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RESUMEN 

 

Chlorella spp, es una microalga verde con alta capacidad adaptativa, que ha 

destacado como una fuente de compuestos bioactivos como los carotenos, se ha 

consolidado como una fuente prometedora de antioxidantes naturales. Estos metabolitos 

tienen especial relevancia frente al estrés oxidativo, un proceso relacionado con la 

acumulación de especies reactivas al oxígeno (ROS) y los mecanismos de defensa celular. 

En Ecuador, y particularmente en la península de Santa Elena, su potencial bioactivo aún 

no ha sido caracterizado bajo condiciones de estrés lumínico. Este estudio evaluó la 

capacidad antioxidante de Chlorella spp. estresada, cultivada en medio NPK. Donde se 

determinó la cinética de crecimiento bajo condiciones controladas, alcanzando una tasa 

específica de 0,773 d⁻¹. Posteriormente, los cultivos fueron sometidos a irradiancia de 140 

µmol m⁻² s⁻¹ por 10 y 20 días sin aporte nutricional. Se cuantificaron carotenos mediante 

espectrofotometría UV-Vis y la actividad antioxidante con el método DPPH, utilizando 

dos extractos (E1 y E2), expresando los resultados en µmol Eq Trolox/g. Los niveles más 

altos de carotenos se observaron en la muestra control (2.15 ± 0,26 µg/mg), disminuyendo 

significativamente bajo estrés prolongado. Sin embargo, la actividad antioxidante fue 

mayor en la muestra expuesta a 10 días de estrés (23,20 ± 1,17 en E1 y 85,23 ± 2,70 en 

E2), indicando que un estrés moderado estimuló la síntesis de compuestos bioactivos. No 

se halló correlación significativa entre concentración de carotenos y capacidad 

antioxidante (ρ < 0,6; p > 0,05), lo que sugiere la participación de otros metabolitos. Se 

concluye que Chlorella spp. aislada localmente posee un alto potencial como fuente de 

antioxidantes naturales, y representa una alternativa viable para el desarrollo de productos 

funcionales en sectores farmacéutico, alimentario y cosmético. 

Palabras clave: Chlorella spp., carotenos, estrés lumínico, antioxidantes, DPPH, trolox, 

microalgas. 
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ABSTRACT 

 

Chlorella spp. is a green microalga with high adaptive capacity, recognized as a 

source of bioactive compounds such as carotenoids, and has emerged as a promising 

source of natural antioxidants. These metabolites are particularly relevant in counteracting 

oxidative stress; a process associated with the accumulation of reactive oxygen species 

(ROS) and the cellular defense mechanisms. However, its antioxidant potential under 

light stress conditions remains understudied in Ecuador, particularly in the Santa Elena 

Peninsula. This research evaluated the antioxidant capacity of Chlorella spp. under light 

and nutrient stress, using the DPPH assay. The microalga was cultured in NPK medium, 

achieving a specific growth rate (μ) of 0.773 d⁻¹. Cultures were then exposed to high 

irradiance (140 µmol m⁻² s⁻¹) for 10 and 20 days without nutrient supplementation. 

Carotenoids were quantified by UV-Vis spectrophotometry, and antioxidant activity was 

assessed using two extraction methods (E1 and E2), expressed as Trolox equivalents 

(TEAC). The highest carotenoid content was recorded in the control sample (2.15 ± 0.06 

µg/mg), with a significant decrease under prolonged stress. In contrast, antioxidant 

activity peaked in the sample stressed for 10 days (23.20 ± 1.17 in E1; 85.23 ± 2.70 in 

E2), indicating that moderate stress stimulates the production of antioxidant metabolites. 

No significant correlation was found between carotenoid content and antioxidant activity 

(ρ < 0.6; p > 0.05), suggesting other compounds may contribute to the observed 

bioactivity. The results highlight the biotechnological potential of locally isolated 

Chlorella spp. as a source of natural antioxidants, with promising applications in 

pharmaceutical, nutraceutical, and cosmetic industries. 

Key words: Chlorella spp., carotenoids, light stress, antioxidants, DPPH, trolox, 

microalgae. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El estrés oxidativo es un fenómeno que ocurre cuando el organismo no logra 

eliminar de manera correcta los radicales libres, que son moléculas altamente reactivas 

generadas durante procesos metabólicos normales o como respuesta a estímulos externos 

(Ajitha et al., 2021). Al acumularse estos radicales dañan estructuras celulares como 

proteínas, lípidos y ADN, que contribuyen al desarrollo de enfermedades crónicas, 

incluyendo cáncer, diabetes y enfermedades cardiovasculares (Nascimento et al., 2019; 

Ajitha et al., 2021). 

 

 

 

Gauthier et al. (2020) mencionan que el estrés oxidativo tiene un impacto negativo 

sobre la salud celular, lo cual ha generado un creciente interés en la búsqueda de 

soluciones efectivas para mitigar sus efectos dañinos. En este contexto, los antioxidantes 

naturales, como los carotenos, han captado la atención de la comunidad científica. Estos 

compuestos son reconocidos por su capacidad para neutralizar radicales libres e inhibir el 

daño oxidativo, contribuyendo así a la protección celular (Coulombier et al., 2021; 

Cichoński & Chrzanowski, 2022). 

 

 

 

Los carotenos son compuestos lipofílicos que se encuentran en frutas, verduras y 

microalgas, se destacan por la eficacia en la neutralización de radicales libres (Nascimento 

et al., 2019). Dentro de estas fuentes se encuentra Chlorella spp. una microalga unicelular 
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de color verde que pertenece a las Chlorophytas, esta ha destacado por su alto contenido 

en carotenos, siendo estudiada por sus propiedades nutricionales (Ali et al., 2020; Pradhan 

et al., 2020; Félix-Castro et al., 2024). 

 

 

 

Reyes et al. (2023) y Guillen (2019), mencionan que en Ecuador las 

investigaciones sobre las propiedades de Chlorella son limitadas, a pesar de que la 

biodiversidad de microalgas presenta un alto potencial biotecnológico, señalando la 

importancia en estudios locales. 

 

 

 

Por las condiciones ambientales, la península de Santa Elena constituye una 

localidad idónea para el cultivo de microalgas (Guillen, 2019; Reyes et al., 2023). Sin 

embargo, no se han realizado estudios que exploren la concentración de carotenos en 

cepas de Chlorella que se encuentran en la región, tampoco se ha evaluado su capacidad 

para combatir el estrés oxidativo (Sadek et al., 2025; Felix-Castro et al., 2024). Su falta 

de investigación limita el aprovechamiento de la cepa como una fuente de carotenos. 

 

 

 

En este estudio se propone analizar la producción de carotenos en Chlorella spp. 

aislada de la península de Santa Elena, utilizando métodos analíticos que permiten 

cuantificar estos compuestos y medir la capacidad antioxidante de la cepa. Bulut et al. 

(2024) y Vignaud et al. (2023) destacan la importancia de analizar las propiedades 

antioxidantes de la cepa, para evaluar su viabilidad en aplicaciones industriales y de salud. 
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Los resultados obtenidos contribuirán al desarrollo científico sobre Chlorella spp., 

además podrían impulsar el desarrollo de productos farmacéuticos, alimenticios o 

cosméticos, que busquen propiedades antioxidantes en dichos productos (Gauthier et al., 

2020; Vignaud et al., 2023). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En Ecuador, existen pocos estudios sobre compuestos antioxidantes obtenidos de 

microalgas, sobre todo en especies como Chlorella spp. Aunque en diversos países ya se 

han demostrado que las microalgas contienen antioxidantes, como los carotenos y los 

compuestos fenólicos y en Ecuador la investigación en dicho campo no ha tenido mucho 

desarrollo (Abdelkarim et al., 2019). Dicha situación se nota en la provincia de Santa 

Elena, donde las condiciones ambientales son idóneas para el cultivo de microalgas, sin 

embargo, no hay proyectos que apoyen las investigaciones de estas microalgas. 

 

 

 

En los últimos años, ha crecido el interés por los antioxidantes naturales en áreas 

como la alimentación, la cosmética y la medicina. Esto ha motivado nuevas 

investigaciones que resaltan la importancia de los carotenos y otras sustancias producidas 

por las microalgas (Li et al., 2006; Choochote et al., 2014). A pesar de esto, en la península 

de Santa Elena todavía no se han hecho investigaciones que analicen la capacidad 

antioxidante de Chlorella spp. cultivada en estas condiciones locales, ni se sabe con 

claridad cómo afecta el estrés lumínico a la producción de carotenos. Esta falta de 

información dificulta el desarrollo de tecnología nacional para la producción de 

antioxidantes naturales, y también frena la posibilidad de generar productos innovadores 

y aprovechar mejor los recursos naturales. 
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Otros países han desarrollado este campo, con tecnologías como la extracción 

subcrítica para obtener compuestos fenólicos de Chlorella, lo que permite el 

aprovechamiento de sus propiedades antioxidantes de forma eficiente (Zakaria et al., 

2017). Por otro lado, Ecuador sigue dependiendo de la importación de antioxidantes 

comerciales sin aprovechar su potencial biotecnológico. La falta de estudios sobre 

Chlorella spp. es un problema para la generación de conocimiento científico, desarrollo 

económico y mejora de la salud pública, ya que los antioxidantes son importantes para 

prevenir de enfermedades crónicas relacionadas con el estrés oxidativo (Yu et al., 2019). 

 

 

 

Estudios recientes han demostrado que el tratamiento de la biomasa de Chlorella, 

así como su digestión, puede afectar bastante la forma en que se liberan los compuestos 

antioxidantes. Esto resalta lo importante que es contar con tecnologías adecuadas para su 

cultivo, sobre todo cuando se trata de adaptarlas a las condiciones locales (Paterson et al., 

2024; Goiris et al., 2012). De manera similar, Manivannan et al. (2012) también 

encontraron que ciertas microalgas marinas, como Chlorella marina, tienen una buena 

capacidad antioxidante, lo que hace aún más interesante el estudio de cepas que se adapten 

bien a distintos ambientes. 

 

 

 

Frente a dicha problemática, es importante impulsar la investigación de la 

capacidad antioxidante de Chlorella spp., con el fin de fijar su potencial como fuente de 

compuestos bioactivos de valor. Esto permitiría promover el desarrollo de productos 
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innovadores, variar la economía local y mejorar la salud publica mediante el uso de 

antioxidantes naturales. Para lograrlo, es necesario incentivar la inversión en 

infraestructura, programas de investigación y promover colaboraciones del sector 

productivo privado, de manera que Ecuador se coloque como referente en la producción 

de biocompuestos provenientes de microalgas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El estudio de Chlorella spp. es una gran oportunidad para el avance en la ciencia 

y biotecnología en Ecuador, como fuente de antioxidantes naturales. Los carotenos 

antioxidantes que se encuentran en Chlorella spp. ayudan a protegerse del daño oxidativo 

causado por los radicales libres. Daño que se relaciona con enfermedades crónicas como 

el cáncer, diabetes y problemas neurológicos (López et al., 2020). En el estudio de Wang 

et al. (2024), mencionan el aumento de los beneficios de Chlorella como suplemento 

alimentario. En Ecuador no se registra suficientes estudios las variedades de la misma, 

esto permite el aprovechamiento de estas microalgas como una fuente antioxidante. La 

limitada investigación retrasa el desarrollo de productos nuevos para las diferentes 

industrias que podrían aprovecharlo. 

 

 

 

Aunque cada vez hay más pruebas que muestran los beneficios de usar Chlorella 

como suplemento alimenticio (Wang et al., 2024), en el país todavía no se han hecho 

suficientes estudios sobre las variedades locales. Esto hace que no se pueda aprovechar 

todo el potencial que estas microalgas tienen como fuente de compuestos saludables. La 

falta de investigación limita el conocimiento y retrasa el desarrollo de productos nuevos 

para las industrias de alimentos, cosméticos y salud. 
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Cultivar Chlorella spp. tiene varias ventajas, es una microalga fácil de manejar, 

que crece rápido y no necesita tantos recursos como otros cultivos más comunes, 

especialmente si se dan manejan condiciones, como ocurre en la península de Santa 

Elena (Ferdous et al., 2022). Esta región tiene un clima ideal para su cultivo, pero aún no 

se han hecho suficientes estudios que analicen cómo la exposición a luz intensa puede 

afectar la cantidad de antioxidantes que produce. La Chlorella es rica en carotenos, 

compuestos que se usan en productos de salud, belleza y alimentación (Agustina et al., 

2021). A pesar de eso, en el país todavía no hay información clara que permita 

desarrollar formas efectivas de producción y aprovechamiento de estos compuestos. 

 

 

 

Realizar estudios sobre Chlorella spp. cultivada en la península de Santa Elena 

ayudará a llenar los vacíos que existen sobre su capacidad para combatir el estrés 

oxidativo, un proceso que está detrás de muchas enfermedades (El-Fayoumy et al., 2021). 

Además, investigaciones como la de Mtaki et al. (2020) han mostrado que cultivar 

Chlorella en medios económicos y bajo condiciones de estrés puede aumentar su poder 

antioxidante. Esto indica que sería muy útil aplicar estas técnicas en Ecuador para mejorar 

la calidad de la microalga. Conocer bien los antioxidantes que produce la Chlorella local 

podría ser un paso clave para desarrollar productos naturales que reemplacen a los 

antioxidantes artificiales, lo cual no solo es mejor para la salud de las personas, sino que 

también ayuda a cuidar el medio ambiente. 
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Este tipo de investigaciones también puede abrir nuevas oportunidades en el área 

de la biotecnología y ayudar al desarrollo de la industria local, aportando a una economía 

más diversa en la península de Santa Elena. Algunos estudios, como los de Abdelkarim 

et al. (2019); Li et al. (2006), & Goiris et al. (2012), han demostrado que Chlorella es una 

buena fuente de antioxidantes con alto valor. Por eso, es importante que se desarrollen 

este tipo de investigaciones, generando conocimiento propio que permita innovar, 

mejorar la salud de las personas y aprovechar los recursos naturales de forma 

responsable y sostenible. 
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4. OBJETIVOS 
 

 
4.1. Objetivo general 

 

 

 

- Evaluar la capacidad antioxidante de Chlorella spp. estresada mediante el 

análisis de DPPH, destacando las propiedades en la mitigación del estrés 

oxidativo. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

- Establecer la cinética de crecimiento de Chlorella spp. bajo condiciones 

controladas, estableciendo parámetros óptimos en su desarrollo. 

- Evaluar el efecto del estrés lumínico en la producción de carotenos en Chlorella 

spp. empleando métodos analíticos para la cuantificación de carotenos. 

- Analizar la capacidad antioxidante de Chlorella spp. estresada y su relación 

frente a un antioxidante de referencia comercial. 



13 Permiso MAATE, código: MAATE-DBI-CM-2022-0264.  

 

5. HIPÓTESIS 
 
 

 
5.1. Nula 

- No existe una relación significativa entre la concentración de carotenos y la 

capacidad antioxidante en Chlorella spp. bajo condiciones de estrés lumínico y 

nutritivo. 
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6. MARCO TEÓRICO 
 

 
6.1. Género Chlorella 

 

Chlorella es un género de microalgas verdes unicelulares (Chlorophytas) con 

registro fósil desde el Precámbrico, lo que evidencia la resistencia evolutiva de esta 

(Moreno, 2019). Tiene una morfología esférica y tamaño de 2 y 10 μm que están definidos 

por una pared celular rígida que protege sus orgánulos como se observa en la figura 1 

(Safi et al., 2014). 

 

 

 

Figura 1. 

Células de Chlorella spp. a 100x. 

 

Nota: Colonias de Chlorella 
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Esta microalga se caracteriza por su tasa de crecimiento alta y la facilidad de 

adaptación, lo que favorece su cultivo en condiciones controladas (Moreno, 2019). 

Además, como menciona Borowitzka (2018) presentan bajos costos de producción y una 

elevada eficiencia en la producción de biomasa. Chlorella es una de las microalgas más 

conocidas e investigadas actualmente, por el potencial biotecnológico en alimentación, 

energía y salud (Borowitzka, 2018). 

 

 

 

Chlorella no tiene capacidad de movimiento y se reproduce rápidamente de 

manera asexual, mediante un proceso llamado auto esporulación (Safi et al., 2014; 

Borowitzka, 2018). En aproximadamente 24 horas, una célula madre se divide en cuatro 

células hijas (Borowitzka, 2018). Estas nuevas células se desarrollan dentro de la pared 

celular de la célula madre, y cuando están completamente formadas, la pared de la célula 

madre se rompe, liberando las células hijas, que posteriormente consumen los restos de la 

célula madre para crecer (Safi et al., 2014). 

 

 

 

6.2. Fases de crecimiento de microalgas 

 

 

6.2.1. Fase de adaptación 

 

Corresponde al periodo en el cual las células ajustan su metabolismo a nuevas 

condiciones ambientales como temperatura, pH y luz, generando un retraso en el 

crecimiento celular (Arredondo et al., 2017; Zhou et al., 2023). Durante esta etapa, no hay 
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división celular activa, pero se sintetizan proteínas y enzimas necesarias para el 

crecimiento (Zhou et al., 2023). 

 

 

 

 

6.2.2. Fase de aceleración 

 

El cultivo crece más rápido, Arredondo et al. (2017) menciona que es el paso a la 

fase exponencial, ya que la célula comienza a formar proteínas y activar la síntesis de 

ARNm. 

 

 

 

 

6.2.3. Fase exponencial 

 

Implica una rápida y constante división celular, gracias a la ausencia de factores 

limitantes y la disponibilidad optima de nutrientes (Arredondo et al., 2017). La tasa de 

duplicación es máxima y estable en esta etapa. 

 

 

 

 

6.2.4. Fase de desaceleración 

 

La tasa de crecimiento disminuye por agotamiento de nutrientes y acumulación de 

metabolitos, mientras la concentración celular alcanza su máximo (Arredondo et al., 

2017); García-García et al., 2015). Además, se observan cambios bioquímicos 

contrarios a los que existen durante la fase exponencial (García-García et al., 2015). 
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6.2.5. Fase estacionaria 

 

Ocurre cuando la natalidad se equilibra con la mortalidad, donde existe un 

crecimiento neto igual a cero por condiciones limitantes como baja disponibilidad de luz, 

nutrientes y oxigeno (Arredondo et al., 2017; Abdillah et al., 2020). En esta fase pueden 

acumularse metabolitos secundarios (Abdillah et al., 2020). 

 

 

 

 

6.2.6. Fase de muerte 

 

La tasa de mortalidad supera la natalidad, donde se reduce la concentración celular 

por el agotamiento de recursos y estrés ambiental acumulado (Arredondo et al., 2017; 

García-García et al., 2015). Esta etapa implica la pérdida progresiva de biomasa viable 

(García-García et al., 2015). 

 

 

 

6.3. Condiciones de cultivo generales 

 

 

6.3.1. Luz 

 

Masojídek & Torzillo (2008) mencionan que los organismos fotosintéticos 

dependen de factores como la densidad celular, distancia óptica, densidad de flujo de 

fotones, etc. 



18 Permiso MAATE, código: MAATE-DBI-CM-2022-0264.  

Para el crecimiento de Chlorella el rango óptimo para su crecimiento es de 32 

μmol m⁻¹ s⁻¹ 40 μmol m⁻¹ s⁻¹, además de poseer un fotoperiodo de 12 horas (Aly et al., 

2024; Sarker & Salam, 2019). 

 

 

 

 

6.3.2. Aireación 

 

La aireación consiste en suministrar CO₂ al medio de cultivo, siendo este 

necesario para realizar los procesos fotosintéticos en microalgas, también evitar el 

oxígeno acumulado en el medio (Molina et al., 2010; Céspedes, 2016) 

 

 

 

 

6.3.3. pH 

 

Jui et al. (2024) mencionan que en cepas de Chlorella vulgaris el pH optimo debe 

estar en el rango de 7 a 7.5, para el crecimiento de la microalga. 

 

 

 

 

6.3.4. Temperatura 

 

Dependiendo de la cepa la temperatura varía entre 20°C a 26°. Según Arredondo 

et al. (2017) cuando se planea cultivar durante periodos largos, su temperatura debe ser 

de 15°C a 21°C aproximadamente. 
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6.4. Medios de cultivo 

 

Wong y Chung (2017) mencionan que las microalgas del género Chlorella se 

cultivan en una variedad de medios de cultivo, como Bold Basal, BG-11, F/2, Fogg’s 

Nitrogen Free, NPK, Johnson y Chu’s No. 10, los cuales varían en su composición de 

nutrientes dependiendo de la composición bioquímica deseada en el cultivo. 

 

 

 

 

6.4.1. Medio Bold Basal 

 

Se utiliza generalmente para cultivar microalgas verdes de agua dulce, como el 

género Chlorella (Mishra et al., 2021). Mishra et al. (2021) mencionan que este medio 

lleva nitrato de sodio, fosfato de potasio, sulfato de magnesio y una mezcla de 

oligoelementos esenciales, lo que permite que las microalgas crezcan bien en condiciones 

sin contaminación. Aun así, tiene ciertas limitaciones, ya que cuando se somete a algunas 

condiciones, no favorece mucho la producción de pigmentos. 

 

 

 

 

6.4.2. Medio BG11 

 

Originalmente desarrollado para cianobacterias, demostrando ser efectivo para 

especies del género Chlorella (CPCC, 2023). Contiene nitrato de sodio, fosfato de 

potasio, citrato férrico y una mezcla de micronutrientes (Matos et al., 2022). Este medio 

ha reportado que promueve un alto contenido proteico, aunque su eficiencia 
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en la acumulación de carotenos se ha visto limitada comparándolo con otros medios 

(CPCC, 2023; Matos et al., 2022). 

 

 

 

 

6.4.3. Medio Guillard F/2 

 

Este medio se diseñó para microalgas marinas, pero también se ha adaptado a 

cepas de agua dulce como especies del género Chlorella (Gupta et al., 2020). Incluye 

nitratos, fosfatos y una solución de vitaminas (CPCC, 2023). Se ha destacado su utilidad 

en condiciones de estrés por nitrógeno, que se destaca por la acumulación de lípidos y 

carbohidratos, compuestos importantes para estudios relacionados a los biocombustibles 

(Gupta et al., 2020; CPCC, 2023). 

 

 

 

 

6.4.4. Medio Fogg´s Nitrogen-Free 

 

Esta formulado sin fuente de nitrógeno, la cual permite evaluar la fijación 

biológica del nitrógeno o inclusive inducir la producción de metabolitos secundarios 

(Mishra et al., 2021; Matos et al., 2022). Las microalgas pueden alterar su metabolismo 

para aumentar la producción de lípidos y antioxidantes, sin embargo, su crecimiento 

puede verse limitado (Mishra et al., 2021; Matos et al., 2022). 
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6.4.5. Medio Johnson 

 

Diseñado para microalgas verdes, contiene una mezcla equilibrada de nutrientes y 

oligoelementos (Wong & Chung, 2017). Se ha demostrado apropiado para promover un 

crecimiento robusto, también se han empleado en cultivos del género Chlorella, 

obteniendo alto rendimiento en el crecimiento celular (Wong & Chung, 2017; Gupta et 

al., 2020). 

 

 

 

 

6.4.6. Nitrogen-Phosphorus-Potassium (N.P.K.) 

 

Este fertilizante es una mezcla que contiene principalmente tres nutrientes 

esenciales: nitrógeno, fósforo y potasio, aunque su principal uso está en el área agrícola, 

también se emplea en el cultivo de microalgas (Carlson & Capitataine, 2016; Yaakob et 

al., 2021). 

 

 

 

Carlson & Capitataine (2016) mencionan la importancia del nitrógeno en la 

producción de biomasa, que ayuda a la formación de lípidos, proteínas y carbohidratos. 

Por su parte, el fósforo interviene en la síntesis de lípidos, ácidos grasos y fosfolípidos, y 

participa en la formación de energía en forma de ATP. Yaako et al. (2021) recalca que el 

potasio activa enzimas que intervienen en funciones fisiológicas siendo importante para 

el mantenimiento de la membrana celular. 
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6.5. Composición Bioquímica 

 

El género Chlorella, posee una composición bioquímica altamente valorada: 

proteínas (40–60% peso seco), lípidos (10–30%) ricos en ácidos grasos insaturados (C16– 

C18), y carbohidratos (10–25%), principalmente almidón y polisacáridos estructurales 

(García et al., 2020; Safi et al., 2019). Además, contiene clorofilas a (2–3%) y b (0.5– 

1%), vitaminas (B y E) y minerales como hierro (Fe), zinc (Zn) y magnesio (Mg) 

(García et al., 2020; Safi et al., 2019). 

 

 

 

6.6. Estrés Lumínico en Chlorella 

 

En Chlorella spp. el estrés lumínico se produce cuando la intensidad de irradiancia 

excede la capacidad fotosintética de las células, donde el fotosistema II no logra utilizar 

eficientemente el exceso de energía (Zheng et al., 2021). Del mismo modo, Zheng et al. 

(2021) mencionan que esta condición favorece a la formación de especies reactivas del 

oxígeno también conocidas como ROS, como el anión superóxido, peróxido de hidrógeno 

y radicales hidroxilos, los cuales generan daño oxidativo a nivel celular. 

 

 

 

Cuando son expuestas a irradiancias superiores a 100 µmol m⁻² s⁻¹, estas activan 

mecanismos fotoprotectores que alteran su perfil bioquímico: reducción de clorofilas 

(↓20–40%) por foto-degradación e incremento de carotenos (↑30–50%), destacando 

luteína y β-caroteno; algunas cepas como C. zofingiensis sintetizan astaxantina (Li et al., 

2019). Metabólicamente, se incrementa la acumulación de fenoles y flavonoides (↑1.5– 
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2×), potenciando su capacidad antioxidante (Goiris et al., 2018). También se amplifica el 

sistema antioxidante enzimático y no enzimático: glutatión reducido (GSH: 2.1→4.8 

nmol/mg), α-tocoferol (0.8→2.4 μg/mg), SOD (12.7→38.5 U/mg), catalasa (9.2→27.1 

U/mg) y APX, en función de la dosis lumínica (Zheng et al., 2021; Chokshi et al., 2019). 

 

 

 

Del Campo et al. (2021) documentó un aumento significativo de carotenos como 

luteína, β- caroteno y astaxantina en cepas de C. zofigiensis. Del mismo modo, aumentan 

los compuestos fenólicos y tocoferoles, que cumplen un papel importante en la 

neutralización de los ROS y en la disipación de la energía excesiva (Ruen-ngam et al., 

2019; Del Campo et al., 2021). 

 

 

 

6.7. Cuantificación espectrofotométrica 

 

La espectrofotometría UV-Vis es una técnica analítica fundamental en el análisis 

de microalgas, que permite cuantificar pigmentos como carotenos y clorofilas mediante 

sus propiedades de absorción óptica (Gong et al., 2020). En Chlorella spp. la 

determinación espectral de estos pigmentos es esencial para evaluar el estado fisiológico 

y las respuestas metabólicas frente a condiciones ambientales. Además, los carotenos 

también actúan como antioxidantes frente al estrés por irradiancia protegiendo las 

estructuras celulares del daño oxidativo (Del Campo et al., 2021). 
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Por otra parte, las clorofilas reflejan la eficiencia fotosintética y permiten inferir 

el potencial bioenergético de la biomasa (Gong et al., 2020). El principio teórico se basa 

en la ley de Lambert-Beerl, que relaciona absorbancia con concentración y trayectoria 

óptica, permitiendo un dato preciso de los pigmentos presentes en extractos celulares 

(Lichtenthaler & Buschmann, 2001). De este modo, ofrece una herramienta no solo 

cuantitativa sino también interpretativa de los mecanismos adaptativos del metabolismo 

algal (Zheng et al., 2021). 

 

 

 

 

6.7.1. Curvas de calibración 

 

Ke & Dezhong (2024) mencionan que las curvas de calibración se utilizan para 

convertir datos de absorbancias en concentraciones de los compuestos que se miden. 

Cuando se trabaja con compuestos con capacidad antioxidante, es muy común trabajar 

con ácido ascórbico o trolox como sustancias de referencia (Apak et al., 2018; Ke & 

Dezhong, 2024). 

 

 

 

Estos compuestos permiten trazar una línea recta entre la absorbancia que se 

obtiene y la cantidad de antioxidante presente. Esa relación es clave para entender e 

interpretar correctamente los resultados (Apak et al., 2018). 
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6.8. Método DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) 

 

El método 2,2-difenil-1-Picrilhidrazilo o mejor conocido como DPPH es una de 

las técnicas más utilizadas para evaluar la capacidad antioxidante de diferentes extractos 

naturales, que se incluyen las microalgas como Chlorella spp. (Brand- Williams et al., 

1995). El principio se basa en la reducción del radical DPPH, que presenta una intensa 

coloración violeta con un máximo de absorción a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). 

Cuando un antioxidante dona un electrón o un hidrógeno, neutraliza al radical, así 

disminuye la absorbancia que se cuantifica espectrofotométricamente (Molyneux, 2004). 

 

 

 

El ensayo permite estimar la actividad reductora de compuestos bioactivos 

presentes en extractos celulares, como polifenoles, metabolitos secundarios y en este caso 

carotenos (Shalaby & Shanab, 2017). En estudios relacionados a Chlorella, el método 

DPPH ha demostrado ser eficaz para correlacionar el contenido pigmentario con la 

capacidad antioxidante, especialmente bajo condiciones de estrés que inducen la síntesis 

de estos compuestos protectores (Khalili et al., 2022). Su simplicidad, bajo costo y 

reproducibilidad hacen que este método sea particularmente llamativo para estudios de 

bioactividad (Kähkönen et al., 1999). 
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6.9. Método ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) 

 

El método ABTS evalúa la capacidad antioxidante mediante la generación del 

radical catiónico ABTS•+, que es de color azul/verde (Munteanu et al., 2021; Wolosiak 

et al., 2021). Los antioxidantes presentes en la muestra reducen este radical, causando una 

disminución de la absorbancia (Ozgen et al., 2006; Munteanu et al., 2021). Al igual que 

el DPPH, la decoloración es proporcional a la actividad antioxidante, aunque el ABTS es 

aplicable tanto a compuestos hidrofílicos como lipofílicos y presenta mayor estabilidad 

en diferentes condiciones de pH (Ozgen et al., 2006; Wolosiak., 2021). 

 

 

 

6.10. Método FRAP (Poder Reductor Férrico) 

 

El ensayo FRAP mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el ion férrico 

(Fe³⁺) a ferroso (Fe²⁺) en presencia de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), formando un 

complejo azul que se cuantifica espectrofotométricamente (Munteanu et al., 2021; Danet, 

2021). Este método se basa en la transferencia de electrones y refleja el poder reductor 

total de los antioxidantes presentes en la muestra (Daner, 2021). 
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7. MARCO METODOLÓGICO 
 

 
7.1. Área de estudio 

 

La investigación se realizó en el laboratorio del Centro de Investigaciones 

Biológicas y pasantías Académicas (CIBPA) que se encuentra ubicado en la Facultad de 

Ciencias del Mar de la Universidad Estatal Península de Santa Elena. 

 

 

 

7.2. Obtención de muestras biológicas 

 

En la investigación realizada se utilizó la microalga Chlorella spp. del CIBPA 

registrada con el código PMO22. Con el permiso del MAATE con el cogido: CUP: 

91870000.0000.389574, para el proyecto “Registro de una colección de cepas 

microalgales con valor biotecnológico para investigación y desarrollo de bioproductos” 

 

 

 

Para llevar a cabo la investigación se realizaron dos fases, la fase de 

mantenimiento y la fase de estrés lumínico como se puede observar en la Figura 2. 
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Figura 2. 

 

Diseño experimental 
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7.2.1. Mantenimiento de la microalga Chlorella spp. 

 

Para el mantenimiento de la cepa de Chlorella spp. se utilizó como medio de 

cultivo el fertilizante comercial NPK con composición 30:10:10 de la marca 

Nitrofoska®, en una proporción de 1 g/L disuelto en agua dulce. Este tipo de fertilizante 

se considera una opción viable por su bajo costo y la facilidad para su adquisición, lo 

que ha sido demostrado en estudios previos sobre el uso de fertilizantes comerciales 

como alternativa a medios tradicionales (Lathifah et al., 2021). 

 

 

 

El medio se esterilizó en autoclave a 121°C durante 20 minutos, siguiendo los 

protocolos estandarizados para evitar contaminaciones. La cepa se tomó a partir de 

placas de agar fertilizada con el medio de cultivo, posterior a ello se procedió a un 

repique secuencial: Primero, de placa a tubo de cultivo con 30 ml de medio, donde 

crecía por 5 días; luego, se aumentó el volumen a 90 ml por 5 días, después de 90 ml a 

270 ml por otros 5 días, y, por último, de 270 ml a 750 ml por 13 días. A medida que 

duraba este proceso se fertilizaba el medio en cada paso para asegurar un suministro 

constante de nutrientes (Ashraf et al., 2011). 

 

 

 

La aireación se realizó de forma manual en las primeras fases, utilizando agitación 

periódica, hasta alcanzar el volumen de 750 ml, se le colocó aireación constante para 

asegurar el intercambio gaseoso del cultivo. 
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La iluminación fue de 32 µmol m⁻² s⁻¹, y se aplicó un fotoperíodo de 16 horas de 

luz y 8 horas de oscuridad (Figura 3), siguiendo el protocolo propuesto por Mtaki et al. 

(2021), quienes demostraron que estas condiciones favorecen un crecimiento adecuado 

de Chlorella spp. Este proceso de escalado gradual permite una adaptación progresiva de 

la microalga a volúmenes mayores y garantiza un crecimiento homogéneo, como lo 

reportaron Rofidi (2017) y Ezeani y Abu (2019), quienes encontraron que el uso de 

fertilizantes comerciales combinados con prácticas de cultivo simples puede mantener la 

biomasa de Chlorella spp. de forma eficiente. 

 

 

 

Figura 3. 

 

Mantenimiento Chlorella spp. 

 

 

 

 

 

Finalmente, los cultivos a 750 mL se mantuvieron durante 13 días para 

posteriormente someterse a condiciones de estrés lumínico y nutricional, lo cual es clave 

para inducir la producción de compuestos antioxidantes como los carotenos (Peñuela et 

al., 2012; Tran et al., 2023). 
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7.3. Curva de crecimiento 

 

La curva de crecimiento de Chlorella spp. se elaboró siguiendo la metodología 

propuesta por Guadalupe e Islas (2017), realizando el conteo celular cada 24 horas, desde 

el día de la inoculación (Día 0) hasta alcanzar la fase estacionaria (Día 13), como se 

muestra en la Figura 4. Este procedimiento permitió monitorear el desarrollo celular bajo 

condiciones controladas, asegurando la recolección de datos consistentes para el análisis 

de crecimiento (Cudemos, 2017). 

Figura 4 

 

Conteo celular en cámara de Neubauer. 

 

 

 

 

Para la cuantificación de la biomasa, se utilizó la fórmula modificada para el 

cálculo en cámara de Neubauer: 

 

 

 

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 

𝑚𝑙 
= 

#𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 

0,4𝑢𝑙 
∗ 

1000𝑢𝑙 

1𝑚𝑙 
∗ 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 
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Esta fórmula, propuesta por Guajardo (2014), permite determinar con precisión la 

concentración celular a partir de las mediciones realizadas en la cámara de Neubauer. 

Además, se calculó la productividad celular utilizando la ecuación descrita por Silva y 

Graciano (2018): 

 

 

 

𝜇 = 
𝑑𝑥 

 
 

𝑑𝑡 
 
 

 
Donde: 

 

µ: Productividad celular. 

 

x: Concentración de células expresado en células*mL-1. 

t: Tiempo en días. 

Finalmente, la tasa específica de crecimiento se determinó mediante la fórmula de 

Guillard (1973), ampliamente utilizada en estudios de microalgas: 

𝛼 = 
ln 𝑋2 − ln 𝑋1 

𝑇2 − 𝑇1 

 
Donde: 

 

α: Tasa de crecimiento. 

 

X: Concentración celular en tiempos de fase exponencial. 

Ln: Logaritmo natural. 
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T: Tiempo en días. 

 

 

 

 

Esta ecuación permite obtener un indicador cuantitativo del crecimiento 

poblacional, ajustado a las fases características del cultivo (Rodríguez, 2021; Ruiz-Marín 

et al., 2013). 

 

 

 

7.4. Estrés de la microalga Chlorella spp. 

 

Durante la fase estacionaria, los biorreactores de 750 mL fueron sometidos a estrés 

lumínico y deficiencia de nutrientes para estimular la acumulación de carotenos, 

siguiendo el protocolo de Gacheva y Gigova (2014). Los cultivos fueron expuestos a una 

intensidad luminosa de 140 µmol m⁻² s⁻¹ como se observa en la figura 3, sin un 

fotoperíodo por lo que se dejó 24h continuas según lo descrito por Jahnke et al. (2019). 

 

 

 

La deficiencia de nutrientes se indujo omitiendo NPK en el medio. Se emplearon 

tres biorreactores con dos réplicas cada uno, evaluando la respuesta de Chlorella spp. al 

estrés nutricional a los 10 y 20 días. 
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7.5. Obtención de biomasa 

 

Para la obtención de biomasa se usó una centrifuga Hermle® 306 se centrifugó a 

4000 rpm por 5 min, utilizando frascos de polipropileno de 200 ml. Se separó la biomasa 

húmeda de cada biorreactor. De acuerdo con la metodología propuesta por Yahia et al. 

(2007), el secado se realizó en una estufa dejando la biomasa húmeda por 24 h a 38°C, 

para evitar la degradación de los metabolitos (Figura 5). Finalmente, la biomasa se 

almacena en congelación a 4°C para su posterior análisis. 

Figura 5. 

 

Método de obtención de biomasa. 
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7.6. Extracción de carotenos 

 

La extracción de carotenos se realizó siguiendo el protocolo propuesto por 

Arredondo-Vega et al. (2017), con ajustes para optimizar la recuperación del pigmento. 

Se pesaron 0.3 g de biomasa seca de Chlorella spp., a los cuales se les añadió 10 mL de 

acetona al 90%. La mezcla se incubó durante 24 horas a temperatura ambiente en 

oscuridad, para evitar la degradación de los compuestos por exposición a la luz, como lo 

recomiendan Cerrillo et al. (2022). 

 

 

 

Posteriormente, se agitó la muestra en un vórtex a 2000 rpm por 3 minutos, y se 

dejó reposar en hielo durante 30 minutos para favorecer la liberación de los carotenos. El 

sobrenadante fue cuidadosamente recolectado en un frasco ámbar mantenido en hielo, 

minimizando la exposición a la luz y al oxígeno para evitar la degradación oxidativa 

(Romero et al., 2008). 

 

 

 

A la biomasa restante se le añadió nuevamente 10 mL de acetona al 100% y se 

repitió el proceso de vortex a 2000 rpm por 3 minutos y reposo en hielo por 15 minutos, 

como indican Aguado et al. (2022). El sobrenadante se transfirió a un frasco ámbar con 

la primera fracción, y se repitió el mismo procedimiento, con un reposo final de 5 minutos 

Figura 6. 
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Figura 6. 

 

Metodología de extracción de carotenos utilizada para Chlorella spp. 

 

 

 

 

 

Se combinaron los 3 extractos de sobrenadantes obtenidos así asegurar una mayor 

eficacia en la extracción de pigmentos. Rubio et al. (2017) menciona que la repetición de 
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los ciclos de extracción es fundamental para obtener una mayor concentración de 

carotenos. 

 

 

 

 

7.6.1. Determinación espectrofotométrica de pigmentos 

 

La medición se realizó utilizando un espectrofotómetro UV-VIS modelo Hanon® 

I5. Las muestras se colocaron en cubetas de vidrio, y las lecturas se tomaron a longitudes 

de onda de 480, 647 y 664 nm, utilizando acetona pura como blanco, según el 

procedimiento descrito por Silveira-Front et al. (2018). La concentración de carotenos se 

calculó aplicando las siguientes ecuaciones: 

𝐶𝑎 = 11.93𝐴664 − 1.93𝐴647 

 
𝐶𝑏 = 20.36𝐴647 − 5.5𝐴664 

 
𝐶𝑥 + 𝑏 = 𝐶𝑎 + 𝐶𝑏 

ß = 4,0 ∗ 𝐴480 

Donde: 

 

Ca: Clorofila a 

Cb: Clorofila b 

Cx+b: Clorofilas totales 

ß: Carotenos 
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A: Absorbancia (480, 647, 664) 

 

 

 

 

7.7. Preparación de muestras 

 

La preparación de muestras se realizaron en el laboratorio de “preparación de 

muestras” de la Universidad Estatal de Bolívar (UEB) donde se emplearon dos métodos 

de extracción para obtener el primer extracto (E1) a base de metanol al 70% y el 

segundo extracto (E2) a base de metanol al 100% y cloroformo al 100%. 

 

 

 

En el primer extracto (E1), se pesaron 120 mg de biomasa seca de Chlorella spp. 

y se colocaron en tubos Eppendorf ámbar para evitar la degradación por la luz. A cada 

tubo se le añadieron 1500 µL de metanol al 70%, y se agitó en vórtex durante 10 minutos 

para favorecer la dispersión de la biomasa. 

 

 

 

Posteriormente, las muestras se sometieron a sonicación por 10 minutos, lo cual 

ayuda a romper las células y liberar los compuestos bioactivos (Iovine et al., 2019). 

Después, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 minutos, y el sobrenadante 

se transfirió cuidadosamente a un balón aforado ámbar. 

 

 

 

Este proceso de extracción (desde la adición de metanol hasta la recolección del 

sobrenadante) se repitió cuatro veces hasta que la biomasa quedó prácticamente incolora, 
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lo que indica una extracción eficiente (Fernández,0 2015). Finalmente, el volumen total 

se ajustó a 10 mL con metanol al 70%. 

 

 

 

Para el segundo extracto (E2), se adaptó el protocolo de Bligh y Dyer (1959), con 

modificaciones de Wu et al. (2020). Se colocaron 100 mg de biomasa en tubos Eppendorf 

junto con perlas de acero inoxidable y se homogenizó mediante vórtex durante 1 minuto, 

siguiendo un procedimiento mecánico de disrupción que favorece la ruptura de la pared 

celular (Ma, 2012). 

 

 

 

De este homogenizado, se tomaron 15 mg y se transfirieron a tubos ámbar para 

minimizar la degradación fotoinducida. A cada muestra se le agregaron 100 µL de agua 

destilada, se agitó en vórtex durante 15 segundos y se incubó a 4°C por 30 minutos, para 

facilitar la lisis celular, como se sugiere en Lin et al. (2019). Posteriormente, se añadieron 

500 µL de metanol al 100% y 500 µL de cloroformo al 100%, agitando 15 segundos 

después de cada adición para asegurar la mezcla adecuada de fases, como proponen 

Routray et al. (2017). 

 

 

 

Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos a 10°C, y el 

sobrenadante se recolectó en un balón aforado ámbar de 5 mL. Este procedimiento se 

repitió hasta cuatro veces, hasta que el pellet quedó incoloro, indicando la extracción 

completa de pigmentos, como sugiere Folch et al. (1957). Finalmente, se ajustó el 
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volumen a 5 mL con metanol al 100% y las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta 

su análisis. 

 

 

 

7.8. Curva de calibración de trolox para el ensayo DPPH 

 

 

7.8.1. Preparación de soluciones de trabajo 

 

Para la elaboración de la curva de calibración se preparó una solución madre de 

trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-ácido carboxílico) a una concentración de 

1000 µmol/L, disolviéndolo en metanol al 100%, siguiendo el protocolo descrito por Prior 

et al. (2005). Esta solución madre sirvió como punto de partida para realizar diluciones 

seriadas que permitieron obtener concentraciones de trabajo entre 200 y 800 µmol/L. Para 

cada dilución se aplicó la formula: 

𝐶1 ∗ 𝑉1 = 𝐶2 ∗ 𝑉2 

 
Donde: 

 

𝐶1 es concentración inicial (1000 µmol/L) 

 

𝑉1 es el volumen requerido de la solución madre 

 

𝐶2es la concentración buscada (200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 µmol/L) 

 

𝑉2es el volumen final (1000 µL) 



41 Permiso MAATE, código: MAATE-DBI-CM-2022-0264.  

Paralelamente, se preparó una solución de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) a 

una concentración de 0,06 mmol/L en 50 mL de metanol, la cual se protegió de la luz 

durante todo el proceso debido a su alta sensibilidad a la fotodegradación (Mishra et al., 

2012). Este paso es fundamental para evitar alteraciones en la capacidad antioxidante del 

DPPH, como lo han documentado Tovar (2013) y García-Barrientos et al. (2025) en sus 

estudios sobre antioxidantes en extractos de plantas y hongos. 

 

 

 

Además, se consideraron las recomendaciones de Benítez-Estrada et al. (2020), 

quienes enfatizan la importancia de mantener condiciones estables para evitar errores en 

la medición de la actividad antioxidante. La curva de calibración resultante se utilizó 

como referencia para calcular la actividad antioxidante de los extractos de Chlorella spp. 

estresada. 

 

 

 

Este proceso permite comparar los resultados con un antioxidante de referencia, 

como el trolox, y facilita la interpretación de los datos obtenidos, asegurando la fiabilidad 

del ensayo (Iradi, 2016; Lugo et al., 2014). Finalmente, las soluciones preparadas se 

almacenaron en frascos ámbar y a bajas temperaturas hasta su uso, para evitar su 

degradación (Soteldo et al., 2015). 
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7.8.2. Procedimiento experimental 

 

Para llevar a cabo el análisis de la capacidad antioxidante, se prepararon mezclas 

para cada concentración de trolox (200, 400, 600 y 800 µmol/L). Se añadió 25 µL de cada 

dilución de trolox a 975 µL de la solución de DPPH (0,06 mmol/L) en tubos Eppendorf 

ámbar para evitar la fotodegradación, tal como lo indica Blois (1958). 

 

 

 

Las mediciones se realizaron por triplicado para asegurar la precisión y 

reproducibilidad de los resultados, siguiendo buenas prácticas experimentales sugeridas 

en estudios de antioxidantes naturales (Tovar, 2013; García-Barrientos et al., 2025). Una 

vez preparadas las mezclas, se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos, tiempo 

recomendado para permitir que ocurra la reacción entre el DPPH y los compuestos 

antioxidantes presentes en las muestras, según lo reportado por Sánchez-Moreno et al. 

(1998). 

 

 

 

Finalizado el tiempo de incubación, se midió la absorbancia a 515 nm en un 

espectrofotómetro UV-Vis, utilizando como blanco una mezcla compuesta por 975 µL de 

solución de DPPH y 25 µL de metanol puro. Esta referencia permitió corregir las lecturas 

y eliminar posibles interferencias del disolvente en la medición (Sharma & Bhat, 2009; 

Lugo et al., 2014). 
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La absorbancia neta de cada muestra se calculó restando el valor del blanco a la 

absorbancia de las muestras tratadas. Este paso es fundamental para obtener resultados 

precisos y comparables, ya que elimina la influencia del solvente en el análisis, como se 

ha documentado en otros estudios sobre técnicas espectrofotométricas para la 

determinación de capacidad antioxidante (Huang et al., 2005; Soteldo et al., 2015). 

 

 

 

Finalmente, los datos obtenidos fueron utilizados para construir la curva de 

calibración de trolox y calcular la capacidad antioxidante de los extractos de Chlorella 

spp., expresados como equivalentes de trolox (TEAC). Este procedimiento experimental 

permite una comparación confiable entre el antioxidante estándar y las muestras de 

microalgas, facilitando la interpretación de los resultados y su discusión frente a estudios 

similares (Benítez-Estrada et al., 2020; Iradi, 2016). 

 

 

 

 

7.8.3. Análisis de datos 

 

Los valores de absorbancia neta se graficaron en función de las concentraciones 

de trolox (µmol/g), ajustándose los datos a un modelo de regresión lineal mediante el 

método de mínimos cuadrados (Miller & Miller, 2018). De esta grafica se obtuvieron los 

parámetros clave: pendiente (m), que refleja la sensibilidad del método; intersección (b), 

correspondiente a la absorbancia en ausencia de trolox; y el coeficiente de determinación 

(𝑅2), que indica el grado de linealidad (se consideró aceptable un 𝑅2 ≥ 0.98). 
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La ecuación resultante (𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏) permitió posteriormente calcular la 

actividad antioxidante de muestras desconocidas en equivalentes de trolox (TEAC), 

facilitando la comparación con estudios previos (Brand-Williams et al.,1995). 

 

 

 

7.9. Evaluación de la actividad antioxidante con ensayo DPPH 

 

 

7.9.1. Cuantificación de la actividad antioxidante 

 

Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras de Chlorella spp., se 

empleó el método de DPPH descrito por Brand-Williams et al. (1995), con adaptaciones 

para su aplicación en extractos de microalgas. Cada muestra fue analizada por triplicado, 

asegurando la reproducibilidad de los resultados (Kuskoski et al., 2005). Para ello, se 

mezclaron 25 µL del extracto previamente aforado con 975 µL de la solución de DPPH 

(0,06 mmol/L) en tubos Eppendorf de color ámbar, protegiendo la reacción de la luz 

para evitar la degradación de los radicales libres. 

 

 

 

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en oscuridad durante 30 minutos, 

tiempo necesario para garantizar la interacción completa entre el radical DPPH y los 

compuestos antioxidantes presentes, como lo recomiendan García et al. (2016). 

Transcurrido el tiempo de incubación, la absorbancia se midió a 515 nm utilizando un 

espectrofotómetro UV-Vis. Se empleó como blanco una mezcla de 975 µL de DPPH con 
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25 µL de metanol, lo que permitió eliminar interferencias ópticas del solvente y obtener 

resultados más precisos, siguiendo las recomendaciones de Ovando et al. (2022). 

 

 

 

La absorbancia neta se calculó restando la absorbancia del blanco a cada una de 

las réplicas. Este paso es fundamental para minimizar errores asociados a la interferencia 

de la matriz del solvente y garantizar resultados comparables (Barrón-Yánez et al., 2011). 

 

 

 

Finalmente, los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibición, lo 

que permitió cuantificar la actividad antioxidante del extracto en comparación con el 

control. Este método es ampliamente aceptado para la evaluación de la capacidad 

antioxidante de diversas matrices biológicas y se considera una herramienta sencilla y 

confiable en estudios de microalgas (Gutierrez et al., 2008; Mesa-Vanegas et al., 2010). 

 

 

 

 

7.9.2. Cálculo de la concentración antioxidante 

 

La concentración de antioxidantes en µmol/g se determinó mediante la ecuación 

de la recta obtenida en la curva de calibración de trolox (𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏), donde: 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 (µ 
mol 

g 
) = 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑛𝑒𝑡𝑎 − 𝑏 
 

 

𝑚 

 
Donde: 

 

𝑚 es la pendiente de la curva 
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𝐶𝑜𝑛𝑐. (µ ( ) 

𝑏 es la intersección en el eje y 

 

 

 

 

Para expresar la actividad antioxidante en µmol Eq. trolox/g de muestra, se aplicó 

la siguiente formula (Prior et al., 2005): 

 

µmol 

 
Eq. trolox 

g 

mol 

=  L ) ∗ Vol. de aforo L ∗ FD 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔) 
 
 
 

 
7.10. Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico se realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con 

el objetivo de evaluar la distribución de las variables. Al no cumplir los supuestos de 

normalidad (p < 0,05), se determinó el uso de métodos no-paramétricos. Para comparar 

las diferencias entre los tratamientos, se empleó la prueba de Kruskal-Wallis, posterior a 

ello se efectuó el análisis post hoc mediante la prueba de Dunn con ajuste p-valores por 

el método de Bonferroni. Por último, con la finalidad de establecer relaciones entre la 

concentración de carotenos y la capacidad antioxidante, se utilizó el coeficiente de 

correlación de Spearman (ρ), adecuado para variables de distribución no-paramétrico. 
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8. RESULTADOS 
 

 
8.1. Cinética de crecimiento 

 

 

8.1.1. Dinámica de crecimiento celular bajo condiciones controladas 

 

Durante el periodo experimental de 10 días, la muestra aislada mostró una cinética 

de crecimiento típica con fases de aceleración, exponencial y estacionaria bien 

diferenciadas (Figura 7). La concentración celular inicial fue de 7,25 ∗ 104 cel/mL, 

alcanzando un máximo de 5,34 ∗ 106 cel/mL al día 10. Se observó un crecimiento 

exponencial pronunciado entre los días 3 y 6, pasando de 3,24 ∗ 105 a 3,30 ∗ 106 cel/mL. 

Lo que indica que es un ambiente favorable y eficiente para el desarrollo del alga bajo las 

condiciones a las que se expusieron. 

Figura 7. 

Cinética de crecimiento de Chlorella spp. en condiciones controladas. 

 

 
Nota: Días 1-3, fase de aceleración, días 3-10, fase exponencial, 11-12, fase estacionaria. 
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8.1.2. Tasa de crecimiento y productividad celular 

 

La tasa de crecimiento específica (α) fue calculada mediante la ecuación de 

Guillard (1973), resultando en un valor de 0.773 d⁻¹ durante el intervalo de mayor 

actividad exponencial (días 3 a 6). Este valor es indicativo de un cultivo saludable y 

eficiente, ya que se encuentra dentro del rango óptimo reportado para cepas de Chlorella 

spp. bajo condiciones controladas (0.5–0.8 d⁻¹), según estudios recientes sobre su 

dinámica de crecimiento (Mardalisa et al., 2022; Chilmawati, 2010; Kuo et al., 2015). 

Este crecimiento activo puede atribuirse a una adecuada disponibilidad de nutrientes, luz 

y temperatura, lo cual favorece la división celular, síntesis de clorofila y acumulación de 

compuestos primarios. 

 

 

 

Por otro lado, la productividad celular (μ), estimada como el incremento neto de 

biomasa en función del tiempo, alcanzó 5,27 × 10⁵ cel/mL/día. Este rendimiento 

representa un crecimiento robusto y sostenido, destacando el día 8 como el punto de 

máxima eficiencia fotosintética, momento en el que las células alcanzan su capacidad 

metabólica óptima antes del ingreso a la fase estacionaria. Esto demuestra un crecimiento 

normal en la fase exponencial como lo reportan Gopalakrishnan et al. (2018) con una tasa 

de 8 × 10⁵ cel/mL/día. Fisiológicamente, este comportamiento refleja que la microalga se 

encuentra en una fase anabólica activa, caracterizada por división rápida, síntesis proteica 

y crecimiento celular balanceado. 

. 
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Tabla 1 

 

Productividad celular y tasa de crecimiento de Chlorella spp. en condiciones 

controladas. 

Especie Días Concentración 

inicial x104 

Concentración 

final x106 

Tasa de 

crecimiento 

Productividad 

celular x105 

cel/mL/día 
 

Chlorella spp  10    7,25 5,34 0,77 5,27 
 

 
 

 
8.2. Producción de carotenos bajo estrés lumínico 

 

 

8.2.1. Concentración de carotenos bajo diferentes condiciones de luz 

 

La concentración de carotenos mostró una notable disminución en relación con el 

aumento del estrés lumínico durante 10 y 20 días. El grupo control (MV) obtuvo la mayor 

concentración con 2.15 ± 0.26𝜇𝑔/𝑚𝑔 seguido por la muestra de 10 dias de estrés (M10D) 

con 0,93±0,16 𝜇𝑔/𝑚𝑔, y por último la muestra de 20 días de estrés (M20D) con 

0,51±0,03 𝜇𝑔/𝑚𝑔 (Tabla 2). Este patrón denota que un nivel moderado de irradiancia 

puede estimular la producción de carotenos, mientras que un exceso puede inducir 

daño foto-oxidativo. 
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Tabla 2 

 

Contenido de clorofilas y carotenos totales 

 

Grupo Ca (mg/L) Cb (mg/L) Cx+b (mg/L) β (mg/L) 

MV 8.15 ± 0.93 2.87 ± 0.40 11.02 ± 1.32 2.15 ± 0.26 

M10D 1.80 ± 0.23 0.41 ± 0.22 2.21 ± 0.45 0.93 ± 0.16 

M20D 0.95 ± 0.04 0.43 ± 0.06 1.38 ± 0.10 0.51 ± 0.03 

 

 

 

8.2.2. Análisis estadístico del efecto del estrés 

 

El análisis estadístico de Kruskal-Wallis reveló diferencias significativas entre los 

tratamientos (p = 0,026), indicando que al menos uno de los grupos presentaba una 

concentración de carotenos distinta. La prueba post hoc de Dunn mostró una diferencia 

significativa entre MV y M20D (p.adj = 0,021), pero no entre MV y M10D ni entre M10D 

y M20D. Este patrón sugiere que el estrés prolongado (20 días) puede afectar 

negativamente la síntesis o estabilidad de los carotenos en Chlorella spp (Figura 8). 

Desde el punto de vista fisiológico, se esperaría un aumento de carotenoides bajo 

estrés, ya que estos actúan como antioxidantes protectores frente a la fotoxidación 

(Gacheva y Gigova, 2014). Sin embargo, en esta investigación se observó que la muestra 

vegetativa (MV) presentó mayor concentración de carotenos totales, lo cual puede 

explicarse de forma que, en fases de crecimiento activo, la microalga produce carotenos 

asociados a la formación de cloroplastos funcionales y a la integridad del sistema 

fotosintético. 
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Figura 8. 

Concentración de carotenos bajo estrés lumínico. 

 

 
Nota: Se observa que la muestra vegetativa (MV) tiene mayor cantidad de carotenos en 

comparación con las muestras estresadas. 

 

8.3. Capacidad antioxidante 

 

 

8.3.1. Capacidad antioxidante según el primer extracto E1 

 

La capacidad antioxidante se evaluó mediante dos ensayos complementarios (E1 

y E2), evidenciando variaciones notables según el tratamiento aplicado. En el método E1 

(Figura 9),  M10D registró la mayor actividad antioxidante con 23,20 ± 1,17 

𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔 , mientras que MV y M20D presentaron valores menores 9,98 ± 0,67 y 

11,88 ± 0,67 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑚𝐿, respectivamente como se observa en la Tabla 3. Esto 

probablemente se debe a la exposición a un estrés moderado por ello, la microalga activa 

rutas metabólicas para la síntesis de metabolitos antioxidantes como SOD, CAT o AsA-

GSH para evitar la fotoxidación (Pradhan et al., 2020). Sin embargo, cuando se expone 
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durante un estrés lumínico intenso causa un daño celular por lo que no se generan 

metabolitos antioxidantes en la célula. 

 

 

 

El análisis de Kruskal-Wallis indicó diferencias significativas (p= 0,025), y la 

prueba de Dunn mostro diferencia significativa entre M10D y MV (p. adj= 0,020), 

sugiriendo que el estrés moderado puede inducir la acumulación de compuestos 

antioxidantes distintos a los carotenos. 

 

 

 

Figura 5. 

Capacidad antioxidante obtenida mediante el primer extracto. 

 

 
Nota: La muestra estresada a 10 días, obtuvo una mayor cantidad antioxidante, en comparación a 

la muestra estresada a 20 días y la muestra vegetativa 
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Tabla 3 

 

Contenido de carotenos y evaluación antioxidante con ambos extractos. 

 

Muestra Carotenos 

(ug/mg) 

Antioxidante E1 

(µmol Eq trolox/g) 

Antioxidante E2 

(µmol Eq trolox/g) 

MV 2,15±0,26 9,98±0,67 76,96±5,16 

M10D 0,93±0,16 23,20±1,17 85,23±2,70 

M20D 0,51±0,03 11,88±0,67 81,00±8,97 

 

 

8.3.2. Capacidad antioxidante según el segundo extracto E2 

 

En el método E2 (Figura 10), también M10D presentó la mayor capacidad 

antioxidante  (85,23 ± 2,70 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔),  seguido  de  M20D  (81,00 ± 

8,97 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔) y MV (76,96 ± 5,16 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔). Aunque no se observaron 

diferencias significativas entre los grupos tras la corrección de Bonferroni, la tendencia 

apoya la hipótesis de que condiciones moderadas de estrés inducen respuestas 

antioxidantes elevadas. Se logró observar una diferencia entre el primer extracto (E1) y el 

segundo extracto (E2) esto debido a los dos métodos de extracción realizados. 
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Figura 10. 

Capacidad antioxidante obtenida mediante el segundo extracto. 

 

 

Nota: Se observa una disminución de capacidad antioxidante para la muestra estresada 20 

días (M20D), en comparación a los otros extractos. 

 

8.3.3. Relación entre carotenos y capacidad antioxidante 

 

El coeficiente de correlación de Spearman demostró que no se encontró una 

correlación significativa en ninguno de los casos E1: ρ= -0,52; p=0,16; E2: ρ= 0,51; 

p=0,16 (Figura 11), lo cual indica que, bajo las condiciones evaluadas, la concentración 

total de carotenos no se relaciona directamente con la capacidad antioxidante medida. 
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Figura 11. 

Correlación de Spearman entre carotenos contra el primer extracto y segundo extracto. 

 

 

Nota: Los valores de p<0.05 demuestran que no existe correlación en ninguno de los 

casos. 
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9. DISCUSIONES 

 
Los resultados del estudio realizado a la muestra de Chlorella spp. aislada 

demostraron la cinética de crecimiento de 13 días de cultivo de las microalgas 

Chlorophytas, diferenciando las fases: aceleración, exponencial y estacionaria. La tasa de 

crecimiento (μ) alcanzó un valor de 0,773 𝑑−1, y la productividad celular máxima fue de 

5,27 ∗ 105 Cel/mL/día, donde se observa el octavo día como el punto de máxima 

eficiencia. 

 

 

 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gómez-Luna, Tormos-Cedeño 

y Ortega-Diaz (2022), quienes describen tasas de crecimiento superiores a 0,6 𝑑−1 para 

Chlorella vulgaris en cultivos invitro. Del mismo modo, Coronado-Reyes, Salazar Torres, 

Juárez-Campos y González-Hernández (2020) reportaron tasas cercanas a 0,8 𝑑−1 en 

medios enriquecidos. Por su parte, Gómez, Álvarez & Rivero (2011) demostraron que el 

crecimiento de Chlorella vulgaris varía según la disponibilidad de nutrientes en el medio. 

 

 

 

Por lo tanto, se reafirma que Chlorella spp. posee un alto potencial de adaptación 

a condiciones controladas, dependiendo de los distintos factores como la intensidad 

lumínica, tiempo de exposición al estrés lumínico y la disponibilidad de nutrientes pueden 

influir significativamente en el crecimiento (Brito et al., 2016). 
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La concentración de carotenos del estudio demostró una disminución progresiva 

según se incrementa el estrés lumínico: 2,15±0,26 μg/mg en el grupo control (MV), 

0,93±0,16 μg/mg en M10D, y 0,51±0,03 μg/mg en M20D. Sari et al. (2025) obtuvo un 

valor de 1,75 μg/mg en muestras estresadas con un nivel bajo de estrés, exponiéndolo a 

30 minutos de intensidad lumínica. El patrón siguiere que un nivel moderado de 

irradiancia puede inducir una respuesta fotoprotectora inicial, mientras que un exceso de 

irradiancia causa daño foto-oxidativo y degradación de estos compuestos (Gómez-Luna 

et al., 2022). 

 

 

 

Comparativamente, Coronado-Reyes et al. (2020) reportaron concentraciones de 

hasta 2,3 μg/mg en Chlorella vulgaris, bajo condiciones de estrés lumínico moderado y 

restricción de nitrógeno, mientras que Brito et al. (2016). A diferencia de, Sandoval, 

Naranjo y Casas (2023) y Casa, Naranjo y Herrera (2023) demostraron la capacidad de 

Chlorella vulgaris en la producción de metabolitos fotoprotectores a partir de extractos 

cultivados bajo condiciones de estrés controlado, sin embargo, no especificaron 

concentraciones exactas. 

 

 

 

Los resultados sugieren que las condiciones de cultivo, especialmente los factores 

de estrés lumínico y estrés nutritivo son determinantes para la acumulación de carotenos 

(León, 2021). 
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Los resultados del ensayo de capacidad antioxidante con el método DPPH 

evidenciaron que el estrés moderado (M10D) estimuló la mayor actividad antioxidante en 

ambos extractos: 23,20 ± 1,17 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔 (E1) y 85,23 ± 2,70 𝜇𝑚𝑜𝑙𝐸𝑞𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥/𝑔 

(E2), mientras que, en MV y M20D presentaron valores significativamente menores. 

Estos resultados fueron comparados con datos obtenidos por Romero (2019) , quien 

evaluó la capacidad antioxidante de Chlorella sp. mediante equivalentes de ácido 

ascórbico (AAEAC), obteniendo valores de 29,08 ± 2,37 mg AA/g en extracto con 

diclorometano (DCM), y 24,42 ± 2,9 mg AA/g en el extracto etanólico EtOH:H₂O 95:5. 

Ambos fueron significativamente superiores respecto a extractos en hexano y mezclas con 

mayor proporción de agua. 

 

 

 

Esto coincide con Gómez-Luna et al. (2022), quienes destacaron que la exposición 

a estrés moderado favorece la acumulación de metabolitos de carácter antioxidante en 

Chlorella vulgaris. Del mismo modo, López (2022) demostró que nanoformulados de 

Chlorella vulgaris también podrían actuar como agentes antioxidantes en aplicaciones 

agrícolas. 

 

 

 

La notable ausencia de una correlación significativa entre carotenos y capacidad 

antioxidante de ambos extractos (E1: ρ= -0,52; p=0,16 y E2: ρ= 0,51; p=0,16) demuestra 

que, además de carotenos, otros metabolitos como pueden ser flavonoides, polifenoles o 

ácidos grasos insaturades presentes en la microalga, que podrían estar contribuyendo a la 
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actividad antioxidante, como lo proponen Coronado-Reyes et al. (2020) y Mercado & 

Álvarez (2022) en estudios relacionados sobre biorrefinerías de microalgas. 

 

 

 

Los resultados enfatizan la necesidad de aplicar técnicas de caracterización 

molecular, tales como HPLC o LC-MS, que ayudarían a definir los compuestos 

responsables de la actividad antioxidante (León, 2021). 
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10. CONCLUSIONES 

 
La evaluación del crecimiento de Chlorella spp. en el medio NPK permitió 

establecer parámetros óptimos para su desarrollo, evidenciando la tasa especifica de 

crecimiento y una productividad celular normal. En la curva de crecimiento se diferencian 

las fases como la fase de latencia y la exponencial, siendo el octavo día donde se encontró 

mayor rendimiento celular. 

 

 

 

En relación con la producción de carotenos se obtuvo que la intensidad lumínica 

genera una disminución en la producción de carotenos, donde se registros que la muestra 

control obtuvo mayor cantidad con relación a las muestras estresadas del día 10 y día 20. 

Demostrando que a 10 días de estrés lumínico constante afecta en la síntesis de carotenos 

como mecanismo de defensa, pero a un estrés lumínico de 20 días provoca su degradación. 

 

 

 

El análisis de la capacidad antioxidante demostró que el grupo expuesto a un nivel 

moderado de estrés (M10D) alcanzo una mayor actividad antioxidante en ambos 

extractos, mientras que los grupos MV y M20D presentaron una actividad antioxidante 

menor. Sin embargo, no se logró una correlación significativa entre la concentración de 

carotenos y la capacidad antioxidante lo que sugiere que al momento del estrés otros 

metabolitos antioxidantes influyen en la actividad antioxidante. Demostrando así que no 
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existe una relación significativa entre la concentración de carotenos y la capacidad 

antioxidante de Chlorella spp. 

 

 

 

Se evidencia la necesidad de identificar otros compuestos bioactivos presentes en 

Chlorella spp., tales como flavonoides, polifenoles o ácidos grasos insaturados, que 

podrían contribuir a la actividad antioxidante. Además, con estos resultados se logró 

identificar que el estrés lumínico moderado es una opción útil para inducir la actividad 

antioxidante. 
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11. RECOMENDACIONES 

 
Se pueden usar métodos como el HPLC o el LC-MS para conocer con más detalle 

los compuestos que contiene la microalga Chlorella spp. 

Evaluar la concentración de carotenos en otros medios de cultivo como Guillard 

F/2 o BG11, de esta forma determinar si la concentración de carotenos puede variar 

dependiendo del medio de cultivo. 

Incorporar diferentes tipos de estrés como la limitación de nitrógeno o estrés 

salino, de modo que se pueda comparar la eficacia del estrés lumínico en relación de a su 

capacidad antioxidante. 

Realizar un ensayo menor de estrés, exponerlo a 5 días y periodos más 

intercalados. 
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ANEXOS 
 

 

 
Anexo 1. 

Conteo en cámara de Neubauer 
 

 

Anexo 2. 

Extracción de carotenos protegiendo los pigmentos 
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Anexo 3. 

Lectura de carotenos. 
 

 

Anexo 4. 

Materiales para la evaluación antioxidante 
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Anexo 5. 

Preparación de muestra para la lectura 
 

 

Anexo 6. 

Reactivo DPPH con el extracto de Chlorella spp. 
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Anexo 7. 

Colocación de muestra en espectrofotómetro Nanodrop 
 

 

Anexo 8. 

Lectura en Nanodrop 
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Dia Células 

0 7,25E+04 

1 1,02E+05 

2 2,09E+05 

3 3,24E+05 

4 1,96E+06 

5 2,59E+06 

6 3,30E+06 

7 4,17E+06 

8 4,76E+06 

9 5,16E+06 

10 5,34E+06 

11 5,34E+06 

12 5,34E+06 

13 5,33E+06 

 

Anexo 9. 

Datos del conteo celular en el medio de cultivo NPK. 
 

Muestras 664 647 480 

MV1 0,809 0,374 0,590 

MV2 0,762 0,358 0,562 

MV3 0,645 0,294 0,464 

M10D1 0,35 0,105 0,206 

M10D2 0,351 0,127 0,278 

M10D3 0,425 0,135 0,216 

M20D1 0,084 0,041 0,124 

M20D2 0,086 0,044 0,124 

M20D3 0,092 0,049 0,136 

Anexo 10. 

Absorbancias obtenidas durante la extracción de carotenos. 
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Muestra 
Ca 

(mg/L) 

Cb 

(mg/L) 

Cx+b 

(mg/L) 
β (mg/L) 

Promedio 

Ca 

Promedio 

Cb 

Promedio 

Cx+b 

Promedio 

β 

MV1 8,93 3,13 12,06 2,36 8.15 ± 2.87 ± 11.02 ± 2.15 ± 

MV2 8,40 3,07 11,47 2,248 0.93 0.40 1.32 0.26 

MV3 7,13 2,41 9,54 1,856     

M10D1 1,63 0,20 1,83 0,824 1.80 ± 0.41 ± 2.21 ± 0.93 ± 

M10D2 2,06 0,64 2,70 1,112 0.23 0.22 0.45 0.16 

M10D3 1,71 0,39 2,10 0,864     

M20D1 0,92 0,37 1,29 0,496 0.95 ± 0.43 ± 1.38 ± 0.51 ± 

M20D2 0,94 0,42 1,36 0,496 0.04 0.06 0.10 0.03 

M20D3 1,00 0,49 1,49 0,544 

 
 

 
Concentración 

Anexo 11. 

Valores de Clorofilas totales y carotenos, por muestra. 

Absorbancia λ=515nm 
 

(µmol/l) R1 R2 R3 Promedio Abs. Neta 

0 0,85 0,87 0,87 0,86 0,00 

200 0,69 0,70 0,67 0,69 0,18 

300 0,64 0,63 0,64 0,64 0,23 

400 0,52 0,57 0,58 0,56 0,31 

500 0,48 0,5 0,5 0,49 0,37 

600 0,43 0,43 0,45 0,44 0,43 

700 0,35 0,35 0,32 0,34 0,52 

800 0,28 0,28 0,29 0,28 0,58 

Anexo 12. 

Registro de valores para realizar la curva de calibración 
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Anexo 13. 

Curva de calibración para capacidad antioxidante. 
 

Muestra Abs Abs 

neta 
Conc. 

(µmol/l) 

Volumen de 

aforo (L) 

Peso 

muestras (g) 
FD µmol Eq 

trolox/g 

Promedio SD Total 

MV 0,76 0,10 124,72 0,01 0,1203 1 10,37 9,98 0,67 9,98±0,67 

 0,77 0,09 110,69 0,01 0,1203 1 9,20    

 0,76 0,10 124,72 0,01 0,1203 1 10,37    

M10D 0,64 0,22 293,10 0,01 0,1203 1 24,36 23,20 1,17 23,20±1,17 

 0,65 0,21 279,06 0,01 0,1203 1 23,20    

 0,66 0,20 265,03 0,01 0,1203 1 22,03    

M20D 0,74 0,12 152,78 0,01 0,1207 1 12,66 11,88 0,67 11,88±0,67 

 0,75 0,11 138,75 0,01 0,1207 1 11,50    

 0,75 0,11 138,75 0,01 0,1207 1 11,50    

Anexo 14. 

Capacidad antioxidante del primer extracto. 

Título del eje 

1000 800 600 400 200 0 

0,10 

0,00 

Series1 

Lineal (Series1) 

0,30 

0,20 

y = 0,0007x + 0,0144 
R² = 0,996 

0,70 

0,60 

0,50 

0,40 
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Anexo 15. 

Capacidad antioxidante del segundo extracto. 
 

Shapiro- 

 Wilk  

Carotenos 

W = 0,83646 p-value = 0,05274 

Antioxidante E1 

W = 0,77367 p-value = 0,01018 

Antioxidante E2 

W = 0,85523 p-value = 0,08506 

Anexo 16. 

Análisis estadístico Shapiro-Wilk 
 

Kruskal-Wallis 
 

chi-squared = 7,2605 df = 2 p-value = 0,02651 

Comparison Z P. uniadj P. adj 

M10D - M20D 1,347 0,178 0,5336836 

M10D - MV -1,347 0,178 0,5336836 

M20D - MV -2,695 0,007 0,02114625 

Anexo 17. 

Análisis estadístico Kruskal-Wallis para carotenos. 
 

Kruskal-Wallis 
 

chi-squared = 7,322 df = 2 p-value = 0,02571 

Comparison Z P. uniadj P. adj 

M10D- M20D 1,353 0,176 0,528 

M10D-MV 2,706 0,007 0,02 

M20D - MV 1,353 0,176 0,528 

Muestra Abs Abs 

neta 
Conc. 

(µmol/l) 

Volumen 

de aforo 

(L) 

Peso 

muestras 

(g) 

FD µmol Eq 

trolox/g 

Promedio SD Total 

MV 0,67 0,19 251,00 0,005 0,0157 1 79,94 76,96 5,16 76,95±5,16 

 0,67 0,19 251,00 0,005 0,0157 1 79,94    

 0,69 0,17 222,94 0,005 0,0157 1 71,00    

M10D 0,67 0,19 251,00 0,005 0,0150 1 83,67 85,23 2,70 85,23±2,70 

 0,66 0,20 265,03 0,005 0,0150 1 88,34    

 0,67 0,19 251,00 0,005 0,0150 1 83,67    

M20D 0,73 0,13 166,82 0,005 0,0153 1 54,51 56,04 2,65 56,04±2,65 

 0,73 0,13 166,82 0,005 0,0153 1 54,51    

 0,72 0,14 180,85 0,005 0,0153 1 59,10    
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Anexo 18. 

Análisis estadístico Kruskal-Wallis para el primer extracto 
 

Kruskal-Wallis 
 

chi-squared = 7,3846 df = 2 p-value = 0,02491 

Comparison Z P. uniadj P. adj 

M10D- M20D 2,717 0,007 0,02 

M10D- MV 1,359 0,174 0,523 

M20D - MV -1,359 0,174 0,523 

Anexo 19. 

Análisis estadístico Kruskal-Wallis para el segundo extracto 
 

Carotenos vs Antioxidante E1 
 

S = 181,27 p-value = 0,1602 rho= -0,5105531 

Anexo 20. 

Correlación de Spearman entre Carotenos y el primer extracto. 
 

Carotenos vs Antioxidante E2 
 

S = 58,981 p-value = 0,1622 rho= 0.5084928 

Anexo 21. 

Correlación de Spearman entre carotenos y el segundo extracto. 
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Anexo 22. 

Informe de la capacidad antioxidante de Chlorella spp. realizado en la UEB. 
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