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Resumen: Kappaphycus alvarezii es una de las especies de algas mas cultivadas en el mundo, debido a su alto contenido

de compuestos bioactivos con reportes antioxidantes y bioestimulantes. El presente estudio evalué el efecto de las
densidades de plantacion sobre la composicion bioquimica y antioxidante de K. alvarezii cultivada en un sistema de linea
larga durante las estaciones seca y humeda, con el fin de proporcionar una base cientifica para una cosecha 6ptima.
Se midieron el contenido de humedad, cenizas, grasa, fibra, auxinas, fenoles, flavonoides, DPPH y ABTS. Los datos se
analizaron mediante pruebas t, Wilcoxon, Kruskal-Wallis y ANOVA unidireccional. Los resultados mostraron un mayor
contenido de grasa (2,01 % P.s), fibra bruta (5,21% P.s), contenido total de fenoles (324,09 ug GAE/g P.s) y ABTS (9,32
pg GAE/g P.s) durante la estacion seca. Con respecto a la densidad de plantacién, se produjo un aumento significativo del
contenido en cenizas, fenoles totales y ABTS con una densidad de 10 lineas.célula™ al mismo tiempo. Los contenidos de
flavonoides, DPPH y auxina mostraron una tendencia estacional opuesta, alcanzando los niveles maximos en la estacion
humeda. Este estudio aporta nueva informacion sobre las condiciones ambientales que pueden provocar cambios en la
actividad antioxidante y la composicion bioquimica de esta especie con vistas al desarrollo de bioproductos para diferentes
sectores industriales como el alimentario, el farmacéutico y el de los fertilizantes en Ecuador.

Palabras clave: Alga roja, Fenoles, Flavonoides, Antioxidante, Composicion bioquimica, Variaciéon estacional, densidad
de siembra.

Abstract: Kappaphycus alvarezii is a species of algae most cultivated in the world, due to its high content of bioactive
compounds with reported antioxidant and biostimulant activities. The present study evaluated the effect of stocking
densities on the biochemical and antioxidant composition of K. alvarezii cultivated in a long-line system, during the dry
and wet seasons to provide a scientific basis for optimal harvesting. Moisture content, ash, fat, fiber, auxins, phenols,
flavonoids, DPPH, and ABTS were measured. Data were analyzed using t-tests, Wilcoxon, Kruskal-Wallis, and one-way
ANOVA. The results showed a higher fat content (2.01% P.s), crude fiber (5.21% P.s), total phenol content (324.09 ug
GAE/g P.s), and ABTS (9.32 ug GAE/g P.s) during the dry season. Concerning the stocking density, a significant increase
in the content of ash, total phenols, and ABTS was evidenced in the density of 10 lines.cell-1 at the same time. On the
other hand, the content of flavonoids, DPPH, and auxins showed an opposite seasonal trend, reaching maximum levels
in the wet season. This study provides new information on the environmental conditions that can lead to changes in the
antioxidant activity and biochemical composition of this species to develop bioproducts for different industrial sectors such
as food, pharmaceutical, and fertilizer in Ecuador.

Keywords: Red algae; Phenols; Flavonoids; antioxidants; Biochemical composition; Seasonal variation; stocking density.
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Introduccion

En los ultimas décadas, se ha incrementado el interés  tanto biomédica como agricola por parte de las industrias
por la busqueda de nuevos compuestos naturales con ac- dedicadas al desarrollo de nuevos alimentos funcionales,
tividades potenciales para la alimentacion y aplicaciones farmacos y fertilizantes'2. Algunas excelentes candidatas
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son las macroalgas que han sido utilizadas para la alimen-
tacion humana en los paises asiaticos durante siglos, mien-
tras que en América constituyen un recurso infraexplotado,
empleado especialmente como materia prima para la in-
dustria de los ficoloides®“. En el 2019, las algas marinas al-
canzaron los 34,7 millones de toneladas en peso fresco que
representan el 28,9 % de la produccion acuicola mundial
del total de todas las especies®. Como resultado de la cre-
ciente demanda, las especies de macroalgas comestibles
se han producido con éxito en los sistema agricolas como
las macroalgas pardas a mencionar: Saccharina japénica,
Undaria pinnatifda y las macroalgas rojas Porphyra capen-
sis, Kappaphycus alvarezii y Gracilaria fusiforme®.

K. alvarezii (Doty) Doty ex P.C. Silva. conocida como
“cottonii”, es una especie de macroalgas roja originaria
de Filipinas, que ha sido cultivada con éxito en mas de 20
paises desde que la demanda de materias primas de ca-
rragenina aumento rapidamente por parte de una industria
que dependia de la explotaciéon de lechos naturales’. Esta
especie contiene un alto contenido de proteinas, minerales,
fibra dietética, acidos grasos poliinsaturados®®, reguladores
de crecimiento como giberelinas, auxinas y citoquininas'™,
asi como otros metabolitos secundarios que han reportado
propiedades antioxidantes, antibacterianas'>'®, antiabéti-
cas y antihiperlipidémicas™ entre otras.

En particular, los antioxidantes se han asociado con la
prevencion o el tratamiento de enfermedades de origen car-
diaco e inmunoldgico, debido a su capacidad para mitigar el
envejecimiento celular en el organismo cuando se exponen
a condiciones de estrés oxidativos?'®. Se ha informado que
los compuestos antioxidantes extraidos de las algas son
muy utilizados como materiales biodegradable de empaque
de alimentos por su propiedades formadoras de peliculas’®.
Asimismo han sido usados como estabilizadores o conser-
vantes en productos alimenticios enriquecidos con lipidos
para atenuar el deterioro de su calidad y prolongar su vida
de anaquel, sustituyendo el uso indiscriminado de antioxi-
dantes artificiales, los cuales se han vuelto controversia-
les, debido a su toxicidad sobre la salud'-"°. También se ha
descrito en la literatura la eficacia de la savia de K. alvarezii
como bioestimulante o fuentes de potasio empleados en di-
versos cultivos, fomentando su aplicacion en las industrias
alimenticias, farmacéuticas y de fertilizantes-22,

Considerando una mejor utilizacién de esta especie es
importante comprender las variaciones en el contenido y la
diversidad de los metabolitos de las algas como producto de
varios factores tales como la temporada, calidad de agua,es-
tado reproductivo, periodo de cultivo, densidad de siembra,
profundidad de cultivo y la zona geografica que pueden esti-
mular o inhibir la biosintesis de varios nutrientes?*2,

Se han informado cambios estacionales en el perfil qui-
mico y de antioxidantes en K.alvarezii y de otras especies
de macroalgas cultivadas en diferentes partes del mun-
do®2¢-28 Del mismo modo, se ha indicado que el contenido
de polifenoles, proteinas, lipidos, fibras y carbohidratos se
ven afectados por los niveles de irradiacion UV, temperatu-
ra del agua, precipitacion, salinidad y nutrientes?>-32,

Dentro de la informacion resultante de varias investiga-
ciones que abarca la caracterizacion de compuestos bioac-
tivos de varias algas marinas®, no se ha reportado estu-
dios en Ecuador sobre la influencia que ejerce la variacion
estacional y la densidad de siembra sobre la composicion
bioquimica y la actividad antioxidante en K. alvarezii.

Por lo que el presente proyecto de investigacion tie-
ne como objetivo evaluar los efectos de la época humeda,

época seca y la densidad de siembra sobre el perfil bioqui-
mico y las propiedades antioxidantes de K.alvarezii cultiva-
da en las zonas costeras del Ecuador, a fin de proporcionar
una base cientifica para una recoleccion 6ptima.

Los resultados sugieren que K. alvarezii es una fuente
sustentable de compuestos bioactivos para su aplicaciéon
comercial como antioxidante y bioestimulante natural en
productos alimenticios, nutracéuticos y fertilizantes.

|
Materiales y métodos

Ubicacion, recoleccion y procesamiento

Kappapycus alvarezii fue recolectada en las co-
sechas de enero y agosto del 2021, que represen-
ta la época humeda y seca en el cantén Santa Rosa
(S2°13'34.39"080°51'31.43"), de la provincia de Santa Ele-
na, Ecuador, durante la marea baja. La determinacion del
estudio de las densidades de siembra sélo se realizé en la
época seca (agosto) debido a las restricciones de movili-
dad por pandemia, las cuales impidieron que se realice el
cultivo en diferentes densidades en la época humeda (ene-
ro). La siembra y la cosecha en diferentes densidades de
poblacién se realizé de la siguiente manera (fig.1 y 2): En
la balsa flotante (long-line) se cultivaron bajo tres diferentes
densidades de siembra (6,8 y 10 lineas.celda™') que cons-
tituye el numero de lineas que esta conformada una cel-
da. En cada celda de 3x5 m, se colocaron cada una de las
redes tubulares inoculadas con las plantulas previamente
libres de impurezas a lo largo de cada cuerda de polipropi-
leno (lineas), luego de 45 dias se procedié a tomar 1,5kg
de muestra fresca de cada linea correspondiente a las tres
densidades de siembra (n = 24). Todas las muestras se la-
varon minuciosamente con agua potable para la elimina-
cion total de epifitas,congeladas a -80 °C y liofilizadas (Lab-
conco). Las muestras secas se trituraron en un molino de

Figura 1. Método de siembra por red tubular. A-B)Inocula-
cion de plantulas de algas en malla tubular a través de un
tubo PVC de 75 mm con 1 m de longitud. C)Atamiento de
cada una de las redes tubulares con algas en el sistema de
cultivo long-line.
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Figura 2. Esquema que conforma la balsa utilizadas para el cultivo de Kappaphycus alvarezii, con las lineas de cultivo

que representan cada densidad de siembra.
café a un tamafo de particula de 250 um y se almacenaron
en un desecador hasta su posterior analisis.

Disolvente y reactivo

Todos los reactivos quimicos y solventes utilizados se
obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Composicion proximal

Los contenidos de humedad, cenizas, lipidos y fibra
en las algas marinas se analizaron de acuerdo al método
estandar oficial de la AOAC (2003)* con algunas modifica-
ciones.

La humedad se analiz6é utilizando muestras frescas,
pesadas y secadas en una estufa a 105°C durante 2 horas
hasta obtener un peso constante. El contenido de humedad
se expresé como porcentaje de peso fresco.

La ceniza total se obtuvo por calcinacion de la biomasa
seca en una mufla a 750°C por 4 horas y los resultados se
expresaron como porcentaje del peso seco.

Los lipidos del polvo de alga fueron (aprox.4g) extrai-
dos durante 4 horas en un extractor de Soxhlet empleando
hexano como disolvente.

La fibra cruda se cuantific6 en muestras desgrasadas
de 2g previamente hervidas con 200 ml de H,SO, al 1,25
%. La mezcla se filtr6 y se lavo con agua hirviendo hasta
un pH 7. El residuo obtenido se volvié a extraer con 200 ml
de NaOH al 1,25 %, luego se lavo con agua destilada hir-
viendo y finalmente se sec6 a 105°C hasta peso constante.
El residuo seco se incinerd a 600°C durante 1 hora y los
resultados se expresaron como porcentaje del peso seco.

Extraccion y purificaciéon de auxinas

La extraccion y purificacion de auxinas se basé de
acuerdo con la metodologia adoptada por Diaz et al.*® y
Prasad et al.*® con algunas modificaciones. Cada gramo de
muestra seca se combiné con 10 ml de etanol. La mezcla
se digesto utilizando una plancha de calentamiento (Fisher
Scientific) a 47°C a 48 minutos. El sobrenadante obtenido
se rotavapord hasta sequedad y se mezclaron 400 uL de
agua acidificada de pH 3 con 1,2 ml de acetato de etilo
formandose dos fases. Se procedié a extraer, rotavaporar
hasta sequedad la fase de acetato y después se resuspen-
dié en metanol.

Extraccion de antioxidante

El proceso de extraccion de los antioxidantes se baso
de acuerdo a la metodologia adoptada por Diyana et al.*".
El polvo liofilizado del alga fue extraido con etanol al 50
%, se maceraron en agitador rotatorio durante 72 horas a
temperatura ambiente, luego los extractos se filtraron y se
almacenaron en frascos ambar de 10 ml a -17 °C hasta su
analisis.

Analisis espectrométricos

Deteccioén y cuantificacion de auxinas

La determinacion de auxinas totales se realizé con
el reactivo de Salkowsky segun lo descrito por Weber et
al.*® con algunas modificaciones. Para la preparacion del
reactivo se baso de acuerdo con Gang et al.*®. Se hizo re-
accionar 50 pL de muestra con 100 pL de la solucion del
reactivo de Salkowsky (v/v) en una placa de 96 pocillos y
se incubd durante 30 minutos en la oscuridad a tempera-
tura ambiente. La absorbancia se midié a una longitud de
onda de 540 nm mediante un espectrofotémetro UV-VIS. El
contenido auxinas totales se expres6 en mg equivalente de
acido indolacético por gramo de peso seco de la muestra
(mg AlA/g P.s).

Contenido de fenoles totales

La estimaciéon de fenoles totales en los extractos se
realizé con el reactivo de Folin-Ciocalteu por el método co-
lorimétrico descrito por Zhon et al.*’. Se mezclé 25 pL de
extracto con 25 pL de la solucion del reactivo de Folin y
200 yL de agua destilada en una placa de 96 pocillos y se
dej6 reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Se afadio a la mezcla, 25 pL de una solucion de Na2CO3
al 10 % y se incubo en la oscuridad durante 60 minutos. La
absorbancia se midié6 a 765 nm en un espectrofotometro
UV-Vis (Synergy™ 5, BioTek). El contenido fendlico se ex-
pres6é como mg equivalente de acido galico por gramo de
peso seco de la muestra (mg GAE/g Ps).

Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides se estimé segun el méto-
do de Avramova et al.°. Se hicieron reaccionar 20 uL de
muestra con 200 ul de la mezcla de reactivos preparado por
separado con etanol absoluto, cloruro de aluminio al 10 %,
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acetato de potasio 1 M y agua destilada en una microplaca
de 96 pocillos durante 30 minutos a temperatura ambiente
lejos de la luz. La absorbancia se midié a 415 nm en un
espectrofotdometro UV-Vis (Synergy™ 5, BioTek). Los resul-
tados se expresaron como mg equivalente de quercetina
por gramo de peso seco de la muestra (mg QE/g P.s).

Actividad de eliminacién de radicales DPPH

La actividad secuestrante de radicales DPPH se ana-
lizé con el método descrito por Viteris et al.41 con ligeras
modificacion. A 50 pL de muestra se afiadio 150 pL de una
solucion de DPPH etandlico (0,15 mM) en una microplaca
de 96 pocillos. La mezcla se incub6 a temperatura ambien-
te durante 30 minutos y se midi6 la absorbancia a 517 nm
en un espectrofotometro UV-Vis (Synergy™ 5, BioTek). La
actividad antioxidante se expres6 en mg equivalente de tro-
lox por gramo de peso seco de la muestra (mg TE/g P.s).

Actividad de eliminacién de radicales ABTS

El método utilizado fue descrito por Viteris et al.41 con
ligeras variaciones. La solucion de ABTSe+ se preparo
mezclando ABTS (7 mM) y persulfato de potasio (3,6 mM)
en agua destilada, luego la solucién se agité y se mantuvo
en reposo en la oscuridad a 4°C,durante 18 horas para per-
mitir la generacioén de radicales libres. Se diluyé 610 L de
la solucién ABTS<+ en 25 ml de etanol absoluto. Se agre-
g6 50 pL de muestra o las soluciones estandar diluidas en
cada pocillo de la microplaca por triplicado y se afiadié 150
pL de ABTS. La mezcla de la reaccion se incubd durante 30
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente y se midio
la absorbancia a 732 nm en un espectrofotémetro UV-Vis
(Synergy™ 5, BioTek). Los resultados se expresaron en mg
equivalente de trolox por gramo de peso seco de la muestra
(mg TE/g Ps).

Analisis estadistico

El contenido de humedad, cenizas y fibras, al igual
que las auxinas totales fueron analizados con la prueba
paramétrica t, después de comprobar la normalidad de los
datos. Los compuestos fendlicos y antioxidantes (DPPH
y ABTS) fueron analizados a través de la prueba no pa-

ramétrica de Wilcoxon, debido a que no se cumplieron los
supuestos estadisticos; considerando dos momentos de
cosechas (Enero y agosto). En cuanto al estudio de den-
sidades de siembra, los datos del contenido de humedad,
cenizas, lipidos vy fibras, asi como los compuestos antioxi-
dantes se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis
debido a la heterogeneidad de las varianzas. Por otro lado,
el contenido de auxinas se determind mediante ANOVA
unidireccional utilizando Tukey para determinar la diferen-
cia entre los tratamientos. Todas las pruebas estadisticas
fueron realizadas con un nivel de significacion del 5%. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R
version 4.2.0.

|
Resultados

Composicion quimica de K. alvarezii

La Tabla 1 muestra el contenido de humedad, cenizas,
lipidos y fibras de K. alvarezii, recolectada en Santa Rosa,
Ecuador en los meses de enero y agosto del 2021. Los
contenidos de humedad y cenizas no fueron muy diferen-
tes entre las dos estaciones. Segun las pruebas t y Tukey
mostraron que ambos parametros no se vieron afectados
significativamente por la estacionalidad . Por lo general, las
algas marinas contienen concentraciones mas altas de fi-
bras. Sin embargo, el contenido de fibra de esta rododfita
fueron relativamente bajos entre las dos épocas. Los ni-
veles de fibras y lipidos mostraron diferencias estadistica-
mente significativas.

La variacion de las diferentes densidades de siembra
sobre los contenidos de humedad, cenizas, grasas y fibras
en K. alvarezii se presentan en la tabla 2.

Las pruebas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis que el
contenido de humedad, lipidos y fibras no mostraron dife-
rencias significativas entre las tres densidades de siembra
mientras que el contenido de cenizas tuvo hubo un efecto
significativo.

Contenido de auxinas totales en K. alvarezii
La variacion estacional sobre el contenido enddégeno

Humedad Tabla 1. Varia-

PSR ™ (%) Cenizas (%)*  Lipidos (%)*  Fibras (%)’ cion  estacional
Enero 2021 del contenido dfe
(s Tinreds) 5 83,73+0,70°  20,78+035° | 0,81 +006° @ 4,34+0,11° humedad, = ceni-
zas, lipidos y fi-

BEato. 207 10 | 84,88+068°% 21,60+0,61° 2,01£0,04° | 521+0,11" bra en K.alvarezii

(Epoca seca)

Los datos se presentan como media + error estandar de los tratamientos. n; = tamano de muestra en cada mes de
colecta. Las mismas letras dentro de las columnas indican que no hubo diferencias significativas ( p > 0,05). Las
diferentes letras dentro de las columnas indican diferencias significativas ( p < 0.05) segun la prueba de Tukey.

1En base de peso hiunedo. 2En base del peso seco.

Densidades
de siembra n
(lineas.celda™)

Humedad (%)*

Cenizas (%)’

correspondiente
en la densidad
10 lineas.celda™.

Lipidos (%)> | Fibras (%)’

Tabla 2. Com-

posicion quimica

6 6 83,19 (5,17 * 19,37 (2,50)" 2,06 (0,76) * | 4,92(0,90)° de K. alvarezii

cultivada en di-
8 8 85,62 (1,54)* | 19,69 (1,88)" = 2,02(0,37)* | 543(0,59)° ferentes  densi-
10 10 85,27(5,34)" 21,27 (1,70)® | 2,03 (0,20)* | 5,22 (0,60)° dades de siem-

Los valores se presentan como mediana (rango intercuartil) de los tratamientos. n; = tamano de la muestra tomada en
cada densidad de siembra. Las letras similares dentro de las columnas indican que no hay diferencias significativas (p

bra en el agosto
(época seca).

> 0,05). Las letras diferentes dentro de las columnas indican diferencias significativas (p < 0,05) de acuerdo con la
prueba de Mann-Whitney. 'En base de peso hiimedo .? En base de peso seco.
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de auxinas en K. alvarezii se muestran en la Tabla 3 y bajo
tres diferentes densidades de siembra en la tabla 4.

Contenido fenolico y antioxidante en K. alvarezii

Se prepararon ABTS y DPPH para estimar las activida-
des antioxidantes en extractos etandlico al 50%. El uso de
solventes organicos combinados con agua puede producir
un medio moderadamente polar que aumentara la extrac-
cién de antioxidantes*?®. Los altos valores de actividad an-
tioxidante en extractos acuosos con 50% de solvente se
deben al alto contenido de moléculas fendlicas presentes
en los tejidos vegetales, puesto que al adicionar agua al
disolvente organico facilita la extraccién de quimicos que
son solubles en agua y/o solvente organico. Se empleo
del etanol al 50% para extraccion de compuestos fendlicos
y antioxidantes por considerarse dentro de los grupos de
solventes no téxicos, se ha informado que la mezcla eta-

nol-agua, particularmente 50% de etanol, es la mas idénea
para mantener una alta actividad antioxidante en algas
marinas*“®. La variacion estacional sobre la composicion
fendlica y antioxidante de K. alvarezii se resume en la tabla
5y su contenido en tres diferentes densidades de siembra
en el mes de agosto (época seca) en la tabla 6.

|
Discusion

Composicion quimica de Kappaphycus alvarezii

En general, las algas frescas exhiben un alto contenido
de humedad que oscila entre 70 y 90%%8, rango que en-
cajan perfectamente con los valores encontrados en este
estudio (Tabla 1). Aun cuando, tuvo un mayor contenido
de humedad en agosto (84,88 %) que en enero (83,73 %),
la diferencia no fue significativa (p > 0,05) entre las dos

Tabla 3. Variaciéon es-
tacional del contenido

. Temporada
Fitohormona
(ppm) 'Enero 2021 A’gosto 2021
(Epoca humeda) (Epoca seca)
Auxina totales 0,05+ 0,003° 0,04 £ 0,002 *

Los valores se presentan como media + error estandar de los tratamientos.

ni = tamano de muestra en cada mes de colecta. Las letras diferentes dentro de las

de auxinas de K. alva-
rezii en la densidad 10
lineas.celda™.

columnas son significativamente diferentes (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de

Tukey. P.s = peso seco de la muestra. ppm= parte por millon.

Densidades de siembra

Fitohormona 6 8

(ppm) Lineas.celda!

Auxinas totales 0,04 =0,003*

Los valores se presentan como media = error estandar de los tratamientos. Las letras dentro de las colummnas

Lineas.celda™!

0,04 £ 0,001°

Tabla 4. Auxinas to-
tales en K. alvarezii
cultivada en diferentes
densidades de siem-
bra en el mes de agos-
to (Epoca seca).

10
Lineas.celda!

0,04+0,002°

seguidas por las diferentes similares no son significativamente diferentes (» > 0,05) de acuerdo con la prueba de

Tukey. P.s = peso seco de la muestra. ppm = parte por millon.

Fenoles totales Flavonoides totales

Temporada Extracto n;

(ng GAE/g P.s)

ABTS DPFH

Enero 2021

(Epoca himeda) = Hidroetandlico
Agosto 2021 (50:50,v/v)
(Epoca seca)

5 60,59 (25,89)°

10 324,09 (85.30)

(ng GAE/g P.s) (pmol TE/g P.s) (pmol TE/g P.s)
151,95 (14,04) 6,09 (1,29)° 0,89 (0,21)*
73.96 (27.25)® 9.32(0.60)® 0.30(0.15)"

Los valores se presentan como mediana (rango intercuartil) de los tratamientos. ni= tamaiio de la muestra tomada en cada mes de colecta. Las
letras diferentes dentro de las colummas indican diferencias significativas (P < 0.05) de acuerdo con la prueba de Mann-Withney. P.s= peso seco
de la muestra: GAE=equivalente de acido galico: QE=equivalente de quercetina: TE=equivalente de trolox.

Tabla 5. Variacion estacional del contenido fendlico y antioxidante en K. alvarezii correspondiente a la densidad 10 linea.

celda.
o - g:g:;ﬂ?ﬁ:j o Fenoles totales = Flavonoides totale: ABTS DPPH
(lineas.celda™) (ng GAE/g P.s) (ng GAE/g P.s)  (nmol TE/g P.s) (pmol TE/g P.s)
a a b a
Hidroetanélic 6 6 286,89 (116,49) 76,95 (28,62) 8,95 (1,23) 0,34 (0,16)
Y ab a a a
(50:50,v/v) 8 8 252,33 (113,35) 80,48 (14,09) 8,04 (1,05) 0,29 (0,18)
10 10 324,09 (79,50) ® 73,95 (27,89) ° 9,32 (0,55)° 0,30 (0,14) 2

Los valores se presentan como mediana (rango intercuartil) de los tratamientos. ni = tamaifio de muestra tomadas en cada densidad de siembra. Las
letras similares dentro de las columnas indican que no hay diferencias signiticativas (P > 0,05). Las letras diferentes dentro de las columnas indican
diferencias significativas (P < 0,05) de acuerdo con la prueba de Mann-Whitney : P.s = peso seco de la muestra; GAE=equivalente de acido galico;

QE=equivalente de quercetina; TE=equivalente de trolox.

Tabla 6. Composicion fendlica y antioxidante de K.alvarezii cultivada en diferentes densidades de siembra en el mes de

agosto (época seca).




Estefany Lema Ch, lvan Choez-Guaranda, Omar Ruiz-Barzola, Lorena Jaramillo, Angela Pacheco Flores de Valgaz, Sofie Van Der Hende and

Patricia Manzano

Volume 8 /Issue 1/13 < http://www.revistabionatura.com

épocas de estudio. Aroyehun et al.*® informaron un patrén
similar al no hallar diferencias significativas entre las esta-
ciones en el contenido de humedad en la macroalga roja G.
manilaensis. Alternativamente, Schiener et al.> reportaron
un mayor contenido de humedad en 4 especies de macro-
algas pardas Laminaria digitata, Laminaria hyperborea, Sa-
ccharina latissima y Alaria esculenta durante los meses de
invierno y menor en los meses de otofo. Los resultados
difieren con el estudio de las macroalgas pardas, debido a
las distintas especies, ubicacion de muestreo, ya que las
muestras fueron cultivadas y no se recolectadas en zonas
intermareales en donde frecuentemente estan expuestas a
ciclos de desecacion y rehidratacion del mar®'.

Los resultados también mostraron un alto contenido de
cenizas en ambos periodos (Tabla 1) lo cual puede deberse
a la presencia de sal en los talos (tejido vegetativo de las
algas), como resultado de una alta salinidad en el sitio de
muestreo®2%, En este sentido, el alto porcentaje de cenizas
refleja su riqgueza considerable de minerales, especialmen-
te potasio y sodio encontrados en esta alga®. El contenido
de cenizas de K. alvarezii se ubica dentro del amplio rango
descrito en la literatura para macroalgas rojas (5,8-46,2 %
P.s)*'. A pesar de que los valores de cenizas aumentaron
ligeramente de enero a agosto, esto no fue estadisticamen-
te significativo (p > 0,05), por lo que los cambios estacio-
nales no parecieron afectar este parametro. Sin embargo,
esto se deberia confirmar ampliando el nUmero de periodos
de muestreo. Kumar et al.? informé una tendencia opuesta
para la variaciéon de cenizas de K.alvarezii recolectada en
la costa noroeste de India, con altos niveles de cenizas re-
gistrado en verano y los mas bajos en invierno. De manera
similar, Araujo et al.?® registraron un mayor porcentaje de
cenizas en esta misma especie de alga durante el verano
en la costa de San Paulo, Brazil. Estas diferencias se de-
ben a las flutuaciones meteroldgicas y ambientales.

En cuando al contenido de lipidos, en las dos estacio-
nes fueron relativamente bajos, alcanzando un mayor con-
tenido en agosto (época seca) en comparacion con enero
(época humeda) cuyo contenido se reduce en menos de
la mitad (Tabla 1). De acuerdo con los analisis estadisti-
cos mostraron diferencias estacionales significativos en el
contenido de lipido (p < 0,05). Se ha evidenciado que la
mayoria de algas rojas contiene un bajo porcentaje de li-
pido que varia entre 0,3 y 3,8 % P.s, lo que indica un bajo
contenido caldrico, en comparacién con los vegetales te-
rrestres®. Khairy et al.®® informaron un patrén similar en el
que reportaron una mayor concentracion de lipidos duran-
te la temporada de baja temperatura, asi como otros au-
tores al determinar el contenido de lipidos en macroalgas
del género Ulva sp®%8. En contraste a los resultados pre-
sentados en este estudio, otros autores han registrado un
mayor contenido de lipidos en Fucus sp. durante el verano
en diferentes localidades del continente europeo, donde las
temperaturas son muy altas*”*. Aunque estos resultados
puedan parecer discordante con los casos anteriores, es
presumible que estos variaciones en los niveles de lipidos
no solo dependieron de la temperatura, sino que puedan
deberse a la etapa del ciclo de vida, como factores fisiologi-
cos o incluso bioldgicos®!,

El contenido de fibra cruda varié en menor grado, pero
con significativas (p < 0,05) diferencias entre los meses de
estudio (Tabla 1). Estos resultados coinciden con los nive-
les de fibras reportados previamente para otras especies
de macroalgas incluida K.alvarezii recolectadas en la zona
costera de Ecuador (0,9-5 % P.s)® en los meses de mar-

zo y mayo del 2017, pero inferior a los valores informado
para K. alvarezii, la cual fluctu6 entre 9,68 y 18,57 % P.s,
durante el transcurso de tres afnos en Okha, noroeste de
India. Por otro lado, se encontré un mayor contenido de
fibra para diferentes especies de macroalgas durante el in-
vierno (42,5 % P.s) y un menor contenido durante el verano
y otofio (33,1 % P.s) en las costa del Mar Rojo®. Esto puede
suscitarse debido a factores como: la etapa de crecimiento,
la actividad fotosintética y la absorcion de nutrientes, como
sefialan Rajauria et al.®® respecto al contenido de fibra en
las algas marinas.

El contenido de humedad presentd un incremento
a medida que la densidad de siembra aumenté, pero sin
significacion estadistica (p > 0,05) (Tabla 2). Este hecho
pudo deberse a que las muestras estuvieron expuestas a
las mismas condiciones ambientales. Cabe sefalar, que
estos datos no pudieron ser comparables con otros traba-
jos, ya que, no hay informacién disponible en la literatura
donde evaluen la variabilidad de humedad en K.alvarezii, ni
en otras especies de algas semejantes en funcion a la den-
sidad de siembra, por lo que este es el primer informe que
evalua este parametro en condiciones naturales de cultivo.

En lo concerniente al contenido de cenizas, se evi-
dencié un mayor porcentaje a medida que la densidad de
siembra aumentaba (Tabla 2), encontrandose diferencias
significativas (p < 0,05). Esta tendencia es diferente con lo
reportado por otros estudios, donde se registr6 un mayor
contenido de cenizas en otra alga del género Ulva cuando
la densidad de cultivo disminuyé®4%, Estos investigadores
alegan que el contenido de ceniza esta influenciado por
la densidad de siembra debido a que al existir una menor
poblacion la tasa de competencia disminuye, por lo tanto,
hay una mayor exposicion de la luz solar y absorcion de
nutrientes sobre las poblaciones de algas, lo que deriva a
un aumento sustancial de cenizas en las mismas. Sin em-
bargo, esta teoria no concuerda con este estudio, por lo
que se especula que podria estar mas asociado a factores
geograficos y ambientales como la temperatura, salinidad
y los nutrientes. Se sugiere corroborar tal hipotesis exten-
diendo el muestreo por varios meses del afio en diferentes
densidades, considerando estos parametros ambientes.

En cuanto a los niveles de lipidos entre las tres densi-
dades, fueron relativamente similares; alrededor de 2,00 %
P.s (Tabla 2), analogos con el rango reportado para K.alva-
rezii cultivada en la zona costera de Indonesia® (0,73-2,08
% P.s) pero superiores para los especimenes cosechados
en diferentes sitios de la zona costera del continente asia-
tico (0,03-1,0 % P.s)*678  Es posible que las diferencias
del contenido de lipidos en la misma especie se deban a
la variedad de cepas, regiones geograficas y las estacio-
nes®' %, Segun los resultados estadisticos, la interaccion
entre las densidades de siembra y los niveles de lipidos
no fue estadisticamente diferente (p > 0,05). Se registro
un comportamiento similar en los niveles de lipidos para la
macroalga D.tenuissima, puesto que, no tuvieron un efecto
significativo en las cinco diferentes densidades de siembra
probadas®. Por el contrario, otro estudio® observaron un
aumento sustancial en el contenido de lipidos en Ulva ri-
gida cuando se exponian a un déficit de nitrégeno y a una
alta densidad de poblacion, condiciones que favorecieron
al mecanismo de almacenamiento de energia y la sintesis
de lipidos en donde el exceso de carbono en vez de trans-
formarse en proteina se almacena en forma de grasa®. En
complemento, Khotimchenko et al.” indicaron que las con-
diciones subdptima de luz, favorecen al aumento de lipidos
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en las membranas fotosintéticas de las macroalgas como
consecuencia de la acumulacion de glicolipidos en las mis-
mas. Factores como la condicion fisioldgicas de los talos,
etapa de vida o incluso los procedimientos de extraccion
pudieron haber contribuido en estos resultados’.

En el contenido de fibra cruda no se encontro diferen-
cias significativas entre las tres densidades de siembra (p
> 0,05) (Tabla 2). Se ha informado valores similares a los
obtenidos para K.alvarezii cultivada en diferentes sitios de
Indonesia (4,3-6,6 % P.s)”? , y particularmente superior a
lo registrado para las muestras de Gorontalo, Indonesia
(0,40-0,87%)%2. Marinho et al.?®. y Denis et al.”® reportaron
un alto porcentaje fibra en las roddfitas Gracilaria cervicor-
nis (56,54 %) de Brazil y Grateloupia turuturu (60 %) de
Francia. De acuerdo a estos hallazgos, el contenido de fibra
en algas rojas pueden diferir segun los taxones, ubicacion
geografica, madurez y los factores abiéticos®'. No se en-
contraron en la literatura revisada una evaluacién compara-
ble sobre la influencia de la densidad de siembra sobre el
contenido de fibra en K.alvarezii. Este enfoque solo ha sido
planteado previamente por Queiros et al.5 en Ulva rigida,
donde evaluaron los cambios en la composicién de polisa-
caridos de U. rigida en funcién a la densidad de siembra.
En su estudio los autores no detectaron ninguna diferencia
entre los niveles de fibras y la densidad de siembra, aunque
varios investigadores han manifestado que el contenido de
fibra esta asociado con la limitacion de nutrientes en el me-
dio como el nitrogeno, etapa de crecimiento y la actividad
fotosintética entre las especies de algas™.

Contenido de auxinas totales en K. alvarezii

El contenido enddgeno de auxinas totales de esta es-
pecie, mostraron un ligero aumento durante enero con un
0,05 ppm en comparacion con agosto que tuvo un valor
de 0,04 ppm (Tabla 3). La variacion estacional de auxinas
totales fue estadisticamente significativa (p < 0,05). Como
sabemos no hay trabajos publicados que evaluén la in-
fluencia de la estacionalidad en el contenido de auxinas de
K.alvarezii, ni otros especimenes de macroalgas. A pesar
de sus diferencias taxonédmicas, siguié la misma tenden-
cia reportada por Sivaci y Yalcin et al.”® quienes registraron
una mayor concentraccion de AlA en diferentes variedades
manzanas (Malus syvestris Miller) durante la primavera
como resultado de una mayor actividad fotosintética pro-
ducida durante este periodo. Cabe indicar que las algas
como las plantas terrestres realizan las mismas funciones
metabdlicas, puesto que ambas son organismos fotosinté-
ticos. Los datos de este estudio podrian atribuirse al perio-
do de crecimiento como consecuencia de las condiciones
ambientales a las que estuvieron expuestas durante su
ciclo de reproduccion’, dado que las auxinas intervienen
en el crecimiento, desarrollo y metabolismo de las algas
marinas’®78, siendo este el primer estudio en determinar el
efecto de la estacionalidad sobre la concentracion auxinas.

Como se evidencid en la tabla 4, las tres densidades
obtuvieron similares concentraciones de auxinas, sin en-
contrarse diferencias significativas entre ellas (p > 0,05).
Se cree que el rango de valores de densidad de siembra
puede tratarse de un rango no influyente sobre el contenido
de auxinas totales a las condiciones ambientales (tempe-
ratura del agua, salinidad y nutrientes) correspondientes
al sitio de cultivo y cosecha. Sin embargo, se necesitarian
mas datos relacionados con este tema para confirmar esta
presuncion. Otros estudios también han encontrado valores
mas altos de auxinas en distintas especies de macroalgas

como Caulerpa racemosa (10 ppm), Hipnea corona (6,70
ppm) y Ulva lacinulata (2,30 ppm)”°#° pero hay que tener en
cuenta que los autores no efectuaron ensayos de densida-
des en su investigacion, lo cual pudiera ser debido factores
como la densidad de siembra y los procedimientos de ana-
lisis utilizados, ya que las muestras del presente estudio
se determinaron por espectofotometria UV-visible, en lugar
del analisis por cromatografia de alta resolucion que fueron
empleados por los estudios mencionados anteriormente. La
escasez de investigaciones orientadas a estos parametros
dificulta el aprovechamiento de este tipo de biomoléculas
de interés biotecnoldgico de una fuente comercial explota-
ble como el cultivo de K. alvarezzii.

Contenido fendlico y antioxidante en K. alvarezii

El contenido fendlico de los extractos hidroetandlicos
(50:50,v/v) de K. alvarezii reflejaron variaciones estacio-
nalmente significativas. El contenido se quintuplica en la
época seca en comparacion con la época humeda (Tabla
5). Estos resultados fueron mayores a los reportado pre-
viamente para los extractos de etandlico al 50% (173,2
Mg GAE g7'P.s)* y menor para los extractos metandlicos
al 50% (1.150 pg GAE g7'P.s)"? para la misma especie re-
colectada en Malasia, aunque los investigadores no men-
cionan el mes de cosecha. Lo méas probable, es que estas
diferencias se deban a la polaridad de los disolventes apli-
cados (el metanol es un disolvente mas polar que el etanol)
y la solubilidad de los compuestos antioxidantes presentes
en las algas. Por otro lado, Aradjo et al.?® informaron alto
contenido fendlico en K. alvarezii durante el otofio (101,39
mg GAE g™' P.s) y mas bajos en verano (46,26 mg GAE g™'
P.s) en donde la temperatura alcanzan los 30°C. En otras
algas rojas también se han reportado el efecto de la esta-
cionalidad y el solvente empleado®' registrando un mayor
contenido fendlico durante el otofio, época que se caracte-
riza por temperaturas suaves y lluvias escasas.

El contenido de flavonoides varié estacionalmente, re-
duciéndose su contenido a la mitad en agosto en compara-
cion a enero (Tabla 5). Una tendencia similar fue encontra-
da en los extractos metandlicos del alga parda F. spiralis*y
S. latissima?®, los cuales presentaron niveles superiores de
flavonoides durante la temporada de verano en compara-
cion con el invierno. Esto se puede atribuir a los diferentes
factores ecolodgicos, como la temperatura, precipitaciones
y la duracién e intensidad de la luz solar*?, y que a medi-
da que avanzamos de enero a agosto, el clima se vuelve
gradualmente mas calido en el transcurso del dia®. Es de-
cir, las algas marinas estan expuestas a una luz solar mas
intensa durante varias horas al dia, lo que induce una bio-
sintesis mejorada de flavonoides que, al ser antioxidantes,
juegan un papel importante en el sistema de defensa de
las algas para resistir a los depredadores y a los desafios
ambientales®8s,

Con respecto al DPPH, se ha registrado cerca del triple
de actividad en enero en comparacion a agosto (Tabla 5).
Es decir, hubo una reduccién en su contenido entre ambas
estaciones, lo cual representa una diferencia significativa
en el contenido antioxidante de K.alvarezii (p < 0,05) res-
pecto a la temporada. Esta observacion esta de acuerdo
con Araujo et al.*® quienes obtuvieron un alto nivel de inhi-
bicion de DPPH de K. alvarezii durante el verano periodo
que coincide con un aumento notable en la temperatura
en las costas de San Paulo, Brazil, y que en general, son
calurosos y secos. Segun Pedro et al.8, quienes registran
una mayor actividad depurativa de DPPH en extractos




Estefany Lema Ch, lvan Choez-Guaranda, Omar Ruiz-Barzola, Lorena Jaramillo, Angela Pacheco Flores de Valgaz, Sofie Van Der Hende and

Patricia Manzano

Volume 8 /Issue 1/13 < http://www.revistabionatura.com

etandlicos del alga verde Codium sp. durante el verano,
este aumento podria estar relacionado a un mecanismo
fotoprotector, para resistir el estrés luminico en respuesta
a la radiacion UV intensificada®”. Otros autores han repor-
tado valores superiores de DPPH en diferentes extractos
de K.alvarezii, aunque no informaron datos de la fecha de
cosecha®®, |o que puede estar asociado a la participacion
de otros parametros, tales como los diferentes métodos de
extraccion, los solventes aplicados y las diferentes cepas
existentes de K.alvarezii.

Con lo concerniente al ABTS, los resultados reflejaron
variaciones estacionales significativas, registrandose un
aumento del 30% en su actividad en agosto en compara-
cion a enero (Tabla 5). Pese a las diferencias taxondmicas y
geograficas, estos resultados se asemejan con lo reportado
por Pedro et al.®® quienes registraron un mayor contenido
de actividad antioxidante ABTS en los extractos etandlicos
del alga Codium sp. durante el invierno (11,0 ymol TE g™
P.s) y menor en el verano (8,9 umol TE g™' P.s), lo que se
presume que estos resultados obtenidos, guardan una rela-
cion con el momento de la cosecha y los solventes emplea-
dos para su extraccion*t. Esta fue la Unica referencia que se
asocia el contenido de ABTS con relacion a la estacionali-
dad en especies de macroalgas.

El contenido fendlico presenta su valor maximo en la
densidad 10 lineas.celda™’, mientras que los mas bajos se
registraron en la densidad 8 lineas.celda™, seguido de la
densidad 6 lineas.celda'. Estos resultados no fueron direc-
tamente comparables con los de la literatura, puesto que,
hasta la fecha, no hay informacion reportada sobre la in-
fluencia que ejerce la densidad de siembra en el conteni-
do de compuestos fendlico de K. alvarezii, incluso en otras
especies de macroalgas cultivadas en el mar. Sin embargo,
esta tendencia concuerda con la reportada por estudios en
otros organismos fotosintéticos, observandose un aumen-
to sustancial en los niveles de acidos fendlicos a medida
que aumentaba la densidad de siembra de hortalizas como:
coliflor®®, alcachofas globo® y la col rizada®'. Pese a las di-
ferencias taxondmicas las hortalizas y las algas guardan
una similitud debido a que ambas dependen del proceso
de la fotosintesis para su sobrevivencia. En estos estudios
de hortalizas los investigadores plantearon la hipotesis de
que los altos niveles de compuestos fendlicos podria es-
tar relacionado con la respuesta bioquimica de las plantas
como resultado de la competencia intraespecifica por los
recursos fotosintéticos®.

El contenido de flavonoides totales presenta una dife-
rencia no estadisticamente significativa (p >0,05), denotan-
do un efecto nulo sobre el contenido de flavonoides dentro
de ese rango de densidad de siembra (Tabla 6). Un estu-
dio comparo la composicién quimica de los brotes de otro
organismo fotosintético bajo cinco densidades de siembra
diferentes® obteniendo un mayor contenido de flavonoide
a una baja densidad. Cheng et al.** han informado que el
anabolismo de los flavonoides puede estar estrechamente
relacionado con el proceso fotosintético. Por este motivo,
no son aconsejables las sobrepoblaciones de siembra, ya
que cuando la densidad de cultivo se multiplica se genera
mayor competencia por iluminacién y ventilacion entre la
poblacion®. Esto podria causar una disminucion sustancial
de produccion.

En cuanto al DPPH tampoco presenté diferencias sig-
nificativas (p > 0,05) (Tabla 6). Magnusson et al.% reportd
resultados afines en la macroalga Derbesia tenuissima cul-
tivada en un sistema terrestre. Las algas han desarrollado

mecanismos de defensa como respuesta a estreses abid-
ticos como la intensidad de luz solar en el ambiente que
estan expuestas durante la fotosintesis y el transporte de
electrones, por lo que se especula que cuando la densidad
de poblacion es baja, mayor es la incidencia de la luz sobre
los cultivos, lo que desencadena una mayor proliferacion de
los compuestos antioxidantes®”. Sin embargo, es meritorio
mas investigaciones que comparen y contrasten estos valo-
res reportados en K. alvarezii en las condiciones dadas de
las costas ecuatorianas.

El contenido de ABTS se encuentra dentro del rango
reportado en la literatura para algas pardas y rojas recolec-
tadas en la isla de Faial, Portugal (5 y 60 umol TE g~ P.s)%.
En este estudio se detecto diferencias entre las densidades
de siembra, alcanzando una mayor actividad de 9.32 pymol
TE g' P.s en la densidad de siembra 10 linea.celda (Tabla
6). Sin embargo, es dificil determinar que factor ambiental
incidio en las variaciones evidenciadas en este estudio, ya
que los cambios son pequefios e irregulares, teniendo en
cuenta que la macroalga K.alvarezii fue recolectada en con-
diciones naturales, por lo que no es facil separar los efectos
de los factores individuales de la influencia multifactorial del
medio ambiente. Por esta razén, se recomienda realizar
mas ensayos experimentaciones con otras densidades de
siembra considerando otras condiciones ecoldgicas como
la irradiacion UV, corriente del mar, puesto que estos fac-
tores podrian influir en gran medida en la actividad antioxi-
dante de ABTS.

|
Conclusiones

El contenido de grasas, fibras, fenoles totales y ABTS
reflejaron cambios estacionales, obteniéndose un mayor
contenido en la época seca (agosto), mientras que en la
época humeda (enero) se registré una alta concentracion
de flavonoides, auxinas totales y DPPH. La presencia de
cada uno de estos componentes hace de K. alvarezii un
alga muy prometedora para el desarrollo de nuevas indus-
trias mediante el aprovechamiento de sus distintos compo-
nentes.

Con respecto a la densidad de siembra, se evidencio
un aumento significativo de cenizas, fenoles totales y ABTS
en la medida que la densidad aumentd dentro del rango
estudiado. En base a estos resultados obtenidos se conclu-
ye que la composicién bioquimica, asi como los valores de
bioactividad funcional mostrado en el extracto etandlico de
K. alvarezii en dos épocas del afio, proporcionaron informa-
cion valiosa sobre el efecto de tres densidades de siembra
y dos épocas de cosecha para la recolectar esta alga con
perspectiva de desarrollar nuevos bioproductos funcionales
en diferentes sectores industriales.

Estos parametros deben estudiarse en mayores ran-
gos de densidades de siembra y en periodos mas largos
de tiempo, ya que dependiendo del fin comercial que se le
dé al alga, se podra climatizar las condiciones de cultivo
a fin de promover el desarrollo del metabolito de interés.
Esta informacion sobre el efecto de la estacionalidad sobre
el contenido de DPPH, compuestos fendlicos, flavonoides,
fibras, ABTS es parte de los primeros acercamientos hacia
el aprovechamiento comercial de los distintos metabolitos
que contiene K. alvarezii en paises nedfitos en su cultivo y
en via desarrollo, ya sea para su uso en condiciones acli-
matadas en piscinas o a mar abierto.
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