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GLOSARIO

Carotenoides: Son pigmentos sintetizados por plantas, hongos, y microorganismos
como microalgas, bacterias, levaduras; con gran capacidad antioxidante.

Generalmente son de color amarillo, naranja y rojo.

B-caroteno: Es un metabolito secundario especifico dentro del grupo de los
carotenoides ciclicos, conocido por su capacidad antioxidante y por ser precursor

de la vitamina A.

Microorganismos: organismos diminutos o sistemas bioldgicos de micro tamafio

que solo pueden ser observados mediante microscopios.

Carotenogénesis: Proceso bioquimico por el cual diversos organismos como

plantas, microalgas, bacterias, hongos y levaduras sintetizan carotenoides.

Clorofila: Pigmentos fotosintéticos producidos en los cloroplastos de plantas

superiores e inferiores como algas.

Estrés: respuestas fisiologicas y bioquimicas de las células de microorganismos

antes condiciones de cultivos extremas o dafiinas para su crecimiento.
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Bioprospeccion: es el proceso de busqueda sistematica y exploracion de
organismos, con la finalidad de encontrar compuestos, genes o informacion

bioquimica que tengan potencial para su aplicabilidad.

Medio: soluciones quimicas disefiadas exclusivamente para imitar un ambiente
natural donde las microalgas crezcan, satisfaciendo sus requerimientos

nutricionales.

ABREVIATURAS

TV: Tratamiento vegetativo

TC: Tratamiento control

T1: Tratamiento 1

T2: Tratamiento 2

LLg: microgramo

mL: Mililitro

mg: miligramo

gr: gramo

umol: micro mol

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

PPT: partes por mil

L: litro
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N: nitrogeno
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RPM: revoluciones por minuto
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Min: minutos

In: logaritmo natural

nm: nandmetros

cell: células

kg: kilogramos

Ca: clorofila a

Cb: clorofila b

-N: deficiencia de nitrégeno

TR: tiempo de retencion
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RESUMEN

El género Dunaliella corresponde a un grupo de microalgas cloroficeas con
importancia en la produccién de compuestos bioactivos como carotenoides, en
especial B-caroteno que es conocida por ser precursora de la vitamina A y por su
actividad antioxidante, la cual es producida en mayor medida por D. salina. Por
ello, se propone evaluar a Dunaliella sp., una cepa silvestre aislada de pozos de
Ecuasal de Salinas - Santa Elena, en dos condiciones de cultivo de estrés luminico
junto a la deficiencia de nitrogeno T1 “500 pmol fotones m—2s~ 1y -N, T2 “800

2

umol fotones m~2s™1 y -N”, frente a un grupo control TC “50 umol fotones

m~2s~! y -N" y un grupo vegetativo TV “50 umol fotones m?s™1 y nutrientes
completos”, para evidenciar si la cepa es o no carotenogénica en condiciones
extremas de estrés. Dentro de los resultados obtenidos, las células alcanzaron su
fase logaritmica exponencial en 9 dias con una densidad celular de 1.8 x 10°
cell/mL, una tasa de crecimiento de 0.36 d~! y una productividad de 0.035
g L™*d~1. Con respecto al contenido de pigmentos, los cultivos del grupo control
presentaron los mejores resultados de carotenoides totales, con una concentracion
de 9.58 + 0.51 pg/mL. Mientras que los cultivos vegetativos mostraron mayor
eficiencia en la produccion de clorofila a y clorofila b, con concentraciones de 2.95
+0.013 pg/mLy 2.28 + 0.02 pg/mL respectivamente. En los analisis de B-caroteno,

el grupo con una mayor concentracion de este metabolito fue el grupo control con

una concentracion de 41.15 + 0.08 mg/gr.

Palabras claves: Carotenoides, -caroteno, deficiencia, estrés.
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ABSTRACT

The genus Dunaliella corresponds to a group of chlorophytic microalgae that are
important in the production of bioactive compounds such as carotenoids, especially
[-carotene, which is known to be a precursor of vitamin A and for its antioxidant
activity, which is produced to a greater extent by D. salina. Therefore, we propose
to evaluate Dunaliella sp., a wild strain isolated from wells in Ecuasal of Salinas -
Santa Elena, under two light stress culture conditions together with nitrogen
deficiency T1 “500 pumol photons m~2s~! and -N”, T2 “800 umol photons

2

m~2s~! and -N”, compared to a control group TC "50 umol photons m™2

-1

s+ and

2571 and complete nutrients",

-N*“and a vegetative group TV 750 pmol photons m™
to show whether or not the strain is carotenogenic under extreme stress conditions.
Among the results obtained, the cells reached their exponential logarithmic phase
in 9 days with a cell density of 1.8 * 10° cells/mL, a growth rate of 0.36 d~1, and
a productivity of 0.035 g L~*d 1. With regard to pigment content, the control group
cultures showed the best results for total carotenoids, with a concentration of 9.58
+ 0.51 pg/mL. Meanwhile, vegetative cultures showed greater efficiency in the
production of chlorophyll a and chlorophyll b, with concentrations of 2.95 +0.013
pg/mL and 2.28 + 0.02 pg/mL, respectively. In the B-carotene analyses, the group

with the highest concentration of this metabolite was the control group, with a

concentration of 41.15 + 0.08 mg/g.

Keywords: Carotenoids, B-carotene, deficiency, stress.
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INTRODUCCION

Las microalgas son un grupo diversificado de microorganismos unicelulares, que a
través de su proceso evolutivo han logrado adaptarse a diferentes habitats, como
ambientes salinos, dulceacuicolas, aguas residuales e inclusive en suelos (Yan et al.,
2013; Guaman, 2019). Sintetizan metabolitos de interés biotecnologico como
carotenoides, clorofilas, polisacaridos, lipidos, proteinas, entre otros (Vela-Garcia
et al.,2019). Por ello en las tltimas cuatro décadas, la bioprospeccion de microalgas
se ha incrementado de forma significativa, debido al potencial que presentan las
microalgas para su aplicabilidad dentro de las diversas industrias y por la demanda

de productos sintetizados de manera natural (Vigani et al, 2015; Garcia et al., 2017).

Uno de los biocompuestos mas importantes sintetizados por microalgas son los
carotenoides, los cuales son pigmentos que las protegen ante el estrés oxidativo
causado por alteraciones fisicos-quimicas en el medio (Zafar etal., 2021;
Saubenova et al., 2024). Dentro de los carotenoides, el B-caroteno es uno de los mas
importante y estudiados, por su actividad como precursor de la vitamina A,
antioxidante, ademds, que actua como una prehormona que al ser ingerido se
convierte en &cido retinoico, actuando como ligando en la regulacion de la
expresion de genes en procesos metabodlicos (Ross et al., 2001; Graziano, 2014;
Zulfiqar et al., 2021). Entre las principales microalgas cultivadas para produccion
de carotenoides, encontramos a: D. salina, H. pluvialis y B. braunii (Raita et al.,

2023).



El género Dunaliella ha sido descrito como un grupo importante dentro de las
microalgas productoras de carotenoides; dentro de este género, las especies D.
salina y D. bardawil serian de las especies que mas carotenoides producen (Ye et
al., 2008). De los cuales, el mas comun de estos carotenoides es el B-caroteno,
llegando a alcanzar concentraciones de entre el 10% y 15% de su biomasa seca;
entre otros carotenoides que podemos encontrar en células de Dunaliella estan el o-
caroteno, zeaxantina, luteina, neoxantina y criptoxantina (Oren, 2005; Barbosa et
al., 2023); por otra parte, especies como D. parva y D. tertiolecta acumulan
alrededor del 9% de B- caroteno de su masa seca, mientras que D. viridis acumula

0,07% de B caroteno y carotenoides mixtos (Moslemipetroudi et al., 2020).

El mercado global atin estd dominado por carotenoides sintéticos (Saubenova et al.,
2024b). Sin embargo, el B-caroteno sintético esta conformado especificamente de
isomeros todo-trans, y se obtienen mediante la sintesis quimica con la reaccion de
Wittig y a partir de compuestos de Grignard; diversos estudios indican que [
caroteno sintético podria tener efectos secundarios serios (Kevin et al., 2022a.;
Alvarez et al, 2014); mientras que el B-caroteno natural estd conformado por
isémeros 9-cis, todo-trans, 15-cis y otros isdmeros que presentan beneficios de
mayor relevancia, ademas de que son mas solubles en grasa que el sintético (Shaish
etal. 2006; Bogacz et al., 2018; Combe et al.2015). Entre los métodos de extraccion
de B-caroteno natural, es mediante plantas y frutas, lo cual estd dejando de ser
utilizada por los costos elevados que conllevan su extraccion (Bogacz et al., 2018).

Por ello se han desarrollado nuevos métodos ecoldgicos y rentables, a través de la



biosintesis microbiolégica por microorganismos como las microalgas
(Wongsnansilp et al., 2019). Debido a esto, para maximizar la produccién de
componentes de alto valor biotecnologicos en Dunaliella, deben desarrollarse

nuevos sistemas y procesos que promuevan la sintesis de metabolitos de mayor

calidad (Chew et al., 2017).

A nivel local y nacional, no se ha difundido suficiente informacion en
investigaciones con la microalga Dunaliella, y en las que se han realizado, han
evaluado contenido de carotenoides totales, solo una investigacion evalud niveles
de B-caroteno y capacidad antioxidante de un aceite de soya enriquecido con D.
salina; sin embargo, se trabajo con una cepa ya identificada y siguiendo un
protocolo ya establecido (Guevara et al., 2019). Por lo que, este trabajo seria el
primero en realizar un analisis especifico de P-caroteno en una cepa silvestre,
evaluando dos condiciones de estrés por alta intensidad luminica de 500 y 800 pmol

2

fotones m~2s~1 ambas con deficiencia de nitrogeno.

Para que las microalgas Dunaliella sinteticen altos contenidos de B-caroteno, las
células deben someterse a condiciones de crecimiento que de manera general
reduzcan las tasas de crecimiento e induzcan a un proceso de carotenogénesis, como
altas intensidades de luz, temperaturas extremas, altas salinidades y nitrégeno
limitado (Lamers et al., 2008). Por ello, para tener una mayor eficiencia en los

cultivos tanto de biomasa como para produccion de B-caroteno, Qin et al. (2021)



recomienda realizar cultivos en dos fases, la primera fase consiste en la produccion
de biomasa mediante cultivos con bajas irradiaciones de luz 50-60 umol fotones
m~2s1, nutrientes completos, salinidad normal 35 ppt y temperaturas 20 — 27°C;
cabe mencionar que estos parametros varian segun las especies y condiciones
ambientales. Entre los principales medios de cultivos para Dunaliella podemos
encontrar, medio Johnson modificado (Borowitzka et al., 1988), medio F/2 de
Guillard (Guillard et al., 1962), medio APS modificado (Mclachlan et al., 1959),

medio de agua de mar enriquecido con Parvasoli (PES), y medios artificiales (ART)

(Mclachlan, 1973; BenAmotz et al., 1988), usados para produccién de biomasa.

Investigaciones previas han demostrado la eficiencia de Dunaliella a diferentes
regimenes de luz relativamente altos y concentraciones de nitrégeno bajos para la
produccion de B-carotenos. Nguyen (2016) evaluo tres cepas de Dunaliella, dos de
D. salina y una de D. bardawil a intensidades de 800 pmol fotones m2s™1y 50
umol fotones m~2s™! con combinaciones de fotoperiodos, D. salina CCAP
demostrd mejor adaptacion y mejores concentraciones de carotenoides por pg/mL
y pg/célula, mientras que D. bardawil tuvo una mayor concentracion de
carotenoides/clorofila, ambas a una intensidad luminica constante de 800 pmol

2571 Por otro lado, Sui et al. (2019) en su investigacién recomiendan

fotones m~
abordar en cultivo en dos fases, la primera debe ser un cultivo rico en nitrégeno
para el crecimiento de biomasa, mientras que, en la segunda fase se debe someter a

un cultivo deficiente de nitrégeno acompafiado por una intensidad de luz alta para

una buena produccion de B-caroteno y proteina, alcanzando una concentracion de



carotenoides de 4 mg/L/d. Kevin et al. (2022b) evaluaron la influencia de la
radiacion UV junto con la deficiencia de nitrégeno (0.03 mg/L) en la produccion de
B-caroteno, en la que se realizaron prueba con los parametros de luz y
concentraciones de N por separado y una unificacion de ambos parametros, la
prueba con la unificacion de los pardmetros permitio obtener una alta concentracioén
de este metabolito 0,491%. Por otra parte, Wu et al. (2015) nos indica que la
concentracion de nitratos fue la que mas influyo en la concentracion de B-caroteno
a comparacion de la intensidad de luz, en la que la prueba con mayor concentracion
de nitratos resulto con una mayor concentracion celular y una alta concentracion de
B-caroteno. Estas investigaciones nos dan la teoria de que para la produccion de
carotenoides y B-caroteno dependera en gran medida de las adaptaciones que las
cepas tengas a niveles fisiologicos y morfolégicos de las condiciones de estrés que

se someten.

En base a lo anterior, la presente investigacion pretende evaluar como las
intensidades luminicas acompanadas con deficiencia de nitrégeno afectan o
benefician en la produccion de B-caroteno en la cepa de Dunaliella sp. aislada en la

provincia de Santa Elena.



JUSTIFICACION

El B-caroteno es uno de los carotenoides de mayor interés biotecnologico e
industrial por sus propiedades como antioxidante y precursor de la vitamina A, sin
embargo, los métodos tradicionales de produccion de [-caroteno presentan
limitaciones; la obtencion mediante fuentes naturales a partir de plantas superiores,
conllevan costos elevados. Por otro lado, los métodos de sintesis quimica, han
generado preocupacion, ya que estudios sugieren que estos productos presentan
efectos secundarios graves. Estas razones, han incentivado a desarrollar métodos de
produccidon mas sostenibles de estos metabolitos, lo cual se ha logrado mediante
biosintesis microbioldgicas, a través de microorganismos como, microalgas,

bacterias, hongos y levaduras.

El género Dunaliella destaca de entre los demas microorganismos que sintetizan [3-
caroteno, ya que, bajo condiciones de estrés como alta intensidad luminica, alta
salinidad, alta temperatura, deficiencia de nitrégeno, entre otras variables fisico-
quimicas, estimulan la sintesis de carotenoides en especial B-caroteno como método
de proteccion ante los factores ambientales, tanto asi que la bibliografia indica que
la especie D. salina alcanza concentraciones de este metabolito alrededor del 10%

y 15% de su peso seco.

El presente estudio que consiste en evaluar dos condiciones estresantes en

Dunaliella sp. para produccion de B-caroteno, las cuales estan conformadas de dos



intensidades luminicas acompanadas con deficiencia de nitrogeno cada una, serd de
gran importancia, debido a que muchos investigadores abordan de manera
independiente las condiciones de estrés, y aunque existan investigaciones que
combinan variables, todavia existe la necesidad de investigar condiciones con
nuevos pardmetros fisicos-quimicos para produccion de metabolitos de interés
biotecnoldgico, mas altin con cepas silvestres, aisladas en las comunidades locales,
ayudando a evaluar si dichas cepas tienen potencial o no para su explotacion

industrial y cientifica.

Es importante conocer que a nivel nacional la informacion sobre cultivos de
Dunaliella es muy limitante, lo que conlleva a que el conocimiento e
investigaciones sobre esta microalga sea nula, impidiendo inclusive que el sector
industrial nacional se interese en esta microalga que a nivel internacional es
ampliamente investigada y aplicada. La tnica universidad que ha realizado
investigaciones en Dunaliella aislada de un medio silvestre es la Universidad Estatal
Peninsula de Santa Elena, sin embargo, se han realizado analisis generales de
carotenoides, la presente investigacion propone realizar un analisis especifico de -
caroteno bajo ciertas condiciones de estrés, fortaleciendo asi a la investigacion local

como nacional.



CAPITULO 1

1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Evaluar la produccion de B-caroteno en Dunaliella sp. bajo condiciones de estrés
por alta intensidad luminica y deficiencia de nitrégeno, determinando en qué

condicion se produce una mayor concentracion de este metabolito secundario.

1.2. Objetivos especificos

e Calcular la productividad celular de Dunaliella sp. en medio Guillard F2,
para la evaluacion de su crecimiento en cultivos vegetativos.

e Establecer las condiciones de estrés por alta intensidad luminica y
deficiencia de nitrogeno, que induzcan a una mayor concentracion de
carotenoides.

e Determinar la concentracion de B-caroteno producida por Dunaliella sp.,

mediante analisis por cromatografia liquida de Alta Resolucion, HPLC.

HIPOTESIS

e Hj: La concentracion de B-caroteno en Dunaliella sp. no estard influenciada
por las altas intensidades luminicas acompafadas con deficiencia de

nitrégeno.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Importancia de las microalgas

Las algas en general son un grupo diversificado de organismos fotosintéticos
simples caracterizados de forma general por su tamafio, forma, color o habito de
crecimiento, lo cual lo realizan exclusivamente en entornos acuaticos en su mayoria
que van desde agua dulce, estuarios y océanos, aunque existen ciertas especies que
pueden encontrarse en el suelo o en las rocas, también habitan en zonas hlimedos o
incluso relativamente secos (Leite et al., 2012). Si bien es cierto, las macro y
microalgas cumplen un rol importante en los ecosistemas donde habitan, ya que
funcionan como productores primarios dentro de la cadena tréfica, produciendo
materia organica (biomasa) a partir de la luz solar donde realizan fotosintesis y
fabrican sus alimentos, ademas de la captacion de didxido de carbono y nutrientes

presentes en el medio (Sluiman, 2009; Amante et al., 2009).

Las microalgas han despertado un gran interés en las diferentes industrias como
importante recurso bioldgico, debido a sus multiples aplicaciones, este interés se
debe a los productos derivados de las mismas se utilizan ampliamente en las
industrias farmacéutica, cosmética, alimentaria, en el drea de la ecologia, etc (Souza

et al., 2012; Boual et al., 2018).



El cultivo de microalgas ha mostrado un auge en las ultimas décadas, ya que uno
de los principales objetivos a parte de producir biomasa, es que son cultivados
también para la produccion de metabolitos de gran interés industrial y
biotecnoldgico; por ello microalgas de los géneros Botryococcus, Chlorella,
Dunaliella, Haematococcus y Spirulina, han despertado interés en la biotecnologia
microalgal para producir bioproductos como, proteinas, astaxantina, polisacaridos,
vitaminas, minerales, esteroles, B-caroteno, glicerol, productos quimicos finos y

otros compuestos bioldgicamente activos (Raja et al. 2007, Wijffels et al. 2013).

2.2.Género Dunaliella

2.2.1. Generalidades

Las células de Dunaliella fueron identificadas por primera vez por Michel F. Dunal
(Dunal, 1838) en salinas del sur de Francia y descritas como algas unicelulares
rojizas. En 1905, Emanoil C. Teodoresco propuso el género (Teodoresco, 1905);
desde entonces se han logrado identificar 28 especies que habitan en diferentes
habitats, que van desde aguas dulces y marinas hasta ambientes hipersalinos. Estas
especies presentan un gran potencial para la biotecnologia y se les otorga un gran
valor econémico. Un ejemplo es la especie D. salina, que en 1966 fue propuesta
como recurso natural para la obtencion de B-carotenoides, ya para el ano de1980

fue declarada como fuente de produccion de glicerol (Reshma et al., 2021).
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Durante los tltimos afios se han realizado reevaluaciones del género, catalogandose
29 especies, de las cuales 17 son hal6filas: D. parva, D. salina, D. pseudosalina, D.
ruineniana, D. gracilis, D. bioculata, D. carpatica, D granulata, D. baasbeckingii,
D. minuta, D. media, D. minutissima, D. terricola, D. viridis, D. ametrica, D.
peircei 'y D. turcomanica. De las cuales las especies mas investigadas hasta la
actualidad son D. salina, D. tertiolecta, D. primolecta, D. viridis, D. bioculata, D.

acidophila, D. parva y D. media (Borowitzka et al., 2007).

El género Dunaliella presenta 2 formas de reproduccion, se multiplican por division
longitudinal y en ciertas ocasiones puede ocurrir reproduccion sexual por isogamia,
en este proceso dos células se fusionan, formando un cigoto (Oren, 2005). También
se ha demostrado que estas células pueden conducir a la formacion de células
palmelloides o aplanosporas, si las condiciones ambientales inhiben el crecimiento

(Barbosa et al., 2023).

2.2.2. Morfologia y fisiologia de Dunaliella

La morfologia de células en estado vegetativo, son biflageladas una caracteristica
general, presentan diferentes formas segln la especie, que van de ovoides, esféricas,
piriformes, fusiformes o elipsoidales, con tamafios que pueden variar entre 5 a 25
um de longitud y 3 a 13 um de ancho (Tafreshi et al., 2009). Las células contienen
un Unico cloroplasto central en forma de copa con un piranoide central rodeado de

granos de almidon (Borowitzka et al., 2007).
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Presentan ausencia de una pared celular rigida y a su vez presentan una membrana
celular delgada y elastica, lo que les permite una tener una adaptacion morfologica
mas efectiva, seglin las variaciones de presion osmotica del ambiente externo (Da
Silva et al., 2021). Cuando un cultivo de Dunaliella es sometido a condiciones de
estrés, existen cambios notorios en las mismas; por ejemplo, en un estudio
ejecutado por Acevedo etal. (2021), se observaron que células de D. salina,
cambiaron de una coloracién verde a naranja en cultivos con niveles altos de
salinidad, se present6 un proceso de division celular después de que la células hayan
cambiado su forma normal a esférica, lo cual es muy raro; también se presento

desplazamiento de la membrana celular (Figura 1).

Figura 1. Cambio morfoldgico y reproduccion asexual. (a) Célula vegetativa. (b) Crecimiento del
diametro celular y adaptacion a la forma esférica. (¢, d) Aparicion de cuatro flagelos y division de
la célula madre. (e, f) Célula vegetativa con coloracion naranja.

(a) (b) (c) (d)
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Nota: Fuente (Acevedo et al., 2021)

2.2.3. Taxonomia

Dominio: Eukarya

Reino: Plantae
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Subreino: Viridiplantae

Division: Chlorophyta

Clase: Chlorophyceae

Orden: Volvocales

Familia: Dunaliellaceae

Género: Dunaliella (Teodoresco, 1905; Gonzélez et al., 2019)

2.2.4. Propiedades bioquimicas de Dunaliella

Las diferentes especies del género Dunaliella son reconocidas por su capacidad de
sintetizar de manera natural bioproductos como carotenoides, lipidos y glicerol. Por
ejemplo, especies como D. salina y D. bardawil, son las cepas con una capacidad
unica de sintetizar altas concentraciones de carotenoides, de los cuales el
carotenoide mas comun que se puede encontrar en estas especies es el -caroteno,
que a nivel biotecnoldgico podria considerarse el de mayor interés, por sus
multiples beneficios; aunque también se pueden encontrar carotenoides como o-

caroteno, luteina, zeaxantina, criptoxantina y neoxantina (Tafreshi et al., 2009).

Son también una fuente importante en la produccion de lipidos, ya que se sabe que
ciertas especies pueden llegar a almacenar hasta un 25% de su masa seca de lipidos;
la sintesis de lipidos en Dunaliella al igual que los carotenoides se ven influenciados

por ciertos factores de crecimiento que generen estrés y como método de
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supervivencia, estos microorganismos sinteticen dichos metabolitos de interés
comercial (Benhima et al., 2018); Ademas, son usadas para produccion de glicerol,
debido a que en ambientes o condiciones de cultivos hipersalinos, sintetizan glicerol
para mantener protegidos su membrana y contenido de proteinas, ciertas especies

pueden almacenar hasta un 50% de su masa seca (Chow et al., 2013) .

2.3.Factores fisicos-quimicos para el cultivo de Dunaliella

Dunaliella son microorganismos que tiene la ventaja de poder prosperar en
ambientes que para otras microalgas podrian ser imposibles, por ejemplo, crecen en
habitats con altas concentraciones de NaCl, lo que facilita su cultivo tanto en
estanques abiertos como en biorreactores cerrados. Sin embargo, existen varios
factores que influyen en un sistema de cultivo para Dunaliella, como disponibilidad
de nutrientes, temperaturas, pH, luz, etc; se sabe que, si se alteran estos factores,
influyen drasticamente en su morfologia y fisiologia, los cuales se describen a

continuacion:

2.3.1. Requerimientos nutricionales

Debido a que Dunaliella son microalgas fotoautétrofas, es decir dependen de la luz
y didxido de carbono o bicarbonato como tnica fuente de carbono inorgénico, para
la obtencién de sus alimentos, la ausencia de la fuente de carbono limita

drasticamente el crecimiento de estos microorganismos (Tafreshi et al., 2009).
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La principal fuente de nitrégeno para estas microalgas son los nitratos, de los cuales
los mas implementados en cultivos son NaNO3 o KNO3 para tener crecimientos
favorables; es importante saber que la limitacién de una fuente de nitrogeno reduce
la tasa de crecimiento y a su vez induce a un proceso de carotenogénesis. Entre las
principales fuentes de fosforo, son las que encontramos en forma
de KH2PO4 o0 NaH2PO4, los cuales son las mas recomendadas, si se exceden en
las fuentes de fosforo recomendadas pone en riesgo en cultivo, ya que reduce el
crecimiento e inclusive pueden llegar a la floculacion de la biomasa suspendida.
Existen otros elementos que ayudan al crecimiento vegetativo de estas microalgas,
pero las mencionadas podrian considerarse las mas importantes (Borowitzka et

al., 1987).

2.3.2. Luz

Como se mencion6 anteriormente, Dunaliella es una microalga fotoautotrofa,
necesita luz solar para poder vivir; por ello cuando se realizan cultivos en estanques
abiertos, su Unica fuente de luz es la luz solar; por el contrario, cuando se trabaja en
biorreactores o sistemas cerrados se hacen uso de ldmparas fluorescentes blancas.
Es importante conocer que para el crecimiento vegetativo y para la sintesis de
carotenoides son procesos que responden de manera diferentes a las diversas
fuentes de luz, como pueden ser color de luz o diferentes rangos de luz, que por lo
general son intensidades altas (Goémez et al., 2005). Para cultivo vegetativo, se usan

rangos de luz a partir de 50 umol fotones m2 s™* hasta 150 umol fotones m2s™.
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2.3.3. Temperatura

Dunaliella tiene especies que toleran un amplio rango de temperaturas, tanto asi que
tiene una especie que puede crecer en ambientes con temperatura bajo cero, como
es el caso de D. antarctica (Wright et al., 1981). Y los rangos maximos de
temperatura son de 45°C, por ello, se sabe que la temperatura para que la mayoria
de especies de este género crezcan estan entre 25 y 35°C segun los tipos de cultivos,
ya sean cerrados o abiertos, los rangos mayores de temperatura inducen a la
produccion de carotenoides por estrés, disminuyendo el crecimiento celular y
provocando inclusive contaminacidn, ya que estos microorganismos al estar en
temperaturas elevadas causan una fuga de glicerol, la cual se considera una fuente
de carbono orgénico para bacterias y hongos filamentosos (Wegmann et al., 1980;

Ben-Amotz, 1995).

2.3.4. pH

El género Dunaliella a su vez también tiene especies que toleran diversos rangos de
pH que van de 0 a 11; se sabe que para la especie D. salina, los rangos de pH optimo
son de 8 y 11; mientras que D. acidophila es una especie que puede llegar a crecer

en ambientes extremadamente 4cidos, con valores de pH 0-1 (Barbosa et al., 2013).

2.3.5. Salinidad

Dunaliella al ser organismos halotolerantes, pueden habitar ambientes con niveles

de salinidades saturados, ya que pueden adaptarse a los cambios repentinos de las
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mismas que pueden ir desde un 0,2 % hasta un 35 % de salinidad; entre las especies
que mas destacan en los ambientes hipersalinos se encuentran D. pseudosalina, D.

parva, D. salina, D. bardawil y D. viridis (Kitto et al., 2011; El-Baz et al., 2019).

2.4. Organismos productores de carotenoides

Los carotenoides son uno de los grupos de compuestos mas estudiados en la Gltima
década debido a su bioactividad y sus aplicaciones en las diferentes industrias; de
hecho, han tenido una gran acogida cientifica por la amplia informacion existente
sobre su biodiversidad, asi como sobre los factores que afectan a su composicion y

actividad bioldgica (Britton, 2020).

Son pigmentos naturales, es decir, son sintetizados por diferentes grupos de
organismos vivos, como plantas superiores, animales, microorganismos, hongos
inclusive; y se sabe que estos biocompuestos presentas diferentes coloraciones,
como amarillo, rojo, naranja y morado; caracterizados ademds por su facil
extraccion, purificacion, ademas de que presentan bajos costes y efectos

secundarios nulos (Li et al., 2012; Wang et al., 2012).

Entre las fuentes de carotenoides de origen natural, los microorganismos mas
importantes en la sintesis de dichos metabolitos son las microalgas H. pluvialis, D.

salina, B. braunii, hongos como B. trispora; asi mismo existe un listado de
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levaduras, bacterias, entre otros microorganismos. Dentro del grupo de los
carotenoides, podria considerarse el P-caroteno como uno de los carotenos de

mayor interés (Urnau et al., 2019).

2.4.1. Clasificacion de carotenoides

Los carotenoides son potentes antioxidantes. Gracias a ello, por un lado, pueden
proteger a los organismos que los sintetizan del estrés oxidativo causado por

diversos factores ambientales (Chatragadda et al., 2021).

Existen dos tipos de carotenoides que son quimicamente diferentes entre si debido
a la presencia o ausencia de oxigeno. Los carotenoides hidrocarbonados o
carotenos: los cuales estan compuestos Unicamente por hidrogeno y carbono
formando asi lo que se conoce como una cadena poliinsaturada, ya sea ciclica o
lineal, con la formula quimica C40HS56. Se distinguen con facilidad debido a las
tonalidades que presentan, como rojo, amarillo y naranja, ejemplo de este grupo, el
a-caroteno, el B-caroteno y la B-criptoxantina. Por otro lado, tenemos las xantofilas
las cuales son un grupo que estan conformados por carbono, hidrogeno y oxigeno
en forma de grupos hidroxi, epoxi u oxo, por estas caracteristicas suelen ser
denominadas como oxicarotenoides. La férmula quimica general de la xantofila es
C40Hs5601_4; las xantofilas son derivados de los carotenos por la adicidén de grupos
funcionales que contienen oxigeno, como COOH, -OH, =O en uno o ambos

extremos, lo cual ayuda en la mejora de su propiedad hidrosoluble. Dentro de este
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grupo podemos encontrar principalmente luteina, la zeaxantina, la violaxantina, la

fucoxantina, astaxantina, criptoxantina y capsantina (Riaz et al., 2021).

2.4.2. B-caroteno

Es el primer carotenoide nutracéutico que en campos como la bioprospeccion es
considerado uno de los mas importantes, por ello es el mas estudiado, ya que
ademas es el caroteno provitamina A mas potente. El B-caroteno es el isobmero de
caroteno mas comun y esté presente en diversos organismos del reino vegetal. Este
metabolito es un carotenoide fotosintético primario, es decir, su presencia en el
centro de reaccion del fotosistema II ayuda a transportar la energia de excitacion a

la clorofila y con ello, a eliminar las especies reactivas del oxigeno.

El B-caroteno puede ser diferenciado del a-caroteno ya que contiene un anillo -
ionona en ambos extremos de su cadena; de forma natural esta presente en varias
formas isoméricas, en las que 9-cis y all-trans constituyen casi el 80 % del B-
caroteno total. La formula general del B-caroteno es C4oHsg con un peso molecular

equivalente a 536,9 (Zia-Ul-Haq, 2021).

En la actualidad se sabe que la microalga Dunaliella salina es fuente mas eficiente
para la produccion de B-caroteno natural, bajo condiciones de cultivos de estrés;

cuando se realizan dichos cultivos con condiciones como alta temperatura, alta
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salinidad, intensidades de luz extremas y hasta con deficiencia de N, las células de
Dunaliella se estresan, produciendo asi, carotenoides que son metabolitos que
ayudan en la proteccion de las células antes estas condiciones, entre las cuales
destaca el B-caroteno, lo cual provoca un cambio en la morfologia y fisiologia de

las células (Abu-Rezq et al., 2010).

Figura 2. Estructura de pB-caroteno

Fuente: (Zia-Ul-Hag, 2021)

p-Carotene

2.4.3. Ruta biosintética de carotenoides

Para que se lleve a cabo la sintesis de carotenoides, existe una molécula precursora
para dicho proceso, la cual es el geranilgeranilo pirofosfato “GGPP”; para ello el
primer paso es la sintesis de dicha molécula, mediante la enzima catalizadora
geranilgeranilo pirofosfato sintasa “GGPS”, en la que se afiaden tres moléculas de
isopentenil pirofosfato “IPP” a una molécula de dimetilalilo pirofosfato “DMAPP”,

a través de reacciones secuenciales (Hirschberg, 2001; Xu et al., 2021).

Los organismos que producen carotenoides, realizan este proceso a partir de la

sintesis del GGPP; proceso que parte de la conjugacion de dos moléculas de GGPP
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para la formacion del primer carotenoide incoloro denominado fitoeno, mediante la
enzima PSY o fitoeno sintasa por sus siglas en inglés, dicha enzima es conocida
como un elemento primordial en la sintesis de los carotenoides; ademas de que
ayuda en la regulacion del flujo de carbono en la formacion de estos metabolitos,
durante este proceso se producen reacciones de isomerizacion. Al formarse la
molécula de fitoeno, existe una desnaturalizacién que produce otras moléculas

como fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno y licopeno.

A partir de la formacion del licopeno, aparecen dos vias que llevan a la formacion
de otros carotenoides conocidos como ciclicos y aciclicos; se conoce que el -
caroteno es un carotenoide ciclico, por lo que especies que producen este metabolito
dirigen sus procesos fisiologicos hacia la ruta ciclica. A partir de aqui, se afiaden
anillos de ciclohexeno a uno o ambos extremos de la molécula de licopeno,
mediante la enzima licopeno ciclasa (LYC), y tiene lugar la formacién de 6-, a-, y-

y B-caroteno principalmente (Ye et al., 2008).
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Figura 3. Via metabolica de produccion de carotenoides en Dunaliella.

Fuente: (Barbosa et al., 2023).
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2.5. Determinacion de carotenoides totales por espectrofotometria

Para analizar el contenido de carotenoides totales se puede realizar mediante
espectroscopia UV y visible. Estos métodos convencionales presentan limitaciones;
sin embargo, siguen siendo empleados para este tipo de andlisis debido a la
simplicidad en la ejecucion. Se utiliza un espectrofotémetro con la finalidad de

medir la cantidad de luz que absorbe una muestra.

Esta técnica funciona de la siguiente manera, al introducir la muestra en el quipo,
pasa un haz de luz a través de la misma y se mide la intensidad de la luz que llega

al detector, lo cual se define como absorbancia. Es importante conocer que, en
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espectrofotometria, la absorbancia estd estrechamente relacionada a la
concentracion de la muestra, por lo que se recomienda extraer todo el contenido de
pigmentos para tener datos confiables, ademas de que las absorbancias y ecuaciones
que se aplican estan definidas de acuerdo al tipo de solvente utilizado en la

extraccion del contenido de pigmentos (Mahmood et al., 2021).

2.6. Determinacion de B-caroteno mediante HPLC

La HPLC es una forma de cromatografia utiliza con frecuencia en campos como
quimica analitica y la bioquimica con la finalidad de separar, identificar y
cuantificar compuestos de interés. En este equipo, cada muestra es analizada en una
columna bajo condiciones especificas y se comparan los tiempos de retencion del
pico obtenido en las muestras con respecto al del B-caroteno estandar analizado en
condiciones similares. Las 4reas de recorrido de los picos de las muestras se utilizan

para calcular la concentracion de los compuestos que se desean analizar.

Suelen contener fases inversas o normales. Este equipo se encuentra conformado
por una columna primaria interconectada con una o incluso varias columnas
adicionales, conocidas como columnas secundarias; permitiendo que parte del
efluente que se eluye de la primera columna pase a través de la segunda columna

mediante el uso de una valvula conmutada (Kimura et al., 2005).
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2.7. Medios de cultivos empleados para Dunaliella

Para cultivos de Dunaliella se han empleado diversos medios de cultivos adecuados
para este tipo de microalgas, entre los medios usados para Dunaliella, podemos

encontrar:

Medio Johnson modificado.

Medio ASP modificado.

Medio de agua de mar /2 de Guillars.
Medio Parvasoli (PES)

Medio artificial (ART)

Medios Conway

vV Vv YV ¥V VYV VYV V¥V

Medio BG11 + NaCl

Estos medios de cultivos se han probado tanto para realizar cultivos vegetativos
como en cultivos de estrés para produccion de metabolitos de interés biotecnoldgico

(Tafreshi et al., 2009; Colusse et al., 2020).

2.7.1. Medio de cultivo Guillard F/2

El medio utilizado para Dunaliella fue en el medio Guillard F2, es importante que
Dunaliella al no presentar una pared celular no necesita solucion de silicatos, por lo
que se omite y solo se fertiliza con solucién de macronutrientes, micronutrientes y

solucion de vitaminas.
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Tabla 1. Soluciones del Medio de cultivo Guillard F/2

MEDIO GUILLARD F2

Solucion 1 g/100mL
Nitrato de Sodio (NaNO3) 7.5
Fosfato monobasico de sodio monohidratado (NaH,PO, - 0.5
H,0)

Solucion 3 g/100mL
Cloruro de hierro (III) hexahidratado (FeCl3 - 6H20) EDTA 0.32
disodico (Na2 - EDTA) 0.44
Solucion de metales traza 0.10 mL
Sulfato de cobre (IT) pentahidratado (CuS04 - 5H20) 0.49
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnCl4 - 7H20) 1.1
Cloruro de zinc (ZnCl) 0.53
Cloruro de cobalto (IIT) hexahidratado (CoCl2 - 6H20) 0.5
Cloruro de manganeso (III) tetrahidratado (MnCI2 - 4H20) 9.0
Molibdato de sodio dihidratado (Na2Mo04 - 2H20) 0.32
Solucion de vitaminas mg
Tiamina B1 0.1
Cyanocobalamina B12 0.5
Biotina H 1.0

Nota: Tabla obtenida de Guillard (1975).
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Materiales y métodos

Este trabajo se desarrolld bajo el marco del proyecto I+D+I-XVII-2023-4-
Carotenoides en microalgas financiado por RED CEDIA, con la microalga
Dunaliella sp., registrada con el codigo PM018 de la coleccion de microalgas del
Centro de Investigaciones Biologicas y Practicas Académicas (CIBPA). Tiene el
permiso del Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecologica (MAATE):

MAATE-DBI-CM-2022-0264.

El componente experimental se desarrolld en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias del Mar y los analisis de cromatografia para determinacion de B-caroteno
se realizaron en los laboratorios de investigacion de la Universidad Estatal de

Bolivar.

3.2. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental aplicado a un enfoque
cuantitativo, debido a que se manipulan variables independientes (parametros
fisicos — quimicos), y el efecto que estas condiciones causan en las variables
dependientes (concentracion de carotenoides totales y B-caroteno) en cultivos bajo

condiciones controladas; ademas que se analizan y comparan datos estadisticos con
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respecto a las concentraciones de metabolitos producidas por las microalgas bajo
ciertas condiciones de estrés. Cuenta con una parte aplicada al enfoque cualitativa
ya que se describiran las caracteristicas morfologicas de las células en proceso de
carotenogénesis. Adicional, debe tomarse en cuenta que es de tipo aplicada, debido
a que tiene como finalidad, optimizar las condiciones de cultivo en fase de estrés

para la produccion de dos metabolitos de interés biotecnologico.

3.3. Cultivo vegetativo

3.3.1. Mantenimiento de cepa

La investigacion inicio con cultivos solidos en cajas Petri, empleando Bacto-agar a
una relacion de 2%, fertilizada con el medio Guillard F2 (Guillard, 1975) con la
finalidad de obtener un cultivo puro. Este agar se esteriliz6 en autoclave a 120°C y
1.1 kg/cm? (15 PSI) de presion durante 15 minutos; se dejo enfriar el medio y

posteriormente se vertié 20 mL del medio en las cajas Petri (Arredondo et al., 2007).

Para la siembra se escogio un cultivo masificado con las mejores células, esto se
realizd mediante observaciones al microscopio para asegurar que las placas de agar
tengan €xitos con respecto al crecimiento de las colonias; con un asa de platino se
tomo una alicuota y se procedio a realizar el rayado en zigzag, se cubrieron las placa
y fueron selladas con Parafilm, se rotularon y se dejaron de forma invertida

direccionadas a la luz bajo las siguientes condiciones:
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Tabla 2. Parametros de cultivos.

pH: 8 Luz: 30 pmol fotones m?s~1

Salinidad: 35 ppt Temperatura: 24+2°C

Nota: Pardmetros a los que ya se ha cultivado Dunaliella sp. en fases iniciales.

El crecimiento de las colonias comenzo a ser evidentes al dia 5 y para el dia 7 ya

habia colonias suficientes para ser sembradas en tubos.

3.3.2. Escalamiento de cultivo vegetativo

Para comenzar con los escalamientos (colonias de cultivos solidos a medio liquido),
se observaron las placas al microscopio para corroborar que las colonias fueran
puras sin contaminacion por otra microalga y fueron aisladas con ayuda de un asa
de platino previamente esterilizado, siguiendo la metodologia de Arredondo et al
(2017). Las colonias de microalgas fueron inoculadas en tubos de ensayo con 10 ml
de medio (agua de mar esterilizada y fertilizada), posteriormente los tubos fueron
tapados con Parafilm y se dejaron con una gradilla en una zona con los mismos
parametros de cultivos solidos, con fotoperiodo 12/12 (luz/oscuridad) y aireacion
por agitacion manual (4 veces al dia); los tubos fueron repicados al dia 7 que
presentaron tonalidad concentrada y células activas. Para ello, con un tubo se realizd
un cultivo madre hasta tener un volumen de 1.5 L, con la finalidad de que la misma
pueda ayudar a iniciar los precultivos con una misma densidad celular, que fue de

1.8 = 10° Cell/mL.
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Las transferencias fueron realizadas en una relacion 2:1, permitiendo una mejor
adaptacion de la cepa a las nuevas condiciones de resiembra. Es decir, se iniciaron
con cultivos de 300 mL, los cuales fueron transferidos a un volumen de 900 mL y
finalmente pasaron a un volumen de 3000 mL (3L), los pardmetros de cultivos

experimentales: temperatura de 24+2°C, salinidad de 35 ppt, pH oscilo de 7.7 a 8.1

—2.-1

y una iluminacion de 50 pmol fotones m™“s™* con fotoperiodo 12:12

(luz/oscuridad) (Nguyen et al., 2020). Para la investigacion se formaron 4 grupos

2

experimentales, denominados: T1 “500 pmol fotones m~%s~1” y deficiencia de N,

2517y deficiencia de N, TV “grupo vegetativo” y TC

T2 “800 umol fotones m™
“grupo control”’; todos estos grupos llevaron las mismas condiciones para el cultivo
vegetativo (Figura 4), sin embargo, para la fase de estrés ya cambiaran dichas
condiciones y el grupo TV “cultivos vegetativos” fueron cosechado al terminar el
periodo vegetativo, con la finalidad comparar el contenido de pigmentos con los

grupos que seran sometidos a periodos de estrés.

Figura 4. Grupos experimentales: T1 (500 pmol fotones m~2s~ly deficiencia de

nitrégeno); T2 (800 pmol fotones m~2s™! y deficiencia de nitrogeno); TC (Control,
condiciones vegetativas, pero con deficiencia de nitrogeno); TV (Cultivos vegetativos).
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3.3.3. Densidad Celular y Tasa de Crecimiento

Se destinaron 3 matraces de 300 mL para poder realizar la curva de crecimiento y
conocer las densidades celulares, con la finalidad de conocer los dias que tardarian
los cultivos en llegar a su fase logaritmica exponencial el cual fue en el dia 9. Estos
conteos se realizaron mediante conteos celulares en un microscopio OMAX cada
24 horas, empleando un hematocitometro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de
Neubauer, para este proceso se tomd muestras de 1 mL de cultivos por triplicados
destinados para la curva de crecimiento, continuamente se agregd a cada muestra
20 pl de Lugol para que las células motiles de Dunaliella sp. se fijaran y se pueda

realizar el conteo.

La formula para determinar la densidad celular es la recomendada por (Arredondo

et al., 2017):

C =N x 10* x dil
Donde:
C= Células mL™?!
N= promedio de células en cada cuadrante (A, B, C y D).
10*= factor de conversion de 0.1 pL a 1 mL

FD= factor de dilucion (cuando se considera necesario diluir la muestra).
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La tasa de crecimiento se describe mediante la siguiente ecuacion propuesta por

(Guillard, 1973).

B InX? — Inx?
Ty

u
En donde:

p= Tasa de crecimiento (d™1)

X= concentracién celular (Cél mL™1) en dos tiempos de la fase exponencial y/o

logaritmica de crecimiento.
In= logaritmo natural de X, y X;

T= tiempo en dias

3.3.4. Concentracion y productividad de biomasa

La concentracion de la biomasa se determina mediante las ecuaciones

recomendadas por (Alvear et al., 2011):

PB

CB =

chltivo

Donde: CB: concentracion de biomasa (gr/L!); PB: peso de biomasa seca (gr); V:

volumen de cultivo (L)
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Para calcular la productividad de la biomasa se emple6 la siguiente formula (Apandi

etal., 2021)

X, — X4
tr—ty

P =

X2 y X1= concentraciéon de biomasa al final e inicio del periodo (gr/Ll),

t2—t1= intervalo de tiempo (dias, horas, etc.), P se expresaen gL' d".

3.4. Induccion a carotenogénesis

3.4.1. Condiciones de estrés

Al finalizar los cultivos vegetativos de 3 litros en el dia 9 que alcanzaron su fase
logaritmica exponencial, se cosecho el grupo vegetativo (TV) ya que este grupo
serviria posteriormente para los andlisis bioquimicos, los grupos T1, T2 y TC
pasaron a fase de estrés y fueron ubicados en una camara de estrés y las condiciones

de estrés se describen a continuacion:

Existieron 2 condiciones de estrés de 2 variables cada una y un grupo control

(Figura 5):

Grupo 1 (T1) fue sometida a wuna intensidad Iuminica de

500 pmol fotones m~2s~! y deficiencia de nitrogeno.

Grupo 2 (T2) cultivos sometidos a una intensidad luminica de

800 pmol fotones m~2s~ 1y deficiencia de nitroégeno.
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2

Grupo control (TC), intensidad luminica de 50 pmol fotones m~2s~! y deficiencia

de nitrégeno.

Importante mencionar que cuando iniciaron su fase de estrés, los cultivos fueron
fertilizados ya que para este lapso de tiempo los nutrientes ya fueron consumidos
por las microalgas, sin embargo, en el proceso de fertilizacion los cultivos fueron
privados de solucion 1 del medio Guillard F2, el cual es la fuente de nitrogeno; la
temperatura se mantuvo en un rango de 26+1°C ya que los reflectores emitian calor,

mientras que el pH se mantuvo en 8 — 8.5.

Figura 5. Grupos experimentales de estrés

800 pmol fotones

m—2s~1 y
500 pmol fotones deficiencia de
m-—2s-1 y
deficiencia de

50 pmol fotones
m~2s! y deficiencia
de nitrogeno.
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3.4.2. Conversion de lux a pmol m~2s~1 de fotones.

Para inducir al estrés luminico de las microalgas se utilizando reflectores led de luz
blanca de 6500 W, debido a que no existe un factor de conversion general para
PPFD, el mismo va a variar segun las distintas fuentes de luz para su conversion a
umol fotones m~2s~ 1. Por lo que Osram, (2000) recomienda usar un factor de
conversion de 0.0149 para esta fuente de luz; dicho esto, el grupo T1 estuvo
sometido a una intensidad luminica de 500 umol fotones m=2s~!
correspondiente a 33.330 Klux, mientras que el grupo T2 se sometid a una

intensidad luminica de 800 pmol fotones m=2s~1

correspondiente a 53.330
Klux, ambos grupos con deficiencia de nitrdgeno; mientras que el grupo control se
mantuvo a una intensidad luminica de 50 pmol fotones m~2s~1 correspondiente

a 3.700 lux con deficiencia de nitrogeno, las intensidades de luz fueron medidos a

través de un luxémetro de amplio espectro (marca EXTECH).

3.4.3. Respuesta a estrés.

Para evaluar la respuesta de los cultivos a las condiciones de estrés se realizaran
observaciones al microscopio (cada 2 dias) para analizar los cambios morfoldgicos
de las células y coloracion maxima que alcance al final del proceso de
carotenogénesis. Ademas, se realizaran recuentos celulares hasta el momento que
se pueda realizar dichos conteos en la cAmara de Neubauer, con la finalidad de saber

en qué % se pierde la biomasa durante el proceso de estrés.
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3.4.4. Cosecha de biomasa.

La cosecha de las biomasas fue realizada mediante una centrifuga Hermle® 306,
en la que se colocaron los cultivos en tubos falcon de 250 mL y centrifugados a
3500 rpm durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y el pellet fue recolectado
en tubos falcon de 50 mL para posteriormente ser lavado con NaCl al 1% con la

finalidad de eliminar sales y demds impurezas (Takagi et al., 2006).

La biomasa fue recolectada en una caja Petri y se conservo en una refrigeradora a -
20°C hasta el momento de someter al secado de la biomasa (Guevara et al., 2016),
este proceso de secado se realiza en estufa a 37°C por 24 horas y en oscuridad para

evitar la degradacion de pigmentos.

3.4.5. Extraccion de carotenos.

Se pesaron muestras de 105 mg en tubos falcon de 15 mL, afiadiendo ademas perlas
de acero, continuamente se homogenizaron en vortex a 3000 rpm por 1 minuto para
ayudar en la ruptura de la membrana celular de Dunaliella. Posteriormente, se
anadieron 5 mL del solvente (metanol al 90%) y se realizdé nuevamente el proceso
de agitacion en vortex, esta vez por 3 minutos; como siguiente paso, las muestras
se dejaron reposar 24 horas a 4°C con la finalidad de que el solvente actué sobre las

células y permita la extraccion con mayor facilidad.
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Pasado las 24 horas, se retiraron las muestras y se realizé el proceso de agitacion
en vortex, por consiguiente, se centrifugaron las muestras a 3500 rpm por 5 minutos
y se recupero el extracto en matraces Erlenmeyer de 50 mL previamente forrados
para evitar la degradacion de pigmentos al momento de realizar los analisis. El
proceso de extraccion se repite hasta que el extracto no presente coloracion
(Macias-Sanchez et al., 2008). Es importante conocer que este proceso de
extraccion es realizado en areas con ausencia de luz, y sobre hielo para evitar la
degradacion por la temperatura y luz; preferible trabajar en camaras de extraccion

ya que los solventes organicos son muy peligrosos.

3.4.6. Método analitico.

Las concentraciones totales de carotenoides y clorofilas se determinaran midiendo
la absorbancia de las muestras con un espectrofotometro Thermo Scientific™, a
longitud de onda de 665.2, 652.4 y 470 nm. Las ecuaciones que se usaron para

determinar las concentraciones de carotenoides y clorofilas, son las propuestas por

Lichtenthaler et al., (2001).
La concentracion de carotenoides totales se calcula mediante la siguiente ecuacion:

1000447 — 1.91C, — 95.15C,

CX+C 225

Para determinar las concentraciones de clorofilas, se calculan mediante la siguiente

ecuacion:

Ca = 16'82A665.2 - 9.28A652_4 Cb = 36'92A652.4 - 16'54A665.2
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3.5. ANALISIS DE g-CAROTENO.

3.5.1. Lugar de estudio.

La extraccion y andlisis de P-caroteno, se llevd a cabo en los laboratorios de
investigacion y vinculacion de la Universidad Estatal de Bolivar, Laguacoto I, Km

1 1/2, via a San Simo6n, Cantén Guaranda, Provincia de Bolivar, Ecuador.

3.5.2. Extraccion de pigmentos.

Para la extraccion de pigmentos, se realizd mediante una combinacion de solventes:
50% metanol y 50% cloroformo grado HPLC; para ello te tomo inicialmente 100
mg de las muestras experimentales en tubos de 2 ml a los cuales se agregaron perlas

de acero, seguido de ello, se homogenizaron las muestras en vortex durante 1 min.

Posteriormente se pesaron 15 mg de las muestras homogenizadas en tubos de
centrifuga dmbar de 1.5 mL, a las que se agregaron 100 pl de agua tipo I y se
agitaron en un vortex durante 15 segundos, luego se dejaron reposar las muestras
durante 30 minutos en refrigeracion, con la finalidad de limitar la actividad

biologica durante la rehidratacion.

Transcurrido este periodo de tiempo, se afiaden 500ul de metanol y se agitaron en
vortex durante 15 minutos; seguido de esto, se afiadieron 500 pl de cloroformo y se

repite el proceso de agitacion en vortex durante 15 segundos; a continuacion, se
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centrifugan las muestras a 5000 RFC por 5 minutos. Finalmente se transfiere el
sobrenadante en balones de aforo &mbar de 5 mL; se repite este proceso de afiadir
metanol y cloroformo, vortex y centrifugacion hasta que el extracto no presente

coloracion.

Se realizan diluciones de las muestras en metanol: acetona (8: 2 v/v); las diluciones
del extracto y solvente fueron en una relacion (1: 1 v/v) respectivamente, es decir,
600ul de extracto y 600ul del solvente. Las muestras diluidas se filtraron a través
de filtros de jeringa de PFTE de 0.45 um en viales &mbar de HPLC y finalmente se

conservaron las muestras a -20°C hasta su posterior analisis (Rowland et al., 2022).

3.5.3. Deteccion de B-caroteno mediante HPLC.

El analisis de B-caroteno se realizado en un equipo de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion HPLC modelo 1260 Infinity, Agilent Technologies. En la que las
separaciones analiticas se realizaron a través de una columna Kinetex 5 pm EVO

C18 100 A150 x 4.6 mm, a una temperatura de 25°C.

Las fases moviles utilizadas para este método analitico fueron: 80 % Metanol: 20
% Acetato de Etilo. El caudal se fij6 en 1.0 mL/min, con un volumen de inyeccion

de 8ul y un tiempo de corrida de 10 minutos. La deteccion de B-caroteno se realizo
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mediante un detector de matriz de diodos (DAD) entre 400 — 500 nm (Lourengo-

Lopes et al., 2022).

3.5.4. Analisis de datos.

Se realizo una curva de calibracidon con el estdndar de B-caroteno, para esto, se
realizd una solucion madre de 100 ppm, para realizar diluciones en rangos de
concentraciones de 2.5 ppm, 5 ppm, 7.5 ppm, 10 ppm y 12 ppm, para conocer las
areas de recorrido y los tiempos de retencion. Posteriormente, los resultados
obtenidos de las inyecciones de las muestras se compararon con los datos obtenidos
en el estandar de B-caroteno mediante la extrapolacion de la curva de calibracion;

los datos fueron expresados en mg/gr (Figura 6).

Figura 6. Cromatograma y curva de calibracion de p-caroteno estandar.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos se realizaron en los softwares Microsoft Excel para las
tabulaciones de datos y RStudio, para los andlisis estadisticos y graficas; se
realizaron los andlisis de supuestos con Test de normalidad de Shapiro-Wilk y Test
de Homogeneidad de Levene; mismos que nos indujeron a aplicar pruebas de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos, con un nivel de significancia de 95% (p
<0.05) posterior se realizaron test de Post-Hoc para identificar las diferencias entre

grupos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1. Densidad celular

Como primer parte experimental se desarrolld una curva de crecimiento, con la
finalidad de conocer los dias que les tomarian a los cultivos en llegar a su fase
logaritmica exponencial y conocer en qué dia se realizarian las transferencias; esta

fase experimental fue ejecutada con cultivos en matraces de 300 mL por triplicado.

Los cultivos de Dunaliella sp. iniciaron su periodo de adaptacion con una densidad
celular media de 1.8 * 10° cell/mL en el dia 0, presentando como periodo de
adaptacion los 3 primeros dias, ya que los conteos no presentaban diferencias, sin
embargo, en el dia 3 empezaria el inicio del crecimiento exponencial con 4.0 * 10°
cell/mL, periodo que se extendi6 hasta el dia 9 finalizando con una densidad celular
de 1.8 * 10° cell/mL; a partir de ahi los datos no presentaban diferencias, lo que da

indicio que entro a fase estacionaria como se muestra en la Figura 7.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se evidencio que los cultivos no presentaban
diferencias significativas, con un valor de p (=0.991), por lo que su crecimiento es

replicable con los parametros establecidos.
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Conteo Celular (cells/mL)

Figura 7. Curva de crecimiento de Dunaliella sp.
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4.1.1. Tasa de crecimiento y productividad de biomasa.

4.1.1.1.Tasa de crecimiento

También denominada como velocidad de crecimiento, en la que se obtuvo una tasa
especifica de crecimiento (1) media de 0.36 d™'. Este valor es indicativo de que el
cultivo presento un crecimiento replicable, lo cual es caracteristico de cultivos
vegetativos en condiciones de laboratorio controlados; lo que refleja una actividad

estable y sostenible.

4.1.1.2.Productividad de Biomasa

Con respecto a la productividad de biomasa en el cultivo vegetativo, el resultado

fue de 0.035 g L™1d~1. Mientras que el grupo control tuvo una productividad de
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0.021 gL 1d™?, seguido de los grupos T1 y T2 con 0.010 y 0.013 gL 1d™?!

respectivamente.
4.2.Induccion a carotenogénesis

4.2.1. Densidad celular en respuestas a estrés por intensidad luminica

y deficiencia de N.

Figura 8. Densidades celulares de Dunaliella sp. en cultivos de estrés; T1 (500 pmol
fotones m~2s~* con deficiencia de N); T2 (800 umol fotones m~2s~1con deficiencia de
N); TC (50 pmol fotones m~2s~* con deficiencia de N)
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Al entrar en fase de estrés, los cultivos tuvieron un seguimiento mediante conteos
celulares para evidenciar de qué manera afectaban las condiciones de estrés a las
densidades celulares, los 3 tratamientos que pasaron a fase de estrés tuvieron un
ligero crecimiento hasta el dia 2, posteriormente el nimero de células fueron
decreciendo a diferencia del grupo control (TC) que contintio creciendo de manera
moderada debido a que ya habria terminado su proceso de crecimiento exponencial

(Figura 8).
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El grupo T1 correspondiente a cultivos sometidos a una intensidad luminica de 500

2571 con deficiencia de N, inicio con una densidad de 1.7E+06

umol fotones m™
Cell/mL, para el dia 2 se registrd una densidad de 1.83E+06 Cell/mL, en los dias
posteriores decrecid de manera significa, de tal manera que termino su proceso de

estrés con una densidad de 9.75E+05 Cell/mL con una duracion de 12 dias. Con

respecto al grupo T2 perteneciente a cultivos sometidos a una intensidad luminica

2.1

de 800 umol fotones m™“s™" con deficiencia de N, se inicié con una densidad
celular de 1.80+E06 Cell/mL en el dia 0, tuvo un crecimiento hasta el dia 2 con un
registro de 1.90E+06 Cell/mL, a diferencia del grupo T1, el grupo T2 tuvo una
duracion de 9 dias sometidos a estrés, finalizando con una densidad celular de

9.25+E05; evidenciando que la mayor intensidad luminica tuvo un mayor impacto

en las densidades celulares, por dia y por numero de células.

En los cultivos control (TC) la situacion cambia completamente, ya que estos
cultivos al seguir con las mismas condiciones de cultivos vegetativos, con la
diferencia que no fueron suministrados con fuente de nitrogeno , siguieron
creciendo, aunque de manera moderada; iniciando con una densidad de 1.85E+06
en el dia 0 y finalizando con una densidad celular de 2.10E+06; una posible causa
es que el nitrogeno al ser un macronutriente esencial para sus procesos fisioldgicos,

entre ellos el proceso de reproduccion, al no tener esta fuente importante, el
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crecimiento se vio limitado y pudo influir en la produccion de metabolitos, los

cuales seran explicados y analizados posteriormente.

4.2.2. Morfologia como respuesta ante estrés por intensidad luminica

y deficiencia de nitrogeno.

Figura 9. Cambios morfologicos de Dunaliella sp. sometidas a estrés 1 con 500 pmol fotones

m~2s~con deficiencia de N.

T1: 500 pmol fotones m~2s~1y deficiencia de Nitrégeno.

DIA 3 DIAS DIA 8

DIA9 DIA 11 DIA 12

Uno de los principales cambios que se pudo notar en el dia 3, es que las células
presentaron un pequeflo engrosamiento, y células en division celular. Para el dia 5,
las células ya se habian adaptado a la forma esférica, un comportamiento de
proteccion de las células; en el dia 8 seguian presentado formas esféricas y pocas

células presentaron ausencia de flagelos.

En el dia 9, algunas células presentaron un ligero desplazamiento de la membrana
plasmatica y presentaban globulos pigmentados, en el dia 11 y 12, muchas de las

células presentaban deformidades, la mayoria con desplazamiento de la membrana
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y perdida de flagelos, ademas de que en los cloroplastos se mostraban glébulos

pigmentados, que podrian relacionarse con los pigmentos fotosintéticos (Figura 9).

Figura 10. Cambios morfologicos de Dunaliella sp. sometidas a estrés 2 con 800 umol fotones
2

m~2s~! con deficiencia de N.
T2: 800 pmol fotones m—2s~! y deficiencia de Nitrégeno.
DIA 3 DIA 5
DIA 8 DIA 9

En los cultivos del grupo 2, hubo cambios notables desde el dia 2, ya que la mayoria
de las células presentaba cambios en su forma, en su mayoria presentaban una forma
esférica a diferencia del grupo 1 que en este dia mantenian su forma normal de

vegetativas.

En el dia 2, de igual manera las células mantenian la forma esférica y con mayor
pigmentacion por glébulos amarillos y naranjas, pocas células tenian perdidas de

flagelos; durante el dia 8 las células presentaban desplazamiento de membrana,
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perdida de flagelos y presencia de globulos pigmentados. En el ultimo dia de estrés
el desplazamiento de membrana era muy notorio, cambio muy comun en el proceso
de carotenogénesis, en su mayoria ya habian perdido flagelos y ya existian células

destruidas (Figura 10).

4.2.3. Analisis de metabolitos mediante espectrofotometria.

4.2.3.1. Clorofila a

Figura 11. Concentraciones de Clorofila a entre grupos experimentales de Dunaliella sp.
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Con respecto a la clorofila a, el grupo con una mayor concentraciéon de este
pigmento fotosintético fue el grupo TV correspondiente a cultivos vegetativos, con
una concentracion de 2.95 £ 0.013 pg/mL, seguido del grupo control (TC) con una
concentracion media de 2.11 + 0.007 pg/mL; para los tratamientos de estrés, la
situacion cambia completamente, ya que las concentraciones fueron mas bajas, con
T2 (800 pmol fotones m~2s~?! con deficiencia de N) presento una concentracion de

1.44 £ 0.007 pg/mL mientras que el grupo T1 (500 pmol fotones m™2s~! con
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deficiencia de N) una concentracion de 1.26 + 0.018 pg/mL, mientras (Figura 11);
todas las concentraciones fueron diferentes entre grupos, los cuales se confirmaron
a través de la prueba de Kruskal-Wallis, dando un valor de p= (0.0001) siendo
menor que (<0.05), por lo que es significado de que existe diferencia significa entre
grupos (Anexo 11). Mediante la prueba de Post-Hoc de Dunn se corroboré todos

los grupos presentaban diferencia significativa con valores menores a p= (<0.05)

Este comportamiento es obvio, debido a que los cultivos vegetativos al estar en
condiciones dptimas para su crecimiento, sintetizan de mejor manera la clorofila a,
ya que los rangos de luz son los adecuados para una buena fotosintesis y el principal
pigmento fotosintético es la clorofila a. Por otro lado, el contenido de clorofila a en
el grupo control se redujo, y esto podria explicarse a que como estuvieron un
periodo mas prolongado, las células pudieron disminuir su tasa fotosintética como
método de proteccion debido a que el grupo control estuvo deficiente de nitrégeno,
por lo que pudo sintetizar otros tipos de metabolitos. A comparacion de los grupos
que estuvieron en proceso de estrés por altas intensidades luminicas y deficiencia
de nitrogeno, los rangos de luz eran excesivos por lo que claramente las células
disminuiran tu tasa fotosintética para evitar la fotoinhibicion y producir otros

metabolitos que ayuden en la proteccion de la luz excesiva.
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4.2.3.2. Clorofila b

Figura 12. Concentraciones de clorofila b en grupos experimentales de Dunaliella sp.
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En las sintesis de clorofila b, tenemos que Dunaliella sp. sintetiza de manera mas
eficiente dicho pigmento en estado vegetativo con una concentracioén de 2.28 +0.02
pg/mL, mientras que los grupos de estrés T1 y T2 tuvieron concentraciones
similares con valores de 0.70 £ 0.02 pg/mL y 0.72 £ 0.02 pg/mL respectivamente;
en este caso paso algo muy novedoso, ya que el contenido de clorofila b en el grupo
control se redujo considerablemente, con un valor de 0.60 £ 0.01 pg/mL. El Test de
Kruskal-Wallis dio un valor de p= (0.0001) estableciendo que existia diferencia
significativa entre grupos. Esta situacion podria explicarse a que quiza las células
de Dunaliella estan produciendo mayor contenido de Chlb “Clorofila b” en estado
vegetativo para maximizar sus procesos fisiologicos, mientras que cuando se alarga
el periodo y existe deficiencia de nitrégeno, estan centrandose en sintetizar otro tipo

de pigmentos o metabolitos que ayuden en la proteccion de las células como es el
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caso del grupo control TC, mientras que, en los cultivos de estrés, podrian estar

sucediendo fotoinhibicion por los rangos de luz excesivos (Figura 12).

4.2.3.3. Carotenoides totales

Figura 13. Produccion de carotenoides totales por grupos en Dunaliella sp.
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En los andlisis de carotenoides totales existieron diferencias significativas con
respecto a las concentraciones por tratamientos, el grupo con mayor concentracion
de carotenos fue TC correspondientes al grupo control con una concentracion de
9.58 £ 0.51 pg/mL, seguido del grupo T1 correspondiente al estrés de 500 umol

fotones m™?

s~ con deficiencia de N, con una concentracion de 7.83 +0.12 ug/mL;
en cambio el grupo TV y T2 presentaron una menor concentracion de carotenoides,
el grupo TV correspondiente a los cultivos vegetativos, que estaban a condiciones

normales, una concentracion de 7.33 £ 0.08 pug/mL y finalmente el grupo T2 que

corresponde a los cultivos sometidos a una intensidad de luz de 800 umol fotones
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m~2s~1con deficiencia de N, con una concentracion de 6.81 + 0.05 pg/mL (Figura

13).

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se corroboro si existia o no diferencias
significativas entre grupos, dando un valor de p = (0.0001), que al ser un valor
menor que <0.05, se rechazé la hipdtesis nula de dicha prueba; indicando que si
existen diferencias en la produccion de carotenoides totales. Por ello se realizé un
test Post-Hoc de Dunn para saber que grupos presentaban diferencia, de los cuales
entre los grupos T1 y T2 tienen diferencias estadisticamente significativas al igual
que los grupos TC y TV con valores de p= (0.003) y (0.003) respectivamente,
mientras que entre el grupo T2 y TC existid una diferencia significativa relevante

por las concentraciones existentes con un valor p= (0.0001) (Anexo 10).

La posible causa de este comportamiento podria deberse a que cuando los grupos
de estrés (T1 y T2) pasaron a dicha fase, fueron privadas de fuente de nitrogeno,
incluyendo el grupo control (TC); sin embargo, este grupo siguié con los demas
parametros fisicos-quimicos de cultivos vegetativos como luz normal 50 pmol
fotones m?s 1, temperatura 24+2 °C, pH de 8 y salinidad 35 ppt, lo que pudo influir
mucho en las concentraciones de carotenoides; la misma situacion podria explicarse
en el grupo sometido a 500 umol fotones m~2s™! con deficiencia de N, esta
intensidad luminica es relativamente alta a las demds investigaciones que se han

realizado con la cepa de estudio, pero durante la fase de carotenogénesis, pudieron

desnaturalizarse algunos grupos de carotenoides; para los grupos (T2) 800 umol
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2s71con deficiencia de N y (TV) cultivos vegetativos, sucede una

fotones m™
situacion diferente, el grupo T2 al estar sometida a condiciones extremas pudieron
degradarse atin més los grupos de pigmentos ademds de que hubo una muerte
celular mayor; a diferencia del grupo TV que al estar en condiciones normales de

cultivo, ayuda a una mejor densidad celular, pero menor concentracion de

carotenoides.

4.3. Analisis de B-caroteno en Dunaliella sp. mediante HPLC

Figura 14. Concentraciones de B-caroteno en Dunaliella sp.
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En los andlisis de B-caroteno; el grupo con una mayor produccioén de p-caroteno,
fue el grupo control (TC) con una concentracion de 41.15 £ 0.08 mg/gr, seguido del
grupo vegetativo (TV) con una concentracion de 33.47 + 0.02 mg de B-caroteno /
gr de muestra. Sin embargo, en los grupos sometidos a estrés, sucedid una situacion

diferente, las concentraciones de B-caroteno disminuyeron drasticamente en los
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tratamientos T1 y T2 con concentraciones de 8.96 £ 0.16 y 5.74 + 0.52 mg de -
caroteno / gr de muestra respectivamente (Figura 14). Mediante la prueba de
Kruskal-Wallis se evidencio que efectivamente, existia una diferencia significativa
entre grupos, con un valor de p=(0.0003). Por lo que también se acepta la hipotesis
nula de la investigacion, que nos indica que las altas intensidades de luz con

deficiencia de nitrégeno no influyen en la produccion de B-caroteno.

Este comportamiento podria explicarse, que las condiciones extremas, como
intensidades de luz relativamente altas acompafnadas con deficiencia o privacion de
N, podrian estar provocando una degradacion de metabolitos en la cepa utilizada en
la presente investigacion, ademas de que claramente no es una cepa identificada
como especie. Por lo tanto, lo que mas estaria influenciando en la produccion de
metabolitos de interés, es la deficiencia de nitrogeno, ya que el grupo control (TC)
que fue el grupo con la mayor produccion de PB-caroteno, continuo con las
condiciones normales de un cultivo vegetativo, con la diferencia que no fue
suministrada con fuente de N cuando los demas grupos entraron a fase de estrés.
Ademas, las concentraciones de f-caroteno fueron mas altas que los carotenoides,
lo cual puede justificarse que, en los procesos de extraccion, la calidad de solventes,
técnicas de extraccion y equipos para la identificacion fueron diferentes. Debido a
que se trabajo con solventes de grado HPLC serian mas eficientes los procesos de

extraccion y lecturas de resultados
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DISCUSIONES

Para conocer la cinética de crecimiento de Dunaliella sp, se evalué mediante
conteos diarios y calculos matematicos. Iniciando con una concentracion media de
1.8 % 10> cell/mL y finalizando su fase logaritmica en el dia 9 con una
concentracion 1.8 x 10° cell/mL, la densidad celular alcanzada en esta
investigacion, se asemejan a los resultados obtenidos por Sui et al. (2019), quien
evalu6 cultivos de Dunaliella salina en 2 fases, la primera consistio en realizar
cultivos vegetativos para producir biomasa que posteriormente pasarian a estrés,
durante su primera fase alcanzo densidades de 1.5 * 10° cell/mL en un periodo de

13 dias.

Por otra parte, Borovkov et al. (2019), en sus resultados reportaron una densidad
celular de 1.63 * 10° cell/mL en un periodo de 13 dias, el valor no presenta gran
diferencia con el valor obtenido en esta investigacion. Estos datos también
coinciden con los reportados por Colusse et al. (2020), evaluaron tres medios de
cultivos, los cuales fueron el medio Conway, Guillard F/2 y Johnson, Dunaliella
cultivada en el medio Guillard F/2 tuvo una densidad celular cercana a la reportada
en esta investigacion, con una densidad de 162 = 10,69 * 10* cell/mL. Morales
et al. (2020) por otro lado, en su experimentacion probo medios de Guillard a
diferentes concentraciones de nitrogeno y salinidades, por lo que el medio F con

150 g L™ de NaNO3 con una salinidad de 45 UPS pudo alcanzar una densidad de
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1.8 % 10° Cell/mL lo cual es muy semejante a la densidad de la presente

investigacion.

Para la tasa de crecimiento, Dunaliella sp. alcanzo un valor de 0,36 d! en el medio
Guillard /2, este dato es muy similar a lo reportado por Colusse et al. (2020)
reportaron una tasa de crecimiento de 0.373 d' y un tiempo de duplicacion de 1.85.
Mientras que, Moura et al. (2020) reportaron una tasa de crecimiento de 0.50 d! en
medio Guillard /2, lo cual evidencia la efectividad del medio de cultivo. Una
situacion similar ocurrié en lo reportado por Vahdat et al. (2020) usando el medio

Guillar /2 en H. pluvialis, en la que se obtuvo una tasa de crecimiento de 0.37 d".

En base al resultado obtenido para la productividad de biomasa, el cultivo obtuvo
un valor 0.035 g L=1d™1, este valor se encuentra dentro del rango de la investigacion
realizada por Moura et al. (2020) evaluaron a Dunaliella tertiolecta en el medio
Guillard /2, medio Basal de Bold y un medio Basal de Bold modificado en agua
de mar, alcanzando una productividad de 47 mgL™1d™!. Resultados similares
fueron obtenidos Colusse et al. (2020), reportaron una productividad de 0.031
gL™1d™! en D. salina, este valor ser acerca bastante a la cepa Dunaliella sp.
aplicada en esta investigacion. Borovkov etal. (2021), en su investigacion
reportaron valores de 0.022, 0.025 y 0.026 en cultivos de D. salina, sin embargo,
esta microalga fue cultivada en un medio modificado y una intensidad luminica alta,

aproximadamente 1,250 pmol fotones m™2:s™', lo que influyo en que las
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productividades sean menores. Xi et al. (2021) reportaron una productividad de
biomasa de 0.42 g L"*d™? en cultivos con condiciones normales, sin embargo, se
diferencid de esta investigacion ya que se implementd una intensidad de luz de 100
umol photons m~2 s~1, Estos datos son indicativos que el medio Guillard f/2 y los
parametros establecidos, influyen de manera positiva para realizar un cultivo de
fase vegetativa en Dunaliella sp., ya que los datos se asemejan a las investigaciones

de otros autores.

Con respecto a los cambios morfoldgicos; Gallego et al. (2019) encontraron que D.
salina a entrar en fase de estrés cambio completamente su morfologia de ovoide a
circular, ademas de que la coloracion de las células cambid gradualmente de verde
a rojo; algo muy similar sucedio en la cepa de la presente investigacion, las células
cambiaron su morfologia de ovoide a circular y un ligero cambio en la coloracion
como verde amarillento con pequefos globulos rojizos. Acevedo etal. (2021)
también demuestran los diferentes cambios morfologicos de D. salina a condiciones
de estrés, en la que las células cambiaron a una forma esférica, y cuando fue
sometida a una radiacion UV las células presentaron desplazamiento de la
membrana plasmatica y cambios de coloracion. Woyda et al. (2021) indican que en
los cloroplastos se concentran la mayor cantidad de PB-caroteno en pequefos

globulos pigmentados de naranja y rojo, lo cual es evidenciado en las Figuras 8 y

9.
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En el presente estudio se observo que los contenidos de carotenoides tuvieron
mayor impacto en el grupo control “TC - 50 pmol fotones m~2s~! y -N” con 9.58

2571 y _N” tuvieron una

pug/mL, mientras que el grupo T2 “800 umol fotones m™
concentracion de 6.81 pg/mL, es decir a medida que se incrementaban las
intensidades de luz acompanadas con ausencia de N, el contenido de carotenoides
disminuia y de manera significativa. Estos resultados coinciden con los descritos
por Xu et al. (2016), quienes evaluaron a D. salina a rangos de luz de 50, 200, 500,
1000 y 1500 umol fotones m~2s™1, en la que la cepa que evalud, presento una
mayor concentracion de carotenoides a la intensidad de luz mas baja de 50 pmol

2

fotones m~2s~1con 0.81 pg/cell, mientras que los cultivos que estuvieron a 1500

pumol fotones m—2 s —1 presentaron una concentracion de 0.53 pg/cell.

Pereira et al. (2019), evaluaron 3 tipos de luz en D. salina y D. tertiolecta, con una

2571y deficientes de nitrégeno, donde la ultima

intensidad de 300 pmol fotones m™
presento una situacion similar a Dunaliella sp. empleada en mi investigacion ya que
los niveles de carotenoides disminuyeron a medida que pasaban los dias a diferencia
de D. salina que al inicio tenia niveles bajos de carotenoides, pero dias posteriores
aumento la produccion de estos metabolitos. Concluyendo con que la cepa

empleada no fue efectiva en la acumulacion de pigmentos a regimenes de luz

relativamente altos.
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Sui et al. (2019) en su investigacion cultivaron D. salina en dos fases, la primera,
los cultivo tuvieron un crecimiento a diferentes concentraciones de nitrogeno
representados con (N1 : N6), para la fase dos, un grupo fue suministrado con mas
fuente de nitrégeno siendo representados como (NN1 : NN6) y el tercer grupo ya
no fue suministrado con nitrogeno, y se aumentd la intensidad luminica,
representandose como (NL1 : NL6) con una intensidad de 110 pmol fotones

-2

m~2s71 lo cual fue relativamente mas baja a mi investigacion; dentro de sus

resultados los grupos con una mejor produccion de carotenoides, fueron las de
grupo NL “NL3 y NL4”, algo similar al grupo control de mi investigacion, en la
que los cultivos iniciales estuvieron con nutrientes suficientes para producir
biomasa sin embargo después de su fase vegetativa siguieron a las mismas
condiciones con el detalle que no fueron suministrados con mas nitrégeno, por lo
que la investigacion que se estd comparando la intensidad luminica no fue un
cambio brusco para D. salina por lo que el factor que mas influyo en la
concentracion de carotenoides, fue el nitrogeno y un ligero aumento de luz; si se
realizan cambios bruscos de luz lo que podria es afectar a las células y con ello

causar fotoxidacion de los carotenoides.

Estudios como el de Nguyen et al. (2016), en el que evaluaron 3 cepas de Dunaliella

2 2.1

en intensidades de luz de 800 pmol fotones m~2s~1 y 50 umol fotones m~2s~1 con

2

distintos fotoperiodos 3:1, 3 dias a 800 umol fotones m~2s~! y un dia a 50 umol

2 2.1

fotones m~2s™1; el segundo fotoperiodo fue 1: 3 un dia a 800 pmol fotones m~2s

2

y tres dias a 50 pmol fotones m~2s71, y finalmente cultivos a 800 pmol fotones

58



=251 constantes, encontrando que D. salina A9 fue una cepa no carotenogénica

m
con respecto a las 2 cepas que también fueron evaluadas, ya que tanto el control,
como a los fotoperiodos produjo concentraciones relativamente bajas con respecto
a las 2 cepas que también fueron evaluadas. Lo que nos da la teoria de que la cepa
empleada en mi investigacion al ser silvestre y no estar identificada como especie

su respuesta a los factores de estrés no siguen los patrones de cepas ya clasificadas

como D. salina.

Si bien es cierto, los niveles de clorofilas en los grupos T1, T2 y TC que basicamente
estuvieron sometidos a estrés, disminuyeron, a comparacion del grupo vegetativo
TV que se cultivo a condiciones normales y presento niveles de clorofilas mas altos;
pudo haber estado influenciado por los niveles de nitrogeno en los medios, como lo
explica Li et al (2008), quien planteo la hipdtesis que cuando los niveles de
nitrégeno son consumidos en el medio, las clorofilas son usadas por las microalgas
como sustitutos de esta fuente que ha sido agotada, para seguir realizando sus
procesos fisiologicos como division celular. Lo cual también es corroborado en la
investigacion de Lai et al. (2019), quien evalu6 a D. viridis en medios con diferentes
concentraciones de nitrogenos, mientras los niveles de N fueron menores, también
se redujeron los contenidos de clorofilas, por ejemplo, D. viridis cultivada a una

2571 con una concentracion baja de nitrogeno

intensidad de 600 umol fotones m™
presento una pérdida de dicho pigmento, lo que también sucedio en la presente

investigacion, donde los tratamientos T1 y T2 tuvieron niveles bajos de clorofilas,

seguido del grupo control que también estuvo deficiente de nitrogeno, pero al tener
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las condiciones de luz adecuadas no afecto en gran medida a su procesos de division

celular, pero si al contenido de clorofilas debido a que no fue suministrada de N.

Con respecto a las concentraciones de -caroteno. Morales et al. (2020b) reporto
una concentracién de B-caroteno de 6.9 £0.99 mg L™ en D. tectiolecta a una
intensidad luminica de 274 umol fotones m~2s~! con una salinidad de 35 UPS y
empleando medio /8 con una concentracion de 18.75 g L™ de NaNO3 lo cual es

relativamente bajo; dicha concentracion no se aleja a lo reportado en grupo T1 de

2 1

mi experimentacioén con una intensidad luminica de 500 umol fotones m™ s™" con
deficiencia de N, alcanzando una concentracion de 8.79 mg de B-caroteno / gr. Por
otro lado, Joseph et al (2022), experimento con 2 cepas de Dunaliella (D. salina y
Dunaliella sp.) sometidas a regimenes de luz de 100, 200, 500 y 1000

2571 de los cuales las cepas cultivadas con el rango de luz mas

umol fotones m™
alto, obtuvieron los mejores resultados con respecto al contenido de -caroteno, sin
embargo, D. salina fue la especie que mas produccion tuvo de este metabolito a
diferencia de Dunaliella sp. en todos los casos, deduciendo que la concentracion de

metabolitos de interés, dependera de gran medida a la adaptacion de las microalgas

a las condiciones.

Un caso similar, fue lo reportado por Y. Xu et al. (2018), quien evalu6 5 cepas de

21

Dunaliella a regimenes de luz de 200, 500, 1000 y 1500 pmol fotones m™* s

para la produccién de B-caroteno, en la que las cepas DF40, CCAP 19/30, DF17
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fueron las que menos produccion de P-caroteno presentaron a medida que se
incrementaban las intensidades luminicas, cabe mencionar que la cepa CCAP 19/30
fue identificada como D. salina, lo cual es muy interesante, ya que se supone que

son las especies que mas producen -caroteno.

Por otro lado, Xi et al. (2021) en sus resultados demuestra una mayor eficiencia en
cultivos con intensidades de luz altas y también en cultivos deficientes de nitrogeno,
sin embargo, en mi investigacion lo que mas influyo seria la deficiencia de
nitrégeno, como sucedid en el grupo control, que se mantuvo a condiciones de luz
normales a las de cultivos vegetativos, pero estuvo deficiente de nitrégeno. Lo que
da a deducir que cada cepa se adapta de maneras muy diferentes, por lo tanto, la
cepa empleada en la presente investigacion no tolera rangos de luz extremos, o
quiza deban probarse fuentes de luz que lleguen a rangos altos pero que no generen
calor, quizas asi y acompafiado con deficiencia de nitrégeno se pueda obtener una

concentracion de carotenoides mucho mayor a las ya presentadas.

Xi et al. (2020) evalud a D. salina en regimenes de luz elevados, de las cuales 2 se
asemejaban a los rangos de luz de la presente investigacion, sin embargo, dentro de
los resultados de la investigacion en comparacion, a una intensidad de luz de 660 y

2 571 tuvieron concentraciones mas bajas a diferencia de los

1000 pmol fotones m™
demas regimenes de luz, lo que al igual de las demas investigaciones ya

mencionadas, la capacidad de la microalga para producir B-caroteno dependerd en
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gran medida a sus adaptaciones a las condiciones de estrés, donde ciertas cepas son
capaces de tolerar las condiciones extremas, como existen cepas que no toleran

estrés fuertes.

El presente estudio evalu¢ la capacidad de Dunaliella sp. para producir B-caroteno
en condiciones de estrés por alta intensidad luminica acompafiada con deficiencia
de N, para lo cual la cepa si produce estos metabolitos pero concentraciones bajas
que no son convenientes, debido a que las condiciones experimentales fueron
extremadamente fuertes para la cepa, lo cual es evidenciado en otros estudios donde
incluso cepas de D. salina no son capaces de inducir un proceso de carotenogénesis
efectivo, y esto se deduce a que es por las adaptaciones que presentan las diferentes
especies a las condiciones de cultivo estresantes. Hasta el momento Dunaliella sp.
fue capaz de producir carotenoides y B-caroteno en condiciones con deficiencia de
nitrégeno, como lo fue el grupo control (TC) con 41.15 + 0.08 mg de B-caroteno
por g de muestra, aunque las concentraciones de este metabolito no se alejan mucho
con respecto a los cultivos vegetativos; ademas de que en los andlisis de
carotenoides se realizaron con un solvente que quizas no fue quimicamente puro,

ya que los resultados fueron menores con respecto al f-caroteno.
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CONCLUSIONES

Los cultivos de Dunaliella sp. en medio Guillard f/2 demostraron ser eficientes con
respecto a la productividad de biomasa, densidad celular y tasa de crecimiento, por
lo que es replicable a las condiciones propuestas. Fue necesario cosechar el grupo
vegetativo “TV” con la finalidad de que sirva como control positivo y evaluar el
contenido de pigmentos con los grupos que pasaron a estrés luminico acompanado
con deficiencia de N, como T1, T2 y TC que solo estuvo sometido a deficiencia de
nitrégeno; cuando los cultivos pasaron a fase de estrés hubo cambios morfoldgicos

notables, los cuales se asemejan a los ya reportados por otros autores.

Con respecto a los analisis de pigmentos como clorofilas y carotenoides, se pudo
apreciar que los grupos con mayor eficiencia en la produccion de carotenoides
fueron en primer lugar el grupo control “TC”, seguido del grupo vegetativo “TV”,
que presentaron datos que fueron mejores con respecto a los grupos que pasaron a
estrés luminico acompafiados con deficientes de nitrogeno T1 y T2. Lo que da
indicio que Dunaliella sp. es una especie que no tolera procesos de estrés con
intensidades relativamente altas y acompaiadas con deficiencia de nitrogeno
provocando que las células presenten muerte celular y degradacion de pigmentos
con gran rapidez; sin embargo, la cepa produce metabolitos de interés en cultivos
deficientes de nitrégeno con intensidad luminica baja o normal para un crecimiento
vegetativo, como el grupo control TC, mientras que las condiciones propuestas no

favorecen a producir concentraciones altas de pigmentos de interés.
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En los resultados de B-caroteno, al igual que los carotenoides, las condiciones de
estrés propuestas no benefician a la produccion de este metabolito secundario, ya
que el mejor tratamiento para producir este B-caroteno, fue el control “TC” con una
concentracion de 41.15 + 0.08 mg/gr, seguido del grupo vegetativo con una
concentracion de 33.47 + 0.02 mg/gr, mientras que los grupos que experimentaron
estrés T1 y T2 presentaron concentraciones relativamente bajas (8.96 = 0.16 mg/gr
y 5.74 £ 0.52 mg/g respectivamente); lo que indica que la cepa en estudio produce
metabolitos de interés bajo condiciones de estrés extremos pero en concentraciones
muy bajas, lo que es indicativo que la cepa bajo las condiciones evaluadas sufre
dafios morfoldgicos y fisiologicos que no son convenientes. Quizas Dunaliella sp.
si es capaz producir B-caroteno en condiciones de luz mayores a los adecuados de
un cultivo vegetativo, pero con menores rangos a los ya ejecutados en esta

investigacion.
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RECOMENDACIONES

Se propone evaluar la produccion de B-caroteno en rangos de luz mas bajos, ya que
los propuestos fueron extremadamente fuertes para la cepa en estudio; ademas de
probar nuevas fuentes de luz, como investigaciones que aplican luces rojas, azules,

uv, etc. Ademas de evaluar la cepa en estudio con otros medios de cultivos.

Considerar que lo que influyo en la produccion de metabolitos fue la deficiencia de
nitrégeno con una intensidad de luz normal de cultivos vegetativos, por lo que se

recomienda evaluar cultivos con diferentes niveles de nitrogeno.

En los cromatogramas de los anexos 15 y 16 correspondientes a los grupos de estrés
T2 y T1 respectivamente se manifestaron picos cromatograficos mayores a los de
B-caroteno en un tiempo de retencion de 1.6 min aproximadamente, lo que da
indicio que la cepa podria estar produciendo otro metabolito, en el que en un TR de
1.63 se ha identificado a la luteina; sin embargo, los cromatogramas muestras otros
picos en un TR de 1.8 los cuales no se han identificado atun, por lo que se
recomienda ampliar los andlisis en HPLC para la identificacion de otros metabolitos

que también sean de interés.
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ANEXOS

Anexo 1. Cultivos iniciales de 300 mL.

Anexo 2. Dia 0 de estrés, izquierda grupo T1, Derecha grupo T2.

&3



Anexo 3. Cosecha de biomasa.

Anexo 4. Dia 7 de estrés del grupo T2 "800 umol
fotones m™2s~ 1y -N".
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Anexo 5. Extraccion de carotenoides con Metanol.

Anexo 12. Control de parametros fisicos.
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Anexo 7. Extraccion y preparacion de muestras para analisis en HPLC.

Anexo 8. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion "HPLC".
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Anexo 9. Estadistica de curva de crecimiento.

Shapiro-wilk normality test

data: residuals(modelo_aov_corregido)
W = 0.87785, p-value = 0.0005426

Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 2 0.0258 0.9745
36

Kruskal-wallis rank sum test

data: Conteo by Muestra
Kruskal-wallis chi-squared = 0.018088, df = 2, p-value = 0.991

Anexo 10. Estadistica de carotenoides.

> print(estadistica_descriptiva)

# A tibble: 4 = 5
T variable n  mean sd
T Concentracion 6 7.83 0.121
T2 Concentracion 6 6.81 0.059
TC Concentracion 6 9.58 0.515
™ Concentracion 6 7.33 0.084

+ shapiro_test(Concentracion)

> pri n_t(prueba._ncrma'l idad)

T variable statistic ]
T1 Concentracion 0.716 0.00903
T2 Concentracion 0.813 0.0763
TC Concentracion 0.691 0.00491
v Concentracion 0.724 0.0111
+ lTevene_test (Concentracion ~ T
-2
> print(prueba_homogeneidad)
# A tibble: 1 x 4
dfl df?2 statistic P
TRt> <That> <l 7> <l 1>
3 20 4144, 4.22e-28
> print(prueba_kw)
Y. n statistic df p method
Concentracion 24 21.7 3 0.0000765 Kruskal-wallis
= print{dunn_test_resultados)
T groupl group nl n? statistic P p.adj p.adj.signif
Concentracion T1 T2 [ ] -2.94 0.00324 0. 0194 -
Concentracion T1 TC [ ] 1.47 0.141 0, B46 ns
Concentracion T1 ™ G ] -1.47 0,141 0, 846 ns
Concentracion T2 TC [ [ 4,42 0.0000101 0. 0000604 =ses
Concentracion T2 ™ [ [ 1.47 0.141 0. B4G ns
Concentracion TC ™ [ [+ -2.94 0.00324 . 0194 -
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Anexo 11. Estadistica de Clorofila a

> print(estadistica_descriptiva)
# A tibble: 4 = 4
Grupo DE
<fct> <alb 7>
T1 0.0862
T2 0.00753
TC 0.00753
™ 0.0138
[1] "--- RESULTADOS PRUEBA DE NORMALIDAD (SHAPTIRO-WILK)
> print(normalidad_test)
# A tibble: 4 = 4
Grupo wvariable statistic
<fct> <chirs < 1> <y >
T1 Clorofila_a 0.747 0.0186
T2 Clorofila_a 0.866 0.212
TC Clorofila_a 0.866 0.212
T Clorofila_a 0.861 0.191
> print(varianza_test)
Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
Df F wvalue Pr(>=F)
aroup 3 166.79 2.557e-14 #**

20

> printiresultado_kruskal)
Kruskal-wallis rank sum test

data: Clorofila_a by Grupo
Kruskal-wallis chi-squared = 21.732, df = 3, p-value = 7.416e-05

1l “7—— RESULTADO DE LAS PRUEBAS POST-HOC (DUNM) —--"

: _ty_ 7 o ;:r'qupl gl'qupz 7r'|1 n2 stat'is‘l_."irc L] p_::ld]' p_:-_u:lj_s'ign'if
c%;‘rc‘F‘i]a_A 'l_.l ) TI2 ) -“IS 6 .J:I-O 0.})‘(:"5- 0_02?‘ *: o
Clorofila_a T1 TC [+ [ 0 0.005 0.027 *
Clorofila_a T1 ™ 6 [ 0O 0.005 0.029 *
Clorofila_a T2 TC o (] Q0 0.004 0.026 *
Clorofila_a T2 ™ B [ 0 0.005 0.027 =
Clorofila_a TC ™ o [ O 0.005 0.027 *

Anexo 12. Estadistica de Clorofila b.
[1I] "Estadistica Descriptiva por Grupo:
> print(estadistica_descriptiva)
Grubo variéble ‘ n  min max median ql q3 igr mad mean sd
T Concentracion 6 0.68 0.72 0.705 0.682 0.72 0.037 0.022 0.702 0.02
T2 concentracion 6 0.69 0.73 0.725 0.705 0.73 0.025 0.007 0.717 0.018
TC  Concentracion 6 0.59 0.62 0.605 0.6 0.61 0.01 0.007 0.605 0.01
TV Concentracion 6 2.26 2.31 2.28 2.26 2.3 0.038 0.03 2.28 0.023
[1] "Prueba de Normalidad (Shapiro-wilk) por Grupo:"
> print(normalidad_test)
# A tibble: 4 4
Grupo variable statistic p
<fct> <chr> <db 1> <db />
T1 Concentracion 0.753 0.0211
T2 Concentracion 0.800 0.0587
TC Concentracion 0.960 0.820
TV Concentracion 0.836 0.121

[1] "Prueba de Homogeneidad de Varianzas (Levene):"

> print(varianza_test)

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(F)

group 3 2.5641 0.08343 .

> print(kruskal_result)
i !I!"\‘u'j l x 6
Y. n statistic df p method
TP aAb 7> s r <adh] Frrs

fa Ty

Concentracion 24 20.3 3 0.000148 Kruskal-wallis
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Anexo 13. Estadistica de B-caroteno.

[11 "Estadisticas Descriptivas por Grupo (n, media, sdj:"

= print{estadisticas_descriptivas)

6:‘upo v;lnn;iabie n min  max media_n q_l q3 iq_r ma_d mean sd se ci
T1 Concentracion. 6 Bl.}'S 9..15 .8_94 .8_82 .Q_U'B 1.3.265 O.l245 8..95 O.Ilﬁl iEJ..OEE D.Ilﬁg
T2 Concentracion.. 6 5.19 6.36 5.67 5.32 6.18 0.86 0.697 5.74 0.52 0.212 0.545
TC Concentracion 6 40.4 42.0 41.1 40,4 41.9 1.49 1.13 41.1 0.825 0.337 0.866
TV Concentracion.. 3 33.4 33.5 33.5 33.5 33.5 0.025 0.03 33.5 0.025 0.015 0.063
[1] "Resultados de 1a Prueba de Normalidad (Shapiro-wilk)
> print(prueba_normalidad)
# A tibble: 4 x 4

Grupo variable statistic

<fct> <chr> <dbl> <dbl>

T1 Concentracion_mgr_gr 0.873 0.237

T2 Concentracion_mgr_gr 0.855 0.171

TC Concentracion_mgr_gr 0.738 0.0153

TV Concentracion_mgr_gr 0.987 0.780

> # --- PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS (LEVENE) ---

> library(car)

> TeveneTest(Concentration ~ GRUPOS, data = df_beta)
Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)

Df F value Pr(>F)
group 3 17.198 2.145e-05 W%
17

[1] ™Resultado de Ta Prueba de Kruskal-walTlis:

> print(prueba_kruskal)
Kruskal-wallis rank sum test

data: Concentracion_mgr_gr by Grupo
Kruskal-wallis chi-squared = 18.596,

df = 3, p-value = 0.0003313

Anexo 14. Cromatograma y curva

T

de calibracion de p-caroteno.

Curva estandar de beta-caroteno
140000000

120000000 y = 1E+07x - 8E+06

R2=0.994

100000000

80000000

60000000

Titulo del eje

40000000
20000000

0
0 2 4 6 8 10 12 14

Titulo del eje
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Anexo 15. Cromatograma B-caroteno T2 "800 pmol
fotones m~2s~! y -N"

— T

D3
Fokerlln Tano
=

Anexo 17. Cromatograma p-caroteno Control "TC".

Anexo 16. Cromatograma B-caroteno T1 "500 pmol
fotones m™2s~1 y -N"

g o
Distow

Ftcrllon Tama

=

Fctentizn Tama

Anexo 18. Cromatograma [ -caroteno vegetativo "TV".
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