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Abstract: Antioxidant effect and polyphenol content of Syringodium filiforme (Cymodoceaceae). The marine
phanerogam Syringodium filiforme, known as “manatee grass”, is a common species that grows in coastal areas
associated to Thalassia testudinum. With the aim to describe some of its possible chemical characteristics, this
study was performed with a sample of 1.2kg, collected in March 2009, in Guanabo beach, Havana, Cuba. The
sample was dried (less than 12% humidity) and a total extract prepared; other three extracts were prepared with
the use of solvents of increasing polarity. The phytochemical screening and analytical determinations of each
fraction were undertaken Total polyphenol content was determined using pyrogallol as reference’s standard;
chlorophyll @ and b and anthocyanin content were also quantified. Total extract and fractions antioxidant activity
were evaluated by using the free radical scavenging activity assay with 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl reactive
(knowing as DPPHs method). The phytochemical screening of the different extracts detected the presence of
high concentrations of flavonoids, phenols, terpenes, antocyaninns, reducing sugars and alkaloids. The total
extract and methanol fraction showed significant free radical scavenging properties, while the petroleum ether
fraction showed moderate activity, and the chloroform fraction and the aqueous soluble precipitate (residual
salt) obtained didn’t show antioxidant properties against free radicals. The results of this work confirmed the
potentialities of this species for biological purposes. Rev. Biol. Trop. 59 (1): 465-472. Epub 2011 March O1.
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La especie Syringodium filiforme Kiitzing
in Hohenacker 1852-1962, cominmente cono-
cida como hierba de manati, es una especie
faner6gama perteneciente a la familia Cymo-
doceaceae que crece sobre fondos arenosos y
sedimentos hasta 25m de profundidad en el
Mar del Caribe y las Antillas (Littler & Littler
2000) en conjunto con Thalassia testudinum.
Ambeas especies fanerégamas son dominantes
en los mares alrededor de Cuba.

Estudios recientes relacionan los efec-
tos adversos asociados a los cambios medio
ambientales sobre la fluorescencia de la clo-
rofila a y la fotosintesis en las fanerégramas.

Segun Ralph et al. (2005) factores inherentes a
la elevacion de la temperatura del mar, el estrés
osmotico, la presencia de metales pesados (Cu
y Zn), las exposiciones a petroquimicos y la
desecacion por las mareas, ejercen una pode-
rosa accion sobre especies como 7. testudinum,
Halophila ovalis y Zostera capricorni, y seia-
lan su susceptibilidad y respuestas fisiologicas
al estrés.

Las especies reactivas de oxigeno, pro-
ducidas en los organismos debido precisa-
mente a la incidencia de luz ultravioleta,
radiaciones idnicas, reacciones quimicas y pro-
cesos metabolicos causan otros dafios como la
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peroxidacion lipidica y proteica, daios al ADN,
degeneracion celular, envejecimiento y cancer
(Bohm et al. 1998, Chin-Yuang 2006), que a la
vez pueden ser contrarrestadas por el efecto del
consumo de compuestos como los polifenoles
producidos por vegetales marinos, ya que es
conocida la capacidad de capturar los radicales
libres que éstos poseen.

Por otro lado, se conocen varios suplemen-
tos nutricionales elaborados a partir de extrac-
tos de plantas y organismos marinos, ricos en
este tipo de compuestos de gran importancia
para el mantenimiento de la salud y proteccion
contra enfermedades relacionadas con el enve-
jecimiento (Martinez-Flores et al. 2002, Boyd
et al. 2003).

Si bien se ha demostrado la capacidad para
capturar radicales libres de extractos prepara-
dos de la fanerégama marina Thalassia testudi-
num (Regalado et al. 2009) que convive junto a
Syringodium filiforme, esta ultima ha sido poco
estudiada. Solo Zapata & Mc Milan (1979), Mc
Millan & Zapata (1980) y muy recientemente
Nussier et al. (2010) estudiaron esta especie
desde el punto de vista quimico, por lo que
resulta de interés conocer si la misma posee
similares cualidades farmacoldgicas que la
especie que cohabita con ella.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y tratamiento post-cosecha:
Syringodium filiforme fue recolectada el 16
de marzo de 2009 en la playa de Guanabo
(23°10’44” N - 82°07°01” O), La Habana,
Cuba, autenticada por el Dr. Arsenio Areces,
investigador del Instituto de Oceanologia y
depositada en la coleccidon del Acuario Nacio-
nal de Cuba, con el nimero IDO 165. El mate-
rial recién recolectado (1.2kg peso himedo)
fue lavado con agua potable para remover la
arena y las sales, escurrido y luego secado en
estufa a una temperatura de 60°C hasta peso
constante. El contenido de humedad residual
de la muestra, luego del secado en estufa, fue
determinado por el método gravimétrico referi-
do en la Farmacopea Britanica (BP 2009) como
referencia para los calculos de los componentes

en base seca y para la estabilidad del material
de estudio.

Preparacion del extracto total y frac-
cionamiento del mismo: Un total de 200g
del material vegetal seco y molido (0.12mm)
fueron macerados con 2 000ml de una mez-
cla etanol: agua en proporcion (7:3; v/v); con
agitacion por 3 dfas a temperatura de 30+2°C.
Luego se procedid a la filtracidbn mediante
papel de filtro, y se realizd una segunda extrac-
cion al material vegetal con el cual se procedia
de igual manera, y se unfan ambos filtrados
y concentrado a sequedad en un evaporador
rotatorio al vacio y temperatura del baho no
superior a 45°C. Este concentrado constituyo
el extracto total, el cual fue sometido a extrac-
ciones sucesivas con disolventes de menor a
mayor polaridad (éter de petrdleo, cloroformo
y metanol).

Marcha fitoquimica: Para la determi-
nacion de las principales familias quimicas
presentes en la especie se evaluaron las frac-
ciones obtenidas a partir del extracto total de
diferentes polaridades, mediante reacciones
de formaciodn de color o precipitado segin una
modificacion al método descrito por Schabra
et al. 1984.

Espectroscopia UV-visible: Los espectros
de UV-visible se registraron en un espectrofo-
tometro Shimadzu, modelo UV-1201 (Japdn),
con un rango de longitud de onda de 200 a
800nm, y se emplea celdas de cuarzo de Icm de
paso optico. Las determinaciones se realizaron
a las muestras diluidas para lo cual se utiliza
como blanco los respectivos disolventes de
extraccion (BP 2007).

Contenido de polifenoles: El contenido
de polifenoles totales fue determinado por el
método para la cuantificacion de taninos con
el reactivo de Folin-Ciocalteu (BP 2007). El
extracto total y las fracciones (200uL) fue-
ron mezclados con 800uL del reactivo acido
fosfomolibdico-fosfotlingstico (conocido como
Folin-Ciocalteu) y 200uL de Na,Co, al 29%.
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La mezcla fue incubada por 30 minutos a tem-
peratura ambiente, y medida la absorbancia a
760nm. El contenido de polifenoles se expresd
como el porcentaje relativo al peso seco del
extracto y se calculd por curva de calibracion
usando diferentes concentraciones de pirogalol
como estandar.

Determinacion del contenido de clo-
rofilas: El contenido de las clorofilas a y b
fue determinado mediante una modificacion
al método propuesto en el Handbook of Food
Analytical Chemistry (Waterhouse 2005) con-
sistente en la determinacion espectrofotométri-
ca (sin el empleo de un lector ELISA de placas
de 96 pocillos) a la extraccion obtenida a partir
0.5g del material vegetal seco y molido en SmL
de metanol (Spectrosol, MERCK) con protec-
cion luminosa y por triplicado. La absorbancia
fue medida a 665 y 652nm y estos valores
fueron utilizados para calcular la concentracion
de clorofila a (Ca) y clorofila » (Cb) basados
en la ley de Lambert-Beer y los coeficientes de
absorbancia tomados de la citada literatura a
partir de las ecuaciones:

Ca(pug/ml)=16.72A,
Cb(ug/ml)=34.09A,

665_9' 16 A652
()52_15'28 A665

Determinacion de la concentracion de
antocianinas totales: Un gramo del material
vegetal molido y seco se extrajo exhausti-
vamente, y mediante agitacion constante en
recipiente protegido de la luz con 50mL de
un mezcla metanol/HCl concentrado 37%
(99:1v/v) durante 3h, con agitacion constante.
La relacion peso de muestra/volumen de sol-
vente fue 1g/50mL. El extracto obtenido se
filtrd, se trasvasd a un frasco volumétrico y
se enrasd a 100mL. La absorbancia maxima a
520nm se determind y a partir de ésta se cal-
culd la concentracion de pigmentos expresado
en gramos de 3,5 diglucosidos de la malvidina
por cada litro de extracto, mediante la siguiente
expresion:

Concentracion de antocianos diglucosidos
(g/L) = DO(520nm) x PM x f
E

Donde: E', (37 700L/cm.mol) es el coefi-
ciente de extincién molar, en una cubeta de
lem de longitud, de un gramo de un compuesto
con un peso molecular PM, diluido en 100ml
de solvente. El coeficiente de extincion molar
fue corregido para los diferentes disolventes.
El valor del PM 691g/mol y f se refiere al
factor de dilucion. Para la determinacion de los
monoglucésidos se utilizd la misma expresion
anterior, en cuyo caso el valor de E'” lcm es
de 28 000 y un PM 529g/mol. El espectro de
absorcion en el rango visible a 400-580nm se
determiné contra un blanco de metanol acidifi-
cado con HCl al 1%. Todos los analisis se efec-
tuaron por triplicado (Fuleki & Francis 1968,
Diaz et al. 1975, Fennema 1985).

Evaluacion de la actividad antioxidan-
te: La actividad antioxidante se determind a
517nm para el extracto total de S. filiforme y
sus fracciones afadidos a una disolucion meta-
nolica (500uM) de 1,1-difenilpicrilhidracina
(DPPH) segtin Lai er al. 2001. EI sistema de
analisis incluy6 la disolucion DPPH y diferen-
tes concentraciones de las muestras (entre 0.1
y 200mg), para obtener la concentracion inhi-
bitoria media (IC;). Como blanco de compen-
sacion se utilizaron los diferentes disolventes
de extraccidén y como control el reactivo DPPH
con cada uno de los disolventes utilizados.
Después de 60 minutos, se registr6 el descenso
en la absorbancia del DPPH en presencia de
la muestra el por ciento de reduccion de radi-
cales libres fue medido utilizando la siguiente
ecuacion:

% de reduccién = {1 _ (Abs.control-Abs muestra)}X 100

Abs. control

Los resultados fueron procesados con el
Programa Origin Pro 6.1 mediante analisis sig-
moidal de los valores de reduccion del DPPH
en funcion de la concentracion de la muestra y
calcular la CL,

RESULTADOS

El material vegetal después de ser someti-
do al proceso de secado, mostrd una humedad
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residual igual al 10.75%, valor que esta por
debajo del limite maximo de aceptacion para la
conservacion de las drogas vegetales marinas
secas (<15%) segtin lo establece la BP (2009)
para Fucus sp. y Ascophylum sp. para su pro-
teccion ante hongos y levaduras.

El analisis fitoquimico realizado a los
extractos a partir del material vegetal permitid
identificar las familias de compuestos quimicos
mas abundantes en la especie, y que pudieran
ser responsables de su actividad biologica.
Estos resultados se muestran en el Cuadro 1.

CUADRO 1
Familias de compuestos quimicos encontradas en las
fracciones de Syringodium filiforme

TABLE 1
Families of chemical compounds found in the fractions
of Syringodium filiforme

Como puede observarse, los compuestos fenod-
licos, azticares reductores y flavonoides resul-
taron muy abundantes en esta especie, también
fue posible detectar la presencia de antocianidi-
nas, compuestos que se encuentran enmarcados
en el grupo de los flavonoides, a los que se les
atribuye actividad antioxidante (Waterhouse
2005). Otra familia de compuestos encontrados
en el extracto acuoso y etanolico, fueron las
saponinas y los alcaloides, aunque en menor
cuantia.

Las fracciones obtenidas a partir del extrac-
to total, analizadas por espectroscopia UV-vis,
mostraron maximos de absorcion caracteristi-
cos que estan asociados a la presencia de com-
puestos fendlicos en general y de flavonoides
(Marston & Hostettmann 2006). Como puede
observarse en el Cuadro 2, aparecen los maxi-
mos de absorcion tipicos de algunos nticleos de
flavonoides, se observan maximos correspon-

Metabolitos Tipode — Presenciade  4i0n¢eg g antocianinas (en la zona de luz visible
extracto metabolitos
. se observa una banda entre 465-550nm y otra
Triterpenos polar +++ .
. . en la region del UV entre 270-280nm) (Ander-
Aceites esenciales polar - -
Lactonas y Coumarinas Polar y apolar i sen & Jordheim 2006), flavonas (se observa
Azticares Reductores apolar +++ una banda entre 304-350nm y otra entre 239-
Antocianidinas apolar t 281nm) y auronas (una banda entre 370-430nm
Compuestos fenolicos apolar -t y otra entre 220-270nm), ademas de catequinas
Flavonoides apolar - (presencia de un maximo a 280nm) (Harborne
Alcaloides apolar + & Baxter 1999, Marston & Hostettmann 2006)
Saponinas apolar ++ y se observaron maximos correspondientes a
Mucilagos apolar - los pigmentos tipo clorofila (661-667nm).
CUADRO 2

Mdximos de absorcion en el espectro UV-visible del extracto total de S. filiforme,
de sus fracciones obtenidas y rendimientos

TABLE 2
Maximumof absorption in the spectrum UV-visible of total extract of S. filiforme,
their fractions and their respective yields

Tipo de extracto

Extracto total (Ext total) 23.63g (bh)
Eter de petroleo (EP) 377.4mg
Cloroformo (CHCL,) 12mg
Metanol (MeOH) 1.12g
Sal residual 10.54g

Quercetina -

Rendimiento por fraccion

Maximos UV-vis
(nm)
664, 608, 534,417, 312, 278, 240
667,533, 505, 411, 278
667, 609, 537, 505, 411, 275
661,307, 245
327
361
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En el Cuadro 3 se observan los valores de
concentracion de polifenoles, clorofilas y anto-
cianinas que se registran en el extracto total.
Estos pigmentos fueron determinados por su
posible accidon como contribuyentes relativos a
la actividad antioxidante del extracto. La con-
centracion de clorofilas hallada para la especie
se encuentra dentro del rango determinado por
Fillit (1995) para faner6gamas marinas entre 1
y 1.8pug/ml.

CUADRO 3
Concentracion de polifenoles totales, clorofilas y
antocianinas del extracto total de S. filiforme (N=3)

TABLE 3
Concentration of polyphenols, chlorophylls and
anthocianins of the total extract of S. filiforme (N=3)

Determinaciones Valores
Polifenoles b.s (%) 25.78+0.071
Clorofilas a y b (zg/mL) 1.46
Relacion Clorofilas a/b 1.30
Antocianinas diglicosidadas (mg/L) 0.21
Antocianinas monoglicosidadas (mg/L) 0.22

Con referencia al contenido de polife-
noles de S. filiforme fue superior al obtenido
en el extracto crudo de Thalassia testudinum
(18%=1.5) (Regalado et al. 2009), asi como en
la fraccion metanolica que confirma la abun-
dancia de este tipo de compuestos ya detecta-
dos e identificados en la evaluacion fitoquimica
en los maximos de absorbancia en los espectros
UV-visible y por Nussier et al. (2010) para
especie similar colectada en el archipiélago de
Guadalupe.

En la Fig. 1 se muestra la actividad antioxi-
dante del extracto total en correspondencia con
sus fracciones. En orden de mayor a menor, el
efecto antioxidante se comportd de la manera
siguiente: Extracto total (Ext total)>Fraccion
metanodlica (MeOH)>Fraccion éter de petrd-
leo (EP)>Fraccion cloroformica (CHCL,)>Sal
residual (So6lido Blanco).

Los valores de Cly, del extracto total y las
fracciones activas se muestran en el Cuadro 4.
El valor de Cly, del extracto total de S. filiforme

100
90 -
80 -
70
60 -
50
40 -
30
20 -
10

o W ‘

CHCL3

Innibicién DPPH (%)

s

Ext total EP MeOH  Sél Blanco

Muestras

Fig. 1. Actividad antioxidante del extracto crudo de S.
filiforme 'y sus fracciones medida como porcentaje de
inhibicion del DPPH.

Fig. 1. Antioxidant activity of the raw extract of S. filiforme
and their fractions measured as inhibitory percentage of
DPPH.

(289ug/mL) es ligeramente superior al obte-
nido con el extracto total de T. testudinum
(158ug/mL). La fraccion cloroférmica y la sal
residual no fueron capaces de reducir el DPPH
hasta un 50% lo que significa que la actividad
antioxidante de ambos es baja.

CUADRO 4
Efecto inhibitorio sobre el radical DPPH y concentracion
de polifenoles del extracto crudo de S. filiforme
y sus fracciones activas en comparacion con el extracto
de T. testudinum (N=5)

TABLE 4
Inhibitory effect on DPPH " radical of the raw extract
of S. filiforme and their fractions and polyphenols
concentration in comparison with T. testudinum
extract (N=5)

Muestras (ﬂf;rsr?L) Poh(f;n)oles
Extracto total 289 25.78+0.071
Fraccion metandlica 1663 11.29+1.25
Fraccion éter de petrdleo 9260 4.50+0.46
Extracto total T. testudinum 158 18+1.5
Acido Ascorbico 2.5
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DISCUSION

Una caracteristica beneficiosa en el anali-
sis de los flavonoides es la presencia de anillos
aromaticos dado que es un cromdforo activo en
UV y de ahf la razon por la que los flavonoides
son tan facilmente detectados. Su espectro UV
es particularmente informativo y proporciona
una considerable informacion estructural que
distingue el tipo de polifenol y su patrdon de
oxidacion (Marston & Hostettmann 2006).

Los derivados de las clorofilas pueden
actuar como antioxidantes o como pro-oxidan-
tes naturales seglin su concentracion en la plan-
ta (Endo et al. 1985), por lo que contribuyen
a la actividad antioxidante encontrada tanto
en el extracto total como en las fracciones de
éter de petroleo y metanodlica. La bioactividad
potencial de los derivados de las clorofilas en
la dieta ha sido sugerida también por Ferruzzi
et al. (2002) por su papel potencial como fito-
quimico. Reddy et al. (2005) consideraron que
la clorofila es uno de los pigmentos lipofilicos
que posee una alta biodisponibilidad cuando
fue ensayado junto a otros pigmentos en la
inhibicion del crecimiento de células tumo-
rales, que reducen por sinergismo el impacto
negativo de su actividad biologica.

Otro tanto sucede con el contenido de
antocianinas, que forman parte del grupo de
los flavonoides, los cuales contienen en su
estructura quimica un nimero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes pro-
piedades de quelacion del hierro y otros meta-
les de transicion, lo que le confiere una fuerte
actividad antioxidante (Havsteen 1983, Peres
1994, Kuskoski et al. 2004). Sus propiedades
anti-radicalarias se dirigen fundamentalmen-
te hacia los grupos hidroxilo y superoxido,
especies altamente reactivas implicadas en el
inicio de la cadena de peroxidacion lipidica
(Jovanovic et al. 1998). Los extractos de S.
filiforme muestran la presencia de antociani-
nas y aunque no existe ninglin valor descrito
para especies marinas, es posible la contribu-
cion de estos compuestos al efecto antioxidan-
te del extracto.

Es importante tener en cuenta a la hora de
comparar la concentracion inhibitoria media
(CLy,) de las fanerdgamas marinas: 7. testu-
dinum y S. filiforme, que ambas especies no
fueron recolectadas en la misma zona lo que
influyd significativamente en el contenido de
polifenoles y en la potencia de los extractos
como antioxidantes, ya que las diferencias
ecoldgicas de las zonas de recolecta de ambas
faner6bgamas, puede favorecer, en mayor o
menor medida, la biosintesis de compuestos
de naturaleza fendlica cuyo rol es contribuir al
desarrollo y crecimiento normal de la planta y
a la defensa contra infecciones y dafios ecologi-
cos (Kahkonen et al. 1999). Coincidentemente
Athiperumalsami et al. (2010) encontraron que
los extractos metandlicos y acuosos de la fane-
rograma Halophila ovalis manifestaron una
alta actividad antioxidante con valores de Cly
iguales a 78.95+1.15ug /mL y 85.40 +3.40ug/
mL resultados respectivamente superiores a las
fracciones y al extracto de S. filiforme.

Por lo tanto, al tener en cuenta estos resul-
tados y las condiciones de trabajo empleadas,
es muy posible que el efecto antioxidante
correspondiente al extracto total de la especie
S. filiforme se deba fundamentalmente a la pre-
sencia de compuestos de naturaleza polar (en el
extracto metandlico) con una ligera contribu-
cion de los compuestos de baja polaridad (EP);
lo que indica que existe un efecto sinérgico
provocado por los componentes del extracto y
no a un metabolito en particular.

Paises como China y Japon son altamente
consumidores de vegetales marinos por su
alto contenido energético y sus propiedades
nutricionales y antioxidantes, ademas de apro-
vechar sus propiedades farmacolbgicas en la
preparacion de formulaciones farmacéuticas,
cosméticas y suplementos nutricionales (Sahoo
& Yarish 2005, Yuang 2007). De acuerdo con
los resultados obtenidos, la especie S. filifor-
me constituye una posible candidata para su
introduccion en la dieta animal o como materia
prima de un nutracéutico o de un cosmético
para el consumo humano, aunque para esto se
requiera de estudios toxicologicos, quimicos y
nutricionales complementarios.
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La especie Syringodium filiforme posee un
alto contenido de polifenoles lo que justifica el
efecto antioxidante detectado, particularmente
para el extracto total y la fraccion metandlica,
resultados comparables a los encontrados por
Nuissier et al. (2010) para la misma especie
de Islas Guadalupe y para Thalassia testudi-
num de otra zona costera de Cuba. De acuerdo
con estos resultados preliminares, S. filiforme
pudiera ser valorada para continuar los estudios
bromatoldgicos y toxicologicos de las especies
marinas como fuente de materia prima con
fines biologicos.
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RESUMEN

La faner6gama marina Syringodium filiforme, cono-
cida comGnmente como “Hierba Manati”, crece en los
fondos marinos tropicales asociada con la especie Thalas-
sia testudinum. Este estudio fue realizado con una mues-
tra de S. filiforme (1.2kg peso himedo) recolectada en la
playa de Guanabo en La Habana, Cuba en Marzo 2009.
La muestra fue secada hasta humedad inferior al 12% y
se realizaron tres extracciones con solventes de polaridad
creciente previamente al tamizaje fitoquimico y a las
determinaciones analiticas. A partir del extracto total y en
las fracciones se detectd la presencia de grupos quimicos,
fundamentalmente estructuras tipicas de los flavonoides,
por las absorbancias obtenidas en los espectros ultra-
violeta-visible. En el tamizaje fitoquimico se corrobord
la existencia de altas concentraciones de flavonoides,
triterpenos, polifenoles, antocianinas, azlicares reductores
y alcaloides en los diferentes extractos obtenidos. El con-
tenido de polifenoles totales de S. filiforme, se cuantificd
mediante el uso de pirogalol como patron de referencia;
asi como el contenido de clorofilas a y b, y el nivel de
antocianinas. La actividad antioxidante se determind
por el método reduccion del 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH). El extracto total y la fraccion metandlica mos-
traron elevada actividad antioxidante en correspondencia
con la concentracion de polifenoles, mientras que la
fraccion de éter de petroleo mostr6d actividad moderada
y la fraccion clorofoérmica y el precipitado remanente
no muestran actividad antioxidante significativa. Estos

resultados predicen las potencialidades de la especie para
su uso con fines biologicos.

Palabras claves: Syringodium filiforme, fitoquimica, poli-
fenoles, actividad antioxidante.
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