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1. RESUMEN

Las microalgas constituyen una fuente sostenible de compuestos bioactivos de
alto valor biotecnoldgico, como los carotenoides, destacandose por sus propiedades
antioxidantes y su aplicacion en varias industrias. El objetivo del estudio consistid
en analizar la produccion de carotenos en cultivos de Chlorella vulgaris sometidos
a condiciones de estrés luminico y salino para determinar su capacidad
carotenogénica. Para este propdsito, se emple6 un Disefio Factorial Completamente
al Azar con cuatro tratamientos y tres réplicas, evaluando dos niveles de intensidad
luminica (40 y 140 umol fotones m2 s7') y dos niveles de salinidad (0 y 10 ppt de
NaCl). El disefio consistid en dos etapas: una fase vegetativa inicial bajo
condiciones Optimas y una fase posterior de estrés. Se determinaron los pardmetros
cinéticos de crecimiento y la concentracion de pigmentos mediante
espectrofotometria. Los resultados mostraron que T1 con 40 pmol fotones m2 s!
y 10 ppt presentd la mayor produccion de carotenos totales con 13,08 mg.g”! en
menor biomasa a comparacion de los tratamientos Tc, T2 y T3 que fueron
estadisticamente similares, indicando que un incremento simultineo de ambos
factores limita la carotenogénesis. Por lo que, la aplicaciéon de condiciones
moderadas de estrés favorece la biosintesis de carotenoides en Chlorella vulgaris,
mientras que niveles elevados de estrés afectan, la acumulacion de biomasa celular
y carotenos totales, evidenciando la importancia de optimizar las condiciones de

cultivo para maximizar la produccion de pigmentos de interés biotecnoldgico.

Palabras claves: Chlorella vulgaris, carotenos, salinidad, intensidad luminica



ABSTRACT

Microalgae constitute a sustainable source of bioactive compounds with high
biotechnological value, such as carotenoids, which are notable for their antioxidant
properties and applications in various industries. The objective of this study was to
analyze carotene production in Chlorella vulgaris cultures subjected to light and
saline stress conditions to determine their carotenogenic capacity. For this purpose,
a Completely Randomized Factorial Design with four treatments and three
replicates was used, evaluating two light intensity levels (40 and 140 pmol photons
m2 s") and two salinity levels (0 and 10 ppt NaCl). The design consisted of two
stages: an initial vegetative phase under optimal conditions and a subsequent stress
phase. Growth kinetics and pigment concentration were determined by
spectrophotometry. The results showed that T1, with 40 umol photons m™2 s™! and
10 ppt, exhibited the highest total carotene production at 13.08 mg g, but with
lower biomass compared to treatments Tc, T2, and T3, which were statistically
similar. This indicates that a simultaneous increase in both factors limits
carotenogenesis. Therefore, applying moderate stress conditions favors carotenoid
biosynthesis in Chlorella vulgaris, while high stress levels negatively affect the
accumulation of cell biomass and total carotenes, highlighting the importance of
optimizing culture conditions to maximize the production of pigments of

biotechnological interest.

Keywords: Chlorella vulgaris, carotenes, stress, salinity, light intensity
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2. INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos capaces de sintetizar una
variedad de metabolitos y moléculas bioactivas de interés biotecnologico, utilizadas
en las industrias de biocombustibles, nutracéutica, cosmética y farmacéutica (Pulz
& Gross, 2004). En la industria acuicola son aprovechadas por su capacidad de
sintetizar compuestos bioactivos como los antioxidantes, utilizados como
complementos alimenticios (Al-Nassar & Alzurfi, 2024). Pueden proporcionar una
gran cantidad de productos con valor afiadido, siendo uno de los principales, los
carotenoides que se producen en exceso bajo condiciones de estrés, como elevadas
concentraciones de sal, alta intensidad luminica o limitacion de nutrientes (Sun et

al., 2018).

Alagawany et al. (2021) indican que Chlorella sp, es uno de los géneros de
microalgas verdes unicelulares de gran interés en varias industrias como:
acuicultura, cosmetologia, farmacologica, biotecnoldgica, sus propiedades incluyen
la mejora de pigmentacion, cambios en el rendimiento, efectos inmunoestimulantes,
fuente de provitamina A y de contenido proteico, aplicables en las dietas de peces,
camarones, etc. Ademas, Chlorella sp. puede producir altos niveles de carotenoides

y clorofilas cultivadas en diversas condiciones.

MAATE-DBI-CM-2022-0264.



La produccion de microalgas se centra cominmente en la obtencion de biomasa
de Chlorella sp, proteina de Spirulina sp y Betacaroteno de Dunaliella sp (Ben-
Amotz, 1993). En ese sentido, si una microalga tiene la capacidad de coproducir
proteina de alta calidad y luteina simultdneamente, se debe considerar aumentar
sustancialmente la eficiencia en la produccion de multiples compuestos de alto

valor implementando sistemas de produccion individuales (Sui et al., 2019).

Se ha reportado que manipular las condiciones de cultivo de microalgas
favorece la produccion de metabolitos orgéanicos de interés (Aguilar et al., 2015;
Reshma et al., 2021). Por lo que, para la optimizacion en la produccion y obtencion
de biocompuestos de interés, algunas especies de microalgas responden mejor a la
combinacion de dos factores estresantes que a un Unico factor de estrés (Kwak et
al., 2016). Bajo condiciones de estrés los carotenoides se acumulan y protegen las
células como antioxidantes para aumentar la posibilidad de supervivencia. Ademas,
el estrés salino, la induccidén luminica y la privacion de nutrientes son métodos
ampliamente utilizados que pueden combinarse con otros tratamientos para

impulsar la produccion de carotenoides: (Ren et al., 2021).

Los carotenoides son compuestos lipofilicos de color amarillo, naranja o rojo,
y constituyen los pigmentos mas diversos y extendidos de la naturaleza (Sasso et

al., 2012; Varela et al., 2015). Segiin Gong & Bassi, (2016) los carotenoides tienen

MAATE-DBI-CM-2022-0264.



propiedades como antioxidantes, siendo capaz de: proteger a los seres humanos de
una respuesta inmunitaria debilitada, envejecimiento prematuro, ciertos tipos de

cancer, enfermedades cardiovasculares y artritis.

Entre los carotenoides conocidos en el mercado mundial predominan la
astaxantina y el B-caroteno, son los dos carotenoides que representan casi la mitad
del mercado de carotenoides, siendo a astaxantina es conocida principalmente por
su coloracion rosa, que se visualiza en peces acuaticos y camarones, exhibe una
actividad antioxidante (Li et al., 2011). Por otro lado, el B-caroteno, es responsable
de prevenir la acumulacién de toxinas en el higado, mejora potencialmente el
sistema inmunitario y podria tener un papel preventivo en enfermedades oculares

(Dufossé et al., 2005).

Existen una gran cantidad de carotenoides que forman la totalidad de este
biocompuesto. Incluso ciertos carotenoides son especificos para ciertas especies de
microalgas, como la fucoxantina que se encuentra en algas pardas y diatomeas, la
peridinina en dinoflagelados y la aloxantina en criptofitas (Takaichi, 2011). En
especies del género Chlorella sp. se ha logrado la caracterizaciéon de carotenos

totales, que incluyen: neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina y -caroteno, la

MAATE-DBI-CM-2022-0264.



luteina es el carotenoide mas abundante y actlia como principal antioxidante en

Chlorella vulgaris (Pinto et al., 2025).

A diferencia de los carotenoides primarios, asociados con componentes
estructurales y funcionales del aparato fotosintético celular, los carotenoides
secundarios se producen en grandes cantidades y se distribuyen en gotitas oleosas,
formando una capa protectora cuando las células se exponen a condiciones de estrés
y proporcionan el color rosa/rojo caracteristico de algunas algas estresadas (Begum
et al., 2016), por lo que la carotenogénesis es una respuesta de las células como
adaptacion ante las variaciones en su medio. En el presente estudio se analizo la
produccion de carotenos en cultivos de Chlorella vulgaris sometidos a condiciones

de estrés luminico y salino determinando la capacidad carotenogénica.

Ademas, el trabajo de investigacion se alinea con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) de la Agenda 2030. Contribuye en conjunto al ODS 9: industria,
innovacion e infraestructura y al ODS 12: produccién y consumo responsables, al
explorar estrategias de cultivo para la busqueda de nuevas alternativas sostenibles
para la optimizacién e incremento de biomasa y pigmentos de origen natural de

cepas nativas, generando informacion y promoviendo a la innovacién del

MAATE-DBI-CM-2022-0264.



aprovechamiento de microorganismos productores de compuestos con valor

agregado.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las microalgas representan un recurso bioldgico de interés, incluyendo a cepas
nativas que han desarrollado adaptaciones fisiologicas ante las condiciones propias
del lugar de origen. Sin embargo, la informacién disponible respecto al manejo de
cultivo proviene de especies comerciales o de otras regiones, por lo que no es
preciso atribuir que los requerimientos de cultivo sean equivalentes para una
especie local. A pesar del potencial biotecnologico que representan para sintetizar
metabolitos de alto valor agregado como los carotenoides, el uso de especies nativas

locales se ve limitado por la ausencia de informacion ecofisiologica bésica.

Es por ello, que en una cepa nativa de Chlorella vulgaris local se desconocen
los rangos optimos y los limites de tolerancia frente a variables de cultivo,
dificultando establecer protocolos estandarizados que permitan maximizar el
potencial biotecnoldgico y el aprovechamiento eficiente de este organismo. Existen
estudios que abarcan el cultivo de especies del género Chlorella sp que se centran
en la produccion de metabolitos como lipidos y proteinas, sin considerar otros
biocompuestos de interés biotecnolégico como polisacaridos, acidos grasos
poliinsaturados, carotenoides, vitaminas, compuestos inmunoestimulantes,
antioxidantes y minerales que pueden ser aplicados en las industrias alimentaria,
farmacéutica, cosmética y nutracéutica (Aguilar et al., 2015; Chankhong et al.,

2018).
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Por su parte, la produccion de carotenoides a partir de las microalgas se ve
influenciada por factores ambientales como nutrientes, fosforo, nitrégeno, alta
intensidad luminica y salinidad (Ren et al., 2021), asi como los pigmentos vegetales
se ven afectados por la luz, que influye en el crecimiento, la composicion quimica

y mayor eficiencia del B-caroteno (Al-Nassar & Alzurfi, 2024).

Aunque la aplicacion de factores estresantes favorece la acumulacion de
metabolitos, la respuesta varia entre las diferentes especies de microalgas. Por una
parte, el estrés nutricional junto al estrés luminico incrementa la acumulaciéon de
lipidos en Nannochloropsis gaditana, mientras que en Tetraselmis suecica el
incremento es menor (San Pedro et al.,, 2013). Asi mismo, Fal et al. (2022)
demostraron que la aplicacion de diferentes niveles de salinidad con NaCl en
Chlamydomonas reinhardtii reduce la tasa de crecimiento, pero favorece la

acumulacion de carbohidratos, lipidos, carotenos y polifenoles.

De manera similar, Mostafa & Hashem (2024) reportaron que el incremento de
la intensidad luminica promueve una mayor acumulaciéon de pigmentos
carotenoides en Chlorella zofingiensis, Haematococcus pluvialis y Dunaliella
salina, ademas de que la composicion y acumulacion de carotenoides difieren entre

especies. En C. reinhardtii la produccion es menor. Esto evidencia que la respuesta
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frente al estrés luminico y salino es diferencial entre especies, y no se pueden
atribuir directamente a Chlorella vulgaris. En consecuencia, resulta necesario
optimizar las condiciones de estrés para maximizar la produccion de bioproductos

como los carotenoides, sin alterar drasticamente la biomasa celular.

En ese contexto, a pesar de que las investigaciones han demostrado que la
aplicacion de condiciones de estrés puede incrementar la acumulacion de
pigmentos, la respuesta depende de la especie y la cepa. En Ecuador, respecto a una
cepa nativa de Chlorella vulgaris aislada de la provincia de Santa Elena, las
condiciones de cultivo para produccion de biomasa y acumulacion de carotenoides
han sido poco explorada a nivel nacional, limitando la disponibilidad de
informacion que contribuya al aprovechamiento de esta especie. Por lo que, resulta
necesario explorar condiciones de cultivo que, en conjunto, permitan optimizar la
acumulacion de pigmentos carotenoides a partir de la biomasa algal, que supone
una oportunidad para destacar su potencial biotecnoldgico en el pais, formulando

la pregunta de investigacion:

(Como afecta la aplicacion de diferentes niveles de intensidad luminica y salina
sobre la produccion de carotenoides de una cepa nativa de Chlorella vulgaris en

comparacion a cultivos en condiciones 6ptimas?
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4. JUSTIFICACION

Los pigmentos de organismos representan opciones prometedoras en areas
como la farmacéutica, la alimentaria y la cosmética, principalmente por su actividad
antioxidante (Ezquerra-Brauer & Chan-Higuera, 2021). Para lograr aumento en la
produccién de biomasa con productos de alto valor a partir del estrés se han
desarrollado nuevas estrategias de cultivo, una de las mas efectivas es mediante la
estrategia de cultivo en dos etapas que permite separar la etapa vegetativa de la
etapa de estrés durante el cultivo de microalgas (Aziz et al., 2020), permitiendo
someter a uno o dos factores estresantes para la produccion de matabolitos de alto

valor (Chew et al., 2018).

Para la optimizacion en la produccion y obtencion de biocompuestos de interés,
algunas especies de microalgas responden mejor a la combinacion de dos factores
estresantes que someterlas a un unico factor de estrés (Kwak et al., 2016). Entre
factores de estrés de interés se encuentran el estrés salino que provoca un elevado
nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS), como respuesta se puede producir
acumulacion de compuestos antioxidantes como polifenoles, flavonoides y
carotenoides para neutralizar los radicales libres (Ali et al., 2021). La luz con
longitudes de onda e intensidad adecuadas también puede ser un factor de estrés

que afecta o controla la produccion de biocompuestos en las microalgas alterando
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los tipos y niveles de metabolitos secundarios que influyen en la actividad

antioxidante (Ali et al., 2021; Sajjadi et al., 2018).

Kaur et al. (2022) sostiene que la aplicacion de un factor de estrés salino (NaCl)
a C. vulgaris, especie de agua dulce, permite que se active el mecanismo de
osmorregulacion al producir solutos organicos para mantener la homeostasis

osmotica, estos solutos son compatibles y poseen una minima toxicidad.

Dentro de este contexto, Alagawany et al. (2021), Ren et al. (2021) & Wang et
al. (2024) indican que especies del género Chlorella sp. presentan altos niveles de
compuestos de interés como betacaroteno, clorofila, vitaminas antioxidantes y
polifenoles. Estos compuestos estdn asociados con la eliminacion de moléculas
dafiinas llamadas ROS, que se producen durante las reacciones metabdlicas. Como
resultado, la produccion de carotenoides a partir de microalgas verdes como
Chlorella vulgaris., ofrece un gran potencial para satisfacer la creciente demanda

de fuentes naturales y sostenibles (Abubakar & Lawal, 2023).

La presente investigacion es una contribucion cientifica inédita, al caracterizar
por primera vez la cepa, sentando las bases para investigaciones futuras, y reconocer

el valor del patrimonio bioldgico de la Provincia de Santa Elena.
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Otro de los aspectos que permite la investigacion es la socializacion y
transferencia de informacion a la comunidad universitaria de una base so6lida para
futuras investigaciones biotecnoldgicas aplicables a la industria farmacéutica y

alimentaria.

Por lo que, el presente estudio tiene como objetivo determinar la produccion de
carotenoides sometiendo al cultivo de Chlorella vulgaris a dos factores o
condiciones estresantes, para comprobar la efectividad de la intensidad luminosa y
adicion de sales para su aplicacion en el cultivo de Chlorella vulgaris. y aumentar

o inducir carotenogénesis.
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5. OBJETIVOS:

Objetivo General

Analizar la produccion de carotenos en cultivos de Chlorella vulgaris
sometidos a condiciones de estrés luminico y salino determinado su capacidad

carotenogénica.

Objetivos especificos:

e [Establecer las condiciones de cultivo determinando la densidad celular y la

productividad de la microalga Chlorella vulgaris.

e Determinar el tratamiento experimental 6ptimo aplicando condiciones de
estrés luminico y la adicion de sales en los cultivos de microalga en la

produccion de carotenos.

e Cuantificar los carotenoides totales por espectrofotometria comparando los

tratamientos experimentales.
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6. HIPOTESIS

Hipotesis alternativa: La intensidad luminica y adicion de NaCl inducen la

produccion de carotenoides en el cultivo de Chlorella vulgaris.

Hipotesis nula: La intensidad luminica y adiciéon de NaCl no inducen la

produccion de carotenoides en el cultivo de Chlorella vulgaris.
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7. MARCO TEORICO

Es importante comprender el impacto del estrés abidtico en el crecimiento
y la sintesis de compuestos de las microalgas. Varios elementos influyen en el
crecimiento de las algas, incluida la temperatura, las concentraciones de sal, la
disponibilidad de nutrientes, la fuente de carbono, el pH y la luz (Parveen et al.,

2023; Josephine et al., 2022).

Las condiciones de crecimiento requeridas para mejorar la productividad de
biomasa son perjudiciales para la acumulacion de metabolitos deseados, y
viceversa. La productividad de biomasa se mejora mediante la provision de
condiciones que aumentan la tasa de proliferacion celular, mientras que la
sintesis de metabolitos se mejora en condiciones de estrés (Liyanaarachchi et

al., 2021).

Dentro de este contexto, el cultivo en dos etapas se ha identificado como
una solucion para este problema; en la primera etapa se aplican condiciones
Optimas de crecimiento para obtener la maxima producciéon de biomasa,
mientras la segunda etapa consiste en la acumulacion de biocompuestos como

carotenoides bajo diversas condiciones de estrés (Nagappan et al., 2019).

16
MAATE-DBI-CM-2022-0264.



Investigaciones realizadas por Kaur et al. (2022) sostienen que cuando las
algas se someten a un estrés salino, la actividad fotosintética se reduce
significativamente; mientras que, Almutairi et al. (2021) indica que se producen
retrasos en el crecimiento microalgal a concentraciones altas, al aumentar la
concentracion de NaCl, asi mismo se produce una descomposicion de la
clorofila, proteinas y la acumulacion de carotenoides y aceites. Segun El-Sayed
(2004a) & El-Sayed (2004b) la alta irradiacion de luz y produccion de radicales

libres pueden estimular la carotenogénesis.

En estudios experimentales de Pandit et al. (2017) aplicando dosis de NaCl
(0.06, 0.08, 0.1, 0.3, y 0.4 M) en dos especies de microalgas, incluyendo
Chlorella vulgaris durante 15 dias de cultivo demostr6 que un indicador de
buena respuesta al estrés osmotico o por salinidad se evidencia al presentar una
relacion inversamente proporcional de Clorofila a y Carotenos. Se reporto que,
a dosis bajas de NaCl, la Clorofila a present6 32 a 25 pg/mg y los carotenoides
aumentaron de 0.9 a 2 ug/mg, respectivamente. De acuerdo con, este estudio la
clorofila es el principal objetivo de la toxicidad salina, lo que resulta en una

reduccion de la fotosintesis y del crecimiento.
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7.1.Cultivo de microalgas

Las microalgas son microorganismos unicelulares esenciales en el
ecosistema, proporcionan alimento a una amplia variedad de criaturas acuaticas,
y son el principal productor de la cadena alimentaria acudtica, Se caracterizan
filogenéticamente como Rhodophyta (algas rojas), Phaeophyta (algas pardas) y
Chlorophyta (algas verdes), diferenciando por su escala macroscopica y su

forma (Khan et al., 2018).

Contienen organulos similares a las plantas superiores, como los
cloroplastos y el nticleo, pero producen biomasa de forma mas eficiente, tienen
un mayor rendimiento en el aprovechamiento de la luz solar, el CO-, el agua,
etc., lo que les permite tasas de crecimiento extremadamente altas (Panahi et
al., 2019). Otra ventaja de las algas sobre las plantas es su capacidad para
cultivarse en diversos entornos acuaticos con menor necesidad de fertilizantes
y pesticidas, lo que se traduce en una disminucién de residuos y contaminacion

(Iwamoto, 2003).

Las algas se producen en cantidad y se distribuyen directamente como
alimentos y suplementos nutricionales, los extractos se utilizan en insumos

biofarmacéuticos y cosméticos (Borowitzka, 2013; Luiten et al., 2003; Pulz &

18
MAATE-DBI-CM-2022-0264.



Gross, 2004). Respecto a la tasa de crecimiento, es casi de 5 a 10 veces mas

rapida que la de los cultivos convencionales, que constituye una fuente de

biomasa (Khoo et al., 2020).

Wang et al. (2024) sostienen que Chlorella vulgaris. presenta alto contenido
de biocompuesto, considerado un producto de calidad comestible, de bajo costo,
propiedades farmacéuticas, cosméticas, etc. Comercialmente, es una de las
microalgas mas utilizadas en la industria acuicola, por sus efectos positivos en
la alimentacion, la proteccion inmunitaria, el tratamiento del agua, la reduccion

del estrés y la resistencia de los peces a enfermedades (Ahmad et al., 2020).

7.2.Importancia de las microalgas

Las microalgas son abundantes en ecosistemas terrestres y acuaticos,
presentan una gran diversidad, un rapido crecimiento y un metabolismo
notablemente versatil, lo que les confiere una amplia gama de aplicaciones (Ren
et al., 2021; Rizwan et al., 2018). Se las ha considerado prometedoras para la
produccién sostenible de compuestos de alto valor, por su eficiente absorcion
de nutrientes, capacidad para prosperar en diversas condiciones ambientales y
biomasa rica en diferentes biocompuestos, constituyen un potencial deposito
natural de sustancias bioquimicas como lipidos, proteinas y pigmentos (Gong

& Bassi, 2016; Hernandez et al., 2013).
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Segun Kumar & Bharadvaja (2024) indican que el mercado mundial de
algas para finales del 2025 alcance los 970 millones de ddlares estadounidenses
y que el de carotenoides alcance los 2000 millones de dolares estadounidenses
para 2026, incluyendo principalmente alimentos y bebidas (26,1%), productos
farmacéuticos (9,2%), cosméticos (6,5%) y suplementos dietéticos (23,5%)
(Liu et al., 2021). Algunos géneros, como la Chlorella sp. y la Spirulina, tienen
estatus GRAS y son bien aceptadas como alimentos saludables (Gong & Bassi,

2016).

Guedes et al. (2011) sostienen que los diferentes biocompuestos pueden
usarse como alimento para animales acuaticos y terrestres, el valor nutricional
de la biomasa de las microalgas va mucho mas alla e incluye el uso como
colorante en acuicultura y suplemento de alto contenido proteico o de acidos
grasos poliinsaturados en dietas humanas. En consecuencia, los mercados
alimentario, farmacéutico y cosmético se han beneficiado de una creciente gama

de productos de microalgas.

Conforme a Wan Mabhari et al. (2025) en los ultimos afos, las microalgas se
consideran como una fuente sostenible de carotenoides, la aplicacion mejora el

atractivo visual de los productos y su propiedad antioxidante influye de manera
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positiva en la salud, ejemplo: el uso de astaxantina como aditivo dietético
mejora el crecimiento y la pigmentacion del Exopalaemon carinicauda

(camaroén blanco de cola estriada)

7.3. Microalga Chlorella vulgaris

La microalga verde eucariota Chlorella vulgaris, crece en agua dulce y ha
estado presente en la Tierra desde el periodo precambrico, hace 2500 millones
de afios, y desde entonces su integridad genética se ha mantenido constante (Safi

et al., 2014).

Pertenece a la siguiente clasificacion taxondmica segun Yagcilar (2022) y

(Champenois et al., 2015):
Dominio: Eucariota
Reino: Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Especie: C. vulgaris
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Figura 1.

Células de Chlorella vulgaris en aumento 100 x

Se caracteriza por tener una forma esférica con diametro de 2-10 umy posee
estructuras como las plantas superiores(Yamamoto et al., 2004a; Yamamoto et al.,
2005b). Posee una pared celular rigida que preserva la integridad de la célula y
proteccion para invasores y entornos hostiles, esta pared varia segin la fase de
crecimiento (Safi et al., 2014). En fase temprana la pared celular del autoesporangio
es fragil. La pared celular de las células hijas aumenta gradualmente tras la
maduracion, y forma una capa compuesta de glucosamina, razon de la rigidez de la

pared celular (Kapaun & Reisser, 1995; Némcova & Kalina, 2000).

Similar que otras microalgas, poseen compuestos bioquimicos de valor
biotecnoldgico entre los que destacan sus componentes primarios: proteinas,

carbohidratos, lipidos, pigmentos, vitaminas y antioxidantes (Pignolet et al., 2013).
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Segun Azaman (2016) el perfil pigmentario de algunas especies del género
Chlorella sp. es similar al de las plantas superiores, en los que se incluyen
pigmentos como carotenoides primarios y secundarios. Los carotenoides primarios
son o-caroteno, B-caroteno, neoxantina, luteina, violaxantina, anteraxantina y
zeaxantina. Los carotenoides secundarios en este género son equinenona,

hidroxiequinenona, cantaxantina y astaxantina (Gouveia et al., 1996).

7.3.1. Morfologia celular

Las células mantienen una estructura esférica o elipsoidal que a menudo se
subclasifica en cuatro grupos: células esféricas, elipsoidales, esféricas o
elipsoidales y globulares a subesféricas; no poseen flagelos, pueden dividirse y
subdividirse en cuatro células cada 16 a 20 horas mediante un fendémeno
reproductivo inmovil que da a las células el nombre de autoesporas (Hoshina &
Fujiwara, 2013). Durante su fase vegetativa contiene un cloroplasto parietal o
en forma de copa rodeado por una doble membrana. Poseen un pirenoide,

rodeado por una vaina de almidon que actua como almacenamiento (Figura 2).
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Figura 2.

Estructura celular de Chlorella vulagris.

Envoltura del cloroplasto
Cloroplasto

Clorofilas y

Mitocondria carotenoides

Citoplasma Pared celular

Gotas lipidicas

Almidd
Aparato de Golgi midon

Pirenoide

Vacuola Tilacoide

Nicleo

Nota: Se visualizan los organelos o contenido celular de especies de C. vulgaris Tomado de

Morphology, composition, production, processing and applications of Chlorella vulgaris: A review

por Safi et al., 2014.

7.3.2. Potencial biotecnologico del género Chlorella sp.

Dimopoulou et al. (2025) manifiestan que la Chlorella sp. ha sido
considerada superalimento debido a su rico perfil de nutrientes que proporciona
compuestos esenciales necesarios para la produccion y equilibrio de las hormonas,
y conocida por sus beneficios potenciales para apoyar la salud intestinal general. Se
ha demostrado que, los extractos de Chlorella sp. tienen propiedades antitumorales
y antioxidantes (Matos et al., 2017). El contenido de proteina puede oscilar dentro
del 60% en Chlorella sp., mayor en comparacion con otras microalgas, y es una
fuente de proteina completa, lo que significa que contiene los nueve aminoacidos

esenciales (Olasehinde et al., 2017). Otro uso es producir comidas saludables y
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aditivos alimentarios. El consumo diario como suplemento puede ayudar en la
reduccion del porcentaje de grasa corporal, el colesterol total sérico y los niveles de

glucosa en sangre (Olasehinde et al., 2017).

7.4.Requerimientos para el crecimiento de Chlorella vulgaris.

7.4.1. Nutrientes

Entre los principales nutrientes para el cultivo de microalgas destacan el
nitrégeno y el fosfato (macronutrientes), que estaran presentes en mayor proporcion
en los diferentes medios de cultivo, mientras que elementos como el zinc, el potasio,
el cobalto, el boro, el magnesio y el manganeso se consideran micronutrientes, se
requieren solo en pequefias concentraciones, pero son vitales para la produccion de
enzimas y el crecimiento celular (Juneja et al.,2013). Las fuentes de nitrégeno
incluyen NaNOs, CO(NH2): y NH4Cl, y la productividad de las microalgas depende
o varia segin la fuente de nitrégeno, considerando que el crecimiento celular
aumenta con la concentracion de nitrogeno para todas las fuentes, pero a altas
concentraciones se inhibe debido a la acumulacion de NH*" y a la disminucién

progresiva del pH del medio (Chhandama et al., 2023).

Otro elemento importante que influye en el desarrollo de las células y la
formacion de biomasa lipidica es el fosforo presente en los medios de cultivo en

forma de KoHPOs4, las concentraciones moderadas de este elemento producen
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mayor biomasa seca, pero a medida que disminuye las concentraciones, el peso seco

también, pero la produccion de lipidos aumenta (Chhandama et al., 2023).

7.4.2. Temperatura

La temperatura afecta en la velocidad de todos los procesos metabolicos y
la estructura de los componentes celulares al influir en la fluidez de la membrana,
las actividades enzimaéticas, asi como la eficiencia de la cadena de transporte de
electrones (Sun et al., 2023). La temperatura de crecimiento adecuada y la
tolerancia a condiciones extremas suelen ser diferentes entre las diversas cepas de
microalgas (Chhandama et al., 2023). Las altas temperaturas pueden promover la
produccion de pigmentos de microalgas, en un rango de 25-28 °C puede favorecer
la acumulacion de clorofilas, las temperaturas més altas pueden estimular el dafio

de las células por presion osmotica (Pathak & Sigh, 2010).

7.5.Fases de crecimiento microalgal

Segun Arredondo & Voltolina (2007) y  Fatemeh & Mohsen (2016) el

crecimiento celular de microalgas se caracteriza por seguir 5 fases de crecimiento

(Figura 3):

1. Fase de adaptacion: se presenta cuando existe un ligero aumento en

la densidad celular de los cultivos, con fases logaritmicas cortas y de
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esto puede depender el tiempo necesario para el escalamiento

ascendente.

2. Fase exponencial: Durante esta fase la densidad celular aumenta en
funcion del tiempo ¢ segiin una funcién logaritmica:
C; = Cy.e"t.
Donde C; y C, son las concentraciones celulares en los tiempos t y
0, respectivamente, y pu= tasa de crecimiento especifico. La tasa de
crecimiento especifico depende principalmente de la especie de alga,

la intensidad de la luz y la temperatura.

3. Fase de desaceleracion: Se caracteriza por presentar una
disminucion en la tasa de crecimiento, influenciada por Ia
disponibilidad de nutrientes, la luz, pH, etc. que limitan el

crecimiento y division celular, siendo més lento.

4. Fase estacionaria: La densidad celular se mantiene estable debido a
que los factores limitantes y la tasa de crecimiento estdn en

equilibrio.
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5. Fase de muerte: Parte final del cultivo, la densidad celular disminuye
rapidamente, aqui los nutrientes se han reducido, presencia de

contaminantes, el pH, etc.

Las fases del cultivo deben considerarse debido a que definen el tiempo que
las células se mantienen viables, a gran escala o laboratorio es importante cultivar
o realizar escalados en la fase exponencial.

Figura 3

Fases de crecimiento microalgal

exponancial

desacaelaracidn
egtacionarna
eceleramianto

FrUene

Tiempo

Nota: Fases de crecimiento de microalgas, en base al tiempo y densidad celular. Figura extraida de
Meétodos y herramientas analiticas en la evaluacion de la biomasa microalgal de Arredondo Vega &

Voltolina Lobina, 2007.

7.6.Cultivo en dos etapas

Dentro de los métodos de cultivos existen unos que logran maximizar
completamente el potencial de las microalgas con el objetivo de mejorar el
rendimiento de los bioproductos, consideradas estrategias de cultivo

innovadoras.
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Generalmente, se implementan cultivos en una sola etapa que en
condiciones estresantes da como resultado una disminucién en las tasas de
crecimiento y por ende una pérdida en la produccion y productividad, lo que se
traduce en un factor limitante cuando se aplican condiciones de estrés a cultivos
de microalgas, esta disminucién puede impedir la produccion de metabolitos
primarios y secundarios deseados en condiciones normales (Adams et al., 2013;

Parveen et al., 2024).

Para evitar una alta disminucion en las tasas de crecimiento y mejorar la
produccion de compuestos de alto valor a partir de especies de Chlorella sp., se
aborda las estrategias de cultivo en dos etapas, que consiste en separar el
crecimiento de la biomasa y la acumulacion de producto, aumentando la
productividad del compuesto objetivo (Nagappan et al., 2019). La primera
etapa incorpora condiciones de crecimiento Optimas para una alta produccion
de biomasa, seguida de la exposicion al estrés en la segunda etapa para la

acumulacion de metabolitos objetivo (Liyanaarachchi et al., 2021).
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7.7.Extraccion de bioproductos de valor comercial

Los bioproductos que se obtienen a partir de las microalgas tienen una
amplia aplicacion. Entre las microalgas de interés se encuentran las del filo
Cyanophyta, Chlorophyta, Chrysophyta y Erythrophyta, destacandose por su
valor comercial Haematococcus pluvialis, Chlorella vulgaris y Arthrospira
platensis, se utilizan ampliamente en la produccion industrial de biocompuestos
(Figura 4), registrando alrededor de 200 compuestos bioactivos de
cianobacterias y miles de estos de las microalgas (Wang et al., 2022). Segin
Kratzer & Murkovic (2021) las microalgas tienen la capacidad de acumular
aceites, sustancias de reserva como la crisolaminarina y almidén, ademas

pueden sintetizar astaxantina y B-caroteno.

Figura 4.

Esquema de factores que influyen en la obtencion de biocompuestos.
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Raeisi et al. (2023) sostiene que el valor comercial de la biomasa anual de
Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Nannochloropsis spp. (12 x 10°
Kg, 24 x 10° Kg y 42 x 10° Kg, respectivamente) se logra obtener 0,5 x 10°Kg
de pigmento anualmente de H. pluvialis, 30 x 10° Kg de omega-3 de C. vulgaris,
6 x 10° kg de biodiésel, 7 x 10° kg de biogas y 5 x 10°. de Nannochloropsis spp.
Ademas, indican que el mercado de pigmentos puede valorarse en 3 M$/1000

Kg.

7.8.Produccion de biocompuestos

Las propiedades de las microalgas han llevado a la seleccion de estos
microorganismos para procesos aplicados y representan de gran utilidad a la
biotecnologia (Guedes et al., 2011). Sus componentes bioldgicos, incluyendo
pigmentos fotosintéticos, lipidos, proteinas y compuestos fendlicos, se utilizan
en una variedad de aplicaciones, como suplementos alimenticios, fertilizantes,

medicamentos y biodiesel (Parveen et al., 2024).

Las microalgas tienen la capacidad de fécil adaptacion al estrés ambiental,
lo que permite que la biomasa de microalgas contenga pigmentos de alto valor
y compuestos fenolicos con capacidad antioxidante para ser utilizados como
ingredientes para alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos

(Almendinger et al., 2021).
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Las microalgas tienen el potencial de servir como un deposito natural de
sustancias bioquimicas con diversos beneficios para la salud. En comparacion
con las plantas superiores, las microalgas tienen una tasa de crecimiento mas
rapida. Lin et al. (2015) revisaron los aspectos tecnoldgicos y la productividad
de la luteina utilizando microalgas frente a flores de caléndula. Las microalgas,
especialmente las cepas que pertenecen a las cloratitas, como Dunaliella salina,
Haematococcus pluvialis, Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis y
Chlorella pyrenoidosa, se han desarrollado con éxito en la produccion masiva
de B-caroteno, astaxantina, cantaxantina, luteina y otros carotenoides(Mostafa

& Hashem, 2025).

7.8.1. Aplicaciones de los pigmentos microalgales.

Los carotenoides ofrecen importantes beneficios para la salud, como una
mejor inmunidad, menor inflamacion y el apoyo a la salud ocular, incluyendo
cualidades nutricionales y funcionales de los carotenoides de las microalgas los
hacen populares en la alimentacion animal, los cosméticos y los nutracéuticos

(Prates, 2025).

La astaxantina posee efectos neuroprotectores, cardiovasculares y
antienvejecimiento, ademas de modular citoquinas inflamatorias como la IL-6 y el

TNF-a (Shi et al., 2023). La luteina y la zeaxantina, abundantes en Chlorella
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zofingiensis y Scenedesmus spp., protegen la retina del estrés oxidativo y la luz azul
danina. Estas xantofilas se acumulan en la mécula y son esenciales para prevenir la

degeneracion macular relacionada con la edad (Spinola & Diaz-Santos, 2020).

Las clorofilas poseen cualidades antiinflamatorias, desintoxicantes y
antioxidantes que proporcionan varios beneficios para la salud (Prates, 2025).
Reduce la probabilidad de desarrollar enfermedades cronicas como el cancer y las
enfermedades cardiacas, favorece la desintoxicacion hepatica mediante la
eliminacion de toxinas del organismo (Chettri et al., 2026). Ademas, mejora los
procesos metabolicos, lo que puede contribuir al control del peso, y mejora la salud
intestinal, facilitando una mejor digestion, desintoxica y fortalece el sistema
inmunitario por la capacidad de la clorofila para unirse a metales pesados

(Dimopoulou et al., 2025b).

7.9.Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos localizados en las membranas tilacoides de los cloroplastos,
son los responsables de capturar la luz y transformarla en energia quimica,
mecanismo denominado fotosintesis (Krayem et al., 2021). En conjunto, los
carotenoides forman parte del sistema de defensa antioxidante no enzimatico,

desempefiando un papel fundamental en la proteccion del sistema fotosintético
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frente al exceso de luz y oligoelementos. Los carotenoides actGan como

recolectores al atrapar ROS y luego eliminarlos

7.9.1. Pigmentos en microalgas

Los pigmentos fotosintéticos clorofilas y carotenoides, junto con esteroles,
prenilquinonas y prenoles, pertenecen al grupo de lipidos vegetales
isoprenoides, que Goodwin y Lichtenthaler (1976) denominaron lipidos
prenilicos. Los carotenoides, como tetraterpenoides, son lipidos prenilicos
simples o puros, cuyo esqueleto carbonado estd compuesto Unicamente por
unidades isoprenoides. Las clorofilas a y b son prenillipidos mixtos y poseen
una cadena fitilo isoprenoides unida a un sistema de anillos de porfirina no
1soprenoides. La presencia de la cadena lateral fitilo, esterificada al grupo
carboxilo del anillo, confiere a las clorofilas su caracter lipidico. Debido a su
relacion biogenética (via isopentenoide), las clorofilas y los carotenoides
también se denominan pigmentos prenilicos. A continuacion, se presentan

caracteristicas de pigmentos fotosintéticos.

Clorofila: Pigmento fotosintético, que permite transformar la energia
luminica en energia quimica, reflejando la luz verde, por la absorcion de las
longitudes de onda azul y roja. Son pigmentos verdosos descubiertos en

organismos fotosintéticos oxigénicos, incluyendo plantas, microalgas y
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cianobacterias(H. Sun et al., 2023). La clorofila-a es necesaria para la
fotosintesis oxigénica, y la clorofila-b, absorbe energia luminica adicional, estas
son las dos formas principales presentes en las microalgas (Santos Ballardo &
Rossi, 2025). En promedio, las microalgas contienen entre 0,5 y 1,0 % de
clorofilas por peso seco (Spolaore et al., 2006). Muchas microalgas pueden ser
la fuente de clorofilas naturales utilizadas para aplicaciones comerciales, como
Chlorella  sp., Monoraphidium  dybowskii, Scenedesmus dimorphus,
Chlamydomonas reinhardtii, Paviova lutheri, Ankistrodesmus falcatus y

Chlorella vulgaris (Begum et al., 2016).

Ficobilinas: Son solubles en agua y relativamente faciles de aislar y
purificar. Generalmente se pueden dividir en ficoeritrina, ficocianina y
aloficocianina segin las secuencias de aminoacidos (Bermejo et al., 2003).
Estan compuestas por polipéptidos portadores de cromoforos, pueden
ensamblarse en ficobilisomas o adherirse a la membrana tilacoide para la
fotosintesis, siendo que en microalgas que carecen de clorofila B, se sintetizan
para compensar esa brecha de absorcion de clorofila a, por lo que, en el proceso
fotosintético, pueden capturar energia luminica y posteriormente transferirla a

las clorofilas (H. Sun et al., 2023).
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Carotenoides: Las algas poseen una variedad de carotenoides, ademas de
las clorofilas, responsables de los tonos rojo, naranja y amarillo que se observan
en diferentes especies. Estas moléculas lipofilicas, como el B-caroteno, la
luteina y la zeaxantina, funcionan como pigmentos suplementarios, protegen a
las células contra el exceso de energia luminica ampliando el espectro de
absorcion de luz (Lim et al., 2023). Los carotenoides se clasifican como
carotenos no oxigenados y xantofilas, incluyendose alfa-caroteno, beta-

caroteno, luteina, zeaxantina y astaxantina (Schiiler et al., 2020).

7.10.  Carotenogénesis

Los carotenoides son compuestos lipofilicos, usualmente de color amarillo,
naranja o rojo y los mas diversos y extendidos encontrados en la naturaleza
(Sasso et al., 2012; Varela et al.,, 2015). La mayoria de los carotenoides
comparten una estructura principal C40 comun de unidades de isopreno
(denominada terpenoide), y se dividen en dos grupos: carotenos y xantofilas.
Cada uno de los carotenoides consiste en diferentes isomeros trans y cis. Las
xantofilas, los derivados oxigenados de los carotenos (que son solo
hidrocarburos), son compuestos relativamente hidrofilicos debido a la presencia
de grupos hidroxilo y grupos ceto en los anillos finales. Como antioxidantes,
los carotenoides son en general sensibles a la luz, oxigeno y calor, lo que puede
conducir a dificultades en el almacenamiento y manipulacion (Gong & Bassi,

2016).
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A pesar de la diversidad de la familia de los carotenoides, menos de 30
desempefian funciones importantes en la fotosintesis (Varela et al., 2015). La
mayoria se encuentran en las membranas tilacoides y estdn unidos a los
complejos de captacion de luz (Nisar et al., 2015). Los carotenoides absorben
la luz y compensan el exceso de energia en el metabolismo fotosintético.
Algunos carotenoides primarios, como la luteina, actian como pigmentos
accesorios que transfieren la energia absorbida a las clorofilas (Ye et al., 2008),

ampliando asi el espectro de absorcion de luz de las algas o plantas.

Conforme a Wan Mabhari et al. (2025) y Aditi et al. (2025) se describe la ruta
carotenogénica en las microalgas. Se origina a partir de la formacién de
isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que sirven
como precursores fundamentales para los compuestos terpenoides. Estos se
sintetizan a través de dos rutas metabolicas distintas: (i) la via del acido
mevalonico (MVA) en el citoplasma y (ii) la via del acido no mevalonico,
también conocida como la via del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), que
ocurre en los plastidios (cloroplasto). En las microalgas, la via MEP es la
principal responsable de la produccion de carotenoides. En el cloroplasto se
producen los carotenoides primarios, vitales en la viabilidad celular. Frente al
estrés, los carotenoides secundarios generan vesiculas lipidicas citoplasmaticas

de mayor tamaiio.
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La via metabolica comienza con la sintesis de los precursores de cinco
carbonos isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero dimetilalil difosfato
(DMAPP). Estos precursores se combinan mediante la geranil difosfato sintasa
(GPPS) y la geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) para producir el
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) de 20 carbonos. Las moléculas de GGPP se
condensan posteriormente mediante la fitoeno sintasa (PSY) para formar el
primer carotenoide, el fitoeno. El fitoeno se desatura posteriormente por accion
de la fitoeno desaturasa (PDS) y se convierte en licopeno mediante enzimas
como la (-caroteno isomerasa (Z-ISO), la (-caroteno desaturasa (ZDS) y

caroteno isomerasa (Cunningham & Gantt, 1998).

En este punto, el licopeno puede ingresar a las ramas a o B de la via
metabolica. En la rama a, el licopeno se cicla mediante licopeno e-ciclasa
(LCYE) para formar a-caroteno, que luego se convierte en luteina por accion
de enzimas del citocromo P450 como la B-hidroxilasa (CYP97A) y la e-
hidroxilasa (CYP97C). En la rama B, el licopeno se cicla por la licopeno -
ciclasa (LCYB) para formar B-caroteno (Cordero et al., 2012). El B-caroteno
puede convertirse en zeaxantina por accion de la B-caroteno hidroxilasa

(CHYB) o en astaxantina mediante la cetolasa.
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Figura 5.

Ruta metabdlica de los carotenos en microalgas
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Nota: Extraido de Aditi et al. (2025).

La produccién de estos pigmentos depende del estrés impuesto por las
condiciones ambientales. Se ha informado que especies del género Chlorella
sp. sintetizan B-caroteno, luteina y clorofila-a inmediatamente antes de la fase
estacionaria, y se observo que la concentracion de estos carotenoides se redujo
en contraste con el aumento de la produccion de astaxantina y cantaxantina bajo

alta intensidad luminica, estrés salino y falta de nitrogeno(Gouveia et al., 1996).

7.11. Condiciones de estrés

El estrés abidtico puede estimular metabolitos tanto primarios como

secundarios en las microalgas. El estrés abiotico, como las variaciones en las
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concentraciones de sal, las condiciones de luz (color o intensidad), el
agotamiento del nitrégeno, el pH, la temperatura, etc., provoca modificaciones

abruptas en las células de las microalgas (X. M. Sun, Geng, et al., 2018).

Paralelamente, Gong & Bassi (2016) mencionan que las condiciones
ambientales desfavorables pueden aprovecharse para la evolucién adaptativa
como estrategia de crecimiento utilizada para mejorar la produccion de
carotenoides. Los diferentes pardmetros involucrados en el proceso pueden
contribuir a obtener una alta productividad de carotenoides. Ademas, la
produccion limitada de biomasa bajo estrés podria contrarrestarse mediante la

aplicacion de una estrategia de crecimiento multietapa (Minhas et al., 2016).

Segun Sportiello et al. (2024) las microalgas producen altas cantidades de
xantofilas y carotenoides, como [-caroteno, luteina y zeaxantina, tanto en
condiciones normales de crecimiento como cuando se estimula Ia

carotenogeénesis.
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7.11.1. Estresores aplicados al cultivo de microalgas

La induccion al estrés en microalgas produce una sobreexcitacion de la
maquinaria fotosintética, reduciendo la actividad, que provoca Especies Reactivas
de Oxigeno (ROS) que pueden danar las estructuras celulares y las proteinas en las
microalgas (Zavafer y Mancilla, 2021). En respuesta, se disminuye la clorofila para
evitar absorber y minimizar el dafo a sus sistemas, activando mecanismos de
excitacion no fotoquimica, mediada por la xantofila (carotenoide) que potencia el
mecanismo de fotoproteccion (Zavafer & Mancilla, 2021). Dentro de los estresores

aplicados en el cultivo de microalgas, se destacan los siguientes:

Nutrientes: Se puede mejorar el potencial de las células de microalgas para
sintetizar carotenoides mediante un medio de cultivo con diferentes proporciones
de carbono y nitrégeno (Guarin-Villegas et al., 2020). La suplementacion de
sustratos de carbono, incluidos citrato, malato y piruvato, en condiciones sin
iluminacién acelera la sintesis de astaxantina (Bhatnagar et al., 2011). Asi mismo,
las condiciones de deficiencia de nitrogeno también se vincularon con una mayor
produccioén de cantaxantina, como se inform6 en Chromochloris zofingiensis y

Coelastrella sp.(Hu et al., 2018).
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Luz: Diferentes proporciones espectrales de luz, como rojo, azul, verde,
tienen un impacto en la composicion relativa de pigmentos de las microalgas
(Kagawa & Suetsugu, 2007). Segiin Coulombier et al. (2020) bajo luz blanca y alta
intensidad luminica se puede obtener un mayor contenido de P-caroteno. El
aumento en la intensidad o mayor irradiacion aumenta hasta dos veces la

concentracion de carotenoides (Indrayani et al., 2022).

Salinidad: Distintas concentraciones de sal afectan la produccion de
carotenoides. Mehariya et al. (2022) registraron un aumento de casi tres veces la
produccion de carotenoides en Desmodesmus después de la exposicion a 40% de
NacCl con iluminacion moderada de luz. El estrés salino altera la permeabilidad de
la membrana o dafiarla, por lo tanto, es importante optimizar las concentraciones de

sal y seleccionar especies halotolerantes (Sirohi et al., 2022).

7.12.  Métodos de extraccion de pigmentos microalgales

Existen varias metodologias de extraccion cada una se caracteriza por el uso
de solventes, que permiten irrumpir en las células y extraer su contenido. Se
diferencian por el uso de equipos y protocolos diferentes. Entre los métodos mas

utilizados Chettri et al. (2026) y Pagels et al. (2021) destacan las siguientes:
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7.12.1. Extraccion clasica

Es un método tradicional y se basa en el uso de solventes de extraccion y
puede estar asociada o no a un tratamiento térmico de calor o frio. Implica la
obtencidn de un extracto que se obtiene a través de la mezcla de dos fases: solvente
y biomasa que se unifican hasta alcanzar un equilibrio y se obtenga la solucion
solvente-biomasa. El proceso permite que el solvente actiie como un disruptor de
compuestos intracelulares, penetrando la pared celular, perforando o disolviendo la
membrana. Ademas, el uso del solvente depende mucho de la afinidad quimica con
los pigmentos objetivos y la naturaleza de la membrana o pared celular. En el caso
de solventes no polares se utilizan para extraccion de carotenoides por su alta
hidrofobicidad. La efectividad de la extraccion puede aumentar si se combinan con

agitacion, se mezclan varios solventes, y se definen varias etapas de extraccion.

7.12.2. Extraccion basada en energia de ondas

Se reconocen dos métodos, la Extraccion Asistida por Microondas (MAE)
y la Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE), si bien son una alternativa a otros
métodos, no se ha optimizado protocolos, permite una mejor ruptura celular. Por un
lado, UAE se basa en un mecanismo de cavitacion acustica, mediante cambios
rapidos de presion y el adelgazamiento de la membrana conducen a la ruptura
celular, permitiendo la penetracion del solvente. Y en la MAE se aplica radiacion
de microondas que induce un choque térmico y degradacién de la pared celular, lo

que conduce a una ruptura celular.
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7.12.3. Extraccion con fluidos supercriticos

Se basa en el uso de un solvente supercritico, que tiene la capacidad de
permear la célula, como un gas y actuar como solvente liquido al solubilizar
compuestos. Se utilizan solventes de baja polaridad, no inflamables y no toxicas.
Consta de una bomba de alta presion, camara de calentamiento, de extraccion y
recoleccion. El método permite la permeaciéon del solvente en la biomasa,

expandiendo la célula y solubilizando compuestos objetivos.

7.12.4. Fresado con perlas

O también denominado molienda con perlas, es una técnica que emplea
perlas de alta velocidad que pueden ser compuestas de acero, vidrio o ceramica, se
utilizan para romper las células mediante colisiones y fuerzas de cizallamiento. Su
eficiencia se basa en el dafio minimo a moléculas intracelulares y logra una alta
eficiencia de ruptura celular. Requiere de la combinacion de otros métodos o
técnicas, no es selectiva, para la extraccion de pigmento, es necesario el uso de

solventes.

Dentro de las metodologias utilizadas, la convergencia de dos o més técnicas

o métodos aumentan la efectividad de la extraccion. En especies de Chlorella sp. la
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molienda con perlas es una técnica que aumenta la efectividad de extraccion y

puede ser reproducible (Chettri et al., 2026) .

De acuerdo con Sarkar et al. (2020) para la efectividad de la extraccion de
pigmentos microalgales, dependerd de la selecciéon del tipo de solvente
convencional (etanol, metanol, acetona, etc), el pretratamiento (molienda con perlas
y la centrifugacion) y si la muestra es humeda o seca, mejoraran el rendimiento del

proceso de extraccion.

El estado de la biomasa de extraccion (himeda o seca) influye mucho en la
obtencion final de extractos pigmentarios. Por un lado, los procesos de secado
causan dafios morfoldgicos y desplazan los compuestos que la constituyen. Siendo
que la extraccion con biomasa seca reduce el rendimiento de extraccion, optar por
el uso de biomasa humeda es adecuada para la cuantificacion de carotenos (Schiiler
et al., 2020). Segin Kulkarni & Nikolov (2018) el etanol es eficaz en la extraccion
de carotenoides y clorofilas de biomasa humeda de C. vulgaris, aplicando varias

etapas de extraccion.
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8. MARCO METODOLOGICO

8.1.Tipo de investigacion

La presente investigacion de tipo experimental, aplicada y cuantitativa
consistio en evaluar el cultivo de Chlorella vulgaris sometida a condiciones
estresantes de intensidad luminica y salinidad determinando la produccion de

pigmentos fotosintéticos, incluyendo los carotenos totales.

8.2.Lugar de estudio
El estudio se desarroll6 en las instalaciones del Laboratorio 5 de la Facultad
de Ciencias del Mar de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (Figura 6),
bajo el proyecto: “Registro de una coleccion de cepas microalgales con valor
biotecnoldgico para investigacion y desarrollo de bioproductos” registrado con el
codigo CUP: 91870000.0000.389574 con el permiso del Ministerio del Ambiente,

Agua y Transicion Ecologica. (MAATE): MAATE-DBI-CM-2022-0264.
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Figura 6.
Vista satelital de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena
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8.3.Material biologico
La cepa de microalga Chlorella vulgaris identificada molecularmente, fue
codificada en el laboratorio de microalgas de la UPSE como PM-UPSE-022 y
registrada en el banco de genes con el codigo PX440406.1 del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), se obtuvo de la coleccion de cepas aisladas del
proyecto, que cuenta con el permiso del Ministerio del Ambiente, Agua y

Transicion Ecologica. (MAATE): MAATE-DBI-CM-2022-0264.
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8.4.Preparacion del medio de cultivo

Los cultivos de Chlorella vulgaris. fueron cultivadas en medio NPK
(Nitrogeno, Fosforo, Potasio) un fertilizante Inorganico conocido comercialmente
como Nitrofoska Foliar 30-10-10 con las siguientes composiciones Yy

concentraciones que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1.
Formulacion del medio NPK

Formulacion del “Nitrofoska Foliar 30-10-10”

Solucion 1 1 g/L
Compuesto Contenido % p/p
Nitrogeno total (N) 30.00
Fosforo (P205s) 10.00
Potasio (K20) 10.00
Magnesio (MgO) 0.30
Boro (B) 0.016
Zinc (Zn) 0.015
Hierro (Fe) 0.068
Manganeso (Mn) 0.05
Cobre (Cu) 0.017
Molibdeno (Mo) 0.015
Azufre (S) 5.11

Solucion 2

Vitaminas 1 pL/mL
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Para la preparacion del medio de cultivo NPK se disolvié 1 g del fertilizante
en 1000 mL de agua destilada (dH>O), segun lo establecido por Silva & Fonseca
(2018). Posteriormente, se esterilizé en autoclave a una temperatura de 121°C a 15
PSI durante 20 min. La solucioén de vitaminas se prepar6 en un stock concentrado

y adicionado al medio a una relacién de 1 uL.mL"! conforme a la Tabla 2.

Tabla 2.
Formulacion de la Solucion 2 del medio NPK

Stock de vitaminas 1 uL.mL'l
Tiamina B1 0.1g
Cyanocobalamina B12 05¢g
Biotina H lg
Agua destilada 100 mL
8.5. Mantenimiento de la cepa Chlorella vulgaris en medio
solido y liquido

Para obtener cultivos purificados y axénicos, se aplico la técnica de
diluciones seriadas que de acuerdo al método de Fernandez-Valenzuela et
al. (2021), consistioé en preparar tubos de ensayo con 9 mL de medio de
cultivo estéril. Luego, se toma 1 mL del cultivo a purificar y se transfiere al
tubo inicial, se homogeniza y se obtiene una dilucion 1:10. Se realizo el

mismo proceso 4 veces, tomando 1 mL de forma sucesiva.
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Al obtener un cultivo puro y concentrado, se procedié a preparar medios
solidos para mantener la estabilidad de la cepa. Para ello, se empled la metodologia
de Stanier et al. (1971) que consistié en preparar cajas Petri con medio sélido NPK
empleando Agar-agar a una relacion de 1.5 g en 100 mL de dH>O. Posteriormente,
se sembrd la cepa microalgal tomando una alicuota de 50 pL de un cultivo puro y

concentrado, realizando rayado por agotamiento.

Para el escalamiento de los cultivos, se extrajo una colonia con el asa de
platino y se vertid en tubos de ensayo con medio de cultivo estéril a un volumen de
10 mL, siendo el cultivo inicial. Los escalamientos se realizaron inoculando al 10%
del volumen total de los cultivos, para un volumen de 1000 mL de medio NPK se
inocularon 100 mL de cepa de un cultivo madre. La Figura 7 muestra el proceso de

mantenimiento empleado.
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Figura 7.

Mantenimiento de la cepa C. vulgaris
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Al obtener los cultivos estos se mantuvieron a condiciones de luz
fluorescente a 40 pmol fotones m*s™!, temperatura inicial de 21 °C y pH 7.1 a 7.2

durante la fase vegetativa.

8.6.Disefno experimental
Para la evaluacion de los factores estresantes, se utilizé un Disefio Factorial
Completamente al Azar (DCA), conformado por cuatro tratamientos con tres
replicas bioldgicas cada uno, para un total de 12 unidades experimentales. Se
establecié un volumen total de 1000 mL en medio NPK (1%), tomados en su fase
exponencial. Estas condiciones estresantes se mantuvieron durante un periodo de

15 dias.
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Para la determinacion de la produccion de carotenoides de C. vulgaris se utilizd
la metodologia empleada por Ali et al. (2021) y El-fayoumy et al. (2024) que
consistio en dividir el periodo de experimentacion en dos etapas de cultivo como se

describe a continuacion:

1) Etapa vegetativa: permitio mantener en condiciones Optimas el cultivo de
microalgas. En esta fase se evalu6 la cinética de crecimiento y fueron cultivadas
alrededor de 10 dias, sin adicion de sales, con fotoperiodo de 12h:12h (Luz y
oscuridad) e intensidad de 40 umol fotones m’.s'. Se inoculd la cepa C.

vulgaris al 10% del medio de cultivo total, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.

Condiciones de cultivo durante la Etapa de vegetativa.

Etapa vegetativa

Condiciones de cultivo

Intensidad
luminica Medio i
(pmol Sales de Temlé%;‘ tura Aireacion pH 1;15;:50 V(z::llgl)en
fotones cultivo
m2. s
Manualy 7 - 10, 100 y
40 0 NPK 21-25 constante 7.2 10 1000

2) Etapa de estrés: consistido en exponer a factores de estrés combinados de
intensidad luminica a 140 pmol fotones m?.s'de forma constante durante 24h

y adicionar sales (NaCl) durante 15 dias. La adicién de sales se realizo de forma
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consecutiva hasta que el cultivo se encontrara a una salinidad de 10 ppt o se

adicionaran los 10 g.L"!. Para ello, se prepar6 una solucién stock de NaCl.

Los cultivos se dispusieron bajo un DCA factorial 2x2 completamente al azar,
modelado a partir de la combinacion de los factores de salinidad e intensidad
luminica. Este disefio genero cuatro tratamientos: Tratamiento control (TC),
Tratamiento 1 (T1); Tratamiento 2 (T2) y Tratamiento 3 (T3), dispuestos en dos
bloques, evaluados por triplicado a través de tres ciclos de produccion, con las
condiciones experimentales que se muestran en la Tabla 4. Cada uno se obtuvo a

partir de la fase vegetativa, como se ilustra en la Figura 8.

Tabla 4.

Condiciones experimentales de la Etapa de estrés

Bloque A Bloque B
Factor Elemento Tc * T1* T2 * T3 *
Intensidad
Iuminica
40 40 140 140
(umol fotones
mzs-l)
2 Sales (ppt) 0 10 0 10

Nota: Condiciones de los tratamientos experimentales representados como: Tratamiento control
(Tc), Tratamiento 1(T1), Tratamiento 2 (T2) y Tratamiento 3(T3). “*” Representa 3 réplicas por

cada tratamiento.
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En todos los tratamientos, se mantuvieron las mismas condiciones de
temperatura, pH, aireacion y cultivadas en medio NPK. Ademas, aireacion manual
a cultivos de volumen menor a 1000 mL y aireacidon constante a volimenes de 1000

mL.

Los cultivos fueron ubicados en una cdmara para concentrar y focalizar la
intensidad de luz en los sujetos de prueba. Se tomaron datos de temperatura y pH
cada 4 dias. En los casos de pérdida de volumen por evaporacion, se refertilizo,

afiadiendo agua con las concentraciones de salinidad correspondientes.

Figura 8.
.~ . . . ’
Diserio experimental del estudio: Etapa vegetativa y de estrés.
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Inoculacién al 10% LR e 2 Lo L
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Inoculo de Cultivos puros de mayor
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L_/ | b‘ y L) J estres Tratamiento control Tratamiento 2
o - Condiciones (1) (12) Cosecha de
A MO bi
experimentales: ZHI)
« Adicién de 10 g/L de NaCl 40 pmol fotones 140 pmol fotones
* Intensidad luminica: 140 0 Nacl 0 Nacl
pmol fotones — e — e —
Tratamiento 1 .
Tratamiento 3
a -
Inoculacion al 10% (e
40 pmol fotones
B 10 g/L Nacl 140 pmol fotones
AL s — e — 10 g/L Nacl
e

Nota: La etapa de estrés consistird en dividir en bloques los tratamientos experimentales

54
MAATE-DBI-CM-2022-0264.



Al finalizar el periodo de experimentacion se cosecha la biomasa de
cada cultivo con una centrifuga a 3500 rpm durante 5 minutos. Para esto, se
remueve los residuos con agua destilada y solucion salina, luego se
almacenan en cajas Petri en congelacion para su conservacion.
Posteriormente, la biomasa humeda fue deshidratada en la estufa a 34 °C por
24h, la biomasa seca fue macerada hasta obtener un polvo (Lichtenthaler,

1987; Parveen et al., 2024). En la Figura 9 se ilustra la metodologia.

Figura 9.

1lustracion para cosecha de biomasa y obtencion de pasta microalgal seca.
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55
MAATE-DBI-CM-2022-0264.



8.7.Cuantificacion de la concentracion celular
Durante la etapa vegetativa se realizaron conteos celulares diarios y de
densidad Optica a 680 nm, segun lo establecido en Ma & Jian (2023) y Ramirez-Flores
et al. (2023), durante 15 dias para evidenciar efectos en la viabilidad del cultivo. Se
tomaron 4 ml de cada unidad experimental a la misma hora (etapa vegetativa) y se
realizé el conteo celular (cel.ml!) con una cAmara de Neaubauer y densidad optica
en un espectrofotometro UV-VIS, como se muestra en la Figura 10. Se tomaron

datos por triplicado, en cada ciclo experimental.

Para la estimacién de los parametros cinéticos se utilizd las formulas
propuestas por Arredondo Vega & Voltolina Lobina (2007). La cuantificacién de

la concentracion celular se calculo siguiendo la siguiente ecuacion:

Y Cel
N = z x 250000
Donde:

Y.Cel: Nimero de células

Para evaluar la cinética de crecimiento se consideroé la tasa o velocidad de

crecimiento (p) segun la siguiente ecuacion:

_ In(x;) — In(x,)
TTm T
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Donde:

u: velocidad de crecimiento

x: concentracion celular(cel/ml) determinada en los tiempos
LnX,: Logaritmo natural de células al finalizar

LnX,: Logaritmo natural de células al iniciar

T: tiempo en dias

Figura 10.

Cuantificacion de la densidad por conteo celular y densidad optica
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Para el calculd de la productividad de la biomasa seca y determinar el
aumento en peso seco, se tomaron dos muestras de 15 mL de cultivo en el inicio de
la fase exponencial y al final de la fase exponencial segin lo descrito por Arora et
al. (2016) que consistid en centrifugar a 5000 rpm durante 5 min el pellet o pasta
celular, posteriormente secado a 105°C por 24h (Figura 11), para el célculo se

utilizo la siguiente ecuacion:

Biomasa seca final — Biomasa seca inicial

Tiempo de cultivo

Figura 11.

Proceso de secado de biomasa hiimeda para obtencion de productividad.

exponencial

i
Toma de muestras en | |
base a la fase —

Curva de crecimiento /
15 ml de cultivo E
L0000000000N0)

5000 rpm
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Secado a 105°C
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8.8.Extraccion de pigmentos

Para la extraccion de pigmentos (Clorofila y carotenoides) se elaboré un
protocolo modificado (Figura 12) en base a las metodologias de Farobie et al.
(2023), Kulkarni & Nikolov (2018) y Schiiler et al. (2020) que consisti6 en verter
100 mg de biomasa hiimeda a un tubo y adicionar etanol al 95% a una relacion de
1:5 (p/v). Para lograr una mejor disrupcion celular se agregaron perlas de circonio
a una relacion del 50% (v/v)(Aderemi et al., 2015; Qazi et al., 2021), se aplico
vortex durante 5 min a 3210 rpm. Se almacend en congelacion por 24h.
Posteriormente, se repitié el proceso de disrupcion celular (Vortex), incluyendo
centrifugacion a 4000 rpm por 5 min para separar el extracto pigmentario. Se repite
el proceso de disrupcion celular y la separacion del extracto hasta obtener una pasta
o el solvente de extraccion sean incoloros. En todo el proceso de extraccion se evitd

que las muestras se expongan a alguna fuente de luz, y se mantuvieron frias.

Figura 12.

Extraccion de pigmentos con etanol al 95%.
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Al finalizar la extraccion, se registran las densidades opticas de los extractos
pigmentarios, en rangos de 664 nm, 649 nm y 470 nm mediante un
espectrofotometro UV-VIS. Los datos se reemplazan en la siguiente formula
establecida por Lichtenthaler & Wellburn (1983) para cuantificar los pigmentos

extraidos:

Clorofila a(Cl a) (%) = 13.36(Ages) — 5.19(Agso)
Clorofila b(CL b) (ﬁ) = 27.43(Agso) — 8.2(Ages)

Hg

1000(A —2.13(Cla) —97.64(Clb
Carotenoides totales (E) = (A470) Cla) (CLb)

209

Al obtener los datos de la cuantificacion de carotenos totales en ug.mL™!, se
requiri6 convertir amg.g™!, que segun Lichtenthaler & Wellburn (1983) y Carvalho
et al. (2012) sostienen que los datos obtenidos de la extraccion de pigmentos se

atribuyen a mg de pigmentos por cada gramo de biomasa seca (mg.g™!).

8.9.Analisis estadistico
El anélisis de datos se realizd aplicando la prueba de normalidad Shapiro-

Willk y la prueba Levene para la homogeneidad de varianzas.
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Para comparar las medias entre los grupos experimentales y determinar
estadisticamente las diferencias significativas, se utilizé la prueba de andlisis de
varianza (ANOVA factorial) de dos vias (Pardo, 2000) con un 95% de confianza

(limite de probabilidad de p < 0,05).

Posteriormente, se aplico la prueba de comparacion de Tukey para
identificar las diferencias entre cada nivel de tratamiento (Minitab, 2025; Wong,
2010). Para la tabulacion de los datos se utilizd6 Microsoft Excel y para el analisis

de la informacion generada se empled el programa Minitab Statistical Software 22.
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9. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

9.1.Parametros cinéticos

9.1.1. Mantenimiento de la cepa

Para el establecimiento del cultivo vegetativo y posterior exposicion al
estrés, se requirio mantener cultivos axénicos y puros de C. vulgaris. A partir,
de diluciones seriadas hasta la 10°. Se evidenci6 un crecimiento uniforme y
ausencia de contaminacién, como se muestra en la Figura 13. Se inici6 el
escalamiento hasta obtener 12 cultivos de 100 mL, empleados como unidades

experimentales.

Figura 13.

Vista microscopica de cultivos no axénicos y cultivos purificados.

Nota: Se observan células de la cepa nativa Chlorella vulgaris : a) y ¢) células con presencia
de protozoarios y proliferacion de bacterias; b) y d) células aisladas y purificadas: dilucion
107,
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El proceso de dilucion permitio asegurar la inocuidad biologica del sistema,
garantizando que las respuestas se obtengan exclusivamente de los factores
experimentales no de variables externas. Las condiciones Optimas que se
obtuvieron para el cultivo de C. vulgaris fueron: pH 7.2 £+ 0.05 y temperatura
de 21+ 0.34 °C, 0 ppt de salinidad y 40 umol fotones m2s™!. Se evidenci6 un
crecimiento estable durante la etapa vegetativa, respaldada por los parametros

cinéticos y ambientales registrados.

9.1.2. Curva de crecimiento

En cultivos de 1000 mL en etapa vegetativa se obtuvo la curva de
crecimiento celular de C. vulgaris las fases de crecimiento y el comportamiento
respecto al tiempo, como se observa en la Figura 14. La fase de adaptacion o lag,
se evidenci6 durante los primeros dias (0-3 dias) con un in6culo inicial de 0.85 x
10° cel. mL!, caracterizado por presentar un crecimiento lento, continuado por la
fase exponencial que se mantuvo por 6 dias, iniciando el dia 3 hasta el dia 9 con
12.5 x 10° cel. mL™, existiendo un incremento en la velocidad de crecimiento.
Siguiendo la tendencia de la curva, se genero la fase de desaceleracion (9-11 dias),
denotando que la velocidad de crecimiento fue afectada por la limitacion de

nutrientes dando paso a la fase estacionaria.
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Figura 14.

Curva de crecimiento celular de la microalga Chlorella vulgaris
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Durante la etapa vegetativa se obtuvo una tasa de crecimiento especifica (L)
de 0.219 d'' y un tiempo de duplicacion (td) de 3.16 dias, En conjunto, se calculé la
capacidad de la cepa para generar biomasa, siendo una productividad (P) de 0.454
mgL ! dia™!. Estos pardmetros cinéticos se obtuvieron a partir de la fase exponencial,
lo que refleja la capacidad del cultivo en incrementar su biomasa ante las
condiciones establecidas. El comportamiento cinético observado, establece el punto

de referencia adecuado para la aplicacion posterior de los tratamientos.
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9.1.3. Relacion de la densidad optica y la densidad celular

Durante la etapa de estrés el crecimiento celular de C. vulgaris se determino

mediante la curva de calibracion entre la densidad celular y la densidad optica, por

espectrofotometria. Los resultados del analisis permitieron obtener un coeficiente

de determinacion de R?>=0.9990 representando una alta correlacion entre ambas
mediciones. La regresion lineal gener6 una ecuacion que permite modelar y

cuantificar la relacion entre las variables de estudio (Figura 15). El modelo

matematico determinado se define como:

Densidad celular = 713104 + 12520886 (Densidad optica)

Figura 15.

Curva de calibracion entre la densidad optica y densidad celular
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9.2.Efectos de los tratamientos experimentales bajo las

condiciones de estrés

En condiciones estresantes del cultivo de C. vulgaris se analiz6 los cambios
en la concentracion celular, obteniendo densidades celulares teoricas de cada
tratamiento, estimadas mediante el modelo generado de la regresion lineal. A
diferencia de la fase vegetativa, se evalud este cambio cada 7 dias, empezando del
dia 0 de estrés, con un total de 3 muestras por tratamiento. Los datos mostraron que
existe una diferencia entre los sujetos de prueba como se observa en la Figura 16,
manteniendo una respuesta exponencial, T3 presenté una mayor densidad celular,
alcanzando los 2.9 x 107 ceL.mL™, seguido de T2 y T1 con 2.8 x 107 cel.mL' y 2.7
x 107 cel.mL™!, respectivamente. Por el contrario, el Tc mostrd un comportamiento
de fase estacionaria e incluso se mantuvo en fase de muerte al final del experimento.
Esta respuesta de las células ante los factores aplicados, evidencian que existidé un

efecto que alter¢ el crecimiento celular.
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Figura 16.

Densidades celulares durante la etapa de estrés.
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Se tomaron registros fotograficos de la evolucion de las células
sometidas a los diferentes factores experimentales. En la Figura 17, se
observa el cambio durante un periodo de 14 dias que duré el experimento.
Si bien en todos los tratamientos se mantuvo la forma esférica u ovoide,
hasta el dia 14, se distingui6 cierta variacion en el volumen celular, ademas
de la aparicion de estructuras refringentes en el citoplasma de ciertas
células, aludiendo que se produjo una posible sintesis de vacuolas de reserva
o respuesta fotoprotectora. El1 T3 y T1 presentaron un ligero aumento en el
tamafio celular a comparacion del Tc; T2, por el contrario, mantuvo células

de menor tamafio que el Tc. Estas respuestas morfologicas se relacionan a

MAATE-DBI-CM-2022-0264.
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una respuesta homeostatica y estrés osmotico, que altera la turgencia y

estabilidad de la membrana citoplasmatica.

Figura 17.

Vista microscopica de células de C. vulgaris, durante la etapa de estrés bajo diferentes
intensidades luminicas y salinidades
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9.2.1. Analisis estadisticos

Previo al analisis de varianzas, se aplico las pruebas de normalidad Shapiro-
Wilks y de homogeneidad de Levene, con un grado de significancia del 95%. Los
datos siguieron una distribucion normal con un valor de p > 0.10, superior al nivel
de significancia, aceptando la hipotesis nula de normalidad, como se muestra en la
Figura 18. Posteriormente, se aplico la prueba paramétrica de ANOVA factorial
2x2. Por otro lado, la prueba de Levene demostré homogeneidad con un valor de

p=0.556.

Figura 18.

Normalidad de los datos de carotenos totales.
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El andlisis de varianzas (Tabla 5) demostr6 que existen diferencias

significativas, con respecto al efecto de cada factor y su interaccion. El factor
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salinidad, intensidad luminica y la interaccion indican efectos significativos con un
valor de p de 0.005, 0.001 y 0.003, respectivamente. Ambos factores, aplicados de
forma individual y combinada, influyen significativamente en la acumulacion de
carotenos totales. Por lo que, se procedi6 a aplicar la prueba de comparacion de

Tukey, para reconocer diferencias entre los tratamientos.

Tabla 5.

Andlisis de varianzas factorial 2x2.

Fuentes S.C. G.L. CM. Fo0 F Valor
de critica P
variacion

(F.V.)

Bloques 13,43 2 6,71 741 5,143 0,024

Efecto A A: 16,69 1 16,69 1843 5,987 0,005
Salinidad

Efecto B B: 33,90 1 33,90 37,44 5,987 0,001
Intensidad
luminica

Efecto AB Interaccion 22,28 1 2228 24,60 5,987 0,003

Error Error 5,43 6 091
experimental
Total Total 91,72 11

Nota: Se muestran los resultados del ANOVA, con SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad,
CM: Cuadrado medio.

El analisis de varianza indica que la interaccion entre la salinidad y la
intensidad luminica fue altamente significativa, aludiendo que el efecto de uno de
los factores para la produccion de carotenos depende del factor contrario. En la

Figura 19, se observa que a 10 ppt y 40 pmol fotones m?s™!, existié un cambio
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notorio y la media de datos es mas alto en comparacion a los demads tratamientos,
siendo de 13.2 mg.g™'. Por el contrario, cuando el factor intensidad luminico es alta,
la media de datos desciende a un valor de 7.2 mg.g!. Respecto al nivel de 0 ppt de
salinidad, se observa un comportamiento medianamente estable, sin diferencias
entre los niveles de intensidad luminica, con el nivel bajo la media se encuentra en
8.2 mg.g!' y en el nivel mas alto se encuentra en 7.5 mg.g”, indicando un

acercamiento entre datos, sin diferencias notables.

Figura 19.

Interaccion de factores y la media de carotenos totales
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Es asi como, las medias entre tratamientos mostraron que a menor

intensidad luminica y mayor salinidad se favorece la produccion de carotenos, por

su efecto combinado. Esto se muestra en la Figura 20, donde la linea de tendencia

se inclina y aumenta su recorrido en funcion al nivel de cada factor con su mayor

rendimiento. Respecto al factor luminico la tendencia aumenta en su nivel mas bajo,

teniendo una media de 10.69 mg.g™' y el factor salinidad aumenté en su nivel mas

alto con 10.19 mg.g.

Figura 20.

Efectos principales de los factores intensidad luminosa y salinidad.

Grifica de efectos principales para Pigmentos (mg.g™)
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9.2.2. Comparacion entre tratamientos

Para identificar los tratamientos con una mayor diferencia significativa, se
aplicé una prueba de comparacion multiple de Tukey con un nivel de significancia
de p = 0.05, que se muestra en la Tabla 6. Se demostré que el T1, con un nivel de
intensidad luminico bajo y nivel de salinidad alto, alcanz6 la media de datos mayor
en comparacion con los otros tratamientos, siendo una media de 13.24 + 1,310
mg.g! de carotenos totales de peso seco, y el Unico tratamiento dentro del Grupo
A, indicando una produccién de carotenos superior a los agrupados dentro del
Grupo B (Tc, T2, y T3) evidenciando que no existio una diferencia estadisticamente

significativa entre ellas.

Tabla 6.

Prueba de Tukey, medias y agrupaciones.

Tratamientos N Media  Desviacion  Agrupacion
estandar
Tc 3 8,16 0,85 B
T1 3 13,24 1,30 A
T2 3 7,52 1,66 B
T3 3 7,15 2,06 B

Para sostener esta prueba estadistica, se deben diferenciar el intervalo de las
medias de cada tratamiento y sus varianzas. La Figura 21, muestra que T1 mantuvo
la media de los datos mayor en comparacion a los demas tratamientos evaluados.
El tratamiento 1 con el factor salino de nivel mayor (10 ppt) y el factor intensidad
luminico de nivel menor (40 pumol fotones m?s') fue el que produjo un efecto
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positivo en la acumulacion de carotenos totales en la cepa nativa C. vulgaris. Al
contrario de los demads tratamientos, el efecto del estrés salino no se produce al
incrementarse la intensidad luminica (140 umol fotones m’s!). Ante la
combinacion de estos factores el contenido de carotenos se vuelve equivalente entre

T3, T2 y Tc, presentando medias de 7.15, 7.52, 8.16 mg.g™!, respectivamente.

Figura 21.

Intervalos de confianza de las medias de carotenoides (mg.g”! por peso seco) de los diferentes
tratamientos.
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Las desvigciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,

9.3.Biosintesis de pigmentos

La produccion total de pigmentos de los cultivos se observa en la Figura 22,
muestra la concentracion de Clorofila a (Cl-a), Clorofila B (CI-B) y carotenos

totales (CT) en los diferentes tratamientos. Para Cl-o, la cuantificacion indico
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que T1, Tc, T3 y T2 produjeron concentraciones de 56.19,44.81, 31.51 y 22,40
mg.g™!, respectivamente. Asi mismo, para Cl-, el T1 se caracteriz6 por producir
35.28 mg/g, mayor en comparacion a los demds tratamientos, que fueron
seguidos por Tc con 28.89 mg.g!, T3 con 21.88 mg.g''y T2 con 11.81 mg.g™'.
En el caso de CT, el T1 es el que presenta mayor concentracion con 13.08 mg.g”

! de pigmento, seguido de Tc, T3 y T2, con concentraciones de 8.21, 7.71 y 7.20

-1

mg.g .

Figura 22.

Contenido de pigmentos de las muestras segun el tratamiento aplicado.
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Nota: Se muestran las medias de las muestras para Cl a, Cl B y carotenos totales (Puntos

azules), las réplicas experimentales (puntos grises) y sus valores minimos y maximos.

Considerando los tres ciclos de produccion (9L) al finalizar la
experimentacion se obtuvo la biomasa seca total de cada tratamiento y la

concentracion de carotenos totales. Por lo tanto, se estima a escala los datos
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obtenidos para cada tratamiento en base al peso seco de cada tratamiento. En la
Figura 23, se identifico que el tratamiento T3 present6 la mayor produccion de
biomasa seca (6570 mg) y de Carotenos Totales (47.35 mg.g™"), revelando que
la combinacion de los factores de estrés aplicados favorece simultaneamente el
crecimiento y la acumulacion de pigmentos. A comparacion del tratamiento T1
que, si bien genero la mayor cuantificacion de carotenos, en base a la obtencion
de biomasa seca, es menor (43,17 mg.g"! en 3300 mg) a la generada por el
tratamiento T3. En los casos del tratamiento T2 y Tc generaron una menor
acumulacién de carotenos siendo de 32,10 mg.g!' en 4260 mg y 13.46 mg.g!

en 1640 mg, respectivamente.

Figura 23.

Grdfica de Carotenos totales y Biomasa seca total por cada tratamiento
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Nota: Valores de A) Biomasa seca total y B) Carotenos totales de las tres corridas experimentales.

Se debe tener en cuenta que de los tres ciclos de produccion establecidos se
obtuvo los valores ya mencionados, por lo que cabe indicar que para la aplicacion
de estos factores en cultivos masivos se deben considerar el objetivo de la

produccion.
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10.DISCUSIONES

Los parametros cinéticos reportados en la presente investigacion mostraron
un Optimo crecimiento en cultivos de C. vulgaris, obteniendo pardmetros de
cultivos de pH, temperatura y tasa de crecimiento especifica (0.21 p, d') y un
tiempo de duplicacion (tq) de 3.16 dias, similares a los reportados por Mtaki et
al. (2021) que registraron una tasa de crecimiento especifica (n) de 0.209 d'a
condiciones estables de cultivo. Adicionalmente, Haris et al. (2022) reportaron
tasa de crecimiento especifica de 0.206 p, d!' y un tiempo de duplicacion de
2,08 dia, en una cepa aislada nativa a condiciones estables de cultivo, logrando,
ademas, alcanzar la fase exponencial entre los dias 3 y 10 de cultivo, similar al
que se obtuvo en la curva de crecimiento de la cepa PM022. Si bien comparten
similitud en estos pardmetros cinéticos, en cuanto a la (P) obtenida fue menor
siendo de 0.454 mgL! dia' a comparacion de las registradas en ambos estudios
(0,17 gL' dia). Estas diferencias se pueden atribuir al lugar del estudio, a la
cepa utilizada, si bien fue una especie de C. vulgaris, no mantendra las mismas

caracteristicas de cultivo que una cepa nativa de Santa Elena.

Durante la fase de estrés el Tratamiento 3 (T3) alcanzo6 la mayor densidad
celular tedrica equivalente a 29.4 x 10° cel/mL, valor similar a lo reportado por
Haris et al. (2022) que a las mismas condiciones de salinidad (10 ppt) en la

misma especie alcanzé una densidad de 31,17 x 10° cel/mL Indicando que a
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concentraciones moderadas de salinidad favorece el crecimiento celular y posee

la capacidad de generar mecanismos de defensa ante el estrés salino.

En cuanto a la producciéon de pigmentos para T1 se obtuvieron valores de
56.19, 35.28 y 13.08 mg/g para Cl-a, CI-f y CT, respectivamente. Estos
resultados coinciden con los rangos de produccion de pigmentos reportados por
Khumngern et al. (2025) que evaluaron el efecto interactivo entre la salinidad y
la intensidad de luz sobre la produccion de biocompuestos en una especie del
género Chlorella sp, obteniendo valores de 10-50 y 4-18 mg.g™! de clorofilas y
carotenoides, respectivamente, demostraron que el contenido de carotenos
totales se altera a medida que se aplican diferentes intensidades de estos
factores, alcanzando valores maximos de CT bajo intensidad luminica y

salinidad moderada (5000 lux y 1% ppt).

Se evidencio que los tratamientos producen un efecto en el cultivo de C.
vulgaris, tanto en la biosintesis de pigmentos, como en la generacién de
biomasa celular. Esto hace alusion a que las células toman ciertos mecanismos
de defensa ante factores estresantes. Kaur et al. (2022) indica que géneros de

clorofitas como Chlorella sp. y Dunaliella sp poseen estrategias para afrontar
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el estrés salino, Chlorella vulgaris al poseer una pared celular rigida acude a la

produccion de solutos orgéanicos por osmorregulacion.

En cuanto a los tratamientos con intensidad luminica alta, no se observaron
concentraciones de carotenos mayor a las obtenidas con la intensidad baja. Por
lo que, sosteniendo la idea Maltsev et al. (2021) se puede aludir que, si bien una
exposicion a intensidad de luz alta aumenta la produccion de carotenos, esto
solo se evidencia en ciertas microalgas como Haematococcus lacustris,
Dunaliella salina, Chromochloris zofingiensis, Tetradesmus obliquus, Nostoc
calcicola. Ademas, indican que cultivos sometidos a luz baja y estrés salino

acumularan carotenos.

Existe un efecto fenotipico, en la morfologia de las células, evidenciado en
el Tratamiento 1 y el Tratamiento 3, con el aumento en el tamafio celular, a
diferencia del Tratamiento control y el Tratamiento 2, que el tamafo celular se
mantuvo sin variaciones entre si. Jiao et al. (2025) observo cambios
morfologicos a medida que aumentaba la salinidad en Scenedesmus obliquus,
siendo que a salinidades moderadas (10 y 20 ppt) aumentaba el tamafio celular.

Sugiere que niveles de salinidad desencadenan estrés osmdtico, provocando
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cambios en el tamafio, forma e incluso el contenido intracelular de las células

para mantener la homeostasis.

El tratamiento T1, presentd el mayor contenido de carotenos totales. Los
tratamientos Tc, T2 y T3 mostraron menores concentraciones. Esta dindmica
sugiere que, bajo los factores estresantes aplicados, una mayor concentracion
de las clorofilas puede estar asociado a una mayor sintesis de carotenos. Lo que
concuerda con Bazarnova et al. (2022) quienes observaron una tendencia
similar al comparar sus tratamientos con mayores concentraciones de Cl-a de
24.7 mg/g, CI-f de 11 mg/g en conjunto con un mayor contenido de CT de 7
mg/g, comparado con los tratamientos con menores concentraciones de
clorofilas que registraron un menor contenido de carotenos totales (Cl-a: 13
mg.g'; Cl-B: 4.8 mg.g”!'; CT: 3.7 mg.g™!). Si bien las concentraciones difieren
entre ambos estudios, se observéd un patrén y tendencia similar, aludiendo que
existe una asociacion entre el contenido de clorofilas y la acumulacion de

carotenos totales.

Se obtuvo la biomasa seca unificada para cada tratamiento de los ciclos de
produccion, siendo T3 el de mayor acumulacion con 6.57 g de polvo de
microalgas se obtiene 47.35 mg.g"! de pigmentos carotenoides. Indicando que,

si bien existe una mayor cuantificacion en uno de los tratamientos, la
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concentracion final proporcional al peso total seco va a diferir, siendo una
mayor obtencion de carotenos a mayor biomasa de polvo de microalgas. Esto
concuerda con Chen et al. (2021) que obtuvo la biomasa total de sus
tratamientos presentaron que en 10 g de polvo de microalgas de S. obliquuis
obtendra 61 mg.g"! de luteina, al contrario del tratamiento con menor biomasa
de 4.26 g que obtuvo 9,79 mg.g!. Por lo que, se evidencia que mayor
concentracion de biomasa seca se obtendrd una mayor produccion de

pigmentos.

Para la produccién acuicola se debe tomar en consideracion los gramos de
biomasa seca, los volumenes, tiempo de produccion y las condiciones que

potencien la capacidad de obtencion de pigmentos carotenoides.
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11.CONCLUSIONES

e La cepa PMO022 identificada molecularmente como Chlorella vulgaris es
capaz de alcanzar su pico de generacion de biomasa bajo los pardmetros
establecidos de temperatura, intensidad luminosa, salinidad, pH y
fotoperiodo, generando asi un protocolo base de cultivo para esta cepa
nativa de Santa Elena. Considerando que se puede optimizar los factores de
crecimiento, para aumentar la productividad de su biomasa y el rendimiento

celular.

e El aumento de los factores de estudio produjo una disminucion en la
obtencion de pigmentos. La biosintesis de carotenos totales se ve
influenciada por rangos de estrés optimizados que al incremento en las
intensidades de los estresores. A pesar de que T1 fue el tratamiento con 10
ppt, no representa una intensidad extremadamente alta, sigue siendo
moderada y mantuvo la capacidad de producir mas pigmentos. A diferencia
de T3 con 140 pmol fotones m’s!' y 10 ppt se limitd la acumulacion de
carotenoides. Pero existiéo una mayor obtencion de pigmentos carotenoides

de los ciclos de produccion.
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e La extraccion con etanol al 95%, permitié obtener extractos pigmentarios
de manera eficiente, evidenciando variaciones significativas segin el
régimen de cultivo aplicado para maximizar la concentracion intracelular de
carotenoides, el T1 representd la mejor alternativa, mientras que el T3
optimizo tanto la produccion de biomasa seca como el rendimiento total de
pigmentos por ciclo de cultivo. Estos enfoques ofrecen estrategias
operativas diferenciadas y escalables segtn los requerimientos del proceso

industrial.
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12.RECOMENDACIONES

e Aumentar el rendimiento de la cepa PM022 empleando medios de

cultivo comerciales o modificados.

e Optar por otros métodos de extraccion de carotenos totales,

especificos y selectivos.

e Aplicar diferentes concentraciones de NaCl a las empleadas en el

estudio.
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14. ANEXOS

Anexo 1

Inoculacion y escalamiento de cultivos de 1000 mL

Anexo 2

Sujetos experimentales y Diserio en Bloques

Anexo 3

Cosecha de biomasa microalgal.
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Anexo 4

Extraccion de carotenos totales en C. vulgaris

Anexo 5.

Conteo celular y densidad optica

Anexo 6

Promedio de conteos celulares y densidades opticas de tres corridas experimentales

Dias Densidad Densidad

optica celular

(ng/mL)  (x10"5)

0 0,148 946111
1 0,067 1231597
2 0,138 2377083
3 0,229 3355208
4 0,360 5018750
5 0,451 6219271
6 0,568 7956250
7 0,680 9796292
8 0,774 11069792
9 0,921 12486979
10 1,002 13698611
11 1,077 14190833
12 1,158 14806979
13 1,194 15056458
14 1,174 14931458
15 1,152 15019965
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Anexo 7.

Curva de crecimiento de tres corridas experimentales
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Anexo 8.

Dias

Promedio de pigmentos carotenos por duplicado de los ciclos de produccion

BLOQUES TRATAMIENTOS mg/g Promedio
carotenos
totales
Corrida BLOQUE 1 TC 10,42 9,13
1 TC 7,84
T1 13,44 14,605
T1 15,77
T2 8,65 8,845
T2 9,04
T3 6,3 7,415
T3 8,53
Corrida BLOQUE 2 TC 7,96 7,525
2 TC 7,09
Tl 13,53 12,02
T1 10,51
T2 5,23 5,66
T2 6,09
T3 5,45 4,97
T3 4,49
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Corridla  BLOQUE 3 TC 6,82 7,79
3 TC 8,76
TI 12,89 13,085
T1 13,28
T2 9,63 8,075
T2 6,52
T3 7,56 9,065
T3 10,57
Anexo 9.

Datos de carotenos totales, clorofilaay b

Cla Clb Carotenos Promedio Biomasa Total %
totales ct total Carotenos
seca totales
(mg)

Te 58,8427119 44,880678 6,82 8,21 1,64 13,4644
53,0267797 31,1345763 8,76
35,0811957  24,6988758 7,96
25,4135411 13,2084313 7,09
47,6629213  30,5423902 10,42

T1 70,9430011 46,3183651 12,89  13,08167 33 43,1695
68,6148936  43,9275476 13,28
28,3358712  20,1154318 10,51
54,3446091  41,5877363 12,6
51,6807967 26,860572 13,44
63,2265066 32,8613381 15,77

T2 14,1171333  9,36147816 9,63 7,511667 4,26 31,9997
21,7408735  8,93079507 6,43
17,6334185 11,8588656 5,23
20,1018396  7,75365355 6,09
31,3501532  18,1403473 8,65
294386108 14,8388151 9,04

T3 35,118477 24,325196 7,89  7,206667 6,57 47,3478
40,3558791  26,0351624 10,57
27,3801226  20,6963209 5,46
27,1944813  21,6774655 4,49
28,325332  20,7226762 6,3
30,6903984 17,7974464 8,53
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Anexo 10.

Iculo de carotenos totales, clorofila a y clorofila b
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