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GLOSARIO  

Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación (daño celular) 

causada por radicales libres. 

 

Carotenogénesis: Proceso biológico de biosíntesis de pigmentos carotenoides, 

frecuentemente inducido en microalgas como Dunaliella por factores de estrés 

(luz, salinidad, temperatura). 

 

Especies Reactivas de Oxígeno (ROS): Moléculas altamente reactivas (como el 

oxígeno singlete) generadas durante procesos metabólicos y bajo estrés ambiental, 

que pueden causar daño oxidativo a la célula. 

 

Estrés Oxidativo: Desequilibrio celular provocado por un exceso de ROS que 

supera la capacidad de los sistemas de defensa antioxidante del organismo. 

 

Irradiancia: Medida de la intensidad lumínica o densidad de flujo de fotones que 

incide sobre una superficie, comúnmente expresada en µmol·m⁻²·s⁻¹. 

 

Trolox: Compuesto análogo sintético de la vitamina E, utilizado como estándar de 

referencia para cuantificar la capacidad antioxidante en ensayos como el DPPH. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABREVIATURAS 

C: Grupo control 

G1: Tratamiento con alta iluminación  

G2: Tratamiento térmico  

G3: Estrés combinado 

GV: Grupo vegetativo  

ROS: Especies reactivas de oxígeno. 

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (reactivo para capacidad antioxidante). 

TE: Equivalentes de Trolox. 

Abs: Absorbancia medida por espectrofotometría. 

Cα: Concentración de clorofila a  

Cβ: Concentración de clorofila b  

C(x+c): Carotenoides totales estimados por espectrofotometría. 

μe: Tasa de crecimiento específica (día⁻¹). 

Td: Tiempo de duplicación celular. 

PB: Productividad de biomasa (g·L⁻¹·día⁻¹). 

DC: Densidad celular (cel·mL⁻¹). 

µg: microgramo 

mL: mililitro  

µMol: micromoles  

g: gramos  

µl: microlitro  

L: litros  

mg: miligramo 

  



 

 

1. RESUMEN 

Las microalgas pertenecientes al género Dunaliella se destacan como una fuente 

prometedora de compuestos antioxidantes de utilidad biotecnológica. Aunque 

abundan estudios relacionados sobre estrés en este género de microalgas el mas 

utilizado es el estrés salino hay una deficiencia respecto al efecto combinado de alta 

iluminación y temperatura sobre su capacidad antioxidante. Debido a ello el 

objetivo del estudio fue evaluar la capacidad antioxidante de Dunaliella sp. 

sometida a alta luminosidad y temperatura. Para conseguirlo se diseñó un 

experimento con un grupo control (23°C y 60 µmol·m⁻²·s⁻¹), un grupo con alta 

intensidad lumínica (G1: 700 µmol·m⁻²·s⁻¹), otro con alta temperatura (G2: 28-

32°C), un grupo con estrés combinado (G3: 700 µmol·m⁻²·s⁻¹ + 28 °C) y además 

un grupo con células jóvenes que sería el Vegetativo. La cuantificación de 

carotenoides totales se realizó mediante espectrofotometría y la capacidad 

antioxidante se determinó utilizando el método DPPH; donde se utilizó como 

estándar el Trolox. Los resultados arrojaron que la clorofila α y β fueron mayores 

en control (17,19±0,56 y 9,63±0,92 µg/mL) además de que disminuyó en los grupos 

con alta intensidad luminosa; por otro lado, los carotenoides totales aumentaron en 

los grupos estresados, donde destacó el G3 con 5,91±0,289 µg/mL. Del mismo 

modo la capacidad antioxidante fue mayor en el G3 con 176,46±1,92 µmol Eq 

Trolox/g, además se pudo observar que existe una correlación fuerte positiva entre 

la cantidad de carotenoides totales y la capacidad antioxidante. Se concluye que el 

utilizar una combinación de estresores provoca un efecto sinérgico lo que potencia 

la biosíntesis de compuestos antioxidantes en Dunaliella sp., confirmando su 

potencial para la obtención de estos metabolitos.  

 

Palabras claves: Dunaliella sp., capacidad antioxidante, carotenoides, estrés 

abiótico, DPPH. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Microalgae belonging to the genus Dunaliella stands out as a promising source of 

antioxidant compounds with biotechnological applications. Although there are 

many studies related to stress in this genus of microalgae, the most used is salt 

stress, and there is a lack of research on the combined effect of highlight and 

temperature on their antioxidant capacity. Therefore, the objective of this study was 

to evaluate the antioxidant capacity of Dunaliella sp. subjected to high light and 

temperature. To achieve this, an experiment was designed with a control group 

(23°C and 60 µmol·m⁻²·s⁻¹), a group with high light intensity (G1: 700 

µmol·m⁻²·s⁻¹), another with high temperature (G2: 28-32°C), a group with 

combined stress (G3: 700 µmol·m⁻²·s⁻¹+ 28 °C), and a group with young cells, 

which would be the vegetative group. The quantification of total carotenoids was 

performed by spectrophotometry, and the antioxidant capacity was determined 

using the DPPH method, with Trolox used as the standard.  The results showed that 

chlorophyll α and β were higher in the control group (17.19±0.56 and 9.63±0.92 

µg/mL) and decreased in the groups with high light intensity. On the other hand, 

total carotenoids increased in the stressed groups, with G3 standing out with 

5.91±0.289 µg/mL. Similarly, antioxidant capacity was higher in G3 with 

176.46±1.92 µmol Eq Trolox/g. In addition, a strong positive correlation was 

observed between the number of total carotenoids and antioxidant capacity. It is 

concluded that using a combination of stressors causes a synergistic effect that 

enhances the biosynthesis of antioxidant compounds in Dunaliella sp., confirming 

its potential for obtaining these metabolites.  

 

Keywords: Dunaliella sp., antioxidant capacity, carotenoids, abiotic stress, DPPH
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2. INTRODUCCIÓN 

Las microalgas han revelado su gran potencial como fuente de compuestos 

con propiedades antioxidantes, fotoprotectoras y nutricionales (Odenthal et al., 

2024). Entre ellas destaca el género Dunaliella, caracterizado por su alta tolerancia 

a condiciones ambientales extremas como elevada salinidad, intensidad lumínica y 

temperatura, mismas que inducen procesos de estrés oxidativo y a su vez 

promueven la síntesis de metabolitos secundarios de interés comercial, como los 

carotenoides (Pourkarimi, Hallajisani, Alizadehdakhel, Nouralishahi, & Golzary., 

2020); (Hotos, 2023). 

 

La exposición a estrés ambiental, en particular, alta intensidad lumínica y 

temperatura incrementa la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), las 

cuales pueden causar daños severos a los componentes fotosintéticos de la célula 

(Foyer & Shigeru Shigeoka, 2010). Sin embargo, Dunaliella ha desarrollado 

mecanismos adaptativos como la osmorregulación y la sobreproducción de 

compuestos antioxidantes que le permitan contrarrestar el efecto negativo de este 

proceso (Zhao et al., 2024). 

 

Para aprovechar dicha característica adaptativa, en trabajos previos se ha 

experimentado con diferentes metodologías que buscan obtener la mayor cantidad 

de carotenos y antioxidantes mediante la manipulación de las condiciones de 

cultivo. García at al. (2020) reportaron que el incremento de la salinidad a 35 y 45 
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UPS condujo a una producción de hasta 90 mg L-1 de β- caroteno. Ría, Rahmani, & 

Suyono (2023) observaron que una irradiancia de 111.11 µmol·m⁻²·s⁻¹ favoreció la 

acumulación de carotenoides, alcanzando una concentración de 13.54 µg/ mL.  

 

De la misma manera, Zepeda (2017) evaluó el efecto de distintas 

intensidades lumínicas entre 100 a 1600 µmol m-2 s -1, determinando que a 200 

µmol m-2 s -1 se alcanza mayor producción de β- carotenos con un rendimiento de 

0.195 pg cél-1. Por su parte, Lamers et al. (2010) trabajaron con cultivos por lotes 

expuestos a una irradiancia de 1000 µmol m-2 s -1 logrando una acumulación 

máxima de pigmentos de 31 mg g DW-1. En cuanto a la temperatura, Abu-Rezq et 

al. (2010) incrementaron esta variable hasta los 38,5 °C, obteniendo 

concentraciones de β- caroteno que oscilaron entre 36,19 – 84,59 pg cél-1. 

 

A nivel nacional, se han desarrollado pocas investigaciones sobre 

Dunaliella. González (2023) exploró la interacción entre irradiancia y limitación de 

nutrientes, logrando una producción de 5.7 mg/mL del biocompuesto. Por otro lado, 

Quimi (2023) empleó condiciones de estrés térmico de deficiencia de nitrógeno 

registrando valores de hasta 4.78 mg/l de pigmentos. Aunque dichos resultados son 

prometedores, se requieren estudios que profundicen en la relación directa entre el 

estrés combinado por luz y temperatura, y la capacidad antioxidante real de 

Dunaliella sp. bajo tales condiciones.  
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La capacidad antioxidante de los extractos algales puede medirse mediante 

pruebas bioquímicas comparativas frente a estándares conocidos. En este sentido, 

estudios como el de Guevara, Zapata, León, & Acosta (2019) demostraron que un 

aceite enriquecido con Dunaliella salina alcanzó una capacidad antioxidante del 

80%, mientras que Rattanaporn et al. (2024) reportaron un valor del IC50 de 218.00 

± 4.24 en Scenedesmus falcatus cultivada bajo alta irradiancia. 

 

Por ello, el presente trabajo presenta como objetivo evaluar la capacidad 

antioxidante de Dunaliella sp., estresada por alta intensidad lumínica y alta 

temperatura comparando su rendimiento antioxidante frente a un estándar de 

referencia, con el fin de comprobar su potencial como fuente natural de protección 

frente al estrés oxidativo.  
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3. PROBLEMÁTICA 

Aunque se han realizado estudios sobre la producción de carotenoides en 

Dunaliella sp. bajo estrés salino, altas intensidades lumínicas, altas y bajas 

temperaturas; existe un notable desconocimiento acerca de cómo tales condiciones 

repercuten en la capacidad antioxidante que caracteriza a esta especie. No obstante, 

las investigaciones que hay sobre esta microalga se ha concentrado mayormente en 

el estrés salino, provocando un vacío en la comprensión de cómo factores como la 

alta intensidad lumínica y la temperatura elevada afectan su capacidad antioxidante. 

 

La presencia de especies reactivas de oxígeno, generadas por exposición a la 

luz, se representa un riesgo significativo debido a la posibilidad de causar daños 

severos a los componentes fotosintéticos. El estrés oxidativo es equivalente a daño 

oxidativo, resultando en el deterioro que le provoca de las estructuras celulares, 

especialmente cuando el daño por oxidación supera la capacidad de reparación de 

las células.  

 

Son moléculas muy reactivas y pueden interactuar con una amplia variedad de 

moléculas como el ácido desoxirribonucleico (ADN), pigmentos, lípidos, proteínas 

y otras moléculas celulares. El estrés oxidativo es un fenómeno ampliamente 

estudiado en organismos fotosintéticos como las microalgas manipulando los 

rangos normales de intensidad lumínica (60-100 μM/sm²/) causando la 

carotenogénesis.  
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La alta luminosidad (700 μM/sm²) estimula la producción de oxígeno singlete 

por el fotosistema II también conocido como PSII induciendo al estrés foto 

oxidativo. En el centro de reacción fotosistema II, el oxígeno singlete se genera 

mediante la interacción del oxígeno molecular con el estado triplete excitado de la 

clorofila, el fotodaño es inducido por el oxígeno singlete. Las temperaturas altas 

como 35°C igualmente inducen la generación de radicales libres de oxígeno en las 

células y por ello dando comienzo a procesos de estrés oxidativo, lo que produce la 

carotenogénesis.  

 

La gran parte de los componentes en la naturaleza llegan a sufrir procesos de 

oxidación, sin embargo, en los organismos eucariotas tienen lugar un proceso 

inverso a la fotosíntesis, que permite almacenar la energía libre generada durante la 

oxidación de los carbohidratos y de otros compuestos orgánicos, en forma de ATP. 

Este proceso origina un radical de oxígeno, que, a pesar de ser fundamentales para 

los procesos biológicos, su acumulación excesiva puede provocar daños celulares 

irreversibles. Un aumento de radicales libres puede oxidar macromoléculas y 

afectar a diversos procesos celulares, lo que está relacionado con el desarrollo de 

varias enfermedades. Frente a la necesidad de comprender cómo modular esta 

respuesta en un contexto biotecnológico, surge la siguiente interrogante de 

investigación: ¿Cuál es el efecto del estrés combinado de alta intensidad lumínica 

y temperatura sobre la capacidad antioxidante de Dunaliella sp.?   
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4. JUSTIFICACIÓN 

Dunaliella sp., presenta una característica principal que es su capacidad de 

perdurar en ambientes con condiciones extremas, así como su adaptabilidad a estos 

entornos sugiere que bajo estrés lumínico y térmico podría activar mecanismos de 

defensa que resulten en una mayor producción de antioxidantes. Estos factores 

juntos pueden hacer que la microalga produzca más ROS (Sies, Jones, & Berndt, 

2017). Cuando eso sucede, el organismo tiene que activar mecanismos 

antioxidantes para defenderse de las especies reactivas de oxígeno, medir cuán 

buena es esa defensa antioxidante es importante. Nos ayuda a comprender como se 

adapta Dunaliella sp., y también a ver si puede ser una buena fuente de 

antioxidantes en condiciones de estrés.  

 

Crear un método para conseguir que Dunaliella sp., produzca más 

carotenoides es clave. Esto nos ayuda a obtener más antioxidantes. De ese modo, 

podemos ver que tan buenas son como fuentes de estos compuestos. La aplicación 

de métodos de estrés, como la alta intensidad lumínica y el incremento de la 

temperatura, ayudará a verificar la efectividad de estos factores para estimular la 

producción de carotenoides en Dunaliella sp.; este pigmento le sirve a la microalga 

como un biofiltro protegiendo el aparato fotosintético y limitando el ROS 

contrarrestando la fotooxidación (Borowitzka, Biology of Microalgae, 2018).  
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La progresiva demanda de antioxidantes naturales en sectores como la 

industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, debido a sus beneficios para la 

salud y su capacidad para prevenir el daño celular causado por el estrés oxidativo, 

es lo que promueve el identificar nuevas fuentes de estos compuestos (Koyande, y 

otros, 2019). Las microalgas son una opción interesante, y Dunaliella sp., es una de 

las especies mas prometedoras. Esto se debe a que puede producir muchos 

antioxidantes, especialmente cuando está bajo estrés. 

 

Si bien Dunaliella salina es el referente industrial por su producción masiva 

de β-caroteno, es esencial evaluar esta cepa particular de Dunaliella sp. para 

determinar si posee un perfil metabólico distintivo o superior. Las cepas no 

comerciales a menudo reservan una diversidad genética inexplorada que podría 

traducirse en una respuesta antioxidante más rápida bajo estrés. Por lo tanto, 

investigar su respuesta específica ante el estrés lumínico y térmico podría revelar 

un perfil de biosíntesis de antioxidantes único, ofreciendo una alternativa 

biotecnológica viable y novedosa frente a las opciones ya existentes en el mercado. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1.Objetivo general  

Evaluar la capacidad antioxidante de Dunaliella sp., estresada por alta intensidad 

lumínica y alta temperatura mediante la comparación con un antioxidante referente 

para la determinación de su eficacia en la protección celular ante el estrés oxidativo.   

 

5.2.Objetivos específicos  

 

• Evaluar la producción de carotenos en Dunaliella sp. sometida a estrés 

lumínica y aumento de temperatura, mediante análisis espectrofotométricos.  

• Determinar la capacidad antioxidante en la microalga estresada por alta 

iluminación y temperatura.  

• Comparar la capacidad antioxidante de la microalga estresada en relación 

con un antioxidante referente. 
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6. Hipótesis   

 

Hipótesis Alternativa (H₁): Las condiciones de alta intensidad lumínica y 

temperatura provocarán un aumento en la capacidad antioxidante de Dunaliella sp. 
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CAPÍTULO II 

7. MARCO TEÓRICO 

7.1. Microalgas como recurso biotecnológico 

Las algas son organismos acuáticos que en múltiples ocasiones actúan como 

bioindicadores de la calidad del agua en los ecosistemas que habitan (Zheng, Zou, 

Zou, Li, & Lu, 2024). Entre ellas, destacan las microalgas, organismos de menor 

tamaño que pueden ser unicelulares, y se encuentran tanto en ecosistemas de agua 

dulce o marina, contribuyendo a la estabilidad del sistema (Shaikh, Rizvi, Pandit, 

Desai, & Patil, 2022). 

 

Las microalgas son los productores primarios del ecosistema, sirven de 

alimento para otros organismos de mayor tamaño permitiendo el ingreso de la 

energía en la cadena trófica (García-Romeral, Pavía-Gómez, Sanz, Chirivella-

Martorell, & Serrano-Aroca., 2017). A pesar de su amplia distribución, su presencia 

se restringe a zonas con condiciones ambientales favorables para su desarrollo, 

siendo factores como la intensidad lumínica, la disponibilidad de nutrientes y la 

cantidad de oxígeno determinantes para su adecuado crecimiento (Luna, 2007).  

 

Se encuentran clasificadas en base a la composición bioquímica de su 

pigmentación. En este sentido, se reconocen 9 clases: las clorofíceas o algas verdes, 

las crisofíceas o algas pardas doradas, las pirrofíceas o dinoflagelados, las 
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rodofíceas o algas rojas, las feofíceas o algas pardas y las bacillariofíceas o 

diatomeas (Hemaiswarya, Raja, Ravikumar, & Carvalho, 2013). 

 

 

Desde hace décadas, las microalgas son cultivados para suplir diferentes 

necesidades (Figura 1); especialmente en el campo de la biotecnología, puesto que 

destacan por su capacidad de producir una amplia variedad de bioproductos, entre 

los cuales se incluyen biocombustibles como el bioetanol (García-Romeral, Pavía-

Gómez, Sanz, Chirivella-Martorell, & Serrano-Aroca., 2017).   

 

Figura 1.  

Uso biotecnológico de las microalgas. 

 

Nota: Tomado de  (García-Romeral, Pavía-Gómez, Sanz, Chirivella-Martorell, & 

Serrano-Aroca., 2017) 
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El objetivo principal de estas investigaciones ha sido la producción de 

suplementos alimenticios, aunque en la práctica se ha concentrado principalmente 

en géneros como Spirulina, Dunaliella, y Chlorella (Bertoldi, Sant’Anna, & 

Olivier, 2008). Se ha buscado maximizar la producción de estos organismos, 

desarrollando estrategias que incluyen el uso de lagos naturales donde se producen 

proliferaciones masivas de determinadas especies, las cuales son explotadas 

mediante cultivos in situ. 

 

Se ha reconocido el potencial de ciertas microalgas como fuente sostenible 

de compuestos de alto valor añadido para numerosas industrias. Un ejemplo es 

Dunaliella salina, empleada por su elevada capacidad de producir pigmentos como 

el β- caroteno, así como Haematococcus pluvialis que destaca por la síntesis de 

astaxantina (Hemaiswarya, Raja, Ravikumar, & Carvalho, 2013). 

 

7.2. Características generales del género Dunaliella.  

Las células pertenecientes al género Dunaliella presentan una morfología 

variable que puede ser esférica, ovoide o elipsoide, posee dos flagelos situados en 

la parte posterior de la célula (Figura 2).  Su tamaño depende tanto de la especie 

como de las condiciones ambientales, con longitudes que oscilan entre 2 a 28 µm y 

un ancho que varía de 3 a 13 µm (Oren, 2010).  
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Figura 2.   

Morfología celular de Dunaliella sp. bajo microscopía óptica. 

 

 

 

 

 

Nota: Observación realizada en un aumento de 40x 

 

En el interior de las células se encuentra un único cloroplasto de gran tamaño 

ocupando gran parte del volumen celular, además contiene un pirenoide central, 

presentan tilacoides agrupado de manera anómala y que suelen entrar al pirenoide; 

en los espacios intertilacoides se almacenan gotas oleosas de carotenoides y a 

medida que este contenido de carotenoide crece se va extendiendo por todo el 

cloroplasto provocando que el color de la célula cambie a un naranja o rojo 

(Borowitzka & Siva, 2007).  

 

Bajo condiciones desfavorables, como el estrés osmótico adoptan una forma 

esférica, asimismo, en cultivos antiguos y a bajas temperaturas, pueden adquirir una 

forma ameboide debido al rompimiento de los microtúbulos presentes en el 

citoesqueleto (Borowitzka & Siva, 2007);  
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La reproducción del género Dunaliella puede ser tanto asexual como sexual 

La reproducción sexual ocurre por isogamia, un proceso en la que dos células se 

junta para formar un zigoto. Sin embargo, si las condiciones del medio no son 

favorables surge la división asexual mediante la formación de células aplanosporas 

y palmeloides con división longitudinal de la célula (Barbosa, Inácio, Afonso, & 

Maranhão, 2023). 

 

7.3. Clasificación taxonómica de Dunaliella  

La clasificación taxonómica del género de algas verdes Dunaliella suele 

resultar confusa y controversial por la variabilidad morfológica y fisiológica que 

presentan. Sin embargo, la propuesta más aceptada corresponde a la siguiente:  

Clasificación taxonómica de Dunaliella  

                           Dominio:  Eucaryota  

                                Reino: Plantae 

                                   Filo: Chlorophyta 

                                      Clase: Chlorophyceae  

                                         Orden: Volvovales  

                                             Familia: Dunaliellaceae 

                                               Género: Dunaliella (Guiry, 2024) 
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7.4.  Distribución y hábitats 

Los organismos que pertenecen al género Dunaliella pueden encontrarse en 

una variedad de hábitats desde aguas dulces hasta aguas eurihalinas. Existen 

registros de su presencia en lagos con pH muy bajo o ambientes hipersalinos como 

los lagos de sal de la Antártida, donde constituyen los principales organismos 

fotosintéticos. Un ejemplo notable es el Great Salt Lake, en el que la coloración 

rosada de algunas zonas refleja las floraciones masivas de distintas especies de 

Dunaliella (Figura 3) (Oren, 2010).  

 

Figura 3.  

Great Salt Lake con variaciones de coloración asociados a floraciones de 

Dunaliella. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: La tonalidad rosada o rojiza en el agua se debe a altas concentraciones de 

carotenoides producidos por microalgas del género Dunaliella en condiciones de 

salinidad extrema. Tomado de Oren, 2010. 
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7.5.  Carotenoides en microalgas 

Los carotenoides son pigmentos lipofílicos con una abundante dispersión 

natural, sus rangos de colores van desde el naranja hasta el amarillo dependiendo 

de su estructura química. Existen dos grupos principales de carotenoides: los 

carotenos que son el grupo conformado por hidrocarburos y las xantofilas, que 

contienen moléculas de oxígeno en su estructura molecular (Lafarga, Clemente, & 

Garcia-Vaquero, 2020).  

 

De acuerdo con su función biológica, los carotenoides se dividen en dos 

clases: los carotenoides primarios que actúan como componentes funcionales del 

aparato fotosintético de las células contribuyendo a la supervivencia del organismo 

y los otros carotenoides son los secundarios que solo aparecen mediante la 

carotenogénesis que ocurre cuando el organismo se ve expuesto a un ambiente 

desfavorable (Henríquez, Escobar, Galarza, & Gimpel, 2016). En los carotenos se 

encuentran moléculas como β-caroteno o licopeno; y los carotenoides xantofilas se 

hallan a luteína y la astaxantina. 

 

Figura 4.   

Estructuras químicas de los carotenoides β- caroteno y astaxantina. 

Nota: Henríquez, Escobar, Galarza, & Gimpel, 2016 
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Los carotenoides cumplen funciones fotoprotectoras y antioxidantes, actúan 

como pigmentos accesorios en la fotosíntesis, absorbiendo luz especialmente azul 

y transfiriendo esa energía a la clorofila (Aditi, Bhardwaj, Yadav, Swapnil, & 

Meena, 2025). Entre ellos, la luteína y la fucoxantina son carotenoides de captación 

primaria de luz, siendo esta última particularmente eficiente con una transferencia 

energética cercana al 80% hacia complejos clorofílicos.  

 

Además, los carotenoides ayudan a disipar el exceso lumínico mediante el 

ciclo xantófilo, el cuál redirige la energía sobrante hacia mecanismos de disipación 

térmica. Por otro lado, la luteína es el carotenoide predominante en géneros como 

Chlorella, Scenedesmus, Muriellopsis, llegando a alcanzar varios mg/L de cultivo, 

por ejemplo, Chlorella sorokiniana puede alcanzar cantidades de hasta 24 mg/L 

bajo condiciones optimizadas (Sathasivam & Ki, 2018).  

 

7.6. Métodos de extracción y cuantificación 

Para aislar carotenoides de microalgas se utilizan principalmente 

extracciones con solventes orgánicos tradicionales, tales como: hexano, acetona, 

THF, acetato de etilo, entre otros (Morón-Ortiz, Mapelli-Brahm, & Meléndez-

Martínez, 2024).  
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La biomasa algal suele ser sometida a procesos de liofilización o 

desintegración celular, tras lo cual se realiza la extracción de compuestos en 

mezclas de disolventes polares y apolares. Estos métodos buscan optimizar el 

rendimiento y la selectividad de la extracción sin comprometer la estabilidad de los 

pigmentos, evitando etapas agresivas como la saponificación, que puede ocasionar 

la degradación de carotenoides (Fernández, Flórez, Buitrago, & Baquero, 2017). 

 

Para cuantificar los carotenoides extraídos se emplea sobre todo la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con detectores de arreglo de 

diodos (DAD) o acoplados a espectrometría de masas, lo que permite separar e 

identificar individualmente cada carotenoide isómero (Jin et al., 2019). 

 

La espectrofotometría UV/Vis es otra técnica complementaria, midiendo 

absorbancia de extractos: se utilizan longitudes de onda características y 

coeficientes de extinción conocidos. No obstante, ésta puede resultar menos precisa 

debido al solapamiento de espectros, por lo que suele usarse para estimados rápidos 

y se considera la cromatografía como referencia más confiable (Casella et al., 

2020). 
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7.7. Estrés abiótico en microalgas 

El estrés abiótico se define como el estado en el cual factores ambientales 

adversos impiden el funcionamiento normal de las células y reducen su crecimiento. 

Estos factores incluyen cambios extremos de luz, temperatura, salinidad, pH, 

sequía, presencia de metales tóxicos, contaminantes, etc. Cuando más de uno de 

estos parámetros se sale de los rangos óptimos, las microalgas experimentan estrés 

abiótico severo, típico de ambientes extremófilos (Cruz, 2017). 

 

7.7.1. Efecto de la alta intensidad lumínica. 

Al incrementarse la intensidad lumínica, la tasa fotosintética sube hasta un 

límite; más allá de él, la célula entra en fotoinhibición, perdiendo eficiencia 

fotosintética e incluso muriendo (Hernández-Pérez & Labbé, 2014). Manipular la 

duración del fotoperíodo y el uso de luz pulsada pueden evitar el fotodaño de las 

células de microalgas y crear las condiciones idóneas para la absorción eficiente de 

los fotones de luz (Maltsev, Maltseva, Kulikovskiy, & Maltseva, 2021). 

 

Bajo condiciones de irradiancia extrema, las microalgas generan especies 

reactivas de oxígeno (ROS) en su aparato fotosintético, lo que ocasiona daño en 

proteínas y membranas celulares. Pero, como mecanismo de defensa, muchas 

especies, entre ellas Dunaliella salina, incrementan la acumulación de pigmentos 

con función antioxidante. En este contexto, D. salina es reconocida por su 
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capacidad de sintetizar carotenoides, particularmente β-caroteno (Wu, 

Duangmanee, Zhao, Juntawong, & Ma). 

 

7.7.2. Efecto de la temperatura. 

La temperatura regula la rapidez de las reacciones metabólicas, de modo que 

la generación de biomasa microalgal se incrementa a medida que esta aumenta, 

hasta alcanzar un valor óptimo característico de cada especie, usualmente en el 

rango de 28–35 °C (Hernández-Pérez & Labbé, 2017). 

 

En Dunaliella viridis, Arena et al. (2021) observaron un incremento en la 

producción de lípidos (20,41 ± 2,63 %) cuando los cultivos fueron expuestos a 

temperaturas elevadas de hasta 34 °C. En contraste, Elisabeth et al. (2021), 

recopilando diferentes estudios, señala que, al reducir la temperatura por debajo de 

25 °C, las especies de Dunaliella tienden a aumentar la síntesis de β-caroteno 

mientras disminuye el contenido de clorofila. 

 

7.8.  Antecedentes y estudios previos 

Varios estudios demostraron que Dunaliella spp. responde fuertemente al 

estrés lumínico y térmico mediante la producción de mecanismos antioxidantes.  
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Por ejemplo, Xi et al. (2021) evaluaron el efecto que tendría la alta 

intensidad lumínica en Dunaliella salina y observaron que el aumento de la 

radiación lleva a un incremento de las especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que 

se llega a relacionar positivamente con la acumulación de β-caroteno. Asimismo, el 

estudio de la transcriptómica exhibió la incitación de genes relacionados con la 

biosíntesis de carotenoides y la detención de genes relacionados con la fotosíntesis, 

corroborando el rol protector de estos pigmentos frente al exceso de energía 

lumínica. 

 

Del mismo modo, Seepratoomrosh et al. (2016) estudiaron a Dunaliella 

tertiolecta bajo condiciones de alta irradiancia (1,000–2,000 μmol fotones·m⁻²·s⁻¹) 

y varios parámetros fisicoquímicos, consiguiendo descubrir que la combinación de 

alta luz y elevada temperatura provoca fotoinhibición severa y disminución del 

crecimiento celular, siendo sugerente a un efecto sinérgico entre ambos estresores 

sobre el aparato fotosintético. 

 

Por su parte, Roy et al. (2021) compilaron evidencia de cómo Dunaliella 

salina desarrolla significativamente la actividad de enzimas antioxidantes como el 

superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y deshidroascorbato 

reductasa (DHAR) cuando se encuentra expuesta a luz intensa en mezcla con 

temperaturas moderadas-altas (28 °C).  
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Estos autores marcan que, aunque la catalasa (CAT) no presenta una 

inducción proporcional, la acumulación de β-caroteno y la activación de 

peroxidasas permiten a la célula atenuar la abundancia de ROS formado por la 

sobreexcitación fotosintética. 

 

En microalgas distintas a Dunaliella, se han detallado respuestas similares; 

He et al. (2018) reportaron que Monoraphidium dybowskii sometida a altas 

temperaturas (35 °C) bajo luz intensa exhibió una disminución en la eficiencia 

fotosintética (Fv/Fm) además de un aumento en el almacenamiento de lípidos 

neutros, lo que evidencia una desviación metabólica hacia la producción de 

compuestos de reserva frente a condiciones de estrés combinado.  

 

Además, Shi et al. (2020) mencionan que cuando la temperatura aumenta 

las microalgas también aumentan su estrés oxidativo, lo que beneficia debía a que 

conlleva a la acumulación de carotenoides, lo que ayuda a protegerlas provocados 

por los compuestos generados por el estrés.  

 

También, estos estudios muestran que la combinación de alta intensidad 

lumínica y temperatura no solo genera un incremento de ROS y daño oxidativo en 

microalgas, sino que también provoca respuestas adaptativas, principalmente en 

Dunaliella spp., donde la acumulación de β-caroteno y la activación de sistemas 
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antioxidantes enzimáticos representan estrategias clave de fotoprotección y 

soportar el estrés. 
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CAPÍTULO III: 

8. MARCO METODOLÓGICO 

 

8.1. Tipo de investigación 

El presente trabajo fue de tipo experimental puesto que manipula variables 

de temperatura y luminosidad en cultivos de Dunaliella sp. De manera 

complementaria, siguió una metodología cuantitativa que permitió medir la 

producción de carotenoides y la capacidad antioxidante a través de métodos 

analíticos como la espectrofotometría y la comparación de resultados con un 

antioxidante estándar.  

 

 

8.2. Origen de la cepa de Dunaliella sp.  

Cabe mencionar que el trabajo se llevó a cabo bajo el marco del proyecto 

I+D+I-XVII-2023-4- Carotenoides en microalgas financiado por CEDIA, mismo 

que cuenta con el respectivo permiso del Ministerio del Ambiente, Agua y 

Transición Ecológica (MAATE) bajo el código MAATE-DBI- CM2022-0264. La 

cepa de Dunaliella spp. con la que se trabajó se encuentra registrada con el código 

PM018 de la colección de microalgas del Centro de Investigaciones Biológicas y 

Prácticas Académicas-CIBPA.  

  

El componente experimental se llevó a cabo en los laboratorios de la 

Facultad de Ciencias del Mar y los análisis bioquímicos en los laboratorios de 

investigación de la Universidad Estatal de Bolívar.  
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8.3.  Medios de cultivo y pruebas de crecimiento vegetativo  

8.3.1.  Preparación del medio Guillard F/2:  

Para preparar las diferentes soluciones del medio Guillard F/2 se colocó un 

volumen determinado de agua destilada en cada uno de los envases con la finalidad 

de asegurar la inocuidad y evitar la contaminación del medio. Después, se le 

adicionó los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas correspondientes a cada 

solución según lo sugerido en la tabla 1. Luego de disolver el contenido se esterilizó 

en autoclave, para dejarlo en reposo y finalmente colocarlo en refrigeración a 3°C. 

 

Tabla 1.   

Soluciones químicas del Medio de cultivo Guillard F/2 

Solución 1: g/100 mL 

Nitrato de Sodio (NaNO₃) 7.5 

Fosfato monobásico de sodio monohidratado 

(NaH₂PO₄·H₂O) 

0.5 

Solución 3: g/100 mL 

Cloruro de hierro (III) hexahidratado 

(FeCl₃·6H₂O) 

0.32 

EDTA disódico (Na₂·EDTA) 0.44 

Solución traza 0.10 mL 

Sulfato de cobre (II) pentahidratado 

(CuSO₄·5H₂O) 

0.49 
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Sulfato de zinc heptahidratado (ZnCl₂·7H₂O) 1.1 

Cloruro de zinc (ZnCl) 0.53 

Cloruro de cobalto (III) hexahidratado 

(CoCl₂·6H₂O) 

0.5 

Cloruro de manganeso (III) tetrahidratado 

(MnCl₂·4H₂O) 

9.0 

Molibdato de sodio dihidratado 

(Na₂MoO₄·2H₂O) 

0.32 

Solución 4 mg 

Tiamina B1 0.1 

Cianocobalamina B12 0.5 

Nota: Tabla obtenida de Guillard (1975). 

  

 8.3.2. Mantenimiento de cepas 

Se preparó 100 mL de agua de mar filtrada y esterilizada, a la cual se le 

adicionaron las soluciones del medio Guillard F/2 y 1.5 g de Bacto agar. La mezcla 

se llevó a ebullición y posteriormente se esterilizó en la autoclave a 121°C.  El 

medio se distribuyó en 5 placas Petri y se dejó solidificar en un ambiente estéril, 

para luego sembrar 50 µL de un cultivo concentrado (Julissa, 2023). 

 

Las placas recién sembradas se colocaron a una intensidad lumínica de 50 

µmol·m⁻²·s⁻¹ y una temperatura de 22 ± 1°C.  Tras dos semanas, se corroboró el 
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crecimiento de las colonias y la ausencia de contaminación. De cada placa se 

seleccionaron las colonias con mejor desarrollo y se transfirieron a 15 tubos de 

ensayos, cada uno con un volumen de 15 mL de agua de mar filtrada, esterilizada y 

fertilizada con el medio de cultivo. Los tubos se mantuvieron a la misma 

iluminación y temperatura que las placas y se les proporcionó aeración manual 4 

veces por día para mantener el oxígeno disuelto a 8 mg/L y el pH en rangos de 7.5 

a 8.5.   

 

8.3.3.  Cultivos vegetativos  

Transcurrida dos semanas, los cultivos de 15 mL fueron trasferidos a un 

volumen de 150mL en envases de 300mL de capacidad con la finalidad de aumentar 

la concentración celular (Serpa & Abelardo Calderón Rodríguez, 2016). 

Conjuntamente, se elaboró la curva de crecimiento para conocer la cinética de 

crecimiento celular y establecer el momento adecuado para realizar las 

transferencias a un volumen mayor. Es así como, se efectuaron conteos celulares en 

una cámara de Neubauer cada 24 horas (Torrentera Blanco & Tacon, 1989), usando 

un microscopio OMAX.  

 

Para determinar la densidad celular se utilizó la formula establecida por 

Vega, B. O., D., T., & M., (2017):  

𝐷𝐶 =  𝑁 • 104  •  𝑑𝑖𝑙  
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Donde:  

• DC = cel/mL  

• N = promedio de células presentes en 1 mm2(0.1 μL)  

• dil = factor de dilución (cuando se consideró necesario diluir la muestra)  

 

Después de 16 días, se realizó repique a 500 mL. Los cultivos se 

mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura constante (22°C), 

iluminación de 60 µmol·m⁻²·s⁻¹ y aireación manual tres veces al día. 

 

 Los repiques se efectuaron de acuerdo con lo establecido por la curva de 

crecimiento hasta alcanzar un volumen total de 3 L, el cual fue transferido a envases 

de 4 L de capacidad, dejando un espacio libre para asegurar un adecuado 

intercambio gaseoso y prevenir deficiencias de oxígeno en el cultivo (Figura 5).  
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Figura 5.  

Esquema del proceso de cultivo de Dunaliella sp.  

 

Nota: Una vez obtenido el volumen final, las muestras se distribuyeron en 

los diferentes grupos iniciando la fase experimental de inducción a estrés.  

 

8.4. Inducción a estrés 

La fase de estrés se realizó en un espacio controlado con dimensiones de 

1.35m de altura, 3m de ancho y 1m de profundidad, cuya parte frontal fue cubierta 

con el fin de concentrar la temperatura y focalizar la luz en los diferentes grupos 

experimentales. 
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 En el grupo 1 (G1) las lámparas se colocaron en proximidad a los cultivos, 

alcanzando una intensidad lumínica de 700 µmol·m⁻²·s⁻¹, medida con un luxómetro 

de amplio espectro. La exposición a la luz fue continua las 24 horas del día durante 

toda la fase de estrés, mientras que la temperatura se mantuvo en un rango normal 

de 23°C (Zepeda, E. G. 2017).  

 

En el grupo 2 (G2), el espacio se cerró completamente, lo que permitió 

incrementar la temperatura manteniéndola en 28 °C, pero a diferencia de G1, la 

luminosidad permaneció en 60-100 µmol·m⁻²·s⁻¹ similar a la fase vegetativa 

(Jitpisut Seepratoomrosh et al., 2015). 

 

El grupo 3 (G3) fue sometido a la combinación de factores de estrés, es 

decir, a una temperatura de 28°C y a una luminosidad de 700 µmol·m⁻²·s⁻¹ (Abu-

Rezq, y otros, 2010).  

 

Además de los tres grupos sometidos a estrés, se incluyeron dos grupos de 

referencia: 

 

El primero correspondió al grupo vegetativo (GV) se cosechó justo antes de 

iniciar la fase de estrés y se utilizó como punto de referencia basal para conocer los 

niveles iniciales de carotenoides y capacidad antioxidante bajo condiciones 
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normales y el segundo correspondió al grupo control (C), el cual se mantuvo durante 

todo el experimento en las mismas condiciones de la fase vegetativa: 23 °C de 

temperatura e iluminación de 100 µmol·m⁻²·s⁻¹, garantizando así una comparación 

adecuada con los grupos estresados (Figura 6). 

 

Figura 6.  

Diseño experimental de la fase de estrés.  

 

Nota: Representación de los grupos control y los tratamientos sometidos a estrés 

lumínico, térmico y combinado. 

 

Cabe recalcar que, los parámetros fisicoquímicos se analizaron cada dos días 

para evitar variaciones que pudieran afectar los resultados del experimento. 

Asimismo, se realizó una fertilización cada 5 días evitando que las microalgas se 

vieran sometidas a un estrés adicional por deficiencia de nutrientes.  
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8.5 Cinética de crecimiento microalgal en Dunaliella sp. 

8.5.1.  Tasa de crecimiento específica 

La tasa de crecimiento específica se determinó siguiendo el modelo descrito 

por Astocondor et al. (2017), mediante la ecuación:  

𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝜇𝑒) =  
ln (

𝑁𝑡
𝑁𝑜)

∆𝑡
  

Donde:  

• 𝑁𝑜 = tamaño de la población al inicio de un intervalo de tiempo  

• 𝑁𝑡 = tamaño de la población al final de un intervalo de tiempo  

• 𝛥𝑡 = intervalo de tiempo (𝑡𝑓 − 𝑡0) en días. 

 

8.5.2 Tasa de duplicación 

La tasa de duplicación (tg) se calculó a partir de la siguiente expresión, 

descrita por Vega, B. O., D., T., & M., (2017) 

𝑡𝑔 =  
ln 2

µ𝑒
   

• 𝐿𝑛2 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 0.693  

• 𝜇𝑒 =  𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛. 
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8.5.3.  Productividad celular 

También, se calculó la productividad celular de cada cultivo en estrés la cual 

está dada por la siguiente formula:  

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝑔 ∗ 𝐿−1 ∗ 𝑑−1) =  ∆𝑥/∆𝑡= (𝑋𝑡 − 𝑋0)/(𝑡 −  𝑡𝑜)  

Donde:  

• 𝑋𝑜 = peso seco al inicio de un intervalo de tiempo  

• 𝑋𝑡 = peso seco al final de un intervalo de tiempo  

• 𝛥𝑡 = intervalo de tiempo (𝑡𝑓 − 𝑡0) en días (Badar, Yaakob, & Timmiati, 

2016). 

 

8.6. Obtención de biomasa para análisis bioquímicos. 

8.6.1.  Cosecha de biomasa. 

Una vez finalizada la fase de estrés, cada grupo fue cosechado mediante 

centrifugación a 3500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se descartó el 

sobrenadante y se adicionó NaCl al 1%, repitiéndose la centrifugación bajo las 

mismas condiciones (Grima et al., 2002). Este procedimiento permitió obtener un 

pellet libre de impurezas que pudieran interferir en los análisis posteriores. Las 

muestras se almacenaron en cajas Petri o tubos de ensayo, debidamente rotulados 

con el grupo correspondiente, la fecha de cosecha y la corrida experimental, para 

luego ser conservadas en refrigeración (Figura 7). 
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Figura 7.  

Cosecha de biomasa estresada obtenida de cada grupo inducido a estrés. 

Nota: Protocolo de separación de biomasa mediante centrifugación y recuperación 

del pellet celular en tubo Falcon. 

 

8.6.2.  Secado de biomasa 

 Cuando se obtuvo la cantidad suficiente de biomasa, se la sometió a un 

proceso de secado en una estufa eléctrica a 36 °C durante 24 horas, o hasta asegurar 

la completa eliminación de la humedad residual. La biomasa seca se almacenó en 

sobres de papel, los cuales fueron conservados en un lugar seco, verificando 

periódicamente que no presentaran reabsorción de humedad ambiental (Figura 8). 
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Figura 8.  

Proceso de secado de la biomasa de Dunaliella sp. 

Nota: La biomasa se almacena en un lugar seco ya que la biomasa es higroscópica 

(absorbe humedad del ambiente rápidamente). 

 

8.7.  Análisis bioquímicos: carotenos totales y antioxidantes   

8.7.1.  Carotenoides totales  

Como primer paso se pesó 105 mg de biomasa seca en tubos Falcon de 15 

mL de capacidad, los cuales se cubrieron con papel aluminio para evitar la 

fotooxidación de los pigmentos. A cada tubo se añadió entre 8 a 10 perlas de acero 

para favorecer la disrupción celular y mejorar la extracción, además, se le adicionó 

5 mL de Metanol al 90 % para después ser llevado a vórtex donde se agitó por 3 

minutos a 3000RPM. Posteriormente, las muestras se mantuvieron en reposo a -4°C 

durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de espera se volvió a agitar en vórtex por 
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3 minutos; después, se centrifugaron a 3500 RPM por 5 minutos, el sobrenadante 

se separó en un matraz forrado con papel aluminio para evitar la degradación de los 

pigmentos. Este proceso se repitió 5 ciclos o hasta que el sobrenadante se mostrara 

totalmente transparente (Macías-Sánchez, C. Mantell, Ossa, Lubian, & Montero, 

2009).  

 

El extracto resultante se leyó en un espectrofotómetro con ayuda de una 

celda de cuarzo y se calibró usando Metanol al 90% como blanco. Finalmente, se 

leyeron a tres longitudes de onda 665.2, 652.4 y 470 nm (Figura 9). 

 

Para la cuantificación de carotenoides totales se utilizó la formula descrita 

por Lichtenthaler & Buschman (2001). 

𝐶𝑎 = 16.72𝐴665.2 − 9.16𝐴652.4 

𝐶𝑏 = 34.09𝐴652.4 − 15.28𝐴665.2 

𝐶𝑥+𝑐 =
100𝐴470 − 1.63𝐶𝑎 − 104.96𝐶𝑏

221
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Figura 9.  

Cuantificación de carotenoides totales por espectrofotómetro. 

 

Nota: Pasos para la extracción con solvente orgánico y determinación de 

carotenoides totales. 

 

8.7.2. Análisis de capacidad antioxidante  

Para determinar la capacidad antioxidante se usó la técnica desarrollada por 

Brand-Williams et al., (1995) que consiste en la neutralización del 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo por parte de los compuestos antioxidantes que presente la muestra, 

haciéndose visible por el cambio de color pasando de un morado oscuro a amarillo. 
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8.7.2.1.  Extracción de antioxidantes 

Para asegurar la recuperación integral de la fracción antioxidante, se utilizó 

un protocolo de extracción secuencial bipolo que permite aislar tanto compuestos 

polares como apolares. La extracción de antioxidantes comenzó pesando 100 mg 

de biomasa seca de cada muestra en la balanza analítica, seguidamente se colocaron 

en un tubo con 10 perlas de acero y se llevó al vortex por un minuto a 2800 RPM. 

De la muestra homogenizada se pesó 15 mg que se colocaron en microtubos 

Eppendorf ámbar, con 100 µL de agua destilada para homogenizarlo en el vórtex 

durante 15 segundos. Pasado este tiempo se refrigeró la muestra a 10°C por 30 

minutos para inhibir la actividad biológica durante la rehidratación.  

 

Seguidamente, se adicionó 500 µL de metanol grado HPLC o analítico y se 

agitó por 15 segundos utilizando el vortex a 2800 RPM. Después, se añadió 500 µL 

de Cloroformo grado analítico y se agitó en vortex por 15 segundos más, las 

muestras se llevaron a centrifugar a 5000 RFC por 5 minutos; el sobrenadante se 

depositó en un balón de aforo ámbar de 5 mL. 

 

El proceso se repitió desde la adición de metanol hasta obtener un 

sobrenadante completamente transparente para luego aforar los balones a 5 mL 

usando Metanol, y guardar los extractos a -20°C de temperatura hasta su análisis al 

día siguiente (Rowland, Stefanie, & Laurens, 2022).  
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8.7.2.2.  Preparación del reactivo 1,1-difenil-2-picrilidracilo (DPPH)  

Se preparó 100 mL de DPPH a una concentración de 0.06 mM, para ello se 

pesó en la balanza analítica 2.4 mg del reactivo y se trasladó a un balón donde se 

aforó usando Metanol Grado HPLC hasta llegar al volumen de 100 mL. Se cubrió 

el balón de aforo con papel aluminio y se guardó en un lugar oscuro. 

 

8.7.2.3. Preparación de la Curva Estándar 

Para realizar la curva de calibración también conocida como curva estándar 

se usó Trolox. Primero se realizó una solución madre a una concentración de 1000 

µM/L pesando 2.5 mg del reactivo Trolox Marca Sigma Aldrich que después se 

aforó con Metanol en un balón de 10 mL; de la solución madre se sacaron alícuotas 

a diferentes concentraciones que iban desde 200 µM/L hasta 800 µM/L utilizando 

la fórmula: 

𝐶𝑓 =
𝐶𝑖 ∗ 𝑉𝑖

𝑉𝑓
  

Donde: 

𝐶𝑓 =  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑟𝑒𝑞𝑢𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 

𝐶𝑖 =  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 

𝑉𝑖 =  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  

𝑉𝑓 =  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 
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8.7.2.4 Lectura de la curva estándar 

 Para comenzar con la lectura, primero se añadió 975 µL del DPPH al 0.06 

mM en varios microtubos de 1.5 mL, a los cuales se les añadió 25 µL de las 

diferentes concentraciones del Trolox y se dejó reposar en completa oscuridad por 

35 minutos y a una temperatura ambiente. Por último, se realizó la lectura en 

NanoDrop a una longitud de onda de 515 nm por triplicado para la veracidad de 

cada punto de la curva Estándar. 

 

 Los resultados fueron tabulados en Excel para analizar todos los puntos en 

el programa y obtener la recta, para después utilizar la siguiente ecuación: 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 

Donde:  

• 𝑥 =capacidad antioxidante del compuesto.   

• 𝑦 =absorbancia obtenida.   

• 𝑏 =intercepto.  

• 𝑚 =pendiente de la recta. (Vega, B. O., D., T., & M., 2017) 

 

Para obtener la capacidad antioxidante se despejó la incógnita x de la fórmula 

obteniendo un resultado cuya unidad fue el µmol equivalente Trolox. 
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8.7.2.5 Lectura de los extractos de cada muestra 

Para la lectura de cada extracto, primero se añadió 975 µL del DPPH y se 

usó 25 µL de cada extracto, esto se realizó por triplicado y se leyeron a una longitud 

de onda de 515 nm. Utilizando la fórmula de la recta que se consiguió a partir de la 

curva estándar se reemplazó los valores obtenidos de la misma, así como las 

absorbancias que se obtuvieron de cada muestra; adicionalmente se calculó el % de 

inhibición dado por la siguiente formula:  

% Inhibición del DPPH =
𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜−𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
x100 

 

Figura 10.  

Metodología para extracción y cuantificación de capacidad antioxidante. 

 

Nota: Pasos para la extracción con solventes orgánicos y determinación de 

capacidad antioxidante con DPPH. 



42 
MAATE-DBI- CM2022-0264 

 

 8.8.  Análisis estadísticos 

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

Wilk y homogeneidad de Levene´s con el objetivo de evaluar la distribución de las 

variables. En el primer objetivo donde no se cumplieron los supuestos estadísticos 

se realizaron pruebas no paramétricas. En el segundo objetivo al cumplirse los 

supuestos se realizó una prueba ANOVA de una vía para confirmar las diferencias 

significativas entre los grupos, posteriormente se realizó una prueba Tukey's HSD 

Test, para observar que grupos presentaban las diferencias.  Se realizó una 

correlación de Pearson con la finalidad de observar si existe una relación entre la 

cantidad de carotenoides y la actividad antioxidante. 
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CAPÍTULO IV: 

9. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

9.1 Crecimiento celular y producción de carotenoides totales en Dunaliella sp. 

Aunque los resultados de cinética de crecimiento no son directamente parte 

de los objetivos principales; se exhiben con la finalidad de tener conocimiento del 

comportamiento que presenta el organismo bajo las condiciones experimentales, la 

curva de crecimiento, la tasa de crecimiento, tasa de duplicación y productividad 

nos permitieron analizar el comportamiento fisiológico de manera previa a los 

análisis principales.  

 

9.1.1. Determinación de la curva de crecimiento. 

El conteo en cultivos con un volumen de 120 mL evidenció que la fase 

inicial de crecimiento se prolongó hasta el tercer día, seguido de un aumento 

exponencial entre el quinto y décimo día, pasando de 6,91×105 a 1,19×106 cel/mL 

(Figura 11). De esta manera se estableció el sexto día como el ideal para realizar las 

transferencias puesto que, en esta etapa las células continuaban dividiéndose 

activamente y aún no alcanzaban limitaciones nutricionales o acumulación de 

metabolitos. 
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Figura 11.  

Cinética de crecimiento de Dunaliella sp.   

Nota: El promedio (línea negra) representa la tendencia general del crecimiento 

celular entre réplicas, evidenciando ligeras variaciones individuales en la fase 

exponencial. 

 

9.1.2. Crecimiento celular durante la fase experimental 

Durante la fase experimental, el grupo dos (G2) presentó la mayor tasa de 

crecimiento específica (µ=0,1095 día-1) con un tiempo de duplicación de 6,33 

cel/día y una productividad de 0,043 g×L-1×día-1
. No obstante, el grupo control (C) 

mostró una tasa de crecimiento de 0,0438 día⁻¹, con una productividad celular 

intermedia de 0,027 g×L-1×día-1 y un tiempo de duplicación de 15,38 cel/día 

indicando que, aunque el crecimiento fue menor que en G2, la ausencia de estrés 

adicional permitió un desarrollo constante.  

 

Por otro lado, el Grupo 1 (G1) tuvo una disminución poblacional a lo largo 

de los 10 días con una productividad celular de 0,018 g×L-1×día-1 evidenciando que 

las condiciones impuestas limitaron la acumulación de biomasa. Un caso similar 



45 
MAATE-DBI- CM2022-0264 

 

ocurrió con el Grupo 3, cuya productividad fue de solo 0,002 g×L-1×día-1 con una 

tasa de crecimiento negativa de -0,188 día-1 reflejando un severo efecto de 

inhibición sobre la población de Dunaliella sp, por motivo de que alcanzó la mitad 

de su valor inicial en aproximadamente 3,68 días (Tabla 2).  

 

Tabla 2.  

Parámetros cinéticos del crecimiento microalgal durante la fase de estrés.  

  N0 

(cel/mL) 

Nf 

(cel/mL) 

PB 

(g×L⁻¹×d⁻¹) 

Td µe 

(día⁻¹) 

Control 1,78×106 2,75×106 0,027 15,83 0,0438 

G1 1,50×106 6,00×105 0,018 -7,56 -0,0916 

G2 2,25×106 6,73×106 0,043 6,33 0,1095 

G3 1,98×106 3,00×105 0,002 -3,67 -0,1885 

 

 

9.1.3 Producción de pigmentos fotosintéticos en Dunaliella sp. bajo 

condiciones estresantes 

Producción de clorofila α 

La composición bioquímica microalgal refleja mayor presencia de clorofila 

α en el grupo control, cuya concentración fue de 17,19± 0,56 µg/mL. En contraste, 

el grupo 1 y vegetativo presentaron 10,7 ± 2,68 µg/mL y 10,98 ± 0,24 µg/mL 

respectivamente convirtiéndose en los grupos con menor producción de este 

compuesto, resultados que se atribuyen al aumento de la intensidad lumínica 

(Figura 11). 
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Figura 11.  

Concentración de clorofila α en Dunaliella sp. 

 

Nota: Los valores representan la media ± desviación (n=12). 

 

Dado que los resultados no cumplieron con los supuestos de normalidad, se 

aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal–Wallis el cuál mostró un nivel de 

significancia de p = 2,56 × 10⁻⁷, lo que indica la existencia de diferencias altamente 

significativas entre las medianas de los grupos evaluados, confirmando que el 

aumento de la intensidad lumínica y la temperatura ejercieron un efecto diferencial 

sobre la concentración de clorofila α en las distintas muestras; la prueba Dunn post-

hoc con corrección de Bonferroni arrojó que el control presento diferencias con el 

grupo 1 (p= 4,59×10-6) y el Vegetativo (5,43×10-6) mientras que con el grupo 3 y el 

grupo 2 no presentó diferencias (0,013). 
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Producción de clorofila β 

La producción de clorofila β fue mayor en el grupo control porque alcanzó 

una concentración de 9,63 ± 0,92 µg/mL mientras que, los grupos con menor 

cantidad de este pigmento fueron el grupo 1 y el grupo 3 con 6,08 ± 2,14 y 6,76 ± 

0,49 µg/mL, respectivamente (Figura 12). Cabe recalcar que G1 mostró una 

desviación estándar relativamente alta, lo que sugiere una mayor variabilidad en las 

mediciones.  

 

Figura 12.  

Concentración de clorofila β en Dunaliella sp. 

  

Nota: Los valores representan la media ± desviación (n=12). 

El Kruskal–Wallis para los datos de clorofila β destacó la existencia de 

diferencias significativas con un valor de p = 2,91×10-6.  La prueba post-hoc Dunn 

(Bonferroni) de igual manera que en Clorofila α mostró que el control se diferencia 
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con grupo 1 (1,61×10-5), con el grupo 2 (0,0036) y con el grupo 3 (1,71×10-5) y no 

presenta diferencias estadísticamente significativas con vegetativo (0,095). 

  

Producción de carotenoides totales 

A diferencia de los niveles de clorofila, el grupo con mayor concentración de 

carotenoides totales fue el Grupo 3 alcanzando un promedio de 5,91 ± 0,289 µg/mL 

seguido del G1 con 4,51 ± 0,539 µg/mL. En este sentido, se evidencia que los 

niveles de estrés inducido favorecieron significativamente la acumulación de 

carotenoides, el grupo control y el grupo vegetativo presentaron las concentraciones 

más bajas, con valores de 3,05 ± 0,395 µg/mL y 1,31 ± 0,085 µg/mL, 

correspondientemente (figura 13). 

 

Figura 13.  

Concentración de carotenos totales en Dunaliella sp. 

 

Nota: Los valores representan la media ± desviación (n=12). 
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Se realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk obteniendo que los 

datos no son normales. Debido a que no se cumplen los supuestos estadísticos se 

realizó las pruebas no paramétricas; como son la prueba Kruskal-Wallis y post hoc 

Dunn’s con corrección Bonferroni.  

 

De la prueba Kruskal-Wallis se obtuvo un valor p= 8,28×10-10 reflejando 

diferencias significativas entre los 5 grupos analizados. La Prueba Post-Hoc de 

Dunn’s con corrección Bonferroni mostró que todos los grupos experimentales 

diferían con el grupo vegetativo, destacando la mayor diferencia entre el G3 y 

Vegetativo (p=1,24×10-7) siendo el primero notablemente superior. Por otro lado, no 

existieron diferencias (p= 1) entre la concentración de carotenoides entre G1 y G2; 

del mismo modo control y vegetativo no presentaron diferencias significativas entre 

ellos (p=1). 

Tabla 3.  

Promedios de cantidad de clorofila α, β y carotenoides totales de Dunaliella sp. 

sometida a distintos tratamientos de estrés. 

Muestra Clorofila 

α 

Clorofila 

β 

Carotenoides 

totales (µg/mL) 

µg/mg 

muestra 

% SD 

Control 17,19 9,63 3,049 0,581 0,058 0,075 

G1 10,7 6,08 4,519 0,861 0,086 0,103 

G2 15,09 7,19 4,022 0,766 0,077 0,158 

G3 13,56 6,76 5,918 1,127 0,113 0,055 

VG  10,98 7,47 1,310 0,249 0,025 0,016 

Nota: µg/mL es la cantidad de carotenoides por gramos de muestra, el % es el 

porcentaje que representa en total de biomasa seca. 
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9.2 Capacidad antioxidante de Dunaliella sp. bajo condiciones estresantes. 

El grupo vegetativo (GV) registró los valores más bajos, con un promedio 

de 149,78±3,61 µmol Eq Trolox/g, lo que era esperado al corresponder a 

organismos en condiciones basales sin exposición al estrés. Mientras tanto, GC 

evidenció un ligero incremento con respecto a GV, produciendo en promedio 

166,24 ±2,09 µmol Eq Trolox/g, lo que indica una estabilidad en la respuesta 

antioxidante bajo condiciones normales. 

 

En los grupos que estaban bajos estrés, se vieron diferentes tendencias. El 

grupo 1 (G1), tuvo un aumento moderado de la capacidad antioxidante, con valores 

en el rango de 162–171 µmol Eq Trolox/g. Esto significa que la luz extra que 

recibieron estimuló una respuesta antioxidante sin generar un incremento drástico. 

Por su parte, el grupo 2 (G2), presentó resultados similares a G1, con valores entre 

166–173 µmol Eq Trolox/g, es decir, el factor térmico aislado también indujo un 

refuerzo de la actividad antioxidante comparable al del estrés lumínico.  

 

Cabe destacar que, el efecto más notable se observó en el grupo 3 (G3), el 

cual alcanzó los valores más altos de capacidad antioxidante, situándose entre 171–

185 µmol Eq Trolox/g. Dicho resultado sugiere un posible efecto sinérgico entre 

los factores de estrés, potenciando la síntesis de compuestos antioxidantes como 

mecanismo de defensa frente a condiciones adversas (Tabla 4).  
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Tabla 4.  

Promedios de parámetros espectrofotométricos y capacidad antioxidante de 

Dunaliella sp. sometida a distintos tratamientos de estrés. 

Muestra Abs Abs neta 

Conc. 

(µmol/l) 

µmol Eq 

Trolox/g 

muestra 

SD %  

Control  0,35 0,39 506,49 166,24 2,09 52,79 
  

Grupo 1 0,33 0,40 521,23 169,22 2,57 54,60 
 

  

Grupo 2 0,34 0,40 516,32 168,35 2,57 54,00 
 

  

Grupo 3 0,32 0,42 542,11 176,46 1,92 57,16 
 

  

Vegetativa 0,39 0,35 459,82 149,78 3,61 47,06 

 

 

 
 

Se evaluaron los supuestos previos al análisis de varianza: La prueba de 

Shapiro Wilk indicó que los datos de los grupos presentan una distribución normal 

p= 0,1685 (p > 0,05). Asimismo, la prueba de Levene mostró homogeneidad de 

varianzas entre tratamientos (p = 0,136). Por lo tanto, los datos cumplen los criterios 

para la aplicación de un ANOVA de una vía. 

 

El ANOVA mostró diferencias significativas en la capacidad antioxidante 

entre tratamientos (F (4,37) = 23,46, p < 0,0001). El grupo vegetativo presentó 

valores significativamente menores que el control y los grupos estresados (p < 

0,0001). Se realizó la prueba Post-Hoc (Tukey HSD) y no se encontraron 

diferencias entre el control, G1 y G2 (p= 0,9969). En cambio, G3 registró la mayor 
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capacidad antioxidante, siendo superior al control (p = 0,002), a G1 (p = 0,047) y a 

G2 (p = 0,020) (Figura 12). 

 

Figura 14.  

Capacidad antioxidante (µmol Eq Trolox/g muestra) 

 

Nota: Las barras representan la media ± DE (n = 9). Letras distintas indican 

diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de una vía, seguido de 

prueba post hoc de Tukey, p < 0,05). 

 

9.2.1 Correlación de Pearson de carotenoides totales con capacidad 

antioxidante  

Se realizó un análisis de correlación de rangos de Pearson para evaluar la 

relación que existe entre la concentración de carotenoides totales y la capacidad 

antioxidante, utilizando el conjunto de muestras. 
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Antes de realizar la prueba de correlación, se determinaron los supuestos 

estadísticos, revelando una linealidad en la dispersión y homocedasticidad en los 

residuales. El análisis estadístico reveló una correlación positiva y estadísticamente 

significativa (r= 0,80; p= 3,3×10-11); por lo tanto, se sugiere que a mayor cantidad 

de carotenoides la capacidad antioxidante incrementa (Figura 13). 

 

Figura 15.  

Correlación entre carotenoides totales y capacidad antioxidante.  

 

Nota: Cada punto negro representa una muestra individual, la línea azul es el ajuste 

del modelo de regresión lineal y la banda gris alrededor de la línea indica el 

intervalo de confianza al 95 % del ajuste. 

9.3. Comparación de la capacidad antioxidante con otras muestras.  

Para comparar, se realizó un análisis usando ácido ascórbico puro 

obteniendo un valor de 92560,9 µmol equivalente Trolox/g. Sin embargo, debido a 

que la muestra de Vitamina C corresponde a un extracto puro no es posible 

comparar dichos resultados con el extracto biológico crudo, por tal razón, con el fin 

de establecer una referencia adecuada, se llevó a cabo una comparativa con 

literatura científica. 
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Como se muestra en la Tabla 3, los valores del grupo control fueron de 

166,24 µmol Eq Trolox/g, similares a los reportados por Belghith, et al, (2016) con 

170 µmol Eq Trolox/g, lo que evidencia una capacidad antioxidante comparable 

bajo condiciones no estresantes. Por otra parte, el Grupo 3 alcanzó una 

concentración de 176,46 µmol Eq Trolox/g, dentro del rango descrito por Pais, et 

al, (2024) con 223,97 µmol Eq Trolox/g, indicando una respuesta antioxidante 

elevada asociada a las condiciones de estrés aplicadas. 

 

 En contraste, los valores obtenidos por Ferreira, et al, (2023) y 

Andriopoulos, et al, (2022) fueron considerablemente menores, los extractos 

acuosos empleados en dichos estudios presentaron concentraciones inferiores 

incluso al Grupo Vegetativo del presente trabajo, con 149,78 µmol Eq Trolox/g 

(Tabla 5). 
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Tabla 5.  

Capacidad antioxidante de Dunaliella sp. en distintos contextos experimentales y 

estudios previos 

Fuente Muestra Fracción/Contexto 

Cap. 

Antioxidante 

(μmol TE/g) 

(Lin, y otros, 

2017) 

D. salina Carotenoides 

(Extracto) 
760,0 

(Belghith, 

Athmouni, 

Bellassoued, 

Feki, & Ayadi, 

2016) 

D. salina 
Estrés por Cadmio 

(Alto estrés) 
440,0 

(Pais, y otros, 

2024) 

D. salina Extracto Lipídico 
223,97 

(Belghith, 

Athmouni, 

Bellassoued, 

Feki, & Ayadi, 

2016) 

D. salina Control (sin estrés) 170,0 

(Andriopoulos, y 

otros, 2022) 

D. salina Extracto Acuoso 

(Polifenoles) 
5,27 

(Ferreira, y 

otros, 2023) 

D. salina Extracto Acuoso 

(Polifenoles) 
4,15 
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10. DISCUSIONES 

Al culminar la fase experimental, el grupo control alcanzó una 

concentración celular promedio de 2,75 × 106 cel/mL, similar al reportado por Abu-

Rezq, et al., (2010) quienes obtuvieron 2,3 × 106 cel/mL bajo las mismas 

condiciones de temperatura de 23°C y a 250 μM/sm². La aplicación exclusiva de 

estrés lumínico en el grupo 1 produjo una densidad significativamente menor (6 × 

105 cel/mL), inferior tanto al grupo control como al grupo sometido a estrés térmico. 

Este resultado concuerda con Wu, Duangmanee, Zhao, Juntawong, & Ma (2016) 

quienes demostraron que niveles de irradiancia superiores al óptimo pueden dañar 

la estructura celular y restringir el crecimiento. Sin embargo, difiere de los señalado 

por Scheliga, Nepomuceno, Ribeiro, & Teixeira (2024), quienes aseguran que una 

mayor intensidad lumínica favorece la tasa de crecimiento, alcanzando densidades 

de hasta 4,6 × 10 6 cel/mL. 

  

Por su parte, el aumento de temperatura a 28°C en el Grupo 2, generó una 

densidad celular superior (6,73 × 106 cel/mL) y mayor productividad, sugiriendo 

que un leve incremento térmico estimula el metabolismo sintético de las células. Al 

respecto, Uttan, Nielsen & Milledge, (2021) indican que, Dunaliella consigue 

densidades máximas entre 0,3×106– 2,4×106 cel/mL cuando la temperatura fluctúa 

entre 10°C y 30°C, de modo que el cambio de 23°C a 28°C en G2 estuvo dentro del 

rango de tolerancia y activó la división celular respecto al control.  

  



57 
MAATE-DBI- CM2022-0264 

 

Asimismo, Seepratoomrosh, et al., (2016) observaron que la combinación 

de alta temperatura e irradiancia provocó una fotoinhibición más grave reduciendo 

las tasas de crecimiento por debajo de las obtenidas bajo un solo factor de estrés. 

Esto se evidenció en cultivos de D. tertiolecta expuestos a 30, 35 y 40 °C y 500- 

2000 µfotones mol m-2s-1. En concordancia, el grupo 3 registró la menor densidad 

(3 × 10 5 cel/mL) confirmando que la interacción entre ambos estresores limita el 

crecimiento, puesto que, la energía se desvía a la síntesis de pigmentos protectores 

en lugar de la multiplicación celular (Santos, Cabecinha, Gago, Monteiro, & 

AnaLuzio, 2025). 

  

Dicha respuesta fisiológica se reflejó en el |contenido de clorofila α, que fue 

mayor en el grupo control (17,19 µg/mL) y menor en el grupo 1 (10,07 µg/mL). 

Según Gao, Bernard, Fanesi, Perré, & Lopes, (2024), las microalgas desarrollan 

mecanismos fotoproctectores frente a la luz intensa, reduciendo rapidamente la 

concentración de clorofila-a para prevenir el fotodaño y mantener la viabilidad 

celular.  

  

En general, los rangos de clorofila α obtenidos en este estudio (10,7 a 17,2 

µg/mL) coinciden con los registrados por Jalilul, Jeva, Sarri, Robles, & Jamil 

(2025), quienes reportaron concentraciones de 8,63 a 15,92 µg/mL en microalgas 

verdes bajo diferentes intensidades lumínicas. En contraste, Minhas, Gaur, & 

Adholeya (2023), informaron sobre valores considerablemente más altos (hasta 
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32,23 µg/mL en D. tertiolecta cultivada a 120 y 250 μM/s·m²), lo cual demuestra 

que la respuesta pigmentaria varía notablemente entre especies y depende 

estrechamente de las condiciones de cultivo, incluyendo el medio, el fotoperiodo y 

el tipo e intensidad del estrés que se aplique. 

  

En cuanto a la concentración de clorofila β los valores siguieron una 

tendencia similar, el control presentó la mayor concentración (9,63 ± 0,92 µg/mL) 

seguido del grupo vegetativo (7,5 µg/mL). Este patrón se alinea con los resultados 

del estudio de Minhas, Gaur, & Adholeya (2023) quienes observaron sensibilidad 

de la clorofila β frente a variaciones ambientales. A pesar de ello, parece contrastar 

con lo hallado por Belghith, et al (2016), quienes reportaron un aumento de hasta 

48,5 µg/mL de clorofila β en cultivos en D. salina sometidos a altas salinidades. 

Este hallazgo sugiere que distintos tipos de estresores ambientales pueden activar 

rutas metabólicas específicas, es decir, mientras la alta intensidad lumínica se asocia 

a la producción de compuestos secundarios como los antioxidantes, otros estresores 

pueden inducir la producción de glicerol (Tafresh & Shariati, 2008). 

  

A su vez, el aumento de la clorofila β en el grupo vegetativo en comparación 

con los otros grupos podría atribuirse a la mayor proporción de células jóvenes 

presentes. Este comportamiento coindice con lo expuesto por Belghith, et al., 

(2016) quienes documentaron un aumento de 22,3 ± 0,01 µg/mL durante la fase 

exponencial a 48,51 ± 0,02 µg/mL en su fase de declive, demostrando que la 
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cantidad de pigmento se encuentra fuertemente relacionada a la etapa de 

crecimiento y al estado fisiológico del cultivo. 

 

La mayor concentración de carotenoides totales se obtuvo en el grupo 3 

(5,92 ± 0,05 µg/mL). De forma concordante, Pisal & Lele (2005) reportaron un 

incremento significativo en la acumulación de β-caroteno al cultivar células bajo 

400 µmol·m⁻²·s⁻¹. Ambos estudios demuestran que la interacción entre temperatura 

e intensidad lumínica potencia la ruta biosintética de los carotenoides.  

 

El grupo 2, mostró un aumento en la concentración de carotenoides (4,002 

µg/mL) respecto al control, lo que confirma que la temperatura, de manera aislada, 

ejerce un efecto positivo sobre la carotenogénesis, aunque los resultados siguen sin 

superar los valores obtenidos bajo estrés lumínico o combinado. Esto contrasta con 

lo señalado por GÓMEZ & GonzalGómez & Gonzalez, (2005) quien afirma que la 

temperatura constituye el fator más determinante en la composición y el contenido 

de carotenoides, superando incluso la influencia de la irradiancia. En consecuencia, 

la alta intensidad de la luz fue adecuada para la biosíntesis de carotenoides, pero 

fue desventajosa para el crecimiento de las algas Lamers et al., (2010). 
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En oposición, el grupo GV presentó la menor concentración (1,31 ± 0,016 

µg/mL), aunque este valor supera el reportado por Ibrahim et al. (2021) en 

condiciones basales (0,67 µg/mL). Cabe destacar que no todas las cepas responden 

al estrés aumentando su cantidad de carotenoides, Ak, Cirik, & Göksan (2008) 

descubrieron una disminución de estos pigmentos al aumentar la intensidad 

lumínica, mientras que Ibrahim, Matloub, El-Sayed, F., & AbdElsamiae (2021) 

observaron reducciones (1,30-1,50 µg/mL) en condiciones de alta salinidad.  

 

El análisis de la capacidad antioxidante mediante la técnica DPPH evidenció 

que el estrés combinado (G3) produjo el incremento más notable de la 

concentración de antioxidantes (176,46 µmol TE/g), significativamente superior al 

resto de los grupos experimentales (p<0,05). Este comportamiento afirma que la 

combinación de estresores produce una respuesta sinérgica en la síntesis de 

compuestos antioxidantes. De hecho, estudios previos señalan que la irradiancia y 

la temperatura elevadas amplifican la síntesis de moléculas antioxidantes en 

microalgas, actuando como mecanismos de defensa para detener o retrasar el daño 

oxidativo provocado por el exceso de energía en el aparato fotosintético 

Coulombier, Jauffrais, & Lebouvier, (2021).  

 

Sin embargo, es importante detallar el mecanismo biológico subyacente; 

debido a que el aumento en la Capacidad Antioxidante se atribuye a la acumulación 

estratégica de pigmentos fotoprotectores y compuestos fenólicos. Frente al estrés 
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oxidativo celular generado por los tratamientos, la microalga sobreproduce estos 

metabolitos secundarios que actúan neutralizando las Especies Reactivas de 

Oxígeno (ROS). Químicamente, la estructura poliénica de los carotenoides 

acumulados facilita la donación de electrones al radical libre DPPH, lo que resulta 

en los altos valores de inhibición observados en el grupo G3. 

 

Sansone & Brunet, (2019) declaran que la capacidad antioxidante de 

microalgas presenta una variabilidad muy amplia, que puede oscilar entre 4 y los 

260 µmol TE/g, está dependerá de la especie estudiada y las condiciones 

ambientales a la que sea sometida. Esto coincide con Guajardo-Barbosa, et al., 

(2017) donde se estudió la respuesta de Haematococcus pluvialis frente al estrés 

salino y obtuvieron una concentración de antioxidante promedio de 105,2 ± 1,8 

µmol TE/g, siendo este valor inferior a la concentración de antioxidante producida 

en G1 y G3. Al respecto, Coulombier, Jauffrais, et al.,(2021) indican que los 

compuestos antioxidantes se producen para contrarrestar compuestos generados en 

el aparato fotosintético por un exceso de energía. 

 

El grupo GV fue el que menor concentración presentó (149,78 µmol TE/g), 

aun así, es un valor más alto a lo reportado en otras microalgas. Por ejemplo, Bulut, 

Köse, Sönmez, & Öktem, (2024) consiguieron una concentración de 7,72 ± 0,95 

µmol TE/g en muestras de Micractinium sp., siendo extremadamente baja, 
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significando que la cepa utilizada en el estudio no presenta capacidad en la 

producción de compuesto antioxidantes.  

 

La alta concentración de compuestos antioxidantes reportadas en el análisis 

DPPH puede deberse al método utilizado para la extracción, es decir, el uso 

combinado de metanol y cloroformo resulta ser eficiente para extraer moléculas 

tanto polares como apolares a diferencia de otros solventes comúnmente utilizados. 

Bulut, Köse, Sönmez, & Öktem, (2024) utilizaron diferentes tipos de solventes, 

pero se obtienen cantidades bajas (11,54 ± 30,40 µmol TE/g); del mismo modo 

Carrillo & Anchundia, (2024) emplearon un extracto acuoso (se usó agua como 

solvente) en muestra de Dunaliella salina y extrajeron 3,9 µmol/g en el análisis de 

DPPH. Del mismo modo en Amador, Herrero, Domínguez, & Ibáñez., (2024) en 

una cepa de D. salina utilizaron extracción supercrítica por alta presión obteniendo 

253 ± 8 µmol TE/g similar a los resultados de G3. 

 

Lo mencionando anteriormente es un indicativo de que la técnica que se 

utilizó afecta de manera considerable a la concentración de antioxidantes, debido a 

que lo métodos intensificados permiten recuperar más compuestos lo que eleva la 

capacidad antioxidante por muestra. En síntesis, al usarse métodos que solo extraen 

compuestos específicos se obtienen valores menores como en Bulut, Köse, Sönmez, 

& Öktem, (2024). 
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11. CONCLUSIONES 

  La aplicación de los estresores de alta intensidad lumínica y temperatura 

lograron incrementar de manera significativa la biosíntesis de carotenoides totales 

en la cepa de Dunaliella sp., donde resaltó el Grupo 3 presentando la mayor 

acumulación de estos pigmentos, lo que significa que ambos estresores tienen un 

efecto sinérgico en la ruta metabólica de carotenoide. Por otro lado, que los grupos 

basales presenten la menor cantidad de este pigmento. 

 

 El estrés aplicado a los cultivos no solo incrementó los carotenoides totales 

sino también la capacidad antioxidante, siendo el Grupo 3 el que obtuvo los valores 

más altos, presentando también una correlación fuerte y significativamente con la 

cantidad de carotenoides. Confirmando que la exposición simultánea de luz y 

temperatura favorece la producción de los metabolitos que se encuentran 

involucrados en la protección del aparato fotosintético ante el daño oxidativo. 

 

 Al comparar la capacidad antioxidante frente al referente ácido ascórbico, 

se determinó que el extracto de Dunaliella sp., es menor, presentando una actividad 

aproximadamente 525 veces menor que el estándar puro. Esta diferencia es 

atribuible a que se contrastó un extracto crudo no purificado frente a un estándar 

analítico de alta pureza; sin embargo, la cepa supera a otros referentes algales de la 

literatura, validando su competitividad como fuente natural. 
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12. RECOMENDACIONES 

Probar con diferentes solventes para observar con cual se obtiene mayor cantidad 

de pigmentos; además, adicionar una cuantificación de lípidos totales, proteínas y 

de otra técnica para identificación de carotenoides individuales como β-caroteno, 

luteína, etc., lo que va a mejorar la interpretación.  

 

Complementar el análisis de DPPH con otros análisis como ABTS, FRAP o ORAC 

para una comparativa del potencial antioxidante, además analizar la producción de 

compuestos fenólicos para correlacionar su producción con su capacidad 

antioxidante.  

 

Para instaurar una evaluación coherente y representativa del potencial 

biotecnológico, es imperativo realizar comparaciones con referentes biológicos, 

particularmente otros extractos algales. Esto permite contextualizar la bioactividad 

real de la cepa dentro de un marco de referencia equitativo, evitando las distorsiones 

derivadas de las diferencias de pureza. 
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14.  ANEXOS 

Anexo 1.  

Celulas de Dunaliella sp. vistas en un microscopio a 40x. 

 

 

Anexo 2.  

Escalamiento a cultivos en 3 litros. 
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Anexo 3.  

Cultivos de 150 mL utilizados en la curva de crecimineto.  

 

 

 

Anexo 4.  

Toma de intensidad luminica durante la fase de estrés. 
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Anexo 5.  

Celulas de Dunaliella sp. pertenecientes al Grupo 1. 

 

 

Anexo 6.  

Biomasa seca de cultivo perteneciente al control.  
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Anexo 7.  

Biomasa residual de la extracción de carotenoides.  

 

 

Anexo 8.  

Extracto de la Capacidad antioxidante de las muestras de Dunaliella sp. 
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Anexo 9.  

Solución Stock del Reactivo DPPH.  

 

 

Anexo 10.  

Puntos para realizar la Curva estandar de Trolox.  
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Anexo 11.  

Datos de carotenoides totales. 
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62 
4,855 8 0,92 

Grupo 

3.1 

0,1

535 

0,092

5 

0,25

45 

1,723

47 

0,876

21 
5,968 8 1,14 

0,1

53 
0,093 

0,25

2 

1,710

42 

0,902

94 
5,789 8 1,10 

0,1

55 
0,096 

0,25

7 

1,716

22 

0,980

62 
5,704 8 1,09 

0,1

54 
0,092 

0,25

7 
1,74 0,85 6,146 8 1,17 

Grupo 

3.2 

0,1

53 
0,093 

0,25

2 
1,71 0,90 5,789 8 1,10 

0,1

41 
0,084 

0,23

3 

1,592

1 

0,769

14 
5,574 8 1,06 

0,1

39 
0,084 

0,23

5 

1,558

46 

0,802

22 
5,536 8 1,05 

0,1

41 
0,084 

0,23

3 

1,592

1 

0,769

14 
5,574 8 1,06 
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Grupo 

3.3 

0,1

52 
0,09 

0,25

5 
1,72 0,81 6,214 8 1,18 

0,1

55 
0,092 

0,25

8 

1,753

34 

0,832

94 
6,236 8 1,19 

0,1

56 
0,092 

0,25

7 
1,77 0,82 6,256 8 1,19 

0,1

55 
0,092 

0,25

8 
1,75 

0,832

94 
6,236 8 1,19 

Vegeta

tivo 

0,1

24 
0,082 0,13 

1,324

72 

0,976

48 
1,229 8 0,23 

0,1

27 
0,081 

0,12

7 

1,384

46 

0,889

94 
1,411 8 0,27 

0,1

255 

0,081

5 

0,12

85 

1,354

59 

0,933

21 
1,320 8 0,25 

Vegeta

tivo2 

0,1

26 
0,08 

0,12

4 

1,376

92 

0,869

56 
1,374 8 0,26 

0,1

28 
0,082 

0,12

5 
1,39 

0,910

32 
1,270 8 0,24 

0,1

26 
0,082 

0,12

9 

1,358

36 

0,943

4 
1,303 8 0,25 

Vegeta

tivo 3 

0,1

27 
0,083 

0,12

7 

1,365

9 

0,963

78 
1,162 8 0,22 

0,1

25 
0,08 

0,12

7 

1,360

1 

0,886

1 
1,425 8 0,27 

0,1

34 
0,088 

0,13

3 

1,437

24 

1,032

6 
1,294 8 0,25 
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Anexo 12.  

Datos de lectura de cada punto de la Curva estandar de Trolox. 

x y 

 (µmol/l) Abs 

    

200 0,11 

300 0,19 

400 0,31 

500 0,39 

600 0,47 

700 0,56 

    

PENDIENTE 0,000904762 

INTERSECCIÓN -0,069365079 

 

 

 

Anexo 13.  

Curva estandar de Trolox. 
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Anexo 14.  

Capacidad antioxidante de cada muestra. 

Muestra Abs Abs neta 
Conc. 

(µmol/l) 

µmol Eq 

Trolox/g 

muestra 

Control 

R1 

0,36 0,38 492,98 164,33 

0,36 0,38 492,98 164,33 

0,37 0,37 481,93 160,64 

Control 

R2 

0,32 0,42 537,19 175,55 

0,32 0,42 537,19 175,55 

0,31 0,43 548,25 179,17 

Control 

R3 

0,36 0,38 492,98 160,06 

0,37 0,37 481,93 156,47 

0,36 0,38 492,98 160,06 

Grupo 1 

R3 

0,32 0,42 537,19 171,08 

0,32 0,42 537,19 171,08 

0,31 0,43 548,25 174,60 

Grupo 1 

R2 

0,34 0,40 515,09 171,70 

0,35 0,39 504,04 168,01 

0,35 0,39 504,04 168,01 

Grupo 1 

R1 

0,34 0,40 515,09 166,16 

0,35 0,39 504,04 162,59 

0,33 0,41 526,14 169,72 

Grupo 2 

R1 

0,34 0,40 515,09 166,16 

0,32 0,42 537,19 173,29 

0,32 0,42 537,19 173,29 

Grupo 2 

R2 

0,35 0,39 504,04 166,90 

0,35 0,39 504,04 166,90 

0,35 0,39 504,04 166,90 

Grupo 2 

R3 

0,34 0,40 515,09 167,24 

0,35 0,39 504,04 163,65 

0,33 0,41 526,14 170,82 

Grupo 3 

R1 

0,30 0,44 559,30 185,20 

0,31 0,43 548,25 181,54 

0,32 0,42 537,19 177,88 

Grupo 3 

R2 

0,32 0,42 537,19 175,55 

0,32 0,42 537,19 175,55 

0,31 0,43 548,25 179,17 

Grupo 3 

R3 

0,32 0,42 537,19 171,08 

0,32 0,42 537,19 171,08 



87 
MAATE-DBI- CM2022-0264 

 

0,32 0,42 537,19 171,08 

Vegetativa 

R1 

0,39 0,35 459,82 150,27 

0,37 0,37 481,93 157,49 

0,41 0,33 437,72 143,05 

Vegetativa 

R2 

0,39 0,35 459,82 149,29 

0,39 0,35 459,82 149,29 

0,39 0,35 459,82 149,29 

Vitamina 

c 

0,54 0,20 294,04 93735,39 

0,55 0,19 282,98 90211,92 

0,54 0,20 294,04 93735,39 

 

Anexo 15.  

Informe de la capacidad antioxidante de Dunaliella sp. realizado en la UEB. 
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Anexo 16.  

Prueba Kruskal-Wallis para clorofila α. 

 

 

 Anexo 17.  

Prueba Kruskal-Wallis para Clorofila β. 

 

Kruskal-Wallis test for equal medians 

H (chi2): 36,43 

Hc (tie corrected): 36,44 

p (same): 2,352E-07 

Kruskal-Wallis test for equal medians 

  

H (chi2): 31,1 

Hc (tie corrected): 31,11 

p (same): 2,911E-06 
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Anexo 18.  

Prueba Kruskal-Wallis de carotenoides totales. 

 

 

 

Anexo 19.  

Prueba Post-Hoc Dunn´s de carotenoides totales. 

 Control G1 G2 G3 Vegetativo 

Control  0,088 0,8289 5,931E-

06 

1 

G1 0,088  1 0,1761 0,0003236 

G2 0,8289 1  0,01117 0,008489 

G3 5,931E-

06 

0,1761 0,01117  1,24E-7 

Vegetativo 0,8349 0,0003236 0,008489 1,24E-7  

 

 

Anexo 20.   

Anova de una via para capacidad antioxidante. 

 

 

 

 

Kruskal-Wallis test for equal medians 

  

H (chi2): 48,26 

Hc (tie corrected): 48,27 

p (same): 8,28E-10 
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Anexo 21.  

Prueba POST-HOC Tukey HSD. 

 

 


