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Resumen

Las macroalgas son fuente de alimento y de biocompuestos con propiedades cosméticas,
farmacéuticas y nutracéuticas, sin embargo, Ecuador produce Kappaphycus alvarezii solo como
fertilizante agricola. Con el fin de generar valor agregado, se busca obtener biocompuestos de
interés acuicola que sirven como nutracéuticos para camaroén y asi impulsar la produccion de
macroalgas. Para lograrlo es necesario evaluar la variabilidad espacial y temporal en el
crecimiento y produccion de dichos biocompuestos y esto se hizo en Santa Rosa de Salinas y
Palmar, en donde se tomaron datos de temperatura, iluminacion, nitréogeno y fosforo total,
también se elaboraron extractos de macroalgas para cuantificar auxinas, fenoles, pigmentos y la
actividad antioxidante y antibacteriana (cada dos semanas). Se hallé que las concentraciones
diferentes de nutrientes (p<0,05) no influian en la concentracién de biocompuestos ni el
crecimiento (13.8% semanal), por otro lado, las auxinas estaban relacionadas con el aumento de
biomasa, mientras que la luminiscencia afectaba la produccion de pigmentos producto de
fotoinhibicidén, ademas a mayor temperatura, mayor actividad antioxidante, lo que a su vez
estaba relacionado con la inhibicidn bacteriana. K. alvarezii tiene potencial uso acuicola en

ambas zonas estudiadas de Ecuador por su produccion de biocompuestos y crecimiento 6ptimo.

Palabras Clave: parametros ambientales, variacion bioquimica, produccion comercial de

macroalgas y valor agregado



Abstract

Seaweed is a source of food and biocompounds with cosmetic, pharmaceutical, and
nutraceutical properties. However, in Ecuador, Kappaphycus alvarezii is produced only as an
agricultural fertilizer. Aiming to create added value, there is an interest in obtaining
biocompounds with aquaculture interest that can serve as nutraceuticals for shrimp, thereby
boosting seaweed production. To achieve this, it's necessary to evaluate the spatial and temporal
variability in the growth and production of these biocompounds, which was done in Santa Rosa
de Salinas and Palmar. Here, temperature, illumination, total nitrogen, and phosphorus data
were collected. Seaweed extracts were prepared to quantify auxins, phenols, pigments, and
antioxidant and antibacterial activity (every two weeks). It was found that different nutrient
concentrations (p<0.05) did not influence the concentration of biocompounds or growth (15.3
and 13.8% weekly). On the other hand, auxins were related to biomass increase, while
luminescence affected pigment production due to photoinhibition. Additionally, higher
temperatures led to increased antioxidant activity, which was related to bacterial inhibition. K.
alvarezii shows potential for aquaculture use in both studied areas of Ecuador due to its

biocompound production and optimal growth.

Keywords: Environmental parameters, Biochemical variation, Commercial seaweed

production, Added value
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1. Capitulo 1



1.1. Introduccion

Uno de los mayores retos de la humanidad es responder a la demanda de alimento de los
9700 millones de personas en el planeta que se alcanzaran en el 2050 (FAO 2017). A pesar de
todos los esfuerzos por aumentar la produccion mundial de diferentes rubros (pesca, ganaderia y
agricultura), la acuicultura sobresale con un 6.7 % de incremento promedio anual (FAO, 2022) y
no tiene las restricciones de espacio y sobrexplotaciéon que presentan los otros sectores de

produccién (Lopes et al., 2020).

Existe una marcada tendencia al cultivo de especies que tengan bajo impacto ambiental,
destacandose las macroalgas como el segundo rubro de produccion acuicola con 36 millones de
toneladas (FAO, 2022, Figura 1). La produccién acuicola, segin el World Bank Group (2016),
debe aumentar un 50-70 % y en su mayoria deben ser cultivos de productores y consumidores

primarios, que son los tipos de cultivos mas sustentables hasta ahora desarrollados.



Figura 1.

Produccion acuicola mundial 1991-2020 (FAO, 2022)
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Debido a su crecimiento, contenido de proteinas y gran diversidad, las macroalgas tienen
caracteristicas ideales para acuicultura, destacando que al ser consumidores primarios no requieren
alimento artificial y mejoran la salud de los océanos, pues son considerados sumideros de carbono,

lo que reduce la huella ecoldgica de su produccion (Filbee-Dexter et al., 2023).

El cultivo de macroalgas marinas se desarrolla en sistemas de maricultura para aprovechar al
maximo los nutrientes del medio natural. Segun la FAO (2022), este es el producto con mayor
porcentaje de produccion por acuicultura (Figura 2), y esta produccion ha aumentado
considerablemente en los ultimos afos; en el afio 2000 solo se producian 12 millones de toneladas

y para el 2020 se alcanzé 36 millones, pero el 97% de esta produccion se desarrolla solo en Asia.



Figura 2.

Produccion mundial de pesca de captura y acuicultura a nivel mundial (FAO, 2022)
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Las macroalgas aparte de ser fuente de proteina son estudiadas por su alta produccion de
biocompuestos activos con propiedades aplicadas en salud humana, acuicultura y para la creacion
de alternativas sustentables en procesos industriales, como Aspargopsis taxiformis, que reduce la
produccién de metano en la industria ganadera (Roque et al., 2021). El potencial nutracéutico de
las macroalgas permite reemplazar parte de la proteina de origen vegetal de los organismos
acuicolas, obteniendo beneficios mediante la incorporacion de  biocompuestos
inmunoestimulantes, bactericidas, antivirulentos, antifungicos y antioxidantes (Cruz-Suarez et al.,

2013; Fleurence et al., 2012; Padua et al., 2015).

Ecuador es un pais que retine condiciones ambientales y geograficas ideales para el cultivo de
macroalgas en maricultura, y de consolidarse podria contribuir al desarrollo socioeconomico del

pais y las comunidades costeras, a través de la creacion de plazas de empleo, comercio y el



aprovechamiento de recursos a través de una acuicultura de bajo impacto (Macas-Mendez et al.,

2021).

Debido a las propiedades bactericidas e inmunoestimulantes analizadas en diferentes especies
de macroalgas, K. alvarezii se perfila como una buena alternativa para ser desarrollada en Ecuador,
donde se reporta la tasa de crecimiento promedio mas alta (15.2%) para la especie reportada

(Montufar-Romero et al., 2023).

1.2. Descripcion del problema

Es evidente que la acuicultura busca la obtencién de alimentos sanos y de bajo impacto
ambiental, a la vez que provee bioproductos de alto valor comercial (carragenina, agar, alginatos,
pigmentos y aceites) y tratamientos sustentables para reducir el impacto de enfermedades acuicolas

(Rezende et al., 2022; Thanigaivel et al., 2015, 2016)

Uno de los mayores desafios que enfrenta la acuicultura del camardon del Pacifico es la
propagacion de enfermedades producto de la intensificacion de los sistemas de cultivo, para lo que
se han utilizado antibidticos, sin embargo, en la actualidad su uso esta prohibido o limitado debido
a la resistencia antibacteriana que pueden causar, abriendo un mercado a compuestos naturales de
bajo impacto ambiental que puedan servir como métodos de prevencién o tratamiento de

enfermedades.

Se ha identificado el uso potencial como nutraceutico para camarones de Kappaphycus
alvarezii (Armijos & Sanchez, 2023; Suantika et al., 2018), sin embargo, comprender como las
variables ambientales afectan la produccion de los biocompuestos de interés acuicola, es
imperativo para desarrollar estrategias de cultivo y cosecha y determinar un periodo 6ptimo para

la obtencion de biomasa con valor agregado de esta macroalga. Este estudio de la relacion entre



las variables ambientales y la produccién de biocompuestos ha sido necesario y se ha realizado
previamente con otras macroalgas comerciales como Ulva fenestrata (Steinhagen et al., 2022) y

Gracilariopsis persica (Jeliani et al., 2018).

El presente trabajo aborda la influencia que tienen los parametros ambientales sobre el
crecimiento, variacion bioquimica y bioactividad de la macroalga K. alvarezii en cultivos
suspendidos en 2 zonas de la peninsula de Santa Elena con caracteristicas oceanograficas
diferentes (Santa Rosa de Salinas y Palmar). Estas zonas fueron escogidas considerando, que la
zona de Palmar es més profunda (16-18 metros) y tiene incidencias del estero y de la actividad
camaronera que aportan nutrientes, mientras que Santa Rosa de Salinas (SR) es una zona con una
influencia marina con aguas ligeramente mas frias y una zona de cultivo menos profunda (6-4

metros).

Esta investigacion se desarrolla dentro del Proyecto de Desarrollo de Bioeconomia de
Macroalgas: Estrategia sostenible para mitigar enfermedades emergentes del camardn, financiado

por la SENESCYT en la convocatoria INEDITA.

1.3. Justificacion del problema

En Ecuador la produccion de macroalgas es una industria en potencia, pero ain esta en sus
etapas iniciales de implementacion y desarrollo, con muy pocas oportunidades de comercializar la
biomasa producida, debido al valor obtenido como biofertilizante el cual resulta ser muy bajo
(0,05% por kg de masa himeda). Es por esto que generar valor agregado para la macroalga K.
alvarezii, al ser usada en una de las industrias mas potentes y fructiferas del pais, ayudaria a
potenciar la diversificacion de la acuicultura, a partir de la obtencion de compuestos de alto valor

como nutraceuticos para camardn, que es el producto de mayor exportacion del pais; lograr la



insercion del uso de macroalgas en esta industria representa una nueva frontera en tratamientos

generados en una industria local de bajo impacto y de forma sostenible.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de los pardmetros ambientales de dos localidades de la provincia de Santa
Elena (Santa Rosa de Salinas y Palmar) en el crecimiento, produccién de biocompuestos

de interés para la acuicultura y bioactividad de la macroalga Kappaphycus alvarezii.

1.4.2  Objetivos especificos

Evaluar la influencia de la temperatura, nitrégeno total, fosforo total y energia luminica en
el tiempo y su impacto en el crecimiento de K. alvarezii en cada una de las localidades de
cultivo.

Evaluar la variacién bioquimica de compuestos de interés para la acuicultura (pigmentos,
auxinas y fenoles) y su actividad antibacteriana y antioxidante en cada una de las dos localidades

de cultivo.

1.5. Marco teorico

1.5.1 Macroalgas

Las macroalgas son plantas que forman parte de la base de la cadena alimentaria en
medios acudticos marinos. Estas son las encargadas de producir materia orgénica y energia a
través de la absorcion de nutrientes, agua y CO2 durante la fotosintesis y se encuentran desde la
zona intermareal hasta alrededor de 100 m de profundidad, dependiendo de su requerimiento
luminico. Se clasifican en Chlorophyta (verdes), Rhodophyta (rojas) y Ochrophyta (marrones)

(Cuvi & Cornejo, 2020)



1.5.2 Macroalgas a nivel mundial

Las macroalgas representan el segundo rubro de produccion acuicola a nivel mundial
(FAO, 2022), teniendo como productores principales a paises como China y Japén. Actualmente
se desarrollan cultivos industriales de mas de 31 especies de macroalgas, de las cuales destacan
Laminaria japonica (Laminaria del Japon), Euchema spp. Gracilaria spp. (Gracilarias), Undaria

pinnatifida (Wakame), Porphyra spp. (Luche) y Kappaphycus alvarezii.

Las macroalgas son cultivadas para diferentes usos entre los que destacan la alimentacion
humana y de organismos en cultivos (algas frescas, secas, en pellet, extracto y polvo). También
se las usa como biomonitores o biorremediadores por su dindmica con los nutrientes en lugares
contaminados Otro de los usos es en la salud humana, pues las macroalgas poseen moléculas y
compuestos nutracéuticos que sirven en las industrias farmacéutica y cosmética (Camurati et al.,
2019). En acuicultura, se ha demostrado que el uso de macroalgas ayuda al control de bacterias

patogenas como Vibrio spp. y Yersinia ruckeri (Zainuddin et al., 2020).

1.5.3 Macroalgas en Ecuador

Actualmente, Kappaphycus alvarezii, especie introducida, es la inica especie de
macroalga marina comercial del pais y con tecnologia de cultivo desarrollada para maricultura.
Esta comenzo a ser cultivada en 2011 por la comunidad de Santa Rosa de Salinas en un proyecto
piloto de produccion y se ha podido evidenciar a lo largo de los afios que presenta un acelerado
crecimiento, presentado altas tasas de crecimiento y rentabilidad econémica en cultivos marinos

(Torres & Jiménez, 2022).

1.5.4. Kappaphycus alvarezii
Kappaphycus alvarezii es una macroalga roja mundialmente cultivada con fines de

investigacion y comercializacion, principalmente como fuente de carragenina la cual comenzo su



cultivo a finales de 1960 y ha sido introducida en més de 31 paises en Africa, América y Asia

(Mantri et al., 2017).

Para acuicultura en Ecuador esta macroalga tiene reproduccion vegetativa, caracteristica
que facilita la propagacion de cultivo al ser un método simple de siembra, pues se usa la misma
biomasa de cosecha. Es importante destacar que esta especie posee flotabilidad negativa y no se
adhiere al sustrato (Sepulveda, 2021), esto la vuelve una especie de bajo riesgo de invasion,
debido a que la biomasa desprendida se va al fondo, donde no recibe suficiente luz solar para

continuar su desarrollo y crecimiento.

1.5.5. Compuestos bioquimicos de interés acuicola

1.5.5.1. Pigmentos (Clorofila a, Carotenoides y Ficobiliproteinas)

La clorofila a es la clorofila mas abundante en las algas verdes. Las clorofilas son pigmentos
reconocidos por sus propiedades antibacterianas y antioxidantes, por lo que se usan en las

industrias médica y alimenticia (Ruiz-Santiago et al., 2019)

Los carotenoides son pigmentos fotosintéticos organicos solubles en grasas de suma
importancia en los ecosistemas marinos. Los carotenoides estdn involucrados en el sistema
endocrino, especificamente en la reproduccion sexual de peces y crusticeos, también se
relacionan con la produccion de vitaminas y tienen propiedades antioxidantes como

nutracéuticos del camardon (Meyers, 1998).

Las ficobiliproteinas que son proteinas solubles son consideradas pigmentos fotosintéticos
accesorios. En un estudio realizado con Gracilaria corticata se identifico como la su
ficobiliproteina ficoeritrina presento actividad antioxidante cuando fue testeada con DPPH

(Sudhakar et al., 2023).



1.5.5.2. Auxinas

Las auxinas son hormonas que regulan el crecimiento y desarrollo de las macroalgas, y se
ven involucradas en la division, elongacion, diferenciacion celular y respuesta a estimulos

externos (Stirk & Van Staden, 2014).

La auxina indole-3-acetico ha mostrado proteccion contra las especies de V. harveyi, V.
campellii y V. parahaemolyticus cuando se los ha desafiado en larvas de artemia, reduciendo la

motilidad de los vibrios y la formacion de biofilm (Van Haesebroeck, 2022).

1.5.5.3. Fenoles (Polifenoles)

Los polifenoles son compuestos fenolicos que intervienen en el crecimiento, reproduccion y
en el sistema de defensa de las macroalgas contra patogenos o radiacion UV. Estos compuestos
son de caracter antioxidante, pues tienen la capacidad de quelar metales y atrapar radicales libres,

inhibir crecimiento de bacterias, hongos y virus (Garcia et al., 2015).

1.5.6. Bioactividad

1.5.6.1. Propiedad antibacteriana

La actividad antibacteriana de las macroalgas contra bacterias Gram Positivas y Gram
Negativas se han estudiado desde 1954 en diferentes especies de algas. La produccion de
compuestos con propiedades antibacterianas se puede ver afectada por el crecimiento y las
condiciones ambientales del desarrollo de la macroalga y se ha postulado que estos compuestos
aumentan su concentracion cuando el cultivo se ve expuesto y responde a condiciones de estrés o

a un ataque bacteriano (Tan et al., 2012).

Se ha descubierto que las macroalgas pueden tener efecto antimicrobiano contra cepas de
vibrios, entre los que destacan V, parahaemolyticus, V. campbellii, V. harveyi, V. vulnificus y

alginolyticus (Cruz-Suarez et al., 2013; Rudi et al., 2019; Thirunavukkarasu et al., 2013)



La macroalga roja Gracilaria fisherie ha presentado actividad antibacteriana contra V.
harveyi, equivalente al antibidtico norfloxacino, en pruebas MIC y en pruebas desafio en P.
monodon, donde se suministré el extracto de macroalga como parte del alimento, mejorando la
supervivencia significativamente (Kanjana et al., 2011).
1.5.6.2. Propiedad Inmunoestimulante
El camar6n no posee inmunidad adaptativa y depende de la inmunidad innata, es por esto que las
mejoras del sistema inmunoldgico (Rendon & Balcéazar, 2016), van orientadas a fortalecer el
sistema inmune y no al desarrollo vacunas. Estudios han demostrado que las macroalgas poseen
compuestos como aminodcidos y carragenina que mejoran la actividad inmunolédgica contra

bacterias tipo Vibrio (Hardjani et al., 2017).

La macroalga Padina tetrastomatica al ser suministrada a través del alimento a juveniles de P.
monodon desafiados contra V. parahaemolyticus, mostré un aumento en el conteo de hemocitos
totales post-infeccion lo cual evidencia un aumento en la actividad inmune (AftabUddin et al.,
2021).
1.5.6.3. Propiedad antioxidante

Los biocompuestos encontrados en las macroalgas son importantes para prevenir el dafio
que sufren las células, producto de los radicales libres y el estrés oxidativo (Alencar et al., 2014).
Los extractos de algas marinas poseen propiedades antioxidantes que estarian posiblemente ligadas
al contenido de fenoles totales (Echavarria et al., 2009), asi como también a los carotenoides, la

clorofila A y las ficobiliproteinas.

1.5.7. Parametros de ambientales
Las macroalgas como productores y consumidores de compuestos inorganicos tienen un

mejor crecimiento ante la presencia de mayor cantidad de nutrientes, especialmente del amonio.



Estos compuestos nitrogenados le permiten generar tejidos y aumentar su biomasa. Las
ficobiliproteinas son una forma en la que se acumulan estos compuestos nitrogenados (Ramos &
Gallardo, 2021).

En adicion, el fosforo es un nutriente indispensable para el crecimiento y supervivencia de
las macroalgas. Si la disponibilidad de fosforo se ve afectada, se afectard su crecimiento y
fisiologia. Ante un aumento de fosforo inorgdnico disuelto, la macroalga aumenta su tasa de
captacion de fosforo inorgénico, incrementando la actividad fotosintética y el contenido de
pigmentos (Xu, 2010).

La temperatura 6ptima de crecimiento varia dependiendo de la especie de macroalga y
suele estar relacionada con la temperatura del habitat natural de la especie, aunque no siempre es
asi (Lobban & Harrison, 1994). Se ha demostrado que el contenido de pigmentos de las
macroalgas puede variar segun la cantidad de nutrientes que tengan disponible, pero también se
puede ver afectado por la temperatura, dependiendo de la especie, por ejemplo, en un estudio
realizado por Endo et al., (2017) un aumento de temperatura de 10 °C aumento la clorofila de U

pinnatifida.

La radiacion fotosintética activa o PAR (por sus siglas en inglés) es el fragmento de luz
solar que sirve para que las plantas puedan realizar la fotosintesis (400-700 nm de longitud de
onda) (Hernandez et al., 2001). En un estudio realizado en especies de macroalgas de las
divisiones Chlorophyta, Rhodophyta y Orchophyta por Giienaga (2011) se encontrd que la
concentracion de compuestos fenolicos se redujo significativamente cuando se reducia la
exposicion a radiacion PAR, simultaneamente se descubrid que para las macroalgas estudiadas la
actividad antioxidante estd relacionada de forma directa con la cantidad de polifenoles. Por otro

lado, a mayor cantidad de radiacion PAR y UV, mayor resulto ser la tasa de crecimiento.



2.  Capitulo 2



2.1.Metodologia
2.1.1 Cultivo de macroalgas
Los cultivos de Kappaphycus alvarezii se encuentran instalados en 2 zonas de la peninsula de
Santa Elena. Zona 1: Palmar y Zona 2: Santa Rosa de Salinas (SR), Figura 3.
Figura 3.

Ubicacion de ambas zonas de cultivo
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Estos cultivos estan conformados de un sistema subsuperficial (entre 30cm y 60 cm de
profundidad) compuesto por 3 partes basicas (Figura 4):
1) Anclaje: Mantiene el sistema en la zona establecida para el cultivo.
2) Flotacion: Estructura compuesta por palos de cafia Guadua y boyas que mantienen el
sistema en flotacion al nivel del mar
3) Crecimiento de macroalgas: Compuesto por lineas de 5 metros de longitud distribuidas

longitudinalmente entre las cafias, alcanzando una profundidad de 30 a 50 cm. Este



sistema estd disefiado para mantener las macroalgas siempre sumergidas y separadas
entre si por 40 cm con el fin de permitir el crecimiento continuo.
Figura 4.

Diserio de sistemas de cultivos de Kappaphycus alvarezii (Proyecto Inédita)
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Las macroalgas fueron sembradas inicialmente con un peso promedio de 820 + 50 g de
masa himeda (MH) por cada linea de cultivo. En total se sembraron 6 celdas con 5 lineas cada
una alcanzando una densidad inicial 12 plantas/m?.

Se realizaron muestreos cada 15 dias de la biomasa de las lineas de cultivo y se tomaron al azar
300g de macroalga, los cuales fueron trasportados en cajas isotérmicas hasta los laboratorios del
CENAIM-ESPOL donde se realizaron analisis de cuantificacion de fenoles, auxinas, pigmentos

fotosintéticos, actividad antioxidante y antibacteriana



2.1.2 Crecimiento

El registro del crecimiento se realizo a partir del incremento en peso de biomasa. Cada
dos semanas, se pesaron 3 lineas de macroalgas aleatorias de ambos lugares. Para determinar el
porcentaje de incremento, se usé la proporcion del peso actual comparado con el peso por linea
previo. Para las curvas de crecimiento, se utilizé el peso hiimedo al final de cada uno de los
periodos de cultivo, utilizando la ecuacion de la tasa de crecimiento diario en porcentaje (%

DGR) en masa humeda, propuesta por Yong et al., (2013):
%DGR= (Mf — Mo)"t- 1) * 100

Donde:
Mo: Peso inicial (g)
MT: Peso final (g)

t: Numero de dias de cultivo.

2.1.3 Monitoreo de parametros ambientales
El monitoreo de los pardmetros ambientales se llevo a cabo para cada zona de cultivo. La
temperatura y energia luminica se midieron de forma continua con un termégrafo (Hobo Pendant
Logger) el cual registro6 los datos cada 60 minutos a la profundidad de cultivo de las macroalgas.
También se midieron los siguientes parametros con una periodicidad semanal en las 2 zonas de
cultivo: salinidad con un refractometro y pH con un peachimetro (Oakton pc 2700). Finalmente,
nitrogeno y fosforo totales se analizaron en el laboratorio de CENAIM-ESPOL siguiendo los

métodos estandares para el Andlisis de agua segin APHA, 2012.

2.1.4 Obtencion de extractos
Una vez que las macroalgas estuvieron en el laboratorio, se procedi6 a lavarlas con

abundante agua destilada, para retirar el resto de otras algas, epibiontes y detritus. Posteriormente,



se colectd 6g de biomasa de macroalga en tubos de Falcon con 8ml de agua y etanol para cada
muestra, mientras que para las muestras agua-etanol (1:1), se colocd 4ml de agua y el etanol fue
colocado al dia siguiente. Cuando los tubos estaban rotulados y listos con los solventes
respectivos, todos los tubos que contenian agua pasaron a un proceso de congelacion-
descongelacion-vortex para provocar rompimiento celular que se repitié de 3 a 4 veces. Luego de
4 dias se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 20 min a 8°C, recolectando el sobrenadante en

tubos nuevos rotulados. Este proceso se realiz6 para cada fecha de muestreo en ambos lugares.

2.1.5 Caracterizacion bioquimica

Todos los andlisis de este apartado se realizaron para todas las fechas de muestreo en los

dos lugares, con 3 réplicas cada fecha.

2.1.5.1 Fenoles (Polifenoles).

Para contar el contenido de fenoles totales se sigui6 el protocolo detallado por Tanna
etal. (2018). Inicialmente en una placa microElisa se colocé 2 réplicas de 25uL de extracto
de macroalga, luego 25uL de solucion Folin-Ciocalteu y una solucion 1:1 de agua y etanol
y 25 pL de carbonato de sodio al 10%. Finalmente, se cubri6 la placa con aluminio y se
mando6 a reposo por una hora para leer la placa a 765 nm de longitud de onda en el
espectrofotometro lector de microplacas VarioSkan.

2.1.5.2 Hormonas (Auxinas).

Para determinar la cantidad de auxinas presentes en los extractos de alcohol se utilizé
el método de colorimetria de Salkowski (Glickmann & Dessaux, 1995), usando el acido
indol-3-acético para la curva de calibracion.

2.1.5.3 Pigmentos fotosintéticos (Clorofila A, carotenoides y ficobiliproteinas).



Para la cuantificacion de la Clorofila A, los carotenoides y las ficobiliproteinas se
sigui6 la metodologia de Lichtenthaler & Buschmann (2001) que consiste en lecturas en
espectrofotometro, utilizando UV-Vis Analyst.

En el caso de carotenoides se leyd a 666, 642 y 470 nm de longitud de onda 3ml de
extracto etanolico de macroalga, con un blanco de 3 ml de etanol.

Para clorofila A se realizaron dos series de lecturas, una solo del extracto etandlico y
otra con 100 puL de HCI. Las longitudes empleadas fueron 666, 667 Y 750 y el blanco fue
de 3 ml de etanol.

En la cuantificaciéon de ficocianina y ficoeritrina se utilizo 3 ml de extracto acuoso y se
ley6 a 618- 645- 592 y 564- 592- 455 nm de longitud de onda respectivamente. El blanco

fue 3 ml de agua.

2.1.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante total se determind siguiendo el protocolo de Murray et al. (2004)
utilizando la capacidad que los extractos tienen para atrapar radicales libres. Para la prueba
espectrofotométrica se tuvo como blanco etanol en relacion 1:1 y el control serd el reactivo DPPH
al 0.0004% previamente preparado con 100ml de etanol al 95% y 4mg de DPPH. Para las muestras
se afiadi6 3.2 ml de solucion DPPH y 200 pL de extracto de Kappaphycus alvarezii. Se dejo esperar
15 minutos y se colocd 200 puL de la reaccion (3 réplicas), el blanco y el control, se cubrieron con
papel aluminio y luego de 12 minutos se leyo en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de

517 nm. Este proceso se realizo para todas las fechas de muestreo en ambos lugares.

2.1.7 Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana del extracto de Kappaphycus alvarezii se midié a distintas

concentraciones con una prueba MIC (Concentraciéon Minima Inhibitoria) con la cepa bacteriana



Vibrio parahaemolyticus del banco de cepas de CENAIM/ESPOL previamente activadas. El
indculo bacteriano se lo prepard con medio Luria Bertani (LB) al 2.5%, hasta alcanzar una
densidad 6ptima adecuada de 108 UFC/ml, a partir de estas se hizo una dilucién 10® UFC/ml. Para
los extractos de la macroalga se los diluyé hasta alcanzar las concentraciones de 300, 3000 y 10000
mg/L en medio puro. Se coloco todas las soluciones preparadas y se inocularon con bacteria las
que correspondia.

e Extracto de macroalgas: 180 pL medio con extracto (diferentes concentraciones segun

correspondan) + 20 pL de bacteria 10® UFC/ml

e Control Positivo: 180 uL medio con florfenicol + 20 uL de bacteria 10° UFC/ml

e Control Negativo: 180 uL medio puro + 20 pL de bacteria 10® UFC/ml

e Blancos con extracto: 200 pL. medio con extracto (3 concentraciones correspondientes)

e Blanco puro: 20 pL medio puro

Una vez llenos todos los pocillos necesarios de las placas microElisa, estas fueron incubadas a
28 £2 °C y leidas cada 2 horas durante 12 horas y a las 24 horas. Este proceso se realizo para todas

las fechas de muestreo en ambos lugares.

2.1.8 Analisis estadistico

Previa utilizacion de los estadisticos paramétricos, se evaluo la homogeneidad de varianzas
y la normalidad de los datos. Se llevaron a cabo las pruebas paramétricas de analisis de varianza
de dos vias (ANOV A) para determinar si existia diferencias significativas entre los dos lugares de
muestreo con cada una de las variables dependientes (concentracion de auxinas, fenoles,
pigmentos y actividad antibacteriana y antioxidante), para las variables que mostraron diferencias
significativas (P<0,05) se les aplico el método a posteriori de Tukey. En la segunda parte, se realizo

el andlisis de componentes principales para analizar la relacién que existe entre las variables



ambientales con el crecimiento, actividad antioxidante, composicion bioquimica, y actividad

antibacteriana de los extractos para las dos zonas de cultivo.



3 Capitulo 3



3.1 Resultados y analisis
3.1.1 Pardametros ambientales

Las zonas estudiadas muestran variaciones de temperaturas andémalas (altas) que se
relacionarian con el fenomeno de “El Niflo”, instalado en las costas ecuatorianas desde mediados
del 2023 (Naciones Unidas, 2023). Palmar registr6 temperaturas mas altas, alcanzando
28,12+0,26°C a nivel superficial (>2m) en la tercera semana de julio y su temperatura minima se
dio la primera semana de octubre (26,6+0,41°C) con un promedio general de 27,12+0,42°C. En
SR, las temperaturas mas altas, pero menores a Palmar, fueron en julio (27,1+0,24°C, Figura 5).
Durante el mes de agosto fue posible observar una variacion de 0,6°C siendo Palmar mas célida.
Al comparar estos resultados con los reportados para Santa Elena por la Camara Nacional de
Pesqueria (CNP) durante agosto a septiembre 2023, se observa un patron similar de disminucion

de temperaturas, siendo mas altas las registradas este afio.

Figura 5.

Variacion de la temperatura (°C) en la superficie del mar (Im de profundidad)
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Las variaciones de 8391+£1221-1937+324lumens/m? en ambas comunidades se encuentran
dentro del rango Optimo para el crecimiento de macroalgas rojas marinas el cual esta entre 1000-
10000lumens/m? (Dieter, H., & Felix, L. 2012). En ambas localidades se puede observar un patron

de aumentos y disminuciones en el tiempo similares (Figura 6).

Figura 6.
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3.1.1 Nitrogeno Total (NT) y Fosforo Total (FT)

El NT presento diferencias significativas en el tiempo, principalmente en septiembre y
octubre. En Palmar el valor maximo de NT fue en agosto con 4,18+1,20mg/L y el de FT en
octubre (0,11£0,03mg/L), mientras que el valor minimo de nitrogeno se registrd en octubre
(1,44+0,48 mg/L), el de fosforo en agosto (0,02+0,00 mg/L). Estas variaciones se relacionarian
al estero que puede tener influencia hasta 900m de la costa. SR durante el mes de septiembre
presento el valor mas alto reportado para este periodo con 5,61+£0,76mg/L de NT. Para ambos
sectores los niveles de NT estuvieron sobre el minimo necesario para el crecimiento adecuado de
macroalgas marinas (Francisco, G. 2012).

En el caso del FT, se observaron diferencias importantes entre los 2 lugares y
significativas entre el tiempo (p<0,05) solo para el mes de octubre. La menor concentracion se
observo en el mes de agosto en Palmar (0,21£0,77mg/L). Los rangos normales de concentracion
de FT en el agua de mar se encuentran alrededor de 0,06mg/L (Liang, Z. et al., 2022). A pesar de
las grandes diferencias encontradas en las concentraciones de FT (0,021-0,13mg/L) no fueron
limitantes para el crecimiento (Michael. Y.R., & Catriona. L.H. 2019). Los niveles de FT en
octubre 2023 estuvieron sobre los niveles considerados méximos para el agua de mar superficial,
por lo que existiria un aporte terrigeno o antropogénico, como el estero de Palmar y el puerto
pesquero en SR. Diferentes estudios reportan como importantes fuentes de fosforo a los vertidos
de aguas residuales tratadas o no tratadas, y en ambas zonas la fuente de fosforo estaria
relacionada con la liberacion de depositos de rocas ricas en fosfato durante procesos naturales
como la intemperie, la erosion y la lixiviacion propios de los procesos de baja mar y pleamar

(Benitez-Nelson, C. R. 2000).



Figura 7.

Variacion de nutrientes: Nitrogeno Total (A) y Fosforo Total (B)
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3.1.2 Crecimiento

Hubo un crecimiento acelerado en Palmar y SR con variaciones entre zonas menores a 10% de
biomasa. Se identificaron tres fases de crecimiento durante los 4 meses de cultivo. La primera
fase de arranque (lento) inici6 con biomasa post-siembra de 820+50g MH, dur6 27 dias y su tasa
de incremento diario fue de 3,89+1,81 y 3,83+1,21 %g/dia para SR y Palmar respectivamente,
seguido de un periodo exponencial de 26 dias con un incremento de la biomasa promedio alto de
13,82 + 3,21%g/dia para los cultivos de SR y Palmar alcanzando hasta 39897,5g. Finalmente se
identifico una fase estacionaria (lenta) de 45 dias, entre 2,85+0,81%g/dia para SR y
2,76+0,63%g/dia para Palmar. A partir de este periodo las macroalgas por su alto peso (41-50kg)
tuvieron desprendimientos (3-12kg/linea) mayormente en Palmar, que sesgan el analisis, por lo
tanto, para este analisis solo se estimd el incremento para la fase estacionaria hasta el dia 73 post-

siembra. El porcentaje de crecimiento maximo se observo en la zona de cultivo de SR en la etapa



de crecimiento exponencial (13,82+3,21%g/dia) que fue inferior al reportado para la misma zona
en el 2016 (15,2 %g/dia, Montafar-Romero et al., 2023), sin embargo; estos resultados muestran
ser similares o superiores a los de otros paises productores de K. alvarezii como India
(14%g/dia), Brasil (8,9%g/dia) y Vietnam (10,9%g/dia), en lineas generales las producciones
reportadas en otras latitudes no exceden los 10,8%g/dia (Eswaran et al., 2002, de Paula et al.,
1999, Onho et al., 1996, Montufar-Romero et al., 2023). Esto deja en evidencia el potencial de
cultivar K. alvarezii en Ecuador con una de las tasas de crecimiento mas altas del mundo para

esta especie.

Figura 8.

Crecimiento de K. alvarezii en 2 zonas de cultivo en un periodo de 4 meses.
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3.2 Composicion Bioquimica

3.2.1 Auxinas

Al comparar ambas zonas, las concentraciones iniciales de auxinas son iguales, pues los
propagulos sembrados son del mismo lote, por lo que, las variaciones observadas serian producto
de la influencia de las condiciones ambientales caracteristicas de cada zona. La concentracion de
auxinas presentd diferencias de mas del 60% entre Palmar (0,05+0,01pug/g MH) y SR
especialmente durante el mes de octubre 2023, momento donde ambas localidades alcanzaron la
concentracion mas alta (0,03+0,01pg/g MH, Figura 9), también presentaron diferencias

significativas en el tiempo (p>0,005).

Las auxinas son fundamentales en los procesos fisioldgicos de las plantas y aunque poco
estudiadas en macroalgas (Tan et al., 2021), por pertenecer a un linaje evolutivo diferente
existen algunas funciones que estarian relacionadas con las diferencias observadas durante este
estudio como: 1) Regular el crecimiento y desarrollo de las algas marinas, influyendo en la
division celular, el alargamiento, la diferenciacion y contribuyendo a la morfologia y estructura
de sus talos y 2) Contribuir a las respuestas a factores estresantes ambientales como salinidad y

temperatura para mejorar la supervivencia y la adaptacion (Kularathne et al.,2021).

Tomando en consideracion que 0,01ug/g MH equivalen a aproximadamente 905pmol/g
MS, y comparando K. alvarezii con otras macroalgas en Brasil (Yokoya et al., 2010), las
concentraciones halladas en este estudio son superiores a los reportados para Gelidium
floridanum, Porphyra acanthophora, Glacilaria birdiae y solo seria inferior a Chondracanthus

teniufrons que ha presentado 8875,1pmol/g MS.



Figura 9.
Concentracion de hormonas tipo auxinas de K. alvarezii.
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3.1.3 Fenoles totales

La variacion de los fenoles entre localidades fue de hasta un 46% siendo maxima en
agosto 0,4+0,09 y 0,19+0,07mg GAE/g MH para SR y Palmar respectivamente. Los valores de
fenoles totales fueron superiores durante los 3 primeros meses para la zona de SR, sin embargo;
al final del estudio la zona de cultivo de Palmar present6 valores mas altos (0,51+0,1mg GAE/g
MH) que SR (0,3 £ 0,10 mg GAE/g MH), siendo los valores mas altos los reportados durante
julio con 0,59+0,1 1mg GAE/g MH para ambas zonas. En cuanto a la variacion temporal se
encontraron diferencias significativas (P>0,005), siendo julio, septiembre y agosto los mas altos

(Figura 10).



Considerando que 0,10mg GAE/g MH=~1,6 mg GAE/g MS para este estudio, la
macroalga K. alvarezii en Ecuador presentd valores similares a otras macroalgas rojas en Canada
como Palmaria palmata, Chondrus crispus y Meristotheca papulosa e inferiores a las

macroalgas marrones Ascophylum nodosum y Fucus vesiculosus (Tibbetts et al., 2016).

Figura 10.
Variacion en la concentracion de fenoles totales de K. alvarezii.
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3.1.4 Pigmentos

La produccion de pigmentos demostro altas variaciones entre las 2 zonas de cultivo y
diferencias significativas (p>0,005) a largo del tiempo. En julio y octubre la produccion de
clorofila fue maxima y minima, siendo generalmente mas alta en SR. Los carotenoides fueron
mas altos en agosto y septiembre, siendo mas altos en Palmar, lo cual estaria ligado a la

coloracion amarillenta que se aprecio durante ese tiempo en esa zona.

El contenido de Clorofila a es menor en las macroalgas Rhodophyta, comparadas con

Orchrophyta y Chlorophyta, pero el contenido dependera mucho de la concentracion del extracto

y del tipo de solvente (Othman et al., 2018).



La caida de clorofila a estaria ligada a la exposicion muy alta de energia luminica, tal
como lo mencionan Sampath-Wiley et al. (2008) la macroalga Porphyra umilicalis (Rhodophyta)
presentaba mas contenido de clorofila cuando estaba en sombra que cuando estaba expuesta a
luz, independientemente de la época, mientras que el contenido de carotenoides no se vio

influenciado por la exposicion a la luz.

Figura 11

Variacion de clorofila A (A) y carotenoides (B)
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El contenido de ficoeritrina no present6 diferencias significativas entre los lugares, pero si
en el tiempo, siendo octubre significativamente menor que los demas meses (Palmar: 1,12+0,09 y
SR: 1,104+0,20ug/g). Por otro lado, la ficocianina fue diferente entre los lugares y también en el
tiempo, siendo evidentemente mayor el mes de octubre (5,89+0.09 SR y 3,19+0,26pug/g Palmar).

Palmar tendia a tener menor contenido de ficocianina que SR.



Figura 12.

Variacion de ficobiliproteinas: ficoeritrina (4) y ficocianina (B)
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En un estudio realizado con K. alvarezii roja y verde los pigmentos de clorofila A y
ficoeritrina se mantenian iguales (Aguirre-von-Wobeser et al., 2001), lo cual indicaria que la
tonalidad verde no la da principalmente la clorofila A, esto estaria relacionado con los hallazgos
de este estudio, que demuestra que la K. alvarezii en Ecuador, a pesar de ser verde, tiene contenido

de clorofila A muy baja.

3.2 Bioactividad
3.2.3 Actividad antioxidante

En julio la actividad antioxidante fue igual y alcanzo6 su valor méximo (63%) para ambas
zonas, en Palmar esta actividad fue disminuyendo alcanzando su minimo en octubre (25 %) y tuvo
un valor promedio de 38%. En SR el valor minimo se tuvo en septiembre (30 %). Considerando
otras especies de macroalgas, el porcentaje de inhibicion reportado por K. alvarezii fue menor a
los presentados por Padina pavonica, Ulva sp, Codium sp. y Gracilaria sp. (81-93%) (Garcia &

Vargas, 2012) .



Los porcentajes de inhibicion obtenidos en Ecuador son similares a Brasil, donde durante
diferentes estaciones, la actividad antioxidante vari6 desde 20% hasta 55% de porcentaje de
inhibicidon aproximadamente (Aratjo et al., 2022).

Figura 13.

Variacion de la actividad antioxidante
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3.2.4 Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana present6 ligeras diferencias entre las 2 zonas (P>0,005). En

julio el crecimiento bacteriano medido en absorbancia fue menor, sin embargo, el porcentaje de

inhibicidn fue bastante bajo.

K. alvarezii ha reportado inhibicion en otras experimentaciones contra V.
parahaemolyticus y V. harveyi, alcanzando los 24mm de halo de inhibicion (Das et al., 2023).
Durante esta experimentacion, en cambio a mayor concentracion de extracto, mayor densidad
optica. Una de las razones para este evento, es lo descrito por Guillén et al. (2024) quienes

mencionan que el crecimiento exponencial de V. coralliilytucys cuando se us6 Acantophora



specifera se pudo dar debido al contenido de carbohidratos y otros compuestos del extracto como

los polisacaridos que pudieron ser utilizados como fuentes de carbono y energia.

Figura 14.

Variacion de actividad biologica
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3.3 Anailisis de Componentes Principales

De acuerdo con el grafico existe una relacion directa entre la temperatura y la actividad
antioxidante, lo cual corresponderia a la respuesta de la macroalga ante el estrés generado por las
altas temperaturas. Opuesto a esta actividad antioxidante esta la actividad bioldgica que indica que,
a mayor actividad antioxidante, mayor inhibicidon bacteriana.

La luminosidad se relaciona directamente con el crecimiento e inversamente a los pigmentos,
este comportamiento se explicaria por los altos valores de iluminacion que sobrepasarian el rango
de ideal de las macroalgas, provocando lo que se conoce como fotoinhibicién por una reduccion
de la fotosintesis. Aun cuando se ha reportado que la profundidad ideal de cultivo de K. alvarezii

es de 100cm, porque a menores profundidades la macroalga sufre fotodafio (Syam & Trijuno,



2013), el nivel de irradiacion presentado en ambas zonas tuvo incidencia negativa sobre los

pigmentos, lo que seria sefial de fotodafio e fotoinhibicion.

Figura 15.
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4  Capitulo 4



4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Aunque la temperatura y la iluminacién mostraron poca variabilidad, los nutrientes como
el nitrégeno y el fosforo variaron con respecto al lugar y al tiempo, pero se mantuvieron dentro
de rangos ideales para el crecimiento de las macroalgas, por lo que permitieron que estas se
desarrollen en biomasa de forma optima y sin limitaciones sin influir significativamente en su

desarrollo o propiedades bioquimicas y antioxidantes.

Las condiciones de cultivo en ambas localidades favorecen el crecimiento de biomasa de
macroalgas, alcanzando el 13,82% en SR de Salinas y 13,81% en Palmar, lo que confirma tasas
similares a las previamente reportadas como las més altas para la especie en el mundo, es por

esto que Ecuador es un pais ideal para potenciar el cultivo de esta macroalga.

Existe una relacion inversa entre la actividad antioxidante y la actividad antibacteriana;
un aumento en la actividad antioxidante, causado por estrés, potencia la actividad antibacteriana,
disminuyendo las poblaciones bacterianas expuestas al extracto acuoso (300mg/L) de la

macroalga Kappaphycus alvarezii.

La iluminacién incrementa el crecimiento de las macroalgas, aunque una iluminacion
excesiva puede llevar a la fotoinhibicion y la degradacion de clorofila a, lo que aumenta la
produccién de compuestos antioxidantes como fenoles, carotenoides y ficoeritrina, elevando la

actividad antioxidante.

Kappaphycus alvarezii en Ecuador es una macroalga con multiples usos potenciales, y
considerando que ya se cuenta con la tecnologia de cultivo con fines comerciales, es necesario

explotar estos usos para poder generar valor agregado en la produccion de macroalgas. K.



alverezii, una macroalga de facil cultivo y cuya tasa de crecimiento mas alta del mundo se da en
Ecuador, marcaria un nuevo hito en la acuicultura del pais, abriendo paso a un aumento en la

cartera de productos a través de la produccion de distintas especies de macroalgas.

4.1.2 Recomendaciones

Hay que realizar mds pruebas para determinar la razon detrds del incremento de la
concentracion bacteriana a mayor concentracion de extracto. Para esto se puede analizar la
interaccion que existe entre el medio de cultivo, el extracto y la bacteria. También se puede evaluar
la variacion en el contenido de polisacaridos que pueden actuar como fuente de carbono.

Se debe continuar el estudio en un periodo mas largo de tiempo para observar mas variacion
dentro de las variables ambientales, asi mismo se puede considerar la posibilidad de realizar este
estudio en un afio normal sin incidencia de fendmenos andmalos como “El Stper Nifio”.

Si se evaltian mas puntos a lo largo de la costa ecuatoriana, se podria inferir que la mayoria
de la costa ecuatoriana es ideal para el cultivo de macroalgas.

De correrse un nuevo bioensayo usando extractos de macroalgas que no hayan presentado
alta actividad antibacteriana contra V. parahemolyticus, podria indicar que en el camardén Penaeus
vannamei los extractos de macroalgas tienen principalmente efecto inmunoestimulante.

Se puede evaluar mayor cantidad de concentraciones diferentes del extracto de macroalgas
para conocer de manera mas precisa la relacion que existe entre la concentracion de extracto y el
incremento o disminucion de la concentracion de bacterias.

Los resultados de esta investigacion abren el camino a crear estrategias pre y post cosecha,
pues se podria considerar someter las macroalgas a temperaturas altas o a radiaciones luminicas

altas previo a la extraccion para, por ejemplo, aumentar la actividad antioxidante del extracto.



Los resultados obtenidos sobre la relacion entre la intensidad luminica y la produccion de
pigmentos que indicarian fotoinhibicion abren la nueva interrogante de si la profundidad del
cultivo es la ideal para la produccion de pigmentos como Clorofila a. A partir de esto se podria
abrir investigacion para diseflar un protocolo de cultivo especificamente considerando la

incidencia luminica de Ecuador.
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