DPPH (P < 0.01;
r = 0.859; n = 36), ABTS–BBM (P < 0.01; r = 0.825; n = 36)
y DPPH–BBM (P < 0.01; r = 0.841; n = 36).

La cantidad de carbohidratos solubles se correlacionó con
las actividades antioxidantes medidas con los ensayos ABTS
(P < 0.01; r = 0.28; n = 96) y DPPH (P < 0.01; r = 0.30;
n = 96). El contenido de lípidos se relacionó con la actividad
antioxidante en Gracilariopsis longissima con el método
ABTS (P < 0.01; r = 0.25; n = 96) y el BBM (P < 0.01;
r = 0.99; n = 96).

El contenido de compuestos fenólicos se correlacionó con
los métodos ABTS (P < 0.05; r = 0.21; n = 96) y DPPH
(P < 0.01; r = 0.28; n = 96). Finalmente, los niveles de AAM
totales también se correlacionaron con los métodos ABTS
(P < 0.05; r = 0.408; n = 36) y DPPH (P < 0.05; r = 0.431;
n = 36).

DISCUSIÓN

En general, cabe destacar que para el solvente acuoso
(H2O), la capacidad antioxidante de los métodos DPPH y
ABTS fue similar en el 55% de las especies estudiadas. Este
resultado podría explicarse debido a que ambos métodos se
rigen por el mismo mecanismo de acción. Entre estos 2 ensa-
yos antioxidantes, el solvente con mayor capacidad de
extracción de antioxidantes fue el EtOH 50% para el 44% y
56% de las especies estudiadas con los métodos ABTS y
DPPH, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Plaza et al. (2010). Sin embargo, para el BBM,
el mejor solvente fue EtOH 100%, probablemente relacio-
nado con el hecho de que este método es adecuado para la
determinación de compuestos antioxidantes en un medio
estrictamente lipofílico.

Otra diferencia importante entre los ensayos empleados
es que el radical ABTS puede solubilizarse tanto en solventes
orgánicos como en solventes acuosos, por lo que se puede
medir la actividad antioxidante considerando la naturaleza
hidrófila o lipofílica de los compuestos de la muestra
(Wojdylo et al. 2007). Por el contrario, el radical DPPH sólo
puede medirse en un medio orgánico, limitando la interpreta-
ción de la capacidad antioxidante de los compuestos hidro-
fílicos presentes en los extractos (Surveswaran et al. 2007).
Por otra parte, no se descarta el sinergismo que pueda aconte-
cer entre los diferentes compuestos en los extractos.
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In order to select a macroalgal species it is necessary to
develop appropriate, quick, cost-efficient, and environmen-
tally friendly methods of extraction that aim to isolate
biologically active compounds of interest without loss of the
activity. In numerous studies, the most common solvents for
the extraction of antioxidants include water, ethanol, metha-
nol, and aqueous mixtures thereof (Alam et al. 2013). These
have good polarity and are therefore preferably used for
extraction of polar compounds such as phenolic compounds
or MAAs, among others. Ultimately, the polarity of the
extracting solvent as well as the technique of extraction have
a critical effect on the extraction yield (López et al. 2011).
Methanol, however, should be discarded for cosmetic appli-
cations due to its toxicity.

Among the radical scavenging assays used in this study,
the ABTS and DPPH methods are the fastest, simplest
(involving fewer steps), and have a lower cost compared to
BBM and other methods. In addition, BBM requires many
reagents, a long time, and an advanced level of technology,
and the result only provides a vision of lipophilic antioxi-
dants. The ABTS assay is the only method tested in this study
that is applicable to both hydrophilic and lipophilic antioxi-
dants (Alam et al. 2013), so its use is justified in studies
where it is intended to have an integrated vision of the
extract. We found a positive correlation between the DPPH
and ABTS methods, between ABTS and BBM, and between
BBM and DPPH. A positive correlation between the DPPH
and ABTS methods was also found by Floegel et al. (2011),
probably because these assays are based on electron transfer,
while BBM is based on a mechanism of hydrogen atom
transfer (Huang et al. 2005). 

In our study, in general, the antioxidant activity in the
macroalgae and marine lichen analyzed is high
(5–15 mol TE g–1 DW) compared with other results pub-
lished for several microalgae (7–11 mol TE g–1 DW) and
other macroalgae (1.6–2.2 mol TE g–1 DW) (Matanjun et al.
2008). This could be explained by the fact that most species
analyzed in other studies are subjected to stressors in their
habitat or in the culture system. The increase in stress pro-
vokes an activation of both enzymatic and nonenzymatic
antioxidant substances (Stengel et al. 2011). Regarding the
effect of type of solvent on the antioxidant activity, Yuan
et al. (2005) estimated antioxidant activity related to poly-
phenols in Palmaria palmata and obtained the highest levels
of these substances using methanol as extractor. Hydrophilic
constituents are extracted with polar solvents such as water,
methanol, or ethanol. O’Sullivan et al. (2011) used methanol
and water to extract bioactive compounds (antioxidants) from
different brown algae, Fucus being the genus with the highest
antioxidant activity. The results of this study are consistent
with the results found by Sarikurkcu et al. (2009) in extracts
of terrestrial plants, in which a strong correlation between the
polarity of the extracts and their antioxidant potential was
observed. The most polar extracts showed a greater potential
for capturing free radicals. To have a high biotechnological

Para seleccionar una especie es necesario desarrollar
métodos de extracción apropiados, rápidos, rentables y respe-
tuosos con el medio ambiente, y que permitan aislar com-
puestos biológicamente activos sin que se origine una pérdida
de la bioactividad. En numerosos estudios, los solventes más
comunes para la extracción de antioxidantes incluyen agua,
etanol, metanol y mezclas acuosas de los mismos (Alam et al.
2013). Éstos tienen buena polaridad y por lo tanto son favora-
bles para ser utilizados para la extracción de compuestos
polares tales como compuestos fenólicos o AAM, entre otros.
En última instancia, la polaridad del solvente así como la
técnica de extracción tienen un efecto crítico sobre el
rendimiento de extracción (López et al. 2011). El metanol,
sin embargo, debería de ser descartado para aplicaciones
cosméticas debido a su toxicidad.

Entre los ensayos utilizados en este estudio para el
barrido de radicales, los métodos ABTS y DPPH son los más
rápidos, simples (no incluyen muchos pasos) y tienen un
menor coste en comparación con el BBM. Además, el BBM
requiere muchos más reactivos, mucho más tiempo y más
recursos técnicos para la realización del ensayo, y el resul-
tado sólo proporciona una visión de los antioxidantes que se
encuentren en la matriz lipofílica. El ensayo ABTS es el
único método evaluado en este estudio que es aplicable tanto
a antioxidantes hidrofílicos como lipofílicos (Alam et al.
2013), por lo que su uso es justificado en otros estudios en los
que se pretende obtener una visión integrada del extracto. Se
encontró una correlación positiva entre los métodos DPPH y
ABTS, entre ABTS y BBM, y entre BBM y DPPH. Floegel
et al. (2011) también encontraron una correlación positiva
entre los métodos DPPH y ABTS. Esto se explica por el
hecho de que estos ensayos se fundamentan en el mismo
mecanismo de reacción (en la transferencia de electrones),
mientras que el BBM se fundamenta en un mecanismo de
transferencia de átomos de hidrógeno (Huang et al. 2005).

En nuestro estudio, en general, la actividad antioxidante
en el liquen marino y las macroalgas analizadas (5–15 mol
TE g–1 PS) es alta en comparación con otros resultados publi-
cados para varias microalgas (7–11 mol TE g–1 PS) y otras
macroalgas (1.6–2.2 mol TE g–1 PS) (Matanjun et al. 2008).
Esto podría ser explicado debido a que la mayoría de las
especies analizadas en otros estudios se someten a diferentes
estresores en el sistema de cultivo. El aumento del estrés
provoca una activación de las sustancias antioxidantes enzi-
máticas y no enzimáticas (Stengel et al. 2011). Acerca del
efecto del tipo de solvente en la actividad antioxidante, Yuan
et al. (2005) estimaron la actividad antioxidante relacionada
con los polifenoles de Palmaria palmata, obteniendo niveles
más altos de estas sustancias usando metanol como extractor.
Los componentes hidrófilos se extraen con solventes polares
tales como agua, metanol o etanol. O’Sullivan et al. (2011)
utilizaron metanol y agua para extraer compuestos bioactivos
(antioxidantes) de diferentes algas pardas, siendo el género
Fucus el que presentó mayor actividad antioxidante. Los
resultados de este estudio concuerdan con los resultados
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production of bioactive compounds, potentially cultivable
species should ideally present low levels of water and high
levels of organic matter. The analyzed red algae have much
higher internal water levels and lower organic matter levels
than L. pygmaea and U. rotundata (Chlorophyta). The latter 2
species presented low levels of internal water resulting in low
FW/DW values. Holdt and Kraan (2011) reported a similar
percentage of water in Ulva species (78–80%) compared to
red macroalgae (72–85%). This depends on the characteris-
tics of the species itself, as well as on the zone occupied in
the ecosystem. The ash and organic matter content in the dif-
ferent species harvested from the natural environment also
depends on the phylum, the geographical origin, and sea-
sonal, environmental and physiological variables. In any
case, minerals in the ash in algae are also interesting from a
nutrition point of view. 

Extraction of biologically active compounds from algal
biomass is not selective. The extract is a mixture of different
compounds. The factors that influence the composition and
the activity of algal extracts depend on the species, environ-
mental conditions, season of the year, age, geographical loca-
tion, and processing technologies (Kadam et al. 2013). The
environmental stress to which algae are exposed (e.g., irradi-
ance, temperature, desiccation, osmotic stress) leads to the
formation of free radical and oxidizing agents that provoke
photodynamic damage (Gupta and Abu-Ghannam 2011).

Marine macroalgae are a source of bioactive compounds
with different biological activities that are not found in terres-
trial plants. Seaweeds contain polysaccharides (polymers of
monosaccharides linked together by glycosidic bonds) that
have numerous biotechnological applications in products
such as stabilizers, thickeners, emulsifiers, food, beverages,
etc. The total carbohydrate concentrations in the seaweed
species of interest range from 4% to 76% DW. Carbohydrates
can be chemically separated into soluble and insoluble
fractions. The amount of soluble carbohydrates varies
between taxa but, according to the results of this study, it is
highest in red algae. The 2 species that showed the highest
values of carbohydrates are Gracilariopsis longissima and
Halopithys incurva (16.1% and 14.8%, respectively) in the
methanol:water extract (20% MeOH). These species have
been shown to have a high growth rate in integrated
multitrophic aquaculture systems. At a stocking density of
6 g FW L–1, a biomass production of 22–29 g DW m–2 d–1

was found (Viera et al. 2011). A growth rate of 10–16% d–1

was reported for G. longissima and H. incurva (Robledo
et al. 2014). In extensive aquaculture ponds, the growth
rate of G. longissima was 9% d–1 (Hernández et al. 2006).
Halopithys incurva has been cultivated in fishpond effluents
at 8 g FW L–1 with a production of about 5 g DW m–2 d–1

and nitrogen uptake efficiency of 90–99%; however, at
6 g FW L–1, the average biomass productivity was
16–19 g DW m–2 d–1 (Viera et al. 2011).

Polyphenols were detected in all the analyzed species, but
were higher in the red algae Gelidium pusillum and

encontrados por Sarikurkcu et al. (2009) en extractos de plan-
tas terrestres, en los que se observó una fuerte correlación
entre la polaridad de los extractos y su potencial antioxidante.
Los extractos más polares mostraron el mayor potencial para
la neutralización de radicales libres. Desde un punto de vista
biotecnológico, para tener una alta producción, lo idóneo es
que las especies potencialmente cultivables presenten bajos
niveles de agua y altos niveles de materia orgánica. Las algas
rojas analizadas en este trabajo presentaron niveles mucho
más altos de agua interna y menor materia orgánica que
L. pygmaea y U. rotundata (Chlorophyta). Estas 2 especies
presentaron bajos niveles de agua interna en cuanto a la rela-
ción PF/PS. Holdt y Kraan (2011) encontraron un porcentaje
similar de agua en las especies de Ulva (78–80%) en compa-
ración con las macroalgas rojas (72–85%). Esto depende de
las características propias de la especie, así como de la zona
que ocupen en el ecosistema. El contenido de cenizas y de
materia orgánica en las diferentes especies obtenidas del
entorno natural es dependiente también del filo, del origen
geográfico y de las variables estacionales, ambientales y
fisiológicas en el que se encuentren. En cualquier caso, los
minerales contenidos en la ceniza de algas también presentan
interés desde el punto de vista nutricional.

La extracción de compuestos biológicamente activos de
la biomasa de algas no es selectiva. El extracto en su con-
junto es una mezcla de diferentes compuestos. Los factores
que influyen en la composición y la actividad de los extractos
de algas dependen de las especies empleadas, las condiciones
ambientales donde se recolectaron, la estación del año, la
edad, la ubicación geográfica y las tecnologías de extracción
empleadas (Kadam et al. 2013). El estrés ambiental al que
están sometidas las algas (e.g., irradiancia, temperatura,
desecación, estrés osmótico, etc.) conduce a la formación de
radicales libres y agentes oxidantes que pueden provocar
daño fotodinámico (Gupta y Abu-Ghannam 2011).

Las macroalgas marinas son una fuente de compuestos
bioactivos con diferentes actividades biológicas que habitual-
mente no se encuentran en plantas terrestres. Las algas con-
tienen polisacáridos (polímeros de monosacáridos unidos
entre sí por enlaces glicosídicos) con numerosas aplicaciones
biotecnológicas en productos tales como estabilizantes, espe-
santes, emulsionantes, alimentos, bebidas, etc. Las concen-
traciones totales de carbohidratos en las especies de algas
marinas de interés oscilan entre el 4% y el 76% PS. Los
carbohidratos pueden separarse químicamente en fracciones
solubles e insolubles. La cantidad de carbohidratos solubles
varía entre los taxones, siendo más alta en las algas rojas de
acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio. Las 2
especies que mostraron los mayores valores de carbohidratos
son Gracilariopsis longissima y Halopithys incurva (16.1% y
14.8%, respectivamente) en MeOH 20%. Estas especies han
demostrado una alta tasa de crecimiento en sistemas de
acuicultura multitrófica integrada. En cultivos a una densidad
de 6 g PF L–1, se encontró una alta producción de biomasa
(22–29 g PS m–2 d–1) (Viera et al. 2011). También se observó
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Halopithys incurva and in the marine lichen L. pygmaeae
than in the other species. The lowest level of polyphenols
was found in the green alga U. rotundata. In 44% of the spe-
cies studied, the methanol:water extract (20% MeOH) was
the most efficient for polyphenol extraction. This agrees with
the results obtained by López et al. (2011) who describe a
more efficient extraction of polyphenols in methanol or
ethanol than in water; however, the water extract for the
brown alga Stypocaulon scoparium showed both the highest
activity and phenolic contents compared to the 50% metha-
nol, 100% methanol or 100% ethanol extracts used in that
study. López et al. (2011) observed that the levels of phenolic
compounds could be 3 times different depending on the
extraction method used. In this study, the content of phenolic
compounds in some of the red algae and in the lichen studied
are as high as in brown macroalgae, the microalgal group
with the highest reported level of polyphenols (Connan et al.
2006, Stengel et al. 2011). For example, the content of
phenols in the different solvents was 3.2–6.1 mg g–1 DW for
Gelidium pusillum, 1.5–4.4 mg g–1 DW for Halopithys
incurva, 1.5–2.8 mg g–1 DW for Hydropuntia cornea, and
4.4–5.2 mg g–1 DW for L. pygmaea. Güenaga (2011) previ-
ously reported high levels of phenols in Halopithys incurva.
In addition, sulphated phenols and bromophenols have been
detected in several species of red macroalgae (Zhao et al.
2004). Among the macroalgae, Rhodophyta possess the
highest abundance of halogenated phenols (mainly bromi-
nated and chlorinated) with antioxidant, antimicrobial, anti-
cancer, antidiabetic, and antithrombotic effects. The results
obtained for phenolic compounds in this study agree with the
values found by other authors. Souza et al. (2011) reported
values of 1.1 and 0.89 mg GAE (gallic acid equivalents) g–1

DW for Gracilaria birdiae and Hydropuntia cornea, respecti-
vely. For Porphyra sp., Kuda et al. (2005) obtained 0.88 mg
CE (catechin equivalents) g–1 DW in ethanolic solvent. For
Gracilariopsis tenuifrons, Zubia et al. (2014) reported values
of 1–1.4 mg PGE (phloroglucinol equivalents) g–1 DW for
phenols extracted with methanolic solvents.

The absorption spectra of the extracts presented charac-
teristic peaks in the UVB (310 nm) and UVA (330–334 nm)
region of the spectra (data not shown). This interval corre-
sponds to absorption by photoprotective molecules (MAAs)
present in some marine organisms, such as red algae and
lichens. In U. rotundata, no absorption in this spectral range
was found and no MAAs were detected by HPLC. The
maximal absorption at 310 nm in the L. pygmaeae extracts
corresponds to the oxo-MAA mycosporine-serinol, whereas
the absorption peaks with maximum around 320–334 nm are
related to imino-MAAs of red algae (palythine, palythinol,
shinorine, porphyra-334, and asterina-330).

In our study, Gelidium pusillum and G. corneum pre-
sented palythinol and shinorine as the main MAAs. In gen-
eral for all the studied species, the content of MAAs was
much lower than elsewhere using 100% EtOH as solvent.

una tasa de crecimiento de 10–16% d–1 para G. longissima y
H. incurva (Robledo et al. 2014). En sistemas de acuicultura
extensiva, G. longissima mostró un crecimiento del 9% d–1

(Hernández et al. 2006). Por último, H. incurva también se
ha cultivado en efluentes de piscicultura a una densidad
de 8 g PF L–1 con una producción de aproximadamente
5 g PS m–2 d–1 y una eficiencia de asimilación de nitrógeno de
90–99%; sin embargo, a una densidad de cultivo de
6 g PF L–1, la productividad promedio de la biomasa en los
distintos tratamientos fue de 16–19 g PS m–2 d–1 (Viera et al.
2011).

Se detectaron polifenoles en todas las especies analizadas,
siendo mayor en las algas rojas Gelidium pusillum y
Halopithys incurva y en el liquen marino L. pygmaeae con
respecto a las otras especies. El nivel más bajo de polifenoles
se encontró en la alga verde U. rotundata. En el 44% de las
especies estudiadas, el solvente MeOH 20% fue el más efi-
ciente para la extracción de estas sustancias. Esto coincide
con los resultados obtenidos por López et al. (2011), quienes
describieron una extracción más eficiente en metanol o etanol
que en agua; sin embargo, el extracto obtenido con el sol-
vente H2O para el alga parda Stypocaulon scoparium mostró
el mayor contenido fenólico en comparación con los solven-
tes MeOH 50%, MeOH 100% y EtOH 100% empleados en
ese estudio. López et al. (2011) afirmaron que los niveles de
compuestos fenólicos pueden variar hasta 3 veces depen-
diendo del método de extracción utilizado. En este estudio, el
contenido de compuestos fenólicos en algunas de las algas
rojas y en el liquen es tan alto como en macroalgas pardas, el
grupo de macroalgas con el mayor nivel reportado de polife-
noles (Connan et al. 2006, Stengel et al. 2011). Por ejemplo,
el contenido de fenoles en los diferentes solventes fue de
3.2–6.1 mg g–1 PS para Gelidium pusillum, 1.5–4.4 mg g–1 PS
para Halopithys incurva, 1.5–2.8 mg g–1 PS para Hydropuntia
cornea y 4.4–5.2 mg g–1 PS para L. pygmaea. El alto nivel de
fenoles en Halopithys incurva ya ha sido reportado previa-
mente por Güenaga (2011). Además, se han detectado fenoles
sulfatados y bromados en varias especies de macroalgas rojas
(Zhao et al. 2004). Entre las macroalgas, la división
Rhodophyta es la que posee la mayor abundancia de fenoles
halogenados (bromados y clorados fundamentalmente) con
probados efectos antioxidantes, antimicrobianos, anticancerí-
genos, antidiabéticos y antitrombóticos. Los resultados obte-
nidos en este estudio para los compuestos fenólicos
concuerdan con los valores encontrados por otros autores.
Souza et al. (2011) obtuvieron valores de 1.1 y 0.89 mg
EAG (equivalentes de ácido gálico) g–1 PS para Gracilaria
birdiae e Hydropuntia cornea, respectivamente. Para
Porphyra sp., Kuda et al. (2005) obtuvieron 0.88 mg EC
(equivalentes de catequinas) g–1 PS en solvente etanólico.
Para Gracilariopsis tenuifrons, Zubia et al. (2014) encontra-
ron valores de 1–1.4 mg EF (equivalentes de floroglucinol)
g–1 PS para los fenoles extraídos con solventes metanólicos.

Los espectros de absorción de los extractos presentaron
picos característicos en la región UVB (310 nm) y UVA
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This may be explained by the lower polarity of pure ethanol
to interact with the hydrophobic part of amino acids and
peptides. MAAs can be different among the species due to
environmental conditions (UV radiation, nitrogen availabil-
ity, etc.) in which the specimens grow. The content of total
MAAs in G. pusillum was about 1.7 times higher than that of
G. corneum. The latter species is found in the lower part of
the intertidal zone and in subtidal areas, whereas the former
is found in the upper part, where the daily integrated
irradiance is higher (Figueroa and Gómez 2001). MAAs are
regulated by both irradiance and light quality, and also by
nitrogen availability (Barufi et al. 2011). Torres et al. (2015)
found 4 MAAs (asterina-330, palythinol, palythene, and
usijerene) in Gracilariopsis tenuifrons after extraction with
ethanol, whereas in this study only palythinol was found in
G. longissima, but also shinorine using 20% MeOH or
50% EtOH. The low extraction yield found using ethanol as
solvent could explain this result; shinorine was probably
present but only in traces and therefore not detectable. 

The C:N ratio is used as an indicator of nutrient status.
Under limited nutrient resources, especially nitrogen, growth
is restricted in photosynthetic organisms, generating an
increase in the C:N ratio and this means an increase in the
production of secondary metabolites (Bryant et al. 2012).
Thus, C:N is a good indicator of increased production of sec-
ondary metabolites related to a decrease in nitrogen-enriched
compounds. In relation to the content of antioxidant com-
pounds, Ibrahim and Jaafar (2011) found, in terrestrial plants,
that low nitrogen content and therefore high levels of C:N are
related to the accumulation of secondary metabolites, that is,
an increase in the antioxidant potential of the methanol
extracts. These results are consistent with those observed in
this study, where species with a high C:N ratio presented
higher values of antioxidant activity (ABTS and BBM
assays).

In conclusion, the 2 species of this study with the highest
antioxidant capacity and molecules of biotechnological
interest were the red algae Gracilariopsis longissima and
Hydropuntia cornea. Halopithys incurva is also a species of
interest because of its high levels of phenolic compounds and
because it has previously been successfully cultivated
(Güenaga 2011). On the other hand, the red alga Gelidium
pusillum has high levels of MAAs and polyphenols but there
are no available culture techniques. Moreover, numerous
studies have pointed out that the first 2 species possess a high
capacity to grow by effluent biofiltration (Figueroa et al.
2012), so outdoor culture would be economically viable and
environmentally sustainable. 

The most suitable solvent for a biotechnological purpose
is ethanol (50% EtOH), an organic solvent with low toxicity
and price. It could be used for the extraction of antioxidant
compounds without affecting future application of the
extracts. The ABTS method is proposed to determine the
antioxidant capacity of algal extracts, as it is an easy, quick,

(330–334 nm) (datos no mostrados). Este intervalo espectral
corresponde a la absorción por moléculas fotoprotectoras
(AAM) presentes en algunos organismos marinos, como las
algas rojas y los líquenes. En U. rotundata no se encontró
ninguna absorción en este intervalo espectral y no se
detectaron AAM por HPLC. La absorción máxima a 310 nm
en los extractos de L. pygmaeae corresponde al oxo-AAM
micosporina-serinol, mientras que los picos de absorción con
un máximo de alrededor de 320–334 nm están relacionados
con los imino-AAM de algas rojas (palitina, palitinol, shino-
rina, porphyra -334 y asterina-330).

En nuestro estudio, Gelidium pusillum y G. corneum pre-
sentaron palitinol y shinorina como los AAM principales. En
general, para todas las especies estudiadas, el contenido de
AAM usando EtOH 100% como solvente fue mucho menor
que para otros solventes. Esto puede explicarse debido a la
menor polaridad del etanol para interactuar con la parte
hidrofóbica de aminoácidos y péptidos. Los AAM pueden
diferir entre las especies debido a las condiciones ambienta-
les en las que se encuentren (radiación UV, disponibilidad de
nitrógeno, etc.). El contenido de AAM totales en G. pusillum
fue aproximadamente 1.7 veces mayor que el de G. corneum
debido a que G. pusillum se ubica en la parte superior de la
zona intermareal en comparación con G. corneum que se
ubica en la parte inferior y en zonas submareales y, por lo
tanto, la irradiancia diaria integrada en el sitio de crecimiento
de G. pusillum es superior a la de G. corneum (Figueroa y
Gómez 2001). Los AAM están regulados tanto por la irra-
diancia como por la calidad lumínica, pero también por la
disponibilidad de nitrógeno (Barufi et al. 2011). Torres et al.
(2015) encontraron 4 AAM (asterina-330, palitinol, palitene
y usijerene) en Gracilariopsis tenuifrons después de realizar
una extracción etanólica, mientras que en este estudio se
encontró sólo palitinol en G. longissima, pero además shino-
rina usando MeOH 20% o EtOH 50% . El bajo rendimiento
de extracción encontrado usando etanol como solvente podría
explicar este resultado. Probablemente shinorina se encontró
en trazas fuera del intervalo de detección del HPLC.

La relación C:N se utiliza como indicador del estado
nutricional. Bajo recursos limitados de nutrientes, especial-
mente nitrógeno, el crecimiento se ve restringido en los
organismos fotosintéticos, lo que genera un aumento en la
relación C:N, el cual significa un aumento en la producción
de metabolitos secundarios (Bryant et al. 2012). Por lo tanto,
la relación C:N es un buen indicador para estimar el aumento
en la producción de metabolitos secundarios. En relación con
el contenido de compuestos antioxidantes, Ibrahim y Jaafar
(2011) encontraron, en plantas terrestres, que el bajo conte-
nido de nitrógeno y, por lo tanto, los altos niveles de C:N
están relacionados con la acumulación de metabolitos secun-
darios involucrados en la capacidad antioxidante. Estos resul-
tados concuerdan con los observados en este estudio, donde
especies con una alta relación C:N presentaron mayores valo-
res de actividad antioxidante en los ensayos ABTS y BBM.
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and cheap test, and provides a comprehensive view of the
entire extract in both lipophilic and hydrophilic media.

In order to gain a better understanding of the mechanisms
underlying the antioxidant effects in algae it is necessary to
study the structure–activity relationship and the synergy that
could occur among molecules, to perform purification and
structural analyses of potential antioxidant molecules, and to
develop new extraction and purification techniques. 
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En conclusión, las 2 especies de este estudio con mayor
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Se propone como solvente más adecuado para estos fines
biotecnológicos el etanol (EtOH 50%), siendo éste un sol-
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estudiar la relación estructura–actividad y las sinergias que
puedan acontecer entre los componentes, realizar un análisis
de purificación y estructural de moléculas potencialmente
antioxidantes, así como desarrollar nuevas técnicas de extrac-
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