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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
acumulacion de especies reactivas al oxigeno (ROS) y los mecanismos de defensa celular.
En Ecuador, y particularmente en la peninsula de Santa Elena, su potencial bioactivo ain
no ha sido caracterizado bajo condiciones de estrés luminico. Este estudio evaluo la
capacidad antioxidante de Chlorella spp. estresada, cultivada en medio NPK. Donde se
determind la cinética de crecimiento bajo condiciones controladas, alcanzando una tasa
especifica de 0,773 d'. Posteriormente, los cultivos fueron sometidos a irradiancia de 140
umol m= s7! por 10 y 20 dias sin aporte nutricional. Se cuantificaron carotenos mediante
espectrofotometria UV-Vis y la actividad antioxidante con el método DPPH, utilizando
dos extractos (E1 y E2), expresando los resultados en pmol Eq Trolox/g. Los niveles méas
altos de carotenos se observaron en la muestra control (2.15 + 0,26 pg/mg), disminuyendo
significativamente bajo estrés prolongado. Sin embargo, la actividad antioxidante fue
mayor en la muestra expuesta a 10 dias de estrés (23,20 £ 1,17 en E1 y 85,23 £2,70 en
E2), indicando que un estrés moderado estimulo la sintesis de compuestos bioactivos. No
se halld correlacion significativa entre concentracion de carotenos y capacidad
antioxidante (p < 0,6; p > 0,05), lo que sugiere la participacion 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 luminico, 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 (n) of 0.773 d'. Cultures were then exposed to high
irradiance (140 pmol m™2 s') 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
ng/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
(p < 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. INTRODUCCION

El estrés oxidativo es un fendmeno que ocurre cuando el organismo no logra
eliminar de manera correcta los radicales libres, que son moléculas altamente reactivas
generadas durante procesos metabolicos normales o como respuesta a estimulos externos
(Ajitha et al., 2021). Al acumularse estos radicales dafian estructuras celulares como
proteinas, lipidos y ADN, que contribuyen al desarrollo de enfermedades cronicas,
incluyendo céncer, 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 busqueda de
soluciones efectivas para mitigar sus efectos dafiinos. En este contexto, los antioxidantes
naturales, como los carotenos, han captado la atencion de la comunidad cientifica. Estos
compuestos son reconocidos por su capacidad para neutralizar radicales libres e inhibir el
dafio oxidativo, contribuyendo asi a la proteccion celular (Coulombier et al., 2021;

Cichonski & Chrzanowski, 2022).

Los carotenos son compuestos lipofilicos que se encuentran en frutas, verduras y
microalgas, se destacan por la eficacia en la neutralizacion de radicales libres (Nascimento

etal., 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 biotecnoldgico, sefialando la

importancia en estudios locales.

Por las condiciones ambientales, la peninsula de Santa Elena constituye una
localidad idonea para el cultivo de microalgas (Guillen, 2019; Reyes et al., 2023). Sin
embargo, no se han realizado estudios que exploren la concentracién de carotenos en
cepas de Chlorella que se encuentran en la region, tampoco se ha evaluado su capacidad
para combatir el estrés oxidativo (Sadek et al., 2025; Felix-Castro et al., 2024). Su falta

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

En este estudio se propone analizar la produccion de carotenos en Chlorella spp.
aislada de la peninsula de Santa Elena, utilizando métodos analiticos 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 contribuiran al desarrollo cientifico sobre Chlorella spp.,
ademds podrian 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 paises ya se
han demostrado que las microalgas contienen antioxidantes, como los carotenos y los
compuestos fendlicos y en Ecuador la investigacion en dicho campo no ha tenido mucho
desarrollo (Abdelkarim et al., 2019). Dicha situacion se nota en la provincia de Santa
Elena, donde las condiciones ambientales son idoneas para el cultivo de microalgas, sin

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

En los ultimos afos, ha crecido el interés por los antioxidantes naturales en areas
como la alimentacion, 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 peninsula
de Santa Elena todavia no se han hecho investigaciones que analicen la capacidad
antioxidante de Chlorella spp. cultivada en estas condiciones locales, ni se sabe con
claridad como afecta el estrés luminico a la produccion de carotenos. Esta falta de
informacion dificulta el desarrollo de tecnologia nacional para la produccion de
antioxidantes naturales, y también frena la posibilidad de generar productos innovadores

y aprovechar mejor los recursos naturales.
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Otros paises han desarrollado este campo, con tecnologias como la extraccion
subcritica para obtener compuestos fenolicos 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 importacion de antioxidantes
comerciales sin aprovechar su potencial biotecnologico. La falta de estudios sobre
Chlorella spp. es un problema para la generacion de conocimiento cientifico, desarrollo
econémico y mejora de la salud publica, ya que los antioxidantes son importantes para

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

Estudios recientes han demostrado que el tratamiento de la biomasa de Chlorella,
asi como su digestion, puede afectar bastante la forma en que se liberan los compuestos
antioxidantes. Esto resalta lo importante que es contar con tecnologias 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 ain més interesante el estudio de cepas que se adapten

bien a distintos ambientes.

Frente a dicha problematica, es importante impulsar la investigacion de la
capacidad antioxidante de Chlorella spp., con el fin de fijar su potencial como fuente de

compuestos bioactivos de valor. Esto permitiria promover el desarrollo de productos
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innovadores, variar la economia local y mejorar la salud publica mediante el uso de
antioxidantes naturales. Para lograrlo, es necesario incentivar la inversion en
infraestructura, programas de investigacion y promover colaboraciones del sector
productivo privado, de manera que Ecuador se coloque como referente en la produccion

de biocompuestos provenientes de microalgas.
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3. JUSTIFICACION

El estudio de Chlorella spp. es una gran oportunidad para el avance en la ciencia
y biotecnologia en Ecuador, como fuente de antioxidantes naturales. Los carotenos
antioxidantes que se encuentran en Chlorella spp. ayudan a protegerse del daio oxidativo
causado por los radicales libres. Dafio que se relaciona con enfermedades cronicas como
el cancer, diabetes y problemas neurologicos (Lopez 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 investigacion retrasa el desarrollo de productos nuevos para las diferentes

industrias que podrian aprovecharlo.

Aunque cada vez hay mas pruebas que muestran los beneficios de usar Chlorella
como suplemento alimenticio (Wang et al., 2024), en el pais todavia 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 investigacion 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 facil de manejar,
que crece rapido y no necesita tantos recursos como otros cultivos mas comunes,
especialmente si se dan manejan condiciones, como ocurre en la peninsula de Santa
Elena (Ferdous et al., 2022). Esta region tiene un clima ideal para su cultivo, pero ain no
se han hecho suficientes estudios que analicen como la exposicion 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 alimentacion (Agustina et al.,
2021). A pesar de eso, en el pais todavia no hay informacidon clara que permita

desarrollar formas efectivas de produccion y aprovechamiento de estos compuestos.

Realizar estudios sobre Chlorella spp. cultivada en la peninsula de Santa Elena
ayudard a llenar los vacios que existen sobre su capacidad para combatir el estrés
oxidativo, un proceso que esta detras de muchas enfermedades (El-Fayoumy et al., 2021).
Ademéds, investigaciones como la de Mtaki et al. (2020) han mostrado que cultivar
Chlorella en medios econémicos y bajo condiciones de estrés puede aumentar su poder
antioxidante. Esto indica que seria muy util aplicar estas técnicas en Ecuador para mejorar
la calidad de la microalga. Conocer bien los antioxidantes que produce la Chlorella local
podria 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 area
de la biotecnologia y ayudar al desarrollo de la industria local, aportando a una economia
mas diversa en la peninsula de Santa Elena. Algunos estudios, como los de Abdelkarim
etal. (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
analisis de DPPH, destacando las propiedades en la mitigacion del estrés

oxidativo.

4.2. Objetivos especificos

- Establecer la cinética de crecimiento de Chlorella spp. bajo condiciones
controladas, estableciendo parametros 6ptimos en su desarrollo.

- Evaluar el efecto del estrés luminico en la produccion de carotenos en Chlorella
spp. empleando métodos analiticos para la cuantificacién de carotenos.

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

frente a un antioxidante de referencia comercial.
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5. HIPOTESIS

5.1. Nula
- No existe una relacion significativa entre la concentracion de carotenos y la

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

nutritivo.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Género Chlorella

Chlorella es un género de microalgas verdes unicelulares (Chlorophytas) con
registro fosil desde el Precambrico, lo que evidencia la resistencia evolutiva de esta
(Moreno, 2019). Tiene una morfologia esférica y tamafio de 2 y 10 um que estan definidos

por una pared celular rigida que protege sus organulos como se observa en la figura 1

(Safietal., 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
adaptacion, lo que favorece su cultivo en condiciones controladas (Moreno, 2019).
Ademas, como menciona Borowitzka (2018) presentan bajos costos de produccion y una
elevada eficiencia en la produccion de biomasa. Chlorella es una de las microalgas mas
conocidas e investigadas actualmente, por el potencial biotecnoldgico en alimentacion,

energia y salud (Borowitzka, 2018).

Chlorella no tiene capacidad de movimiento y se reproduce rédpidamente de
manera asexual, mediante un proceso llamado auto esporulacién (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 estdn completamente formadas, la pared de la célula
madre se rompe, liberando las células hijas, que posteriormente consumen los restos de la

c¢lula madre para crecer (Safi et al., 2014).

6.2. Fases de crecimiento de microalgas

6.2.1. Fase de adaptacion

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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division celular activa, pero se sintetizan proteinas y enzimas necesarias para el

crecimiento (Zhou et al., 2023).

6.2.2. Fase de aceleracion

El cultivo crece més rapido, Arredondo et al. (2017) menciona que es el paso a la
fase exponencial, ya que la célula comienza a formar proteinas y activar la sintesis de

ARNm.

6.2.3. Fase exponencial

Implica una rapida y constante division celular, gracias a la ausencia de factores
limitantes y la disponibilidad optima de nutrientes (Arredondo et al., 2017). La tasa de

duplicacion es maxima y estable en esta etapa.

6.2.4. Fase de desaceleracion

La tasa de crecimiento disminuye por agotamiento de nutrientes y acumulaciéon de
metabolitos, mientras la concentracion celular alcanza su maximo (Arredondo et al.,
2017); Garcia-Garcia et al.,, 2015). Ademas, se observan cambios bioquimicos

contrarios a los que existen durante la fase exponencial (Garcia-Garcia 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 concentracion celular
por el agotamiento de recursos y estrés ambiental acumulado (Arredondo et al., 2017;
Garcia-Garcia et al., 2015). Esta etapa implica la pérdida progresiva de biomasa viable

(Garcia-Garcia et al., 2015).

6.3. Condiciones de cultivo generales

6.3.1. Luz

Masojidek & Torzillo (2008) mencionan que los organismos fotosintéticos
dependen de factores como la densidad celular, distancia 6ptica, densidad de flujo de

fotones, etc.
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Para el crecimiento de Chlorella el rango 6ptimo para su crecimiento es de 32
umol m™" s7! 40 pmol m™ s7!, ademas de poseer un fotoperiodo de 12 horas (Aly et al.,

2024; Sarker & Salam, 2019).

6.3.2. Aireacion

La aireacion consiste en suministrar CO: al medio de cultivo, siendo este
necesario para realizar los procesos fotosintéticos en microalgas, también evitar el

oxigeno 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 varia entre 20°C a 26°. Segiin 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 varian en su composicion de

nutrientes dependiendo de la composicion bioquimica 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 contaminacion. Aun asi, tiene ciertas limitaciones, ya que cuando se somete a algunas

condiciones, no favorece mucho la produccion 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 acumulacion de carotenos se ha visto limitada comparandolo con otros medios

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

6.4.3. Medio Guillard F/2

Este medio se disefid 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 solucion de vitaminas (CPCC, 2023). Se ha destacado su utilidad
en condiciones de estrés por nitrogeno, que se destaca por la acumulacion de lipidos 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 nitrégeno, la cual permite evaluar la fijacion
biologica del nitrogeno o inclusive inducir la produccion de metabolitos secundarios
(Mishra et al., 2021; Matos et al., 2022). Las microalgas pueden alterar su metabolismo
para aumentar la produccion de lipidos 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

Disefiado 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: nitrégeno, fosforo y potasio, aunque su principal uso estd en el area agricola,
también se emplea en el cultivo de microalgas (Carlson & Capitataine, 2016; Yaakob et

al., 2021).

Carlson & Capitataine (2016) mencionan la importancia del nitrogeno en la
produccion de biomasa, que ayuda a la formacion de lipidos, proteinas y carbohidratos.
Por su parte, el fosforo interviene en la sintesis de lipidos, acidos grasos y fosfolipidos, y
participa en la formacion de energia en forma de ATP. Yaako et al. (2021) recalca que el
potasio activa enzimas que intervienen en funciones fisioldgicas siendo importante para

el mantenimiento de la membrana celular.
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6.5. Composicion Bioquimica

El género Chlorella, posee una composicion bioquimica altamente valorada:
proteinas (40—60% peso seco), lipidos (10-30%) ricos en acidos grasos insaturados (C16—
C18), y carbohidratos (10-25%), principalmente almidon y polisacaridos estructurales
(Garcia et al., 2020; Safi et al., 2019). Ademas, contiene clorofilas a (2-3%) y b (0.5—
1%), vitaminas (B y E) y minerales como hierro (Fe), zinc (Zn) y magnesio (Mg)

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

6.6. Estrés Luminico en Chlorella

En Chlorella spp. el estrés luminico 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 energia (Zheng et al., 2021). Del mismo modo, Zheng et al.
(2021) mencionan que esta condicion favorece a la formacion de especies reactivas del
oxigeno también conocidas como ROS, como el anidn superoxido, perdxido de hidrogeno

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

Cuando son expuestas a irradiancias superiores a 100 pmol m™2 s7!, estas activan
mecanismos fotoprotectores que alteran su perfil bioquimico: reduccion de clorofilas
(120-40%) por foto-degradacion e incremento de carotenos (130-50%), destacando
luteina y B-caroteno; algunas cepas como C. zofingiensis sintetizan astaxantina (Li et al.,

2019). Metabolicamente, se incrementa la acumulacion de fenoles y flavonoides (11.5—
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2x), potenciando su capacidad antioxidante (Goiris et al., 2018). También se amplifica el
sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico: glutation reducido (GSH: 2.1—4.8
nmol/mg), a-tocoferol (0.8—2.4 pug/mg), SOD (12.7—38.5 U/mg), catalasa (9.2—27.1

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

Del Campo et al. (2021) documentd un aumento significativo de carotenos como
luteina, B- caroteno y astaxantina en cepas de C. zofigiensis. Del mismo modo, aumentan
los compuestos fenolicos y tocoferoles, que cumplen un papel importante en la
neutralizacion de los ROS y en la disipacion de la energia excesiva (Ruen-ngam et al.,

2019; Del Campo et al., 2021).

6.7.  Cuantificacion espectrofotométrica

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica fundamental en el andlisis
de microalgas, que permite cuantificar pigmentos como carotenos y clorofilas mediante
sus propiedades de absorcion oOptica (Gong et al., 2020). En Chlorella spp. la
determinacion espectral de estos pigmentos es esencial para evaluar el estado fisiologico
y las respuestas metabolicas frente a condiciones ambientales. Ademas, los carotenos
también actian como antioxidantes frente al estrés por irradiancia protegiendo las

estructuras celulares del dafio oxidativo (Del Campo et al., 2021).

Permiso MAATE, codigo: MAATE-DBI-CM-2022-0264. 23



Por otra parte, las clorofilas reflejan la eficiencia fotosintética y permiten inferir
el potencial bioenergético de la biomasa (Gong et al., 2020). El principio teérico se basa
en la ley de Lambert-Beerl, que relaciona absorbancia con concentracion y trayectoria
optica, 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 calibracion

Ke & Dezhong (2024) mencionan que las curvas de calibracion 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 comun trabajar
con 4cido ascorbico o trolox como sustancias de referencia (Apak et al., 2018; Ke &

Dezhong, 2024).

Estos compuestos permiten trazar una linea recta entre la absorbancia que se
obtiene y la cantidad de antioxidante presente. Esa relacion 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 mas 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 reduccion del radical DPPH, que presenta una intensa
coloracion violeta con un maximo de absorcion a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995).
Cuando un antioxidante dona un electron o un hidrégeno, neutraliza al radical, asi

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 sintesis
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 (K&hkdnen et al., 1999).
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6.9. Método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

El método ABTS evalta la capacidad antioxidante mediante la generacion del
radical catiénico ABTSe+, que es de color azul/verde (Munteanu et al., 2021; Wolosiak
etal., 2021). Los antioxidantes presentes en la muestra reducen este radical, causando una
disminucién de la absorbancia (Ozgen et al., 2006; Munteanu et al., 2021). Al igual que
el DPPH, la decoloracion es proporcional a la actividad antioxidante, aunque el ABTS es
aplicable tanto a compuestos hidrofilicos como lipofilicos 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
(Fe**) a ferroso (Fe?") 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 METODOLOGICO

7.1.  Area de estudio

La investigacion se realizo en el laboratorio del Centro de Investigaciones
Biologicas y pasantias Académicas (CIBPA) que se encuentra ubicado en la Facultad de

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

7.2.  Obtencion de muestras bioldgicas

En la investigacion realizada se utilizo la microalga Chlorella spp. del CIBPA
registrada con el codigo PMO22. Con el permiso del MAATE con el cogido: CUP:
91870000.0000.389574, para el proyecto “Registro de una coleccion de cepas

microalgales con valor biotecnoldgico para investigacion y desarrollo de bioproductos”

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

mantenimiento y la fase de estrés luminico como se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2.
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7.2.1. Mantenimiento de la microalga Chlorella spp.

Para el mantenimiento de la cepa de Chlorella spp. se utiliz6 como medio de
cultivo el fertilizante comercial NPK con composicion 30:10:10 de la marca
Nitrofoska®, en una proporcion de 1 g/L disuelto en agua dulce. Este tipo de fertilizante
se considera una opcion viable por su bajo costo y la facilidad para su adquisicion, 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 esterilizd en autoclave a 121°C durante 20 minutos, siguiendo los
protocolos estandarizados para evitar contaminaciones. La cepa se tomo a partir de
placas de agar fertilizada con el medio de cultivo, posterior a ello se procedié a un
repique secuencial: Primero, de placa a tubo de cultivo con 30 ml de medio, donde
crecia por 5 dias; luego, se aument6 el volumen a 90 ml por 5 dias, después de 90 ml a
270 ml por otros 5 dias, y, por Gltimo, de 270 ml a 750 ml por 13 dias. 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 aireacion se realiz6 de forma manual en las primeras fases, utilizando agitacion
periodica, hasta alcanzar el volumen de 750 ml, se le coloco aireacion constante para

asegurar el intercambio gaseoso del cultivo.
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La iluminacién fue de 32 umol m™2 s, y se aplico un fotoperiodo 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 adaptacion progresiva de
la microalga a volimenes 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 practicas de cultivo simples puede mantener la

biomasa de Chlorella spp. de forma eficiente.

Figura 3.

Mantenimiento Chlorella spp.

Se prepara el medio de cultivo NPK al

1g/L y se vierte en el cultivo de chlorella Fotoperiodo 16:2h 3 32 umol/m?/s Se coloca aireacién para el

intercambio gaseoso
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Finalmente, los cultivos a 750 mL se mantuvieron durante 13 dias para
posteriormente someterse a condiciones de estrés luminico y nutricional, lo cual es clave
para inducir la produccién de compuestos antioxidantes como los carotenos (Pefuela et

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

La curva de crecimiento de Chlorella spp. se elabord siguiendo la metodologia
propuesta por Guadalupe e Islas (2017), realizando el conteo celular cada 24 horas, desde
el dia de la inoculacidon (Dia 0) hasta alcanzar la fase estacionaria (Dia 13), como se
muestra en la Figura 4. Este procedimiento permitié monitorear el desarrollo celular bajo
condiciones controladas, asegurando la recoleccion de datos consistentes para el analisis

de crecimiento (Cudemos, 2017).
Figura 4
Conteo celular en camara de Neubauer.

Se coloca en el hemocitémetro y se realiza el conteo

Se toma 100 pL diarios

11l e

YY'

Para la cuantificacién de la biomasa, se utiliz6 la formula modificada para el

calculo en camara de Neubauer:

Células  #Células 1000ul
ml 0,4ul *1ml

*x Factor de dilucion
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Esta formula, propuesta por Guajardo (2014), permite determinar con precision la
concentracion celular a partir de las mediciones realizadas en la cdmara de Neubauer.
Ademas, se calculo6 la productividad celular utilizando la ecuacion descrita por Silva y

Graciano (2018):

dx
T dt

Donde:

u: Productividad celular.

x: Concentracion de células expresado en células*mL".
t: Tiempo en dias.

Finalmente, la tasa especifica de crecimiento se determin6 mediante la formula de

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

InX2 —InX1
a:
T2—T1

Donde:
a: Tasa de crecimiento.
X: Concentracion celular en tiempos de fase exponencial.

Ln: Logaritmo natural.
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T: Tiempo en dias.

Esta ecuacion permite obtener un indicador cuantitativo del crecimiento
poblacional, ajustado a las fases caracteristicas del cultivo (Rodriguez, 2021; Ruiz-Marin

etal., 2013).

7.4.  Estrés de la microalga Chlorella spp.

Durante la fase estacionaria, los biorreactores de 750 mL fueron sometidos a estrés
luminico y deficiencia de nutrientes para estimular la acumulacién de carotenos,
siguiendo el protocolo de Gacheva y Gigova (2014). Los cultivos fueron expuestos a una
intensidad luminosa de 140 umol m™= s' como se observa en la figura 3, sin un

fotoperiodo por lo que se dejo 24h continuas seglin 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 dias.
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7.5. Obtencion de biomasa

Para la obtencidon de biomasa se us6 una centrifuga Hermle® 306 se centrifugo a
4000 rpm por 5 min, utilizando frascos de polipropileno de 200 ml. Se separo la biomasa
hiimeda de cada biorreactor. De acuerdo con la metodologia propuesta por Yahia et al.
(2007), el secado se realizo en una estufa dejando la biomasa humeda por 24 h a 38°C,
para evitar la degradacion de los metabolitos (Figura 5). Finalmente, la biomasa se

almacena en congelacion a 4°C para su posterior analisis.
Figura 5.

Meétodo de obtencion de biomasa.

Se coloca la biomasa en tubos para centrifuga

=

=
B =S,

El sobrenadante se descarta
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f
: El pellet se conserva en cajas Petri de vidrio para su secado
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7.6. Extraccion de carotenos

La extracciéon de carotenos se realizd siguiendo el protocolo propuesto por
Arredondo-Vega et al. (2017), con ajustes para optimizar la recuperacion del pigmento.
Se pesaron 0.3 g de biomasa seca de Chlorella spp., a los cuales se les anadio 10 mL de
acetona al 90%. La mezcla se incub6 durante 24 horas a temperatura ambiente en
oscuridad, para evitar la degradacion de los compuestos por exposicion a la luz, como lo

recomiendan Cerrillo et al. (2022).

Posteriormente, se agitd la muestra en un vortex a 2000 rpm por 3 minutos, y se
dejo reposar en hielo durante 30 minutos para favorecer la liberacion de los carotenos. El
sobrenadante fue cuidadosamente recolectado en un frasco ambar mantenido en hielo,
minimizando la exposicion a la luz y al oxigeno para evitar la degradacion oxidativa

(Romero et al., 2008).

A la biomasa restante se le afiadié nuevamente 10 mL de acetona al 100% y se
repitio 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 transfirio a un frasco &mbar con
la primera fraccion, y se repiti6 el mismo procedimiento, con un reposo final de 5 minutos

Figura 6.
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Figura 6.

Metodologia de extraccion de carotenos utilizada para Chlorella spp.

Se realiza vorzex a 2000 Deja reposaren hielo
Se coloca 0.3gr de biomasa s=ca rpm por 3 minutos por 30 minutos
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Se combinaron los 3 extractos de sobrenadantes obtenidos asi asegurar una mayor

eficacia en la extraccion de pigmentos. Rubio et al. (2017) menciona que la repeticion de
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los ciclos de extraccion es fundamental para obtener una mayor concentracion de

carotenos.

7.6.1. Determinacion espectrofotométrica de pigmentos

La medicidn se realiz6 utilizando un espectrofotometro 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, segun el
procedimiento descrito por Silveira-Front et al. (2018). La concentracion de carotenos se

calcul6 aplicando las siguientes ecuaciones:

Ca = 11.93A4664 — 1.93 4647

Cb = 20.364647 — 5.5A664

Cx+b=Ca+Ch

3 =14,0 * Asso

Donde:

Ca: Clorofila a

Cb: Clorofila b

Cx+b: Clorofilas totales

B3: Carotenos
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A: Absorbancia (480, 647, 664)

7.7.  Preparacion de muestras

La preparacion de muestras se realizaron en el laboratorio de “preparacion de
muestras” de la Universidad Estatal de Bolivar (UEB) donde se emplearon dos métodos
de extraccion 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 dmbar para evitar la degradacion por la luz. A cada
tubo se le anadieron 1500 pL de metanol al 70%, y se agit6 en vortex durante 10 minutos

para favorecer la dispersion de la biomasa.

Posteriormente, las muestras se sometieron a sonicacion 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 transfirio cuidadosamente a un balon aforado ambar.

Este proceso de extraccion (desde la adicion de metanol hasta la recoleccion del

sobrenadante) se repitio cuatro veces hasta que la biomasa qued6 practicamente incolora,
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lo que indica una extraccion eficiente (Fernandez,0 2015). Finalmente, el volumen total

se ajustd a 10 mL con metanol al 70%.

Para el segundo extracto (E2), se adapto 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 homogeniz6 mediante vortex durante 1 minuto,
siguiendo un procedimiento mecéanico de disrupcion que favorece la ruptura de la pared

celular (Ma, 2012).

De este homogenizado, se tomaron 15 mg y se transfirieron a tubos d&mbar para
minimizar la degradacion fotoinducida. A cada muestra se le agregaron 100 pL de agua
destilada, se agitd en vortex durante 15 segundos y se incubd a 4°C por 30 minutos, para
facilitar la lisis celular, como se sugiere en Lin et al. (2019). Posteriormente, se anadieron
500 pL de metanol al 100% y 500 uL de cloroformo al 100%, agitando 15 segundos
después de cada adicion 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 recolectdé en un balon aforado &mbar de 5 mL. Este procedimiento se
repitid hasta cuatro veces, hasta que el pellet quedo6 incoloro, indicando la extraccion

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

su analisis.

7.8.  Curva de calibracion de trolox para el ensayo DPPH

7.8.1. Preparacion de soluciones de trabajo

Para la elaboracion de la curva de calibracion se prepard una solucion madre de
trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) a una concentracion de
1000 umol/L, disolviéndolo en metanol al 100%, siguiendo el protocolo descrito por Prior
et al. (2005). Esta solucion madre sirvié como punto de partida para realizar diluciones
seriadas que permitieron obtener concentraciones de trabajo entre 200 y 800 umol/L. Para

cada dilucion se aplicé la formula:
C1xV1i=C2%V2
Donde:
C1 es concentracion inicial (1000 pmol/L)
V1 es el volumen requerido de la solucion madre
C2es la concentracién buscada (200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 pmol/L)

V2es el volumen final (1000 pL)
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Paralelamente, se prepar6 una solucion de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) a
una concentracion de 0,06 mmol/L en 50 mL de metanol, la cual se protegio de la luz
durante todo el proceso debido a su alta sensibilidad a la fotodegradacion (Mishra et al.,
2012). Este paso es fundamental para evitar alteraciones en la capacidad antioxidante del
DPPH, como lo han documentado Tovar (2013) y Garcia-Barrientos et al. (2025) en sus

estudios sobre antioxidantes en extractos de plantas y hongos.

Ademas, se consideraron las recomendaciones de Benitez-Estrada et al. (2020),
quienes enfatizan la importancia de mantener condiciones estables para evitar errores en
la medicion de la actividad antioxidante. La curva de calibracion resultante se utilizd
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 interpretacion de los datos obtenidos, asegurando la fiabilidad
del ensayo (Iradi, 2016; Lugo et al., 2014). Finalmente, las soluciones preparadas se
almacenaron en frascos dmbar y a bajas temperaturas hasta su uso, para evitar su

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

Para llevar a cabo el analisis de la capacidad antioxidante, se prepararon mezclas
para cada concentracion de trolox (200, 400, 600 y 800 umol/L). Se anadié 25 pL de cada
dilucion de trolox a 975 pL de la solucion de DPPH (0,06 mmol/L) en tubos Eppendorf

ambar para evitar la fotodegradacion, tal como lo indica Blois (1958).

Las mediciones se realizaron por triplicado para asegurar la precision y
reproducibilidad de los resultados, siguiendo buenas practicas experimentales sugeridas
en estudios de antioxidantes naturales (Tovar, 2013; Garcia-Barrientos et al., 2025). Una
vez preparadas las mezclas, se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos, tiempo
recomendado para permitir que ocurra la reaccion entre el DPPH y los compuestos
antioxidantes presentes en las muestras, segiin lo reportado por Sdnchez-Moreno et al.

(1998).

Finalizado el tiempo de incubacidn, se midio la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotometro UV-Vis, utilizando como blanco una mezcla compuesta por 975 pL de
soluciéon de DPPH y 25 uL de metanol puro. Esta referencia permitio corregir las lecturas
y eliminar posibles interferencias del disolvente en la medicién (Sharma & Bhat, 2009;

Lugo et al., 2014).
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La absorbancia neta de cada muestra se calculo 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 analisis, como se
ha documentado en otros estudios sobre técnicas espectrofotométricas para la

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

Finalmente, los datos obtenidos fueron utilizados para construir la curva de
calibracion de trolox y calcular la capacidad antioxidante de los extractos de Chlorella
spp., expresados como equivalentes de trolox (TEAC). Este procedimiento experimental
permite una comparacion confiable entre el antioxidante estdndar y las muestras de
microalgas, facilitando la interpretacion de los resultados y su discusion frente a estudios

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

7.8.3. Analisis de datos

Los valores de absorbancia neta se graficaron en funcién de las concentraciones
de trolox (umol/g), ajustandose los datos a un modelo de regresion lineal mediante el
método de minimos cuadrados (Miller & Miller, 2018). De esta grafica se obtuvieron los
parametros clave: pendiente (m), que refleja la sensibilidad del método; interseccion (b),
correspondiente a la absorbancia en ausencia de trolox; y el coeficiente de determinacion

(R?), que indica el grado de linealidad (se considerd aceptable un RZ > 0.98).
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La ecuacion resultante (y = mx + b) permitid posteriormente calcular la
actividad antioxidante de muestras desconocidas en equivalentes de trolox (TEAC),

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

7.9. Evaluacion de la actividad antioxidante con ensayo DPPH

7.9.1. Cuantificacion de la actividad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras de Chlorella spp., se
empleo6 el método de DPPH descrito por Brand-Williams et al. (1995), con adaptaciones
para su aplicacion 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 pL del extracto previamente aforado con 975 pL de la solucion de DPPH
(0,06 mmol/L) en tubos Eppendorf de color ambar, protegiendo la reaccion de la luz

para evitar la degradacion de los radicales libres.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en oscuridad durante 30 minutos,
tiempo necesario para garantizar la interaccion completa entre el radical DPPH y los
compuestos antioxidantes presentes, como lo recomiendan Garcia et al. (2016).
Transcurrido el tiempo de incubacidn, la absorbancia se midi6 a 515 nm utilizando un

espectrofotometro UV-Vis. Se empled como blanco una mezcla de 975 pL. de DPPH con
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25 uL de metanol, lo que permitié eliminar interferencias Opticas del solvente y obtener

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

La absorbancia neta se calcul6 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 (Barron-Yanez et al., 2011).

Finalmente, los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibicion, lo
que permitié cuantificar la actividad antioxidante del extracto en comparacion con el
control. Este método es ampliamente aceptado para la evaluacion de la capacidad
antioxidante de diversas matrices bioldgicas y se considera una herramienta sencilla y

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

7.9.2. Calculo de la concentracion antioxidante

La concentracion de antioxidantes en umol/g se determin6 mediante la ecuacion

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

. mol  Absorbancia neta — b
Concentracion (W.—) =
g

m

Donde:

m es la pendiente de la curva
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b es la interseccion en el eje y

Para expresar la actividad antioxidante en umol Eq. trolox/g de muestra, se aplico

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

ol

Eq.trolox ~ Conc. (1 L ) * Vol.de aforo (L) « FD
umol —— — — L
Peso de muestra (g)

7.10. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con
el objetivo de evaluar la distribucion de las variables. Al no cumplir los supuestos de
normalidad (p < 0,05), se determiné el uso de métodos no-paramétricos. Para comparar
las diferencias entre los tratamientos, se emple6 la prueba de Kruskal-Wallis, posterior a
ello se efectuo el andlisis post hoc mediante la prueba de Dunn con ajuste p-valores por
el método de Bonferroni. Por ultimo, con la finalidad de establecer relaciones entre la
concentracion de carotenos y la capacidad antioxidante, se utilizd el coeficiente de

correlacion de Spearman (p), adecuado para variables de distribucion no-paramétrico.
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8. RESULTADOS

8.1. Cinética de crecimiento

8.1.1. Dinamica de crecimiento celular bajo condiciones controladas

Durante el periodo experimental de 10 dias, la muestra aislada mostr6 una cinética
de crecimiento tipica con fases de aceleracion, exponencial y estacionaria bien
diferenciadas (Figura 7). La concentracion celular inicial fue de 7,25 * 104 cel/mL,
alcanzando un maximo de 5,34 * 106 cel/mL al dia 10. Se observd un crecimiento
exponencial pronunciado entre los dias 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.
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Nota: Dias 1-3, fase de aceleracion, dias 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 especifica (o) fue calculada mediante la ecuacion de
Guillard (1973), resultando en un valor de 0.773 d™' durante el intervalo de mayor
actividad exponencial (dias 3 a 6). Este valor es indicativo de un cultivo saludable y
eficiente, ya que se encuentra dentro del rango 6ptimo reportado para cepas de Chlorella
spp. bajo condiciones controladas (0.5-0.8 d™'), seglin estudios recientes sobre su
dinamica 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 division celular, sintesis de clorofila y acumulacion de

compuestos primarios.

Por otro lado, la productividad celular (i), estimada como el incremento neto de
biomasa en funciéon del tiempo, alcanzé 5,27 x 10° cel/mL/dia. Este rendimiento
representa un crecimiento robusto y sostenido, destacando el dia 8 como el punto de
maxima eficiencia fotosintética, momento en el que las células alcanzan su capacidad
metabolica Optima 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 x 10° cel/mL/dia. Fisiol6gicamente, este comportamiento refleja que la microalga se
encuentra en una fase anabolica activa, caracterizada por division rapida, sintesis proteica

y crecimiento celular balanceado.
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Tabla 1

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

controladas.
Especie Dias Concentracion Concentracion Tasa de Productividad
inicial x10* final x10° crecimiento celular x10°
cel/mL/dia
Chlorella spp 10 7,25 5,34 0,77 5,27

8.2.  Produccion de carotenos bajo estrés luminico

8.2.1. Concentracion de carotenos bajo diferentes condiciones de luz

La concentracion de carotenos mostroé una notable disminucion en relacion con el
aumento del estrés luminico durante 10 y 20 dias. El grupo control (MV) obtuvo la mayor
concentracion con 2.15 £ 0.26ug/mg seguido por la muestra de 10 dias de estrés (M10D)
con 0,93+0,16 ug/mg, y por ultimo la muestra de 20 dias de estrés (M20D) con
0,51+0,03 ug/mg (Tabla 2). Este patron denota que un nivel moderado de irradiancia
puede estimular la produccion de carotenos, mientras que un exceso puede inducir

dafo 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) p (mg/L)

MV 8.15+£0.93 2.87+0.40 11.02 £1.32 2.15+0.26
MI10D 1.80+0.23 0.41+0.22 2.21+045 0.93+£0.16
M20D 0.95+0.04 0.43 £0.06 1.38 £0.10 0.51+£0.03

8.2.2. Analisis estadistico del efecto del estrés

El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas entre los
tratamientos (p = 0,026), indicando que al menos uno de los grupos presentaba una
concentracion de carotenos distinta. La prueba post hoc de Dunn mostr6 una diferencia
significativa entre MV y M20D (p.adj = 0,021), pero no entre MV y M10D ni entre M10D
y M20D. Este patron sugiere que el estrés prolongado (20 dias) puede afectar

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

Desde el punto de vista fisiologico, se esperaria un aumento de carotenoides bajo
estrés, ya que estos actlan como antioxidantes protectores frente a la fotoxidacion
(Gacheva y Gigova, 2014). Sin embargo, en esta investigacion se observé que la muestra
vegetativa (MV) presentd mayor concentracion de carotenos totales, lo cual puede
explicarse de forma que, en fases de crecimiento activo, la microalga produce carotenos
asociados a la formacion de cloroplastos funcionales y a la integridad del sistema

fotosintético.
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Figura 8.

Concentracion de carotenos bajo estrés luminico.
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Nota: Se observa que la muestra vegetativa (MV) tiene mayor cantidad de carotenos en

comparacion con las muestras estresadas.

8.3. Capacidad antioxidante

8.3.1. Capacidad antioxidante segun el primer extracto E1

La capacidad antioxidante se evalu6 mediante dos ensayos complementarios (E1
y E2), evidenciando variaciones notables segun el tratamiento aplicado. En el método E1
(Figura 9), MIO0OD registr6 la mayor actividad antioxidante con 23,20 + 1,17
umolkeqtrolox/g , mientras que MV y M20D presentaron valores menores 9,98 + 0,67 y
11,88 + 0,67 umoleqtrolox/mL, respectivamente como se observa en la Tabla 3. Esto
probablemente se debe a la exposicion a un estrés moderado por ello, la microalga activa
rutas metabolicas para la sintesis de metabolitos antioxidantes como SOD, CAT o AsA-

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

metabolitos antioxidantes en la célula.

El anélisis de Kruskal-Wallis indicé 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 acumulaciéon de compuestos

antioxidantes distintos a los carotenos.

Figura 5.

Capacidad antioxidante obtenida mediante el primer extracto.
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Nota: La muestra estresada a 10 dias, obtuvo una mayor cantidad antioxidante, en comparacion a

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

Contenido de carotenos y evaluacion antioxidante con ambos extractos.

Muestra  Carotenos Antioxidante E1 Antioxidante E2
(ug/mg) (umol Eq trolox/g)  (umol Eq trolox/g)
MV 2,15+0,26 9,98+0,67 76,96+5,16
MI10D 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 segun el segundo extracto E2

En el método E2 (Figura 10), también M10D presenté la mayor capacidad
antioxidante (85,23 + 2,70 umoleqtrolox/g), seguido de M20D (81,00 +
8,97 umolgqtrolox/g) y MV (76,96 + 5,16 umoleqtrolox/g). Aunque no se observaron
diferencias significativas entre los grupos tras la correccion de Bonferroni, la tendencia
apoya la hipotesis de que condiciones moderadas de estrés inducen respuestas
antioxidantes elevadas. Se logré observar una diferencia entre el primer extracto (E1) y el

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

Capacidad antioxidante obtenida mediante el segundo extracto.
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Nota: Se observa una disminucion de capacidad antioxidante para la muestra estresada 20

dias (M20D), en comparacion a los otros extractos.

8.3.3. Relacion entre carotenos y capacidad antioxidante

El coeficiente de correlacion de Spearman demostré que no se encontrd una
correlacion significativa en ninguno de los casos El: p= -0,52; p=0,16; E2: p= 0,51;
p=0,16 (Figura 11), lo cual indica que, bajo las condiciones evaluadas, la concentracion

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

Correlacion de Spearman entre carotenos contra el primer extracto y segundo extracto.
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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 dias de cultivo de las microalgas
Chlorophytas, diferenciando las fases: aceleracion, exponencial y estacionaria. La tasa de
crecimiento (i) alcanzo un valor de 0,773 d—1, y la productividad celular maxima fue de
5,27 = 105 Cel/mL/dia, donde se observa el octavo dia como el punto de maxima

eficiencia.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Goémez-Luna, Tormos-Cedefio
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,
Juarez-Campos y Gonzéalez-Hernandez (2020) reportaron tasas cercanas a 0,8 d-1 en
medios enriquecidos. Por su parte, Gomez, Alvarez & Rivero (2011) demostraron que el

crecimiento de Chlorella vulgaris varia segun la disponibilidad de nutrientes en el medio.

Por lo tanto, se reafirma que Chlorella spp. posee un alto potencial de adaptacion
a condiciones controladas, dependiendo de los distintos factores como la intensidad
luminica, tiempo de exposicion al estrés luminico y la disponibilidad de nutrientes pueden

influir significativamente en el crecimiento (Brito et al., 2016).
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La concentracion de carotenos del estudio demostré una disminucion progresiva
seglin se incrementa el estrés luminico: 2,15+0,26 ug/mg en el grupo control (MV),
0,93+0,16 pg/mg en M10D, y 0,51+0,03 pg/mg en M20D. Sari et al. (2025) obtuvo un
valor de 1,75 pg/mg en muestras estresadas con un nivel bajo de estrés, exponiéndolo a
30 minutos de intensidad luminica. El patron siguiere que un nivel moderado de
irradiancia puede inducir una respuesta fotoprotectora inicial, mientras que un exceso de
irradiancia causa dafio foto-oxidativo y degradacion de estos compuestos (Gémez-Luna

et al., 2022).

Comparativamente, Coronado-Reyes et al. (2020) reportaron concentraciones de
hasta 2,3 pg/mg en Chlorella vulgaris, bajo condiciones de estrés luminico moderado y
restriccion de nitrogeno, 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 produccion 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 luminico y estrés nutritivo son determinantes para la acumulacion de carotenos

(Leén, 2021).
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Los resultados del ensayo de capacidad antioxidante con el método DPPH
evidenciaron que el estrés moderado (M10D) estimul6 la mayor actividad antioxidante en
ambos extractos: 23,20 *+ 1,17 umolggroion/g (E1) y 85,23 + 2,70 umolggiroion/9
(E2), mientras que, en MV y M20D presentaron valores significativamente menores.
Estos resultados fueron comparados con datos obtenidos por Romero (2019) , quien
evaluo la capacidad antioxidante de Chlorella sp. mediante equivalentes de &cido
ascorbico (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 etandlico EtOH:H-0 95:5.
Ambos fueron significativamente superiores respecto a extractos en hexano y mezclas con

mayor proporcion de agua.

Esto coincide con Gomez-Luna et al. (2022), quienes destacaron que la exposicion
a estrés moderado favorece la acumulacion de metabolitos de caracter antioxidante en
Chlorella vulgaris. Del mismo modo, Lopez (2022) demostréo que nanoformulados de
Chlorella vulgaris también podrian actuar como agentes antioxidantes en aplicaciones

agricolas.

La notable ausencia de una correlacion significativa entre carotenos y capacidad
antioxidante de ambos extractos (E1: p=-0,52; p=0,16 y E2: p=0,51; p=0,16) demuestra
que, ademads de carotenos, otros metabolitos como pueden ser flavonoides, polifenoles o

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

Alvarez (2022) en estudios relacionados sobre biorrefinerias de microalgas.

Los resultados enfatizan la necesidad de aplicar técnicas de caracterizacion
molecular, tales como HPLC o LC-MS, que ayudarian a definir los compuestos

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

La evaluacion del crecimiento de Chlorella spp. en el medio NPK permitio
establecer parametros Optimos 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 dia donde se encontrd

mayor rendimiento celular.

En relacion con la produccion de carotenos se obtuvo que la intensidad luminica
genera una disminucion en la produccion de carotenos, donde se registros que la muestra
control obtuvo mayor cantidad con relacion a las muestras estresadas del dia 10 y dia 20.
Demostrando que a 10 dias de estrés luminico constante afecta en la sintesis de carotenos

como mecanismo de defensa, pero a un estrés luminico de 20 dias provoca su degradacion.

El anélisis de la capacidad antioxidante demostrd 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 logrd una correlacion significativa entre la concentracion de
carotenos y la capacidad antioxidante lo que sugiere que al momento del estrés otros

metabolitos antioxidantes influyen en la actividad antioxidante. Demostrando asi que no
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existe una relacion significativa entre la concentracion 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 acidos grasos insaturados, que
podrian contribuir a la actividad antioxidante. Ademads, con estos resultados se logrd
identificar que el estrés luminico moderado es una opcién util 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 mas detalle

los compuestos que contiene la microalga Chlorella spp.

Evaluar la concentracion de carotenos en otros medios de cultivo como Guillard
F/2 o BGI11, de esta forma determinar si la concentracion de carotenos puede variar

dependiendo del medio de cultivo.

Incorporar diferentes tipos de estrés como la limitacion de nitrogeno o estrés
salino, de modo que se pueda comparar la eficacia del estrés luminico en relacion de a su

capacidad antioxidante.

Realizar un ensayo menor de estrés, exponerlo a 5 dias y periodos mas

intercalados.
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ANEXOS

Anexo 1.

Conteo en camara de Neubauer

Anexo 2.

Extraccion de carotenos protegiendo los pigmentos
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Anexo 3.

Lectura de carotenos.

Anexo 4.

Materiales para la evaluacion antioxidante
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Anexo 5.

Preparacion de muestra para la lectura

Anexo 6.

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

Colocacion de muestra en espectrofotometro Nanodrop

Anexo 8.

Lectura en Nanodrop

Permiso MAATE, codigo: MAATE-DBI-CM-2022-0264.

76



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 extraccion de carotenos.
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Ca Chb Cx+b Promedio Promedio Promedio Promedio
Muestra (mg/L) (mg/L) (mg/L) B (mg/L) Ca Chb Cx+b B
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 7,13 241 9,54 1,856
MI10D1 1,63 0,20 1,83 0,824 1.80 + 041+ 221+ 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
Anexo 11.
Valores de Clorofilas totales y carotenos, por muestra.
Concentracion Absorbancia A=515nm
(nmol/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 calibracion
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Curva estandar de Trolox
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Anexo 13.
Curva de calibracion para capacidad antioxidante.
Muestra Abs  Abs Conc.  Volumende Peso FD pmolEq Promedio SD Total
neta (umol/l) aforo (L) muestras (g) trolox/g
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.
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Muestra  Abs Abs Conc.  Volumen Peso FD pmolEq Promedio SD Total
neta (umol/l) de aforo muestras trolox/g
L) e muestra
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

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.

Analisis estadistico 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

MI10D - MV -1,347 0,178 0,5336836

M20D - MV -2,695 0,007  0,02114625
Anexo 17.

Analisis estadistico 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
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Anexo 18.

Analisis estadistico Kruskal-Wallis para el primer extracto

Kruskal-Wallis
chi-squared = 7,3846 df=2 p-value = 0,02491
Comparison V4 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.

Analisis estadistico Kruskal-Wallis para el segundo extracto

Carotenos vs Antioxidante E1

S=181,27 p-value =0,1602 rho=-0,5105531
Anexo 20.

Correlacion de Spearman entre Carotenos y el primer extracto.

Carotenos vs Antioxidante E2

S=58981 p-value=0,1622 rho= 0.5084928
Anexo 21.

Correlacion de Spearman entre carotenos y el segundo extracto.
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DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Estado de la muestra:
Envase da recapcion:
Andlisls requeridofs):
Fecha de recapcion:
Fecha de analisis:
Facha de informa:

Codigo asignado UEB:

Sanbago David Yugeha Lapo

Buestra de Chlorella vegetativa, muesira de Chiorella estrezada 10 dias, muestra
de Chiorella estrazada 20 dias

INV 258, INV 259, INV 260

Salice

Tubo pldstico de 1.5 mi con 500 mg aprox. de contenido de musesira

Actividad Anficxidanie

21 de abril de 2025

21 al 23 de abril de 2025

24 de abril de 2025

Técnico {s) asignado: BAFCIM

RESULTADOS OBTENIDOS
Analisis Matodo de
andlisks

Codigo de
| laboratorio

Muestra de Chlorella

INV 258 rgetativa, E1

998

Muestra de  Chiorella

PV 25 estrezada 10 dias. E1

2320

Muestras  de  Chlonella

estrezada 20 dias, E1 DPPH ((2.2-

Actividad 45y

umol ET/g
muestra

Muestra de Chlorella

NV 258 e E2

Muestra de Chlorella

Ny 29 estrezada 10 dias. E2

Muestra de Chiorella

estrazada 20 dies. E2
ﬂa-:-.;._.”m

ing. Favian Bayas PhD
Director DIVIUEB

56,04

Los o lo anadlsis oo a3

Anexo 22.

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