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RESUMEN 

En el presente estudio se evaluó el efecto de la concentración del ácido giberélico (20 y 

40 mg.L-1) y el tipo de fotobiorreactor (tubular y de tipo panel con aireación air-lift) sobre 

la producción de β-caroteno por la microalga Dunaliella salina. 

 El β-caroteno es la principal fuente de vitamina A, ayuda a desarrollar el sistema 

inmunológico, y la visión; además tiene propiedades antioxidantes que pueden neutralizar 

los radicales libres que dañan a las células.  

El cultivo de Dunaliella salina se realizó en fotobiorreactores tubulares y de tipo panel 

por triplicado, el medio de cultivo utilizado fue Guillard suplementado con agua de mar. 

La investigación se realizó en dos fase; en la primera fase se evaluó el crecimiento de la 

microalga en condiciones de laboratorio por 29 días mediante el recuento celular, también 

se determinó espectrofotométricamente el contenido de clorofila a, b, total y carotenoides; 

cuyas condiciones fueron 26 °C y fotoperiodos largos de 16 horas de luz y 8 horas de 

oscuridad;  mientras que la segunda fase tuvo una duración de 14 días, se indujo la síntesis 

de β-caroteno añadiendo AG3 al cultivo y se evaluó espectrofotométriamente la 

concentración y productividad de β-caroteno en condiciones ambientales de la ciudad de 

Arequipa. 

Los resultados mostraron mayor crecimiento en biomasa de Dunaliella salina en el 

cultivo realizado en el fotobiorreactor tipo panel, obteniéndose un crecimiento final de 

3,85·106 organismos.mL-1 en comparación al fotobiorreactor tubular con 2,80·106 

organismos.mL-1 hasta los 29 días de evaluación. Mientras que la mayor productividad 
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de β-caroteno promedio en el cultivo de Dunaliella salina, se presentó con la interacción 

de 20 mg.L-1 de AG3 y bajo condiciones de fotobiorreactor tipo panel con un promedio 

de 7,05 mg.L-1.día-1 de β-caroteno, seguido de la interacción de 40 mg.L-1 de AG3 y bajo 

condiciones de fotobiorreactor  tipo tubular con la interacción de 20 mg.L-1 de AG3 se 

obtuvo 5,43 mg.L-1.día-1 de β-caroteno promedio.  

Por lo que se concluye que la inducción de AG3 en el medio de cultivo de Dunaliella 

salina realizada en fotobiorreactor tipo panel presenta una aplicación potencial para la 

producción de β-caroteno. 

Palabras clave: Ácido giberélico, AG3, fotobiorreactor, Dunaliella salina, β-caroteno. 
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ABSTRACT 

In this research, the concentration effect of gibberellic acid (20 and 40 mg.L-1) and 

photobioreactor type (tubular and panel with air-lift aeration) was assessed to the 

production of β-carotene by the microalgae Dunaliella salina.  

β-carotene is the main source of vitamin A, it helps develop the immune system, and 

vision; also it has antioxidant properties that can neutralize free radicals which damage 

cells. 

Dunaliella salina cultivation was performed in tubular and panel photobioreactors by 

triplicate, medium used for cultivation was Guillard supplemented with seawater. 

The research was conducted in two phases; in the first phase the growth of microalgae 

was evaluated under laboratory conditions for 29 days by cell count, also the content of 

chlorophyll a, b, total and carotenoid was determined spectrophotometrically; whose 

conditions were 26 °C and long photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of darkness; 

while the second phase lasted 14 days, the synthesis of β-carotene was induced by adding 

GA3 to cultive, concentration and productivity of β-carotene was evaluated 

spectrophotometrically in environmental conditions of Arequipa city. 

The results showed higher growth in biomass of Dunaliella salina performed in panel 

photobioreactor, resulting in a final growth of 3,85·106 cells.mL-1 compared to the tubular 

photobioreactor with 2,80·106 cells.mL-1 up to 29 days of evaluation. While the increased 

productivity of β-carotene average in the cultivation of Dunaliella salina, was presented 

with the interaction of 20 mg.L-1 of GA3 and under conditions of panel photobioreactor 

with 7,05 mg.L-1.day-1 of β-carotene average, followed by the interaction of 40 mg.L-1 of 

GA3 and under conditions with tubular photobioreactor with the interaction of 20 mg.L-

1 of GA3 in cultive was 5,43 mg.L-1.day-1 of β-carotene average.  

So it is concluded that the induction of GA3 in the Dunaliella salina growth in panel 

photobioreactor presents a potential application for the production of β-carotene. 

Keywords: Gibberellic acid, GA3, photobioreactor, Dunaliella salina, β-carotene. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

 

El pigmento β-caroteno es un compuesto de alto valor económico y es conocido 

como pro-vitamina A y además de ser un nutriente esencial saludable se usa como 

un agente colorante de alimentos naturales y como aditivo para cosméticos. El β-

caroteno es un compuesto lipofílico de alta demanda en el mercado, también tiene 

diversos efectos fisiológicos importantes, como eliminador de radicales peróxilo 

(Burton y Ingold, 1984), estimulante de la respuesta inmune, (Williams et al., 

2000), potenciador de las uniones celulares tipo GAP (Stahl y Sies, 1997), agente 

anti-tumoral (Leach et al., 1998) y de prevención contra enfermedades del corazón. 

Una gran parte del mercado disponible en β-caroteno se sintetiza químicamente, sin 

embargo, no ha habido un interés considerable en la producción de β-caroteno 

natural a partir de organismos vivos que poseen biodisponibilidad superior, como 

capacidad antioxidante y los efectos fisiológicos sobre su contraparte sintética. La 

microalga Dunaliella salina es la fuente principal de β-caroteno natural. Esta 

microalga puede producir y acumular β-caroteno en condiciones de estrés; tales 

como alta intensidad de luz, alta salinidad y deficiencia de nutrientes. Es por eso 

que el interés central de los productores e investigadores recae sobre la gran 

cantidad de β-caroteno que acumulan estas células en condiciones de estrés y la 

manera de optimizar su producción. Dunaliella salina es un alga marina unicelular, 

que se ha cultivado intensamente en los últimos años como una fuente comercial de 

β-caroteno natural (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Ben Amotz y Avron, 1990; 

Ben-Amotz, 1993).  

El alga verde unicelular Dunaliella salina produce una alta cantidad de β-caroteno 

cuando se expone a estrés abiótico y esta acumulación ha demostrado ser un 
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mecanismo para hacer frente a condiciones ambientales adversas (Jin et al., 2006; 

Li et al., 2008). 

Hay evidencias que indican que el jasmonato de metilo (MJ) juega un papel clave 

en la regulación del estrés abiótico inducida por expresión de genes en plantas 

superiores (Schaller, 2001). También se ha informado que la hormona vegetal 

denominada AG3, desempeña un papel en la respuesta de estrés en plantas (Navarro 

et al., 2008). Sin embargo hay pocas investigaciones sobre los efectos de AG3 en 

la respuesta al estrés para la producción de carotenoides en microalgas (Czerpak et 

al., 2006). 

Las plantas superiores y algas verdes comparten la misma ruta biosintética para β-

caroteno (Cunningham y Gantt, 1998). Por lo tanto es posible que las vías de 

señalización mediada por AG3 sobre las enzimas β-caroteno hidroxilasa y β-

caroteno cetolasa (Linden, 1999) están involucradas en la acumulación de β-

caroteno en Dunaliella salina. 

Los sistemas de cultivo abiertos como estanques presentan baja eficiencia en la 

productividad debido a la incapacidad de control de los factores ambientales como 

la temperatura, intensidad de la luz y fácil contaminación del cultivo (Borowitzka, 

1992; Chaumont, 1993). Todas estas desventajas conducen a una baja 

productividad debido a la incapacidad de controlar los factores ambientales. 

Para esto es necesario desarrollar métodos de cultivo alternativos, como 

fotobiorreactores cerrados; que permitan mayor rendimiento del cultivo y bajo 

costo de fabricación para el cultivo a gran escala. Para hacer más rentable la 

producción de β-caroteno en Dunaliella salina se deben buscar nuevos enfoques 

hacia la mejora de su rendimiento y productividad a través de la optimización de 

los medios y las condiciones de crecimiento. Al respecto, de esto el AG3 se ha 

destacado como un inductor de estrés en las plantas que podría ser potencialmente 

valioso para intensificar la producción de β-caroteno en microalgas. Es por lo 

anteriormente mencionado que el presente estudio de investigación toma 
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importancia, ya que plantea evaluar el efecto del estrés que ocasionaría las 

concentraciones del ácido giberélico (AG3) y dos tipos de fotobiorreactor (tubular 

y panel con aireación air-lift), sobre la producción de β-caroteno en la microalga 

Dunaliella salina. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 Determinar el efecto del ácido giberélico (AG3) y el tipo de fotobiorreactor 

tubular y panel con aireación air-lift, sobre la producción de β-caroteno de 

Dunaliella salina. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Cultivar y adaptar Dunaliella salina en condiciones controladas para la 

obtención de biomasa como inóculo. 

 Diseñar y construir fotobiorreactores tipo tubular y de panel con aireación 

air-lift. 

 Evaluar y comparar el crecimiento de Dunaliella salina bajo condiciones de 

laboratorio en fotobiorreactor tubular y panel con aireación air-lift. 

 Determinar y comparar la concentración de clorofila y carotenoides del 

cultivo de Dunaliella Salina  en condiciones de fotobiorreactores tubular y 

panel con aireación air-lift, previa a la fase de inducción de β-caroteno. 

 Determinar y comparar la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella Salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air-lift, en la fase de inducción con AG3. 

 

 

HIPÓTESIS 

Es probable que la aplicación de ácido giberélico y los tipos de 

fotobiorreactores tubular y panel con aireación air-lift, puedan inducir mayor estrés 

en el cultivo de Dunaliella salina conduciendo a una mayor producción de β-

caroteno. 
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VARIABLES 

La siguiente tabla muestra las variables e indicadores que se evaluaron en la 

presente investigación:  

Tabla  1. Descripción de Variables Independientes y Dependientes 

Variables 

independientes 
Indicadores Categorías/Unidad 

Tipo de 

variable/ 

escala 

-Concentración de 

AG3 (CAG3) 

CAG3 en el cultivo de 

Dunaliella salina, 

Control 

- 20 mg.L-1 

- 40 mg.L-1. 

Cuantitativa 

Continua/ 

Razón 

- Tipo de 

fotobiorreactor (FBR) 

Fotobiorreactor tubular 

(FBRT)  

Fotobiorreactor tipo 

panel (FBRP) 

- FBRT 

 

- FBRP. 

Cualitativa/ 

Nominal 

Variables 

dependientes 
Indicadores Categorías/Unidad 

Tipo de 

variable/ 

escala 

- Biomasa de  

Dunaliella salina (B 

D. salina) 

Densidad celular de 

Dunaliella salina 
N° organismos.mL-1 

Cuantitativa 

Discreta/ 

Razón 

- Concentración de 

clorofila y 

carotenoides 

Concentración de 

clorofila “a”, clorofila 

“b”, clorofila total y 

carotenoides totales, del 

cultivo de Dunaliella 

salina 

mg.L-1 

Cuantitativa 

Continua/ 

Razón 
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-Concentración de β-

caroteno (Cβ-carot) 

Concentración de β-

caroteno (mg.mL-1) de 

Dunaliella salina 

mg.L-1 

Cuantitativa 

Continua/ 

Razón 

-Producción de β-

caroteno (Prβ-carot) 

Concentración de β-

caroteno por día del 

Dunaliella salina. 

mg.L-1.día-1 

Cuantitativa 

Continua/ 

Razón 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Biología de Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 

Dunaliella salina es una microalga verde unicelular, fotosintética, 

biflagelada y móvil que se distingue morfológicamente por la falta de una pared 

celular rígida (Ben-Amotz y Avron, 1987). Las células de Dunaliella son células 

ovoides, esféricas, piriformes, elipsoides o fusiformes con un tamaño que varía de 

5 a 25 μm de longitud y de 3 a 13 μm de ancho. Las células presentan un solo 

cloroplasto en forma de copa, que en su mayoría tiene un pirenoide central rodeado 

de gránulos de almidón (Ben-Amotz, 1980). Además de las clorofilas “a” y “b”, los 

miembros de Dunaliella pueden contener valiosos pigmentos carotenoides como α- 

y β-caroteno, violaxantina, neoxantina, zeaxantina y luteína. Las células de 

Dunaliella tienen otros orgánulos propios de las algas verdes: membrana del 

núcleo, mitocondrias, vacuolas, aparato de Golgi y una mancha ocular que le 

permite migrar hacia la luz (Ben-Amotz y Avron, 1989b). La célula está cerrada 

por una membrana plasmática elástica cubierto por una capa superficial de 

mucopolisacárido que se encoge o se hincha rápidamente cuando se exponen a 

condiciones hipertónicas e hipotónicas, respectivamente (Ben-Amotz y Avron, 

1990; Ben-Amotz, 1993). 

Las especies más conocidas de Dunaliella son Dunaliella salina, Dunaliella 

tertiolecta, Dunaliella primolecta, Dunaliella viridis, Dunaliella bioculata, 

Dunaliella acidophyla y Dunaliella parva. Su clasificación taxonómica es como 

sigue: 

  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b16
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b16
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b9
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b19
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
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Reino: Plantae 

       División: Chlorophyta 

              Clase: Chlorophyceae 

                   Orden: Volvocales 

                         Familia: Dunaliellaceae 

                                Género: Dunaliella 

                                         Especie: Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 

 

Figura 1: Estructura de Dunaliella salina. A) Célula vegetativa con sus 

componentes celulares; B) Zoosporas en división celular; C) Fusión de 

gametos; D) Zigospora madura; E) Zigospora en germinación. (Modificado de 

Ben-Amotz y Avron, 1987) 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b16
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b16
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Dunaliella se multiplica por división longitudinal, pero la reproducción 

sexual se produce raramente por isogamia con un proceso de conjugación (Figura 

1). 

Las especies del género están aislados de los hábitats marinos acuáticos 

como el mar porque habitan en lagos salobres (salares y salinas) con una amplia 

gama de composiciones químicas y concentraciones de sal que van desde 0 a 5% 

de saturación comparada al 35% de sal en agua de mar, que la convierte en la 

microalga eucariota más halotolerante hasta ahora conocida. El mecanismo por la 

cual las células de Dunaliella pueden adaptarse a esta amplia gama de 

concentraciones de sal, se demostró que se basa en la capacidad del alga para 

cambiar su concentración intracelular de glicerol (Avron, 1992) (Figura 2).  

Cuando Dunaliella se cultiva en alta salinidad, el contenido de glicerol 

intracelular supera el 50%, que es suficiente para soportar la mayoría de las 

presiones osmóticas requeridas. En esta condición, el glicerol actúa como un 

“soluto compatible” que protege contra las enzimas que inactivan e inhiben el 

desarrollo celular (Brown y Borowitzka, 1979). También se demostró que tanto la 

síntesis de glicerol en condiciones hipertónicas y su eliminación en condiciones 

hipotónica son independientes de la síntesis de proteínas y ocurren en la luz o la 

oscuridad (Ben-Amotz y Avron, 1989a).  

Por otro lado, los datos más recientes sugieren que Dunaliella tiene una 

excepcional capacidad para eliminar iones Na+ en ambientes hipersalinos mediante 

el uso de una bomba de sodio (Katz y Pick, 2001). Los resultados de los enfoques 

proteómicos también indicaron que, además de los mecanismos anteriores en 

respuesta a una alta salinidad Dunaliella mejora la tasa fotosintética para la 

asimilación de CO2 (Oren, 2005). 

Además de esta halotolerancia excepcional de Dunaliella salina, Dunaliella 

acidophila puede crecer en un entorno muy ácido (pH 0-1). Dunaliella antárctica 

prospera a temperaturas bajo cero y algunas cepas de Dunaliella salina pueden 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b6
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b38
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b93
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b133
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tolerar altas intensidades de luz. Además, Dunaliella es más tolerante a la 

contaminación de aceite combustible en comparación con otras algas planctónicas 

(Brown y Borowitzka, 1979). Por lo tanto, estos organismos son únicos en su 

capacidad para adaptarse a algunas de las condiciones más severas de los hábitats 

globales. 

Dunaliella salina se encuentra a menudo en los hábitats salinos naturales, 

donde da un color rojizo o rosado al cuerpo de agua. Por primera vez, también 

Milko (1963) informó que Dunaliella contiene altas concentraciones de β-caroteno 

y más tarde también se recomendó como una fuente comercial de glicerol (Ben-

Amotz,1980). Hoy en día, sabemos que Dunaliella salina es la mejor fuente 

comercial de β-caroteno natural de entre todos los organismos en el mundo 

(Borowitzka, 1995). Esta alga acumula grandes cantidades de β-caroteno como 

glóbulos en el cloroplasto para evitar el foto-daño a la clorofila, cuando las 

condiciones de cultivo incluyen altas intensidades de luz, alta temperatura, alta 

salinidad y la deficiencia de nutrientes (Ben-Amotz y Avron,1983; Ben-Amotz y 

Shaish, 1992). El contenido de β-caroteno de Dunaliella salina ha sido reportado 

de hasta el 14% del peso seco (Aasen et al., 1969). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b38
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b121
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b9
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b9
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b28
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b15
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b1
JCOLL
Resaltado



11 
 

 

Figura 2. Diagrama del mecanismo celular de respuesta por Dunaliella salina 

frente al estrés abiótico como deficiencia de nutrientes, alta salinidad e 

iluminación (Raman et al., 2011). 

 

2.2. Requerimientos para el cultivo de Dunaliella salina  

Dunaliella salina tiene ventaja de ser capaz de prosperar en entornos con 

altas concentraciones de NaCl, lo que hace factible el cultivo en estanques abiertos, 

así como biorreactores cerrados. Sin embargo, en todos los sistemas de cultivo de 

Dunaliella salina se requiere agregar algunos nutrientes y ajustar algunos factores 

fisiológicos limitantes para el crecimiento y carotenogénesis óptima. 

Debido a que Dunaliella es un fotoautótrofo obligado, la luz es la fuente de 

energía única para su metabolismo (Borowitzka y Borowitzka, 1989). En estanques 

abiertos, la única fuente de luz el sol, mientras que en fotobiorreactores la luz puede 

ser proporcionada por el uso de cualquiera de las lámparas fluorescentes blancas o 

incluo luz solar. El crecimiento y la síntesis de carotenoides responden de manera 

diferente a la calidad y cantidad de luz. Se encontró que la inducción de 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
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carotenoides es independiente de la longitud de onda, sin embargo, depende en gran 

medida de la intensidad de luz. 

Dunaliella tiene la capacidad de prosperar en una amplia gama de 

temperaturas entre 0 a 45 °C. En cultivos de laboratorio, la temperatura óptima para 

el crecimiento de Dunaliella es de aproximadamente 32 °C, con un rango óptimo 

entre 25 y 35 °C (Ben-Amotz,1995). Debido a limitaciones técnicas, la temperatura 

en estanques abiertos no es controlable. Borowitzka y Borowitzka (1987) mostraron 

que las bajas temperaturas nocturnas, como las que se encuentran en la planta piloto 

en el lago Hutt (Australia Occidental) disminuyen la tasa de crecimiento, bajando 

el rendimiento celular. Por otro lado, las temperaturas alrededor de 40 °C y 

superiores, promueven la inducción de carotenoides, pero al mismo tiempo 

ralentizan la tasa de crecimiento (Borowitzka y Borowitzka, 1989).  

Las especies de Dunaliella tienen un amplio rango de tolerancia de pH de 0 

a 11, pero el pH óptimo para Dunaliella salina es de entre 9 y 11. En cultivos de 

algas autótrofos, el pH se eleva debido a la fijación fotosintética de CO2 con 

absorción de NO3- que contribuye a liberar más OH- (Ben-Amotz y Avron, 1989a). 

Existe el riesgo de precipitación de varias sales de calcio y floculación de la 

biomasa de algas a un pH mayor, especialmente cuando la concentración de Ca2+ 

es alta, estas condiciones generalmente se encuentran en muchas fuentes naturales 

de agua. Lo que puede conducir a la reducción en el crecimiento de algas y por lo 

tanto es necesario para evitar un aumento del pH por encima de 8 (Ben-Amotz y 

Avron, 1989a). En cultivos intensivos operados en estanques abiertos, el pH 

generalmente se mantiene a 7,5 ± 0,2 haciendo doble control tanto de CO2 como de 

HCl; el  CO2 se hace fluir de forma rutinaria al cultivo y el HCl se añade como 

control cuando el pH se eleva (Ben-Amotz,1995). En algunos estanques abiertos y 

fotobiorreactores donde la principal fuente de carbono inorgánico es el (HCO3)
-, el 

pH se controla sólo por la adición de HCl.  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b11
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b31
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b11
JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado
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Debido a que Dunaliella es un organismo fototrófico, se puede utilizar CO2 

y (HCO3)
-,  como fuentes de carbono inorgánico. La falta de una fuente de carbono 

inorgánico apropiado, es el factor limitante del crecimiento más común en las 

condiciones presentes en cultivos de Dunaliella salina como la alta salinidad, el 

aumento del pH y la temperatura alta (Borowitzka y Borowitzka,1989). Existe una 

amplia variedad de dispositivos de gas burbujeante para inyectar pequeñas burbujas 

de CO2 en los cultivos, los cuales pasan este gas a través de tubos plásticos porosos 

fijos en el fondo de los estanques y se controla mediante un medidor de flujo para 

lograr un caudal de gas de aproximadamente 0,4 L.mL-1 (García-González et al., 

2003). Alternativamente, 10 mmol.L-1 de NaHCO3 se puede utilizar como fuente de 

carbono para un buen crecimiento entre pH 7 y 9,5. Aproximadamente 5 mmol.L-1 

de NaHCO3
 se añaden a diario a los biorreactores, después de la esterilización de 

NaHCO3 sólido a 120 °C en un horno bajo la oscuridad y luego se mezcla con agua 

esterilizada (Hejazi et al., 2003). 

En la práctica la mejor fuente de nitrógeno para Dunaliella salina es el 

nitrato, 5 mmol.L-1 de NaNO3
 o KNO3 se añade al medio para el crecimiento óptimo 

de las algas. Por otra parte, limitar el nitrato, es una de las formas más comunes 

para la reducción de la tasa de crecimiento, lo que conduce a la inducción de la 

producción de carotenoides. Sin embargo, la limitación de nitrógeno prolongada en 

el cultivo puede conducir eventualmente a la alta mortalidad de las células, así como 

a la reducción grave de carotenoides por unidad de volumen de cultivo. Otras 

fuentes de nitrógeno tales como sales de amonio y úrea no son apropiadas, debido 

a que pueden dar lugar a la muerte de las algas bajo ciertas condiciones 

(Borowitzka, 1990). También se ha demostrado que el uso de NH4NO3 o 

(NH4)2CO3 como fuente de nitrógeno tiene efectos tóxicos en D. salina 

(Borowitzka y Borowitzka, 1987). 

Otros elementos que se requieren para un buen crecimiento de D. salina 

crecimiento incluyen K+, Ca2+, Mg2+, Cl-, Na+, hierro quelado y oligoelementos. Las 

relaciones de Mg2+:Ca2+ y Cl-:SO4
2- en el medio también pueden afectar el 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b81
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado

JCOLL
Resaltado
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crecimiento y la síntesis de caroteno (Ben-Amotz y Avron,1983). Dunaliella salina 

puede tolerar una amplia gama de Mg2+:Ca2+ en proporción de 0,8 a 20,0 

(Borowitzka,1990). La proporción óptima de Cl:SO4
2- para el crecimiento de 

Dunaliella salina ha resultado ser de 3:2 mientras que la relación óptima para 

carotenogénesis es de 8:6 (Massyuk, 1956). El Hierro quelado por lo general se 

añade a los cultivos en forma de FeCl3EDTA o citrato férrico-EDTA. Borowitzka 

y Borowitzka (1987) mostró que, en comparación con el citrato férrico, el FeCl3 

aumentó más rápidamente la tasa de crecimiento inicial de D. salina; sin embargo, 

el citrato de férrico finalmente dio un rendimiento celular más alto que FeCl3. 

Cuatro microelementos, incluyendo el manganeso, zinc, cobalto y cobre también 

son necesarios para el crecimiento óptimo de Dunaliella; sin embargo, no hay 

necesidad de añadir estos elementos al medio si se compone de agua de mar (Ben-

Amotz y Avron,1989a). 

 

2.3. El β-caroteno  

El β-caroteno es miembro de la familia de los terpenoides y son formados 

por cuarenta átomos de carbono (Figura 3A). Son un tipo de molécula de estructura 

isoprenoide, tiene un número variable de dobles enlaces conjugados, por lo que 

cuenta con la propiedad de absorber la luz visible en diferentes longitudes de onda, 

desde 380 hasta 500 nm, lo que les confiere colores que van desde al amarillo al 

rojo y son ampliamente empleados como colorantes. 

El mayor número de dobles enlaces captan longitudes de ondas más largas 

(más hacia el rojo). Así, con solamente tres enlaces conjugados, el fitoeno solo 

puede captar luz ultravioleta (siendo por tanto incoloro), el licopeno (coloración 

roja del tomate), con once dobles enlaces conjugados, absorbe desde el ultravioleta 

hasta el rojo. 

El β-caroteno aparece de manera natural bajo las formas isoméricas all-

trans, 9-cis, 13-cis y 15-cis y funciona como un pigmento accesorio recolector de 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b15
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b116
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b31
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b31
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
JCOLL
Resaltado
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luz que protege el aparato fotosintético del exceso de irradiancia en todas las plantas 

verdes, incluyendo las algas (Ben- Amotz et al., 1987), actuando como un filtro de 

luz (Telfer, 2003). 

El β-caroteno es un tipo de pro-vitamina A, responsable de la inhibición de 

la producción de radicales libres de la luz ultravioleta (Farahat et al., 2011). Están 

contenidas en los cloroplastos en glóbulos lipídicos (D. Smith et al., 2010). 

Se ha sugerido que la acumulación de β-caroteno protege a las células contra 

los efectos nocivos de la irradiación de alta intensidad mediante la absorción de luz 

en la región azul del espectro (Ben-Amotz et al., 1987; Ben-Amotz, 1993). Entre 

las diversas microalgas ricas en carotenoides, D. salina tiene la mayor 

concentración de caroteno que constituyen 10% del peso seco de algas (Shariati M., 

2011). Debido a la capacidad para producir pigmentación roja del β-caroteno, la 

coloración de alimentos naturales es de gran demanda para los productos 

cosméticos (Oren A., 2005).  

El pigmento β-caroteno tiene alta capacidad anti-oxidante y se utiliza como 

aditivo en la alimentación humana y animal como fuentes de vitaminas A (Farahat 

et al., 2011). Además, este carotenoide se ha utilizado en productos cosméticos y 

farmacéuticos como colorante y/o antioxidante (Borowitzka, 1995; Dufosse et al., 

2005). La suplementación de la alimentación animal mediante la adición de este 

pigmento mejora el color de la carne de pescado y la yema de los huevos y la mejora 

de la salud y la fertilidad del ganado alimentados con granos (Borowitzka y 

Borowitzka,1988b). 

Además, las preparaciones de β-caroteno han demostrado que inhiben o 

pueden prevenir diversos tipos de tumores en seres humanos y animales, incluyendo 

los cánceres de piel tales como melanoma (Comstock et al., 1991), cánceres 

epidermoides de cabeza y cuello (Shklar et al., 1989), cánceres del tracto 

gastrointestinal (Stich et al., 1988), carcinomas de glándulas secretaria tales como 

páncreas (Woutersen y Garderen Hoetmer, 1988), el cáncer de mama (Basu et al., 

http://en.wikipedia.org/wiki/Radical_(chemistry)
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b22
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
http://en.wikipedia.org/wiki/Antioxidant
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b28
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b58
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b33
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b33
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b49
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b49
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b49
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b160
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b161
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b161
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b161
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b186
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b7
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1989) y otras condiciones (Van Poppel, 1993). β-caroteno también es eficaz para 

controlar los niveles de colesterol y reducir el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares, tales como infarto de miocardio y la angina de pecho, así como 

enfermedad cardíaca coronaria (Riemersma et al., 1991 y; Tornwall et al., 2004). 

Parece que estos efectos terapéuticos de β-caroteno, como los de otros carotenoides, 

pueden estar relacionadas con su capacidad de protección contra los radicales libres 

potencialmente dañinos y cuyos efectos se simularon sobre el sistema inmune (Ben-

Amotz, 1996; Gotz et al., 1999). 

El β-caroteno se puede obtener a partir de fuentes naturales como verduras, 

frutas, microalgas y el hongo Blakeslea (Dufosse et al., 2005) o producido por 

síntesis totales (Mayer e Isler, 1971). En términos de composición de isómeros, el 

β-caroteno sintético contiene sólo el isómero all-trans. En contraste, el β-caroteno 

natural es una mezcla compuesta principalmente del isómero 9-cis, siendo el resto 

all-trans (Ben-Amotz y Shaish, 1992). Es evidente que el isómero 9-cis es un mejor 

antioxidante que el isómero all-trans y que cuanto mayor es la concentración del 

isómero 9-cis la actividad antioxidante y anticancerígena es superior (Chidambara 

Murthy et al., 2005; Hu et al., 2008).  

Aunque el β-caroteno natural, al igual que otros carotenos, está presente en 

muchos vegetales y frutas como cítricos, zanahorias y tomates; su concentración en 

estas fuentes es relativamente baja. En comparación, a la célula de Dunaliella esta 

puede acumular miles de veces más β-caroteno que una célula de zanahoria 

(Klausner, 1986). Además, Dunaliella puede tener las mayores cantidades del 

isómero 9-cis entre todas las fuentes (aproximadamente el 50% de todos los 

isómeros), dependiendo de las condiciones de cultivo. En resumen, D. salina es la 

fuente biológica más conocida de β-caroteno (Ben-Amotz y Avron, 1983; 

Borowitzka y Borowitzka, 1988a). 

En los últimos años, varios estudios han informado de que el isómero all-

trans de β-caroteno sintético puede ser cancerígeno (Paolini et al., 1999; Kelloff, 

2000; Omenn, 2000). Con estos nuevos hallazgos, además el hecho de que el β-

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b7
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b140
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b150
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b176
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b12
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b12
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b71
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b58
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b58
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b118
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b45
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b45
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b45
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b45
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b86
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b86
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b97
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b15
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b15
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b32
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b136
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b94
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b132
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caroteno natural tiene mejores propiedades físicas que el producto sintético (tales 

como su solubilidad en grasas), hacen que el β-caroteno de Dunaliella sea mucho 

más valioso y atractivo para los consumidores. Una amplia gama de productos de 

β-caroteno están ahora disponibles, incluyendo una solución de β-caroteno al 4% 

utilizado en las industrias de suplementos dietéticos como relleno para cápsulas 

blandas de gelatina; una solución de 1,5 - 30 % para aceite (por ejemplo aceite de 

soja), utilizado como colorante para alimentos (principalmente para la margarina) 

y suplemento dietético, en una emulsión al 2 % de β-caroteno utilizado en bebidas; 

polvo de Dunaliella enriquecido con 2 -5 % de β-caroteno utilizado como alimento 

para acuicultura para gambas y otras especies o envasados en cápsulas o tabletas y 

etiquetado como “β-caroteno natural”, solubles en agua y otros carotenoides 

mezclados (Ben-Amotz y Avron, 1990; Ben-Amotz, 1993). 

Sin embargo, a pesar de las contribuciones positivas de D. salina, la 

producción comercial es limitada debido a la baja productividad de β-caroteno. 

Farahat et al., estudiaron los efectos de la salinidad para maximizar la producción 

de β-caroteno y carotenoides demostrando que su concentración aumenta con el 

incremento de la salinidad. Con el fin de maximizar la producción de β-caroteno, 

D. salina se cultiva en 1,5 M a 3,0 M de concentración de NaCl hasta que se alcanza 

una densidad celular estable después se aumentó a 4,4 a 5,0 M de concentración de 

NaCl para la máxima producción de carotenoides (Farahat et al., 2011). 

 

2.4. Bioquímica y biosíntesis del β-caroteno en microalgas 

El β-caroteno de Dunaliella se compone de una mezcla de isómeros cis- y 

trans con una composición típica de 9-cis (41%), all-trans (42%), 15-cis (10%) y 

otros isómeros (6%) (Borowitzka y Borowitzka, 1989). En contraste al isómero all-

trans, que es insoluble en aceite y fácil de cristalizar, el isómero 9-cis β-caroteno 

tiene una mayor solubilidad en aceite y es más difícil de cristalizar (Ben-Amotz, 

1993). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b19
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#f1
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#f1
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
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Los estudios sobre las vías de biosíntesis de isoprenoides y carotenoides en 

microalgas son todavía escasos y están relacionados con algunos grupos 

específicos. En los grupos de algas del tipo Chlorophyta, la síntesis de esteroles y 

carotenoides sigue la vía del mevalonato (MVA). Las diatomeas marinas Nitzschia 

sp. y Phaeodactylum sp., siguen la vía del MVA para la biosíntesis de los esteroles 

citosólicos, la misma vía se sigue para la biosíntesis de carotenoides, fitol, e 

isoprenos en algas. En el caso de Chlorella vulgaris, la vía del MVA está implicada 

en la biosíntesis de difosfato de isopentenilo, después de inhibir la formación de 

brasinoesteroides (Bajguz y Asami, 2004). 

En la microalga Scenedesmus se corroboraron que la biosíntesis de los 

isoprenoides plastídicos, así como la de los esteroles procede a través la ruta del 

mevalonato (Bajguz y Asami, 2004). 

Para diferentes rutas biosintéticas; el fitoeno sintasa (PSY) se considera 

como la enzima de reacción que limita la velocidad en la biosíntesis de carotenoides 

en organismos fotosintéticos (Schwender et al., 2001). Algunas algas verdes 

(Chlamydomonas reinhardtii, C. vulgaris, Volvox carteri), así como diatomeas 

(Thalassiosira pseudonana y Phaeodactylum tricornutum), se han asociado con una 

sola clase de gen PSY (Ershov et al., 2002). 

Parece que otras copias de genes se perdieron en estas especies. 

Recientemente la duplicación de genes de PSY ha sido reportada en el alga verde 

Dunaliella salina/bardawil. El descubrimiento de dos clases de la familia de genes 

PSY en algunas algas sugiere que la biosíntesis de carotenoides se regula 

diferencialmente en respuesta al desarrollo y el estrés ambiental. PSY fue 

investigado previamente; por ejemplo, en C. reinhardtii y Haematococcus pluvialis 

(Li y Li, 2008). El genoma de C. reinhardtii contiene sólo una copia del gen PSY 

funcional (Ershov et al., 2002). En condiciones de estrés los genes carotenogénicos 

de H. pluvialis a saber son fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS), el 

licopeno ciclasa (LCY), β-caroteno cetolasa (BKT) y β-caroteno hidroxilasa (CHY) 

(Schwender et al., 2001). En la biosíntesis de carotenoides, el primer paso 
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comprometido, es la condensación del geranil geranil pirofosfato de fitoeno 

(GGPP), que está mediada por PSY. Los pasos posteriores de la vía que conduce a 

la síntesis de los carotenoides se llevan a cabo en las enzimas de las membrana tales 

como la fitoeno desaturasa (PDS) y el licopeno β-ciclasa (LCY) (Massé et al., 

2004). La biosíntesis de astaxantina en Haematococcus tiene como intermediario la 

formación del β-caroteno. 

Algunos pasos específicos de la biosíntesis de la astaxantina se encuentran 

en el citoplasma, pero la maquinaria enzimática de la vía general de carotenoides 

general parece estar localizada en el cloroplasto (Massé et al., 2004). Entre las cepas 

carotenogénicas, el alga verde D. salina representa un modelo interesante de la 

fuente natural de β-caroteno de importancia industrial (10% del peso seco de algas) 

en numerosas aplicaciones en el mercado (Li y Li, 2008). La biosíntesis de 

carotenoides en D. salina depende del suministro de los precursores derivados de 

metileritritol 4-fosfato (MEP) (Ershov et al., 2002).  

Recientemente se han notificado las secuencias de PDSr en la 

carotenogénesis de especies de Dunaliella basado en el PSY. Estas secuencias para 

esta enzima que lleva a carotenogénesis, PSY de D. salina y D. bardawil, se puede 

obtener a partir de datos del Centro Nacional para la Información sobre 

Biotecnología NCBI; (Ershov et al., 2002). Es bien sabido que la PSY cataliza la 

reacción dos moléculas de GGPP que conduce a la generación de fitoeno. Una vez 

que el fitoeno se biosintetiza, los próximos pasos en la carotenogénesis son la 

desaturación (reacciones de deshidrogenación) que resultan en la conversión de 

fitoeno (nueve dobles enlaces) a licopeno (13 dobles enlaces y un cromóforo 

conjugado de 11 dobles ) a través de fitoflueno, ζ-caroteno y neurosporeno como 

productos intermedios. El componente principal de Dunaliella es β-caroteno, que 

contiene un anillo de ciclohexano en cada extremo donde los anillos de ciclohexeno 

se añaden a uno o a ambos extremos de licopeno y es catalizada por la licopeno 

ciclasa (LYC) que conduce a la formación de δ-, α-, γ-, y β-caroteno (Figura 3B). 
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Figura 3. A) Estructura de β-caroteno; B) Biosíntesis de β-caroteno en 

Dunaliella salina (Li y Li, 2008)). 

 

2.5. Biotecnología de Dunaliella Salina 

El cultivo masivo de D. salina para la producción de β-caroteno ha sido 

llevado a cabo en varios países, entre ellos Australia, EE.UU. y China (Borowitzka 

y Borowitzka, 1989; Borowitzka, 1999), (Figura 4).  

Proyectos piloto a gran escala también han sido probados en España, 

Kuwait, Chile, Irán, etc.(Borowitzka, 1990; García-González et al., 2003; Hosseini 

Tafreshi y Shariati, 2006). Diferentes aspectos para el cultivo masivo de Dunaliella 

en los diferentes sistemas de cultivo se abordan a continuación. 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b30
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b85
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b85
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Figura 4. Diferentes estados de Dunaliella salina. A) En estado verde en fase 

móvil, B) Inicio de la formación de β-caroteno. C) Quistes conteniendo β-

caroteno. D) Planta de cultivo en Australia (Ami Ben-Amotz et al., 2009). 

 

De otro lado, el primer paso antes del cultivo en masa de Dunaliella salina 

en estanques abiertos o biorreactores es seleccionar las cepas más adecuadas para 

el cultivo en masa en términos de contenido de β-caroteno y la tasa de crecimiento. 

Sólo algunas cepas de D. salina tienen la capacidad de acumular grandes cantidades 

de β-caroteno (hasta 10 - 14% de peso seco), (Aasen et al., 1969). Dunaliella parva 

también puede producir contenidos significativos de β-caroteno (hasta casi 4% de 

seca peso) pero ninguna otra especie de microalga puede sintetizar grandes 

concentraciones de β-caroteno (Massyuk, 1973). Según algunos autores, varias 

cepas de especies de Dunaliella reportadas en la literatura han sido mal nombradas 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b1
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b117
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(Borowitzka, 1990). Por ejemplo, la cepa UTEX200/CCAP19/3 de D. salina es 

probablemente D. viridis, que no pigmentará de color rojo a salinidades de hasta 

25%.  

También hay algunas diferencias confusas en la nomenclatura de las cepas 

entre los diferentes autores. Ben-Amotz y Avron (1990) afirmaron que en 

condiciones apropiadas algunas cepas de Dunaliella sólo pueden acumular 

aproximadamente 0,3% de β-caroteno, y solamente D. salina y Dunaliella bardawil 

(UTEX LB 2538) son capaces de producir grandes cantidades de β-caroteno más 

de 10% del peso seco. Estas dos cepas son morfológicamente similares a otras 

cepas, pero su volumen celular es mayor que la de otras cepas. Ben-Amotz y Shaish 

(1992) han demostrado varias diferencias entre estas dos cepas en términos de la 

presencia y el número de manchas oculares o glóbulos de lípidos. También hay 

algunos informes de las principales diferencias en la regulación de la síntesis de 

carotenos en respuesta a altas irradiaciones y varias salinidades entre ellos (Gómez 

et al., 2003). En contraste, Borowitzka (1990) cree que D. bardawil es un nombre 

incorrecto para D. salina ya que afirma que se trata de la misma especie. 

Numerosas cepas de D. salina fueron aisladas de diversos hábitats marinos, 

como los lagos de salobres, marismas y lagunas salinas artificiales alrededor del 

mundo donde el agua contiene más de un 10 % de sal (Figura 5). Un enfoque para 

la identificación de D. salina es el método descrito por Butcher (1959) y Loeblich 

(1982) quien propuso que las cepas de D. salina productoras de β-caroteno deben 

contener mayor contenido de carotenoides que clorofila en proporción de 6:1. 

Cepas de D. salina aisladas o estudiadas por diferentes autores contenían diferentes 

valores de carotenoides por célula y por unidad de volumen. En un estudio realizado 

por Cifuentes et al., (1992), el total de contenido de carotenoides de ocho cepas de 

D. salina aisladas de estanques de sal en Chile osciló de 4 - 42 pg.celula-1 y de 7,2 

- 38,2 mg.L-1. En otro estudio, la tasa de crecimiento específico y contenido de 

carotenoides de cinco cepas comerciales de D. salina se determinaron en un cultivo 

discontinuo exterior (García-González et al., 2003). En ese experimento, la tasa de 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b19
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b70
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b70
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b39
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b112
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b112
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b47
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b47
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b47
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
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crecimiento osciló entre 0,16 a 0,20 días-1, el valor más alto fue para la cepa UTEX 

2538; donde el contenido de carotenoides osciló entre 8,1 a 15,1 mg.L-1, una vez 

más resultó ser el máximo contenido para UTEX 2538. Curiosamente, 

Powtongsook et al., (1995) aisló una cepa llamada DS91008 que produjo un 

contenido de carotenoides de hasta 80,3 pg.célula-1 a 30% de salinidad bajo 

iluminación continua a 270 umol.m-2.s-1. 

Debido a las diferentes condiciones carotenogénicas utilizadas en diferentes 

experimentos, comparando sus datos con los demás no es fácil y esto debe hacerse 

únicamente en condiciones similares. Lógicamente, desde un punto de vista 

comercial, las mejores cepas de D. salina para su uso en el cultivo de masa deben 

tener una tasa de crecimiento específico máxima y el más alto contenido de β-

caroteno por unidad de tiempo y el volumen de cultivo bajo condiciones 

optimizadas. 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b143
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b143
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b143
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Figura 5. Numerosas cepas de D. salina aisladas de diversos hábitats marinos, 

como lagos salobres, marismas y lagunas salinas artificiales alrededor del 

mundo (Preetha et al., 2012). 

 

Además del estudio de las diferencias fisiológicas de las cepas, algunos 

investigadores más recientes trabajaron sobre la diversidad genética de cepas de 

Dunaliella. Tales estudios pueden permitir la detección de genotipos desconocidos, 

que podría tener los genes con potencial beneficioso y por lo tanto se puede utilizar 

para crear un excelente procedimiento para la selección de cepas. Gómez y 

González (2001) analizaron genéticamente ocho cepas chilenas de D. salina 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b68
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b68
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utilizando la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD) y mostró, por 

ejemplo, que la cepa CONC-006 aislada de un lago salado alpino tenía similitud 

más genética a CONC-001 a partir de una laguna costera que otras cepas alpinas. 

Gómez y González (2004) utilizaron secuencias de ADN para estudiar la 

variabilidad genética de las siete cepas (tres en Chile y cuatro desde otros lugares). 

Sus resultados mostraron algún grado de correlación entre las diferencias en las 

características fisiológicas de las cepas, como la capacidad carotenogénica y la 

diversidad genética entre ellos. Por este tipo de estudios en el futuro, vamos a ser 

capaces de reducir eficazmente el riesgo de aseveraciones equivocadas acerca de 

los rasgos biotecnológicos de las cepas, que resultan principalmente de la 

plasticidad en el fenotipo. 

Varios intentos se han llevado a cabo para mutagenizar diferentes cepas de 

Dunaliella y para aislar mutantes con características especiales mediante el uso de 

mutágenos químicos y UV. Algunas de estas variantes podrían ser utilizadas en la 

ciencia básica como herramientas para la obtención de las vías fisiológicas o 

bioquímicas en el alga. Por ejemplo, varios mutantes con defectos de tolerancia a 

la sal han sido reportados (Zamir, 1992). 

Por otro lado, se ha explotado un procedimiento de mutagénesis para crear 

mutantes con rasgos biotecnológicos mejorados tanto cualitativos o cuantitativos. 

Se ha aplicado el uso de la irradiación UV, para crear mutantes de D. bardawil con 

mayor potencial para la síntesis de β-caroteno bajo intensidades relativas de poca 

luz (Shaish et al.,1991). Recientemente, un nuevo mutante de D. salina llamado 

zea1 se aisló por tratamiento de mutagénesis con metil etil sulfonato (Jin et al., 

2003a), como resultado, carece de un número de las xantofilas neoxantina, 

violaxantina y anteraxantina, al tiempo que conserva cantidades significativas de 

zeaxantina, proporcionando una fuente potencial comercial de este bioproducto de 

alto valor. 

Uno de los medios más utilizados para el cultivo de laboratorio de especies 

de Dunaliella es el medio F/2 de Guillard (Guillard y Ryther, 1962), medio 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b69
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Parvasoli enriquecido con agua de mar (Parvasoli-enriched seawater médium: PES) 

(Mclachlan y Yentsch, 1959, Mclachlan, 1973) también se han utilizado el medio 

artificial ART (Ben-Amotz et al., 2009). El medio de PES, que tiene bajos 

contenidos de nitrato y fosfato, ha sido eficaz para inducir la carotenogénesis 

(Gómez et al., 2003). El medio ART también contiene un aporte limitado de 

nitrógeno, pero no de fosfato inorgánico, este medio al ser similar al medio de PSA 

podría ser útil para inducir la síntesis de carotenoides (Gómez et al., 2003). Los 

cultivos se mantienen normalmente en medio sólido agar o líquido con un 

subcultivo cada 1-2 meses. Borowitzka y Borowitzka (1989) también reportaron el 

mantenimiento exitoso del alga Dunaliella en nitrógeno líquido hasta por 12 meses 

así como la metodología de crioconservación de algas eucarióticas, tales como 

Dunaliella revisados por Taylor y Fletcher (1999). Por tal forma, las muestras 

biológicas se pueden mantener en un estado de "latencia" a bajas temperaturas. 

Es importante conocer las variables ambientales como la calidad e 

intensidad de luz y temperatura. La radiación fotosintéticamente activa (RFA) 

comprendida entre los 400 a 700 nm es esencial en la carotenogénesis (Loeblich, 

1982; Ben-Amotz, 1987), si bien los máximos niveles de β-caroteno en células de 

Dunaliella se alcanzan dependiendo de la salinidad del medio (Borowitzka y 

Borowitzka, 1990). El aumento de intensidad de PAR de 50 a 1250 µmol fotones.m-

2.s-1 incrementa notablemente el contenido de β-caroteno en D. salina (Orset y 

Young, 2000). De manera análoga, las altas intensidades de luz producen en 

Haematococcus pluvialis un notable incremento del contenido en astaxantina 

cuando el alga se crece en presencia de sal de hierro. 

Las algas con un elevado contenido en β-caroteno son más resistentes a la 

fotoinhibición de la fotosíntesis en comparación con otras con bajo contenido en 

este pigmento. La protección frente a la fotoinhibición en células de Dunaliella con 

un alto contenido en β-caroteno es muy fuerte cuando se usa exclusivamente el 

rango azul de visible como factor fotoinhibitorio, menor cuando es la luz visible y 

no existe cuando se emplea únicamente el rango rojo del visible. Estas 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b120
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observaciones evidencian que la acumulación masiva de β-caroteno protege el alga 

frente al daño oxidativo provocado por altas irradiancias a través de la absorción en 

la región azul del espectro (Ben-Amotz et al., 1989). 

Otro tipo de radiaciones más energéticas que las PAR son las radiaciones 

ultravioleta (UV). Los estudios sobre la influencia de las radiaciones UV en las 

microalgas han revelado efectos tanto positivos como negativos (Horwitz, 1994). 

Algunos de los carotenoides de valor comercial producidos por la microalga 

Dunaliella bardawil absorben radiaciones UV (Tsukida et al., 1982). 

Considerando la funcionalidad de los carotenoides en la neutralización de 

radicales libres y el singlete de oxígeno, es en principio coherente vincular a la 

respuesta antioxidante de la microalga a la posible acumulación de carotenoides en 

cultivos de Dunaliella incubados bajo radiación UV. 

La temperatura es una de las variables ambientales más importantes que 

afectan al crecimiento y al desarrollo de organismos vivos, influyendo en el control 

de la concentración y actividad enzimática y, por tanto, en el nivel de carotenoides 

acumulados (Hayman et al., 1975). Dunaliella presenta un incremento del β-

caroteno intracelular 7,5 veces superior cuando la temperatura desciende de 34 a 17 

ºC. En Haematococcus, el contenido de carotenoides aumenta hasta 3 veces al 

incrementar la temperatura (Tjahjono et al., 1994). 

 

2.6. Factores que estimulan la acumulación de carotenoides. 

Comúnmente se acepta que en condiciones de estrés se ralentiza el 

crecimiento de la microalga y se activa la producción de carotenoides. Entre tales 

condiciones se incluirían las ya citadas, de alta intensidad de luz y limitación de 

nitrógeno y/o otros nutrientes, además de alta concentración de sal, pH extremo, 

temperatura baja, o presencia de agentes oxidantes como herbicidas. A 

continuación se describe detalladamente el efecto de algunos de los factores citados 

sobre la acumulación de β-caroteno. 
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A) Factores nutricionales: compuestos químicos, sales y limitación de 

nutrientes. 

Numerosos agentes químicos afectan a la carotenogénesis en gran número 

de microorganismos. Entre ellos destacan sales, aminas, alcaloides y antibióticos 

(Govind et al., 1982). 

La máxima acumulación de β-caroteno en la célula es dependiente de la 

salinidad. La formación de carotenoides es rápida, por ejemplo, cuando la salinidad 

del medio se incrementa del 15 al 25 % de NaCl, se observa un aumento lineal del 

contenido en carotenoides totales de 10 a 260 mg.g-1 de proteína, en 4 o 5 días 

(Borowitzka y Borowitzka, 1990). Haematococcus pluvialis incrementó la 

producción de astaxantina cuando se incubó en medios suplementados con sal 

férrica (Tjahjono et al., 1994). Chlorococcum también mostró una tendencia hacia 

la acumulación de carotenoides en presencia de sales inorgánicas (Liu y Lee, 2000). 

Por su parte, el efecto de la carencia de algunos nutrientes, como el 

nitrógeno, fósforo y azufre, sobre la acumulación de carotenoides en Dunaliella, 

está descrito por algunos autores (Mil'ko, 1963). La limitación de nitrógeno 

ralentiza el crecimiento, lo que implica un incremento de la cantidad de energía 

absorbida por el alga durante su ciclo de división celular. Cuanto más elevada sea 

la radiación incidente por célula, menor será su tasa de crecimiento y mayor su 

contenido en β-caroteno (Ben-Amotz et al., 1989). 

 

B) Inductores e inhibidores 

Se ha demostrado que el tratamiento con Norflurazón (un herbicida bien 

conocido) en el cultivo de D. salina, bloquea la producción de β-caroteno mediante 

la inhibición de la fitoeno desaturasa, una enzima unida a la membrana tilacoide 

que cataliza la oxidación de fitoeno (Ben-Amotz et al., 1987; Breitenbach et al., 

2001). Recientemente, León et al., (2005) optimizó la acumulación de fitoeno en 

cultivos de D. Bardawil por el uso combinado de Norflurazón y sistemas orgánicos 
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acuosos de dos fases. Ellos lograron alcanzar aproximadamente 47 g de fitoeno por 

litro de cultivo en la fase orgánica. 

La zeaxantina y la luteína al igual que otras xantofilas, son también 

antioxidantes y productos valiosos pero lamentablemente no están disponible 

comercialmente a través de síntesis química o biológica. Varios intentos se han 

hecho para producir zeaxantina a partir de bacterias no carotenogénicas y la 

cianobacteria Synechocystis (Albrecht et al., 1999; Lagarde et al., 2000). Las 

microalgas ofrecen una fuente comercial alternativa para zeaxantina con las 

ventajas de un crecimiento rápido y de bajo costo y la posibilidad de producción 

simultánea de otros compuestos valiosos. Varias estrategias se han utilizado para 

maximizar la producción de β-caroteno por unidad de tiempo y por volumen de 

cultivo (Borowitzka y Borowitzka, 1990; Ben-Amotz, 1995; García-González et 

al., 2003).  

Estas estrategias se basan en las observaciones de que las condiciones 

severas, tales como altas salinidades, los niveles de nutrientes bajs y altas 

temperaturas combinadas con alta irradiación, retardan el crecimiento y, al mismo 

tiempo, inducen la producción de β-caroteno en la célula. De hecho, cuanto mayor 

es la intensidad de estrés, más lenta será la tasa de crecimiento del alga y mayor es 

la cantidad total de la luz absorbida por la célula durante un ciclo de división. Esta 

situación puede conducir a una mayor acumulación de β-caroteno por célula. Sin 

embargo, estas condiciones al mismo tiempo disminuyen el número de células por 

unidad de volumen de cultivo al afectar la viabilidad celular. Ben-Amotz y Avron, 

(1983) mostraron que la salinidad y la irradiancia tienen un efecto aditivo o 

sinérgico sobre la carotenogénesis en D. bardawil. Por el contrario, la falta de 

nutrientes prolongada puede llevar a la alta mortalidad de las algas. 

Por lo tanto, se recomienda que el ajuste de la luz y la salinidad, 

probablemente son las mejores estrategias para lograr una producción óptima de β-

caroteno en cultivos masivos de D. salina (Marin et al., 1998). Además, el aumento 

de la salinidad puede inhibir el crecimiento de depredadores de Dunaliella y de 
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especies de Dunaliella no carotenogénicas que naturalmente habitan en estanques 

abiertos (Borowitzka y Borowitzka, 1990). Por el contrario, otros autores 

comentaron que la salinidad no tiene un claro efecto sobre la acumulación de β-

caroteno por célula (Gómez et al., 2003). La explicación de estos informes 

controversiales probablemente está relacionado con el hecho de que el efecto de la 

salinidad, al igual que otros factores que inducen a la producción β-caroteno en D. 

salina, es dependiente de la cepa. Chen y Chi (1981) propusieron un método de dos 

etapas para el cultivo de Dunaliella; en la primera etapa las células se cultivan en 

un medio rico en nutrientes y 18% de NaCl; luego se pasa a una segunda para la 

inducción de carotenoides, en la que el medio de cultivo es deficiente en nutriente 

y la concentración de sal es de aproximadamente 27%.  

Borowitzka y Borowitzka (1990) afirmaron que este procedimiento no era 

viable debido a que en la primera etapa hay menor salinidad y sería blanco de 

contaminación por protozoarios y depredadores y otras especies de  Dunaliella no 

carotenogénicas que puede conducir a una disminución rápida de la biomasa de 

algas. Por lo tanto, algunos autores propusieron un modo semi-continuo en el que 

las células se cultivan en estanques en un medio de salinidad intermedia 

(Borowitzka y Borowitzka, 1990). Ben-Amotz, (1995) propuso una nueva 

estrategia de crecimiento de D. salina en dos fases para la producción de β-caroteno. 

En este modo, las células se cultivaron en primer lugar en pequeños estanques de 

cría para alcanzar la biomasa óptima y luego eran transferidas a grandes estanques 

de producción y el medio se diluye mediante la adición de un medio deficiente en 

nitrato y/o mayor concentración de sal, aproximadamente un tercio para la 

inducción de carotenoides (Ben-Amotz, 1995; Hosseini Tafreshi y Shariati, 2006). 

Usando esta estrategia, se han reportado productividades de hasta 450 mg.m-2.día-1 

en la primera etapa y 300 mg.m-2.día-1 en la segunda etapa, en comparación con la 

productividad baja de 200 mg.m-2.día-1, utilizando un método de una sola etapa de 

cultivo (Ben-Amotz, 1995). 
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La técnica de la dilución en la inducción de carotenoides, está de acuerdo 

con el hecho, de que por encima de la intensidad de la luz y el estrés, un factor más 

importante para la carotenogénesis en D. salina es la densidad o el tiempo de 

permanencia de las células en los estanques (Grobbelaar, 1995). A mayor densidad, 

la cantidad de luz absorbida por una célula es baja (debido al efecto de sombreado) 

y por lo tanto el tiempo de residencia de la célula en estanques requeridos para 

alcanzar el contenido de β-caroteno máximo es más largo. En consecuencia, la 

optimización de la densidad en la que se obtendría mayor contenido de carotenoides 

es un paso importante tanto en estanques y fotobiorreactores. García-González et 

al., (2003) reportaron que los valores óptimos de la densidad de población, que 

producen la más alta tasa de producción de β-caroteno en régimen semicontinuo, 

tenían entre 0 y 7,9·106 células.ml-1 que era similar a los observados por Ben-Amotz 

(1995) en el modo de dos fases. Los parámetros de funcionamiento de los sistemas 

de cultivo como la velocidad de mezcla, la profundidad del cultivo, etc., también 

pueden afectar la velocidad de producción y serán considerados más adelante. 

Desde un punto de vista biotecnológico, es deseable aumentar la relación de 

9-cis a all-trans de β-caroteno en la célula porque el isómero 9-cis ha demostrado 

ser  mejor antioxidante y preventivo del cáncer (Chidambara Murthy et al., 2005). 

La información acerca de las condiciones que desencadenan la síntesis de 9-cis 

isómero, así como la acumulación de β-caroteno también es controversial. 

Estudios sobre D. bardawil han demostrado que la alta radiación (hasta 2000 

μ.E.m-2.s-1) favorece la acumulación del isómero 9-cis (Ben-Amotz et al., 1988). 

García-González et al., (2005) también encontró que un enfoque adecuado para la 

producción de alta calidad de β-caroteno con alto contenido del isómero 9-cis, es el 

cultivo de Dunaliella en fotobiorreactores tubulares cerrados, que tienen mayor 

iluminación en comparación a estanques. Por el contrario, otros autores observaron 

que la disminución de la intensidad de la luz podría promover una mayor proporción 

de 9-cis a all-trans en diferentes cepas de D. salina (Orset y Young, 2000). Gómez 

et al., (2003) encontró que la cepa de Chile CONC-007 de D. salina no aumentó la 
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relación del isómero 9-cis a all- trans cuando se cultiva en salinidades más altas. La 

exposición a baja temperatura en el rango de 10 - 15 °C también podría inducir la 

síntesis del isómero 9-cis de en D. bardawil (Ben-Amotz, 1996).  

En consecuencia, existe una gran variabilidad fisiológica en respuesta a 

diferentes factores de inducción de caroteno entre diferentes cepas de D. salina. La 

respuesta intrínseca de cada cepa a cada factor inductivo junto a las complejas 

interacciones entre diversas condiciones ambientales demuestra que no hay una 

única condición predecible para alcanzar el máximo contenido de carotenoide del 

isómero de 9-cis de β-caroteno por unidad de tiempo y por unidad de volumen. El 

procedimiento de optimización debe hacerse mediante pruebas de las mejores cepas 

y las estrategias más eficaces en condiciones óptimas. 

Recientemente, Mojaat et al., (2008) estudiaron los efectos de iones de Fe2+ 

y fuentes de carbono orgánico en el crecimiento y la carotenogénesis de Dunaliella 

salina. En su estudio, se observó un aumento significativo en el contenido de β-

caroteno por célula, con un valor máximo de la célula de 70 pg.célula-1 cuando el 

cultivo se suplementó con etilo y FeSO4. El enfoque podría ser un método 

alternativo para la producción de carotenoides por algas en fotobiorreactores 

después de la optimización. 

 

C) Ácido giberélico (AG3). 

Entre los compuestos químicos implicados en la respuesta de las plantas al 

estrés se encuentran las hormonas vegetales o fitohormonas. 

La fitohormona GA pertenece a una gran familia de diterpenoides 

tetracíclicos y están constituidas por un anillo giberelano (Figura 6). Desde su 

descubrimiento en la década de 1950, muchas variantes estructurales se han 

identificado en una variedad de plantas, hongos y bacterias. Hacia 1935 se utilizó 

por primera vez el término giberelina, cuando unos fitopatólogos japoneses 

descubrieron una sustancia producida por el hongo Gibberella fujikuroi que causa 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b124
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crecimiento excesivo de los tallos y brotes de la planta del arroz, provocando la 

enfermedad conocida como “bakanae”. A mediados de los años 50, se aisló a partir 

del filtrado secretado por el hongo, el compuesto inductor del crecimiento del tallo 

que se denominó ácido giberélico (giberelina A3 o AG3), (Hedden y Proebsting, 

1999; Talón, 2000). 

Sólo un número limitado de éstos, a saber, GA1, GA3, GA4, GA5, GA6 y GA7, 

se cree que tienen actividad biológica (Gottgens et al., 2009). En la mayoría de las 

especies de plantas, GA1 y GA4 son las formas primarias asociadas con la 

modulación del crecimiento y desarrollo; que son activos durante todo el ciclo de 

vida de la planta, incluyendo la germinación de las semillas, la elongación del 

hipocótilo, expansión de la hoja y la inducción floral (Gottgens et al., 2009). 

Aunque suministro exógeno de AG y los experimentos de injerto han demostrado 

que tanto el AG bioactivo y algunos de sus precursores pueden ser trasladados a 

través de largas distancias dentro de la planta.  
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Figura 6. Estructura básica de los AGS, están constituidas por un anillo 

giberelano, algunos de los cuales poseen actividad hormonal (AG3) (Talón, 

2000). 

 

2.7. Sistemas de Cultivo 

El cultivo en masa de microalgas se han desarrollado en diversos tipos de 

sistemas, que incluyen grandes estanques abiertos, estanques circulares, estanques 

de rodadura, estanques en cascada, tanques, fermentadores heterótrofos y varios 

tipos de fotobiorreactores cerrados (Borowitzka, 1999; Pulz, 2001). Las 

propiedades intrínsecas de las algas son uno de los factores más importantes a 
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considerar para la selección de un sistema de cultivo práctico. Dunaliella, al igual 

que otras dos microalgas usadas comercialmente, Chlorella y Spirulina; pueden 

crecer bien en un medio altamente selectivo y por lo tanto pueden ser fácilmente 

cultivadas a altas concentraciones de sal en los estanques al aire libre (Borowitzka 

y Borowitzka 1988a) .Cultivos superintensivos de Dunaliella se han desarrollado 

en diversos tipos de fotobiorreactores (Ben-Amotz, 1993; Su et al., 2003). En 

comparación con estanques abiertos, tales sistemas son mucho más asépticos y 

producen una mayor biomasa y mayor concentración de carotenoides. 

 

A) Fotobiorreactores 

Un fotobiorreactor es un dispositivo técnico cerrado diseñado para producir 

microorganismos fotosintéticos en colaboración con los requerimientos óptimos de 

luz, mezclado, transferencia masa y calor (Pulz, 2001). Se refiere a un sistema 

cerrado, ya que este se encuentra asilado del medio ambiente sin intercambio de 

gases y fuentes de contaminación externas. Los FBR presentan mayores ventajas 

que los sistemas cerrados siendo el control de  las condiciones de cultivo la de 

mayor importancia. Considerando también los factores económicos, los FBR son 

hoy en día reconocidos por su alta producción de biomasa y bajo costo comparados 

a los sistemas abiertos (Chisti, 2007).  

El crecimiento de las algas en un fotobiorreactor reduce el riesgo de 

contaminación, mejora la reproducibilidad de las condiciones de cultivo, brinda un 

mayor control de las condiciones hidrodinámicas y temperatura, además de permitir 

un diseño técnico apropiado (Singh y Sharma, 2012). Este diseño puede ser plano 

o tubular y adoptar una gran variedad de configuraciones y modos de operación, 

además de ofrecer una mayor productividad y calidad de la biomasa generada. Sin 

embargo, a pesar de la viabilidad de los FBR, los cuales han estado bajo condiciones 

de desarrollo durante la década pasada, sólo algunos pueden ser utilizados para la 

producción de biomasa y metabolitos de interés.  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b32
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b32
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b163
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Los fotobiorreactores industriales son excelentes sistemas para controlar 

múltiples parámetros del cultivo y por lo tanto para el cultivo de microorganismos 

fotosintéticos, como las células de microalgas, cianobacterias y vegetales. La 

biomasa de microalgas obtenida de esta manera se puede procesar para producir 

productos valiosos de tipo nutracéuticos tales como ácidos grasos poliinsaturados y 

carotenoides, así como productos químicos especiales tales como los compuestos 

radiomarcados, o alternativamente como alimento en las industrias acuícolas. 

Generalmente, se utilizan tres diseños básicos de estos sistemas cerrados 

desarrollados para el cultivo comercial de microalga: biorreactores de tipo panel 

delgado, fotobiorreactores tubulares y configuraciones inmovilizadas ultrafinos 

(Borowitzka, 1996, 1999; Tredici y Zitelli, 1997; Pulz, 2001).  

Todos estos reactores tienen como fin distribuir la cantidad de luz y 

nutrientes de manera uniforme a cada célula y mejora el intercambio de gases con 

una mezcla óptima del medio y la reducción de la trayectoria de la luz. Otras 

consideraciones importantes son el control de los parámetros de crecimiento. Por 

lo tanto, la optimización de estos procesos es una necesidad para optimizar la 

productividad de Dunaliella. En fotobiorreactores cerrados el pH, oxígeno disuelto, 

temperatura e intensidad de luz son controlados (Li et al., 2002; Su et al., 2003). 

Recientemente, Zhu Jiang (2008); diseñó y optimizó un fotobiorreactor helicoidal 

tubular con un volumen de 10 L para el cultivo de Dunaliella salina. 

 

Fotobiorreactor tipo Panel 

Son fotobiorreactores tipo pantalla delgada (flat panel) que tienen la gran 

ventaja de permitir un mayor paso de luz (Figura 7), sus características son: 

 El paso óptico se puede hacer tan delgado como se quiera. 

 Es posible escalar el FBR incrementando su longitud, sin modificar la 

altura de líquido ni el paso óptimo. 

 Pueden construirse de manera muy sencilla y económica: es suficiente 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b29
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b177
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b144
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b108
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b163
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b192
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un bastidor y un recubrimiento plástico. 

 Se pueden construir inclinados y es posible orientarlos hacia el sol, para 

maximizar así la captación de luz y con ello la productividad. 

En la práctica no es fácil construir fotobiorreactores planos demasiado 

largos por la dificultad que tiene esta geometría para soportar la presión 

hidrostática. Además, pese a que pueden inclinarse, siguen siendo dispositivos 

verticales (dependen del burbujeo). 

 

 

Figura 7. Fotobiorreactor tipo panel (Fuente: Ami Ben-Amotz et al., 

2009) 

 

Fotobiorreactor tubular 

Los fotobiorreactores tubulares son fáciles de construir ya que su forma 

cilíndrica ayuda a distribuir la luz y soporta bien la presión en la base (Figura 8). 

Son dispositivos sencillos ya que el burbujeo proporciona la mezcla del sistema que 
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permite la retirada del O2 y el aporte de CO2 que se puede mezclar con la corriente 

de aireación. Lleva recirculación interna con el objeto de mejorar el flujo y 

prolongar el contacto de los gases, mejorando así la transferencia de materia. Su 

principal problema es el escalado.  

Es difícil construirlas de gran volumen ya que al aumentar el diámetro se 

aumenta muy deprisa la proporción de volumen oscuro, disminuyendo la 

productividad. Tampoco es posible hacerlas muy altas ya que la presión en la base 

dificulta el burbujeo y causa estrés hidrodinámico. Por su posición vertical, 

tampoco son buenas captadoras de luz, especialmente a mediodía, que es 

precisamente cuando la radiación solar es máxima. Es difícil construir columnas 

inclinadas ya que pierden muchas de sus ventajas. 

 

 

Figura 8. Fotobiorreactor tubular. (Fuente: Ami Ben-Amotz et al., 2009) 

 

Existen diversos factores que influyen ampliamente en el cultivo de 

microalgas y determinan el diseño del reactor a emplear. La baja densidad celular 
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origina varios inconvenientes, incluyendo baja productividad, fácil contaminación, 

costosa recuperación del producto de medios diluidos y dificultad para el control 

de la temperatura en los sistemas de cultivo cerrados. Estos inconvenientes 

estimularon el desarrollo de fotobiorreactores construidos con materiales 

transparentes como vidrio y policarbonato, entre otros materiales. Los primeros 

FBR fueron propuestos por Gudin y Chaumont (1983), Pirt y col. (1983), y Torzillo 

y col. (1986). En la última década los fotobiorreactores tubulares y de placas planas 

han recibido mucha atención ya que permiten establecer cultivos de alta densidad 

celular, tres o más veces en comparación con los sistemas convencionales. En 

seguida se enlistan las principales ventajas que ofrecen este tipo de cultivo de 

microalgas: 

1. Facilidad para cosechar la biomasa. 

2. Mantenimiento del cultivo sin contaminación. 

3. Mejor control de las condiciones de cultivo. 

4. Menor inversión de capital en el fotobiorreactor. 

Este último factor es un elemento importante en el costo de producción de 

metabolitos secundarios de microalgas. Actualmente existen diversos tipos de 

fotobiorreactores disponibles, entre los cuales se encuentran las columnas de 

burbujeo, los reactores air-lift y los tanques agitados, así como los de tipo tubular y 

cónico. Los FBR son generalmente categorizados de acuerdo a su estructura y su 

producción de biomasa, de los cuales los tubulares, los de superficie plana (panel) 

y las columnas verticales son los más comunes. 

Los fotobiorreactores de tipo tubular son el diseño más sustentable para 

temas cerrados tienen un gran área de iluminación con una buena tasa de producción 

de biomasa y son relativamente económicos puesto que son construidos en vidrio o 

plástico (Pulz, 2001; Ugwu y col., 2008). El diseño de tipo panel, son generalmente 

construidos con materiales transparentes con la finalidad de maximizar el empleo 

de la luz solar. Este diseño permite una mejor trayectoria incidente de la luz en el 

cultivo facilitando los ciclos de luz-oscuridad, aumentando la producción de 
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biomasa y otros compuestos en las microalgas. También permite una buena 

inmovilización de las microalgas y una sustentable utilización de la energía, además 

de un fácil mantenimiento y limpieza (Reyna-Velarde et al., 2010).  

Los diseños de tipo tubular vertical son compactos, económicos y fáciles de 

operar, lo que los hace factibles al escalamiento (Ugwu et al., 2008). Otro diseño 

de fotobiorreactores que cuenta con una amplia superficie de iluminación es el 

denominado flat-panel o fotobiorreactor de superficie plana. 

 

B) Otros sistemas de cultivo 

Hoy en día, los sistemas comerciales más comunes para el cultivo masivo 

de Dunaliella son estanques al aire libre (Borowitzka, 1999). Las plantas de 

producción de Dunaliella se encuentran en áreas con un clima cálido y seco, con 

nubosidad mínima y comúnmente situado en, o cerca de una fuente adecuada de 

salmuera. Estos sitios también deben estar alejados de la contaminación que afecta 

a la calidad o cantidad de crecimiento celular o de los productos finales. Hay dos 

tipos principales de sistemas al aire libre actualmente utilizados para el cultivo de 

esta alga: primero, grandes estanques de hasta 250 hectáreas, como los que se 

encuentran en Australia (Borowitzka y Borowitzka, 1990).  

La empresa Betatene Ltd (ahora Henkel-Cognis) y Western Biotechnology 

Ltd fueron las primeras empresas australianas que cultivaron Dunaliella salina para 

la producción de β-caroteno en 1986, utilizando el modo extensivo. Henkel-Cognis, 

el mayor productor de D. salina en el mundo, construyó un gran estanque de algas 

en Whyalla, Australia del Sur, con una profundidad de aproximadamente 20 cm por 

la modificación de un lago de sal natural. Western Biotech también construyó un 

estanque en el rio Hutt que fue tomada hace poco por Cognis (Curtain, 2000).  

Ambos sitios se basan en que los lagos de sal naturales ya tenían las 

poblaciones naturales densas de D. salina. De manera típica, las algas se cultivan a 

altas salinidades que se producen en estos lagos naturales saturados de sal. Para 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b30
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b35
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controlar la salinidad, el agua de mar con menor concentración de sal se bombea 

desde el sitio hacia la laguna y luego se añaden cantidades apropiadas de nutrientes 

para un crecimiento óptimo. Después de que los estanques alcancen el contenido 

apropiado de β-caroteno el cultivo se transfiere entonces a la planta de la cosecha 

en la orilla y se devuelve el medio restante a los estanques (Borowitzka, 1990). 

Alternativamente, el estanque se agita con rueda de paletas utilizado en 

varias áreas del mundo (Ben-Amotz y Avron, 1990; Ben-Amotz, 1995). (Figura 9). 

Los estanques generalmente se construyen con ladrillo, hormigón, tierra o fibra de 

vidrio con una superficie de aproximadamente 1000 a 4000 m2. El CO2
 gaseoso se 

utiliza generalmente para proporcionar fuente de carbono inorgánico y para 

controlar el pH. Los detalles de estos sistemas y sus consideraciones técnicas se 

pueden encontrar en Oswald (1988); Ben-Amotz y Avron (1989). 

 

 

Figura 9. Sistema abierto de cultivo que muestra una estanque con rueda 

de paletas (Ami Ben-Amotz et al., 2009). 

 

El cultivo al aire libre se puede operar ya sea en lotes o modos semi-

continuos. La mezcla de los cultivos tiene varias ventajas. Se puede prevenir con 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b19
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b11
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b135
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
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eficacia la sedimentación celular y la estratificación térmica y ayudar a la 

distribución de nutrientes y la eliminación de exceso de oxígeno. La mezcla del 

cultivo reduce el fotodaño (fotoinhibición) generalmente causada por la exposición 

de las algas a altas intensidades y concentraciones de oxígeno disuelto. 

Los parámetros que afectan a las productividades de las algas en estanques, 

son la tasa de mezcla, la profundidad del cultivo, tamaño del inóculo, etc. estos 

deben ser optimizados en cualquier caso porque el resultado puede ser variable de 

una condición experimental a otro. Por ejemplo, Ben-Amotz (1999), comentó que 

una velocidad media lineal de al menos 15 cm.s-1 en la velocidad del flujo es más 

eficiente, mientras que, estudios reportados por García-González et al., (2003) 

muestra las más altas productividades en estanques de 3 m2 a una velocidad de 

mezcla de 55 cm.s-1. La profundidad del cultivo es otro factor importante. Ben-

Amotz y Avron, (1989a) encontraron que no hay diferencia entre las 

productividades de D. bardawil en pequeños estanques en profundidades que varían 

de 5 a 30 cm porque la luz es totalmente absorbida por las células en menos de 5 

cm. 

En cultivos extensivos a gran escala de Dunaliella se logra una típica 

concentración de 0,1 a 1,0 mg.L-1 de β-caroteno y una productividad de 

aproximadamente 0,05 a 0,1g de Dunaliella salina por m-2.día-1, con una máxima 

productividad de β-caroteno de 10 mg.m-2.día-1. En comparación los cultivos 

intensivos en estanques con ruedas de paletas presentan una concentración de β-

caroteno de 10 a 20 mg.L-1, y de 5,10 g de Dunaliella por m-2.día-1.m-2 y una 

productividad máxima de β-caroteno de 400 a 750 mg.m-2.día-1 (Ben- Amotz, 1993, 

1995).  

La selección de una producción extensiva vs. producción intensiva de 

cultivo depende en última instancia de los costos de la tierra y el agua, así como las 

condiciones climáticas de la zona. Por ejemplo, en Australia, los costos de la tierra 

son baratos y el agua marina es gratuita, la irradiación solar está cerca de un nivel 

óptimo de casi todo el año y por lo tanto las empresas como Henkel-Cognis cultivan 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b13
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b64
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b10
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Dunaliella en grandes extensiones, con una capacidad total de 800 ha. Aunque la 

productividad es más baja en comparación con los sistemas en el modo intensivo, 

el proceso es económicamente más atractivo para la compañía porque tiene un 

método de cosecha eficaz y barato para procesar grandes volúmenes de salmuera 

(Borowitzka, 1990).  

Por otra parte, otros productores como los de EE.UU. utilizan el modo 

intensivo de cultivo para lograr mayores densidades celulares debido a que los 

costos de la preparación de la tierra y el sitio en una región son significativamente 

más altas (Borowitzka, 1999). 

 

2.8. Aspectos claves en el diseño de un FBR 

A) Distribución de la luz 

En cultivos de microorganismos fotoautótrofos la disponibilidad de luz 

determina la velocidad específica a la que se realiza la fotosíntesis y, como 

consecuencia, determina también la tasa específica de crecimiento. Sin embargo, 

en todos los sistemas de cultivo, las células más cercanas a la superficie iluminada 

impiden la penetración de la luz hacia el seno del medio de cultivo y producen un 

efecto de sombreado sobre las células más alejadas de la superficie. En algunos 

cultivos se ha estimado que la luz penetra solo de 1 a 2 cm más allá de la superficie, 

de manera que la zona fótica representa sólo una pequeña fracción (10 – 30 %) del 

volumen total del cultivo. Debido a que el medio de cultivo está en constante 

movimiento, las células sólo son expuestas por breves instantes a la luz en ciclos 

que pueden durar desde milisegundos a unas cuantas décimas de segundo. En 

condiciones reales el factor que determina la actividad fotosintética es la cantidad 

de energía disponible para cada célula individual, más que la cantidad de energía 

luminosa incidente (Lu y Vonshak, 1999; Fernandes y col., 2010).  

Los parámetros que pueden considerarse básicos para describir la 

disponibilidad de energía bajo una iluminación intermitente son dos, la relación de 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b30
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los periodos luz/oscuridad (L/O) y la frecuencia de los ciclos L/O. Estos establecen 

en gran medida el régimen de iluminación, el cual es un indicador de la 

disponibilidad de luz para una célula individual. 

La trayectoria de la luz es la distancia transversal que debe recorrer un fotón 

para pasar a través de un fotobiorreactor (Richmond, 1986), concepto que se ilustra 

en la Figura 10. Su magnitud es determinada por diferentes medidas en los 

diferentes tipos de reactores. Así, la trayectoria de la luz es determinada por la 

profundidad de líquido en un reactor de tipo carrusel, por la separación entre las 

placas en un reactor de placas (horizontal o vertical) o por el diámetro del tubo en 

un reactor tubular.  

Las rutas luminosas que mejores resultados han dado en diferentes 

fotobiorreactores están entre 2,6 y 3,0 cm, sin embargo, en cultivos de alta densidad 

celular, una trayectoria de la luz de 1 cm aumenta la probabilidad de que las células 

en promedio estén expuestas a un régimen de iluminación óptimo (Javanmardian y 

Palsson, 1991). En virtud de lo anterior, actualmente no es recomendable utilizar 

rutas luminosas de más de 10 cm en ningún tipo de fotobiorreactor. 

 

 

Figura 10. Ilustración de la trayectoria de la luz y de los ciclos luz oscuridad 

(Contreras-Flores y col., 2003) 
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B) Mezclado 

El mezclado en fotobiorreactores es conocido como un factor de 

mejoramiento de la producción de biomasa (Lou y Al-Dahhan, 2004). El mezclado 

juega un rol importante en el aseguramiento de la distribución de la intensidad de 

luz, una suficiente transferencia gaseosa de CO2 y en el mantenimiento uniforme 

de pH (Kommareddy y Anderson, 2003). 

Un correcto mezclado favorece el intercambio gaseoso, evita la 

sedimentación celular, la formación de gradientes de las condiciones ambientales y 

de la concentración de nutrientes; pero su función principal es permitir que todas 

las células puedan acceder a las zonas iluminadas en un fotobiorreactor. El 

mezclado puede inducirse de muy diversas formas; sin embargo, los FBR del tipo 

air-lift se usan comúnmente por su sencillez y porque pueden diseñarse para inducir 

un esfuerzo de corte pequeño que no cause daño mecánico a las células (Chisti y et 

al., 2007).  

La fragilidad celular es con frecuencia un factor que limita la intensidad de 

mezclado que puede aplicarse a un cultivo. En virtud de que la fragilidad celular y 

las características fotosintéticas, entre otros factores, pueden variar de cepa a cepa, 

los niveles óptimos de mezclado dependerán de cada cepa cultivada. 

 

C) Inyección del gas 

La introducción de CO2 por medio del burbujeo dentro del FBR deber ser 

considerada dentro del diseño. La inyección de CO2, se refiere al proceso mediante 

el cual este gas es suministrado artificialmente al FBR. Varios estudios han 

demostrado que una aireación rica en CO2 provee este gas en mayor cantidad a las 

microalgas, lo que desoxigena el medio y evita la fotooxidación. Sin embargo, 

desde un punto de vista económico, una velocidad de aireación mayor conlleva 

mayores costos de producción, por lo cual hace costoso el escalamiento (Zhang y 

col., 2002). Por otra parte, se ha estudiado la concentración óptima de CO2 para la 
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producción de microalgas en fotobiorreactores, mostrando que el uso de aire 

enriquecido con 5 o 10 % (v/v) es efectivo para el cultivo de biomasa. En reactores 

de superficie plana (flat-panel), una velocidad de aireación de 0,05 vvm ha 

resultado suficiente para el mejoramiento del mezclado y la transferencia gaseosa 

(Sierra et al., 2008). 

 

2.9. Recomendaciones para el diseño de un FBR 

Para el diseño de un fotobiorreactor en el que se desee una óptima 

producción de biomasa es necesario tomar en cuenta los siguientes aspectos: 

1. La trayectoria de la luz debe ser pequeña (no mayor a 2,5 cm). 

2. Mantener una alta densidad celular (> 8 a 15 gramos de biomasa por 

litro de cultivo). 

3. Un mezclado vigoroso para asegurar ciclos L/O de alta frecuencia. 

4. Evitar inhibición del crecimiento por acumulación de O2. 

5. Mantener temperatura y pH óptimos. 

La luz es uno de los factores más importantes que limitan la productividad 

de los cultivos de microalgas. Sin embargo, algunas microalgas son capaces de 

crecer tanto en condiciones de fototrófia como en mixotrófia y heterotrófia. 

Las fuentes de carbono orgánico más comúnmente citadas son el etanol, el 

acetato y la glucosa. Se ha reportado que Haematococcus pluvialis puede sintetizar 

astaxantina en heterotrófia y mixotrófia utilizando acetato de sodio como fuente de 

carbono, en ambos casos la concentración del pigmento es mayor a la obtenida en 

condiciones de fotoautotrófia, debido en parte a que el acetato promueve la 

obtención de mayores concentraciones celulares (Ip y Chen, 2005). También se ha 

estudiado la producción de α-tocoferol con Euglena gracilis usando etanol como 

sustrato, en donde la producción del antioxidante aumentó hasta 2,9 veces con 

relación a lo obtenido en fotoautotrófia (Ogbonna y Tanaka, 2000). 
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La investigación acerca de la capacidad de las microalgas para utilizar 

diferentes fuentes de carbono orgánico es importante, debido a que permitiría el 

cultivo de microalgas en biorreactores más convencionales (air-lift o de columna 

aireada por ejemplo), en los que el aprovechamiento óptimo de la energía luminosa 

no es factible ya sea técnica o económicamente; sin embargo éste es un campo de 

la biotecnología de microalgas que se encuentra en su desarrollo inicial. 

 

2.10. Producción de compuestos de alto valor agregado 

Las microalgas han sido reconocidas como fuentes de compuestos químicos 

de alto valor agregado como vitaminas, ficobiliproteínas, pigmentos, ácidos grasos 

esenciales, etc. Varios de estos productos son obtenidos comercialmente en 

sistemas en carrusel o en lagunas abiertas. Ejemplos de éstos son la producción de 

ficobiliproteínas y biomasa por Spirulina sp. en países como los Estados Unidos, 

India, China y Cuba, la producción de β-caroteno utilizando Dunaliella sp. en Israel 

y Australia (Lorenz y Cysewski, 2000) o la producción de α-tocoferol por Euglena 

gracilis. La producción comercial de astaxantina utilizando Haematococcus 

pluvialis se lleva a cabo en dos fases, una de crecimiento y otra de producción del 

pigmento.  

Una empresa en Hawái (Aquaserch, Inc) ocupa lagunas abiertas para la 

producción de la biomasa, y reactores tubulares para la inducción de la síntesis del 

pigmento, mientras que en Suecia otra empresa utiliza fotobiorreactores iluminados 

artificialmente en ambas fases (Olaizola, 2000). Por otra parte, el uso potencial de 

las microalgas en la producción de biodiesel a partir de los lípidos derivados del 

cultivo de microalgas ha sido ampliamente estudiado, sin embargo el proceso de 

producción es costoso. Se ha logrado disminuir los costos de producción con el 

empleo de cultivos mixotróficos obteniendo altas concentraciones de ácidos grasos 

en Chlorella vulgaris y Tetraselmis (Day y Tsavalos, 1996; Liang y col., 2009). 

 La producción de estas sustancias a partir de microalgas es costosa, pero se 
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justifica debido a la mayor aceptación del consumidor por productos naturales en 

lugar de productos obtenidos por síntesis química. El nicho comercial de productos 

derivados de microalgas y cianobacterias es altamente cambiante y depende de las 

regulaciones aplicadas por las agencias de protección al consumidor a los productos 

sintetizados convencionalmente y al uso final de estos productos, que en varios 

casos no está aún muy extendido y continúa siendo diversificado (ficobiliproteínas) 

o bien tienen usos regionales, como por ejemplo en la acuicultura del salmón 

(astaxantina) (Cysewski, 2004). No obstante, el empleo de fotobiorreactores 

modernos, sin duda será una contribución importante para reducir el costo de 

producción de estos compuestos y hacer más competitiva su obtención mediante la 

utilización de microalgas. 

Desafortunadamente, a pesar de que en los sistemas cerrados se obtiene una 

mayor concentración de biomasa y un mejor control de los parámetros del cultivo, 

así como todos los demás aspectos beneficiosos, como la reducción del riesgo de 

contaminación, la reducción de pérdidas de CO2, diseño técnico flexible y 

condiciones de cultivo reproducibles, hasta hace poco los datos indicaron que la 

productividad volumétrica y coste de producción en estos sistemas no son mejores 

que los que pueden obtenerse en estanques abiertos (Lee, 2001). En comparación 

con estanques abiertos, el diseño de fotobiorreactores es más complejo, costoso y 

difícil de ampliar. Sin embargo, para aplicaciones futuras, los estanques abiertos 

para la producción a gran escala parecen tener un menor potencial innovador que 

los fotobiorreactores (Pulz, 2001). 

 

Aplicaciones 

Aunque la producción de carotenoides es la principal aplicación de 

Dunaliella, se han propuesto una serie de otras aplicaciones y practicado para otras 

especies de este género. Estos se elaboran en la siguiente tabla (véase también el 

resumen en la Tabla 2). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b101
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b144
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#t1
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Tabla 2. Aplicaciones propuestas para especies de Dunaliella por diferentes 

autores. 

Especies Aplicación propuesta Referencias 

Dunaliella 

spp. 

Fuente de biocombustible 

glicerol-líquido 

 

Ben-Amotz y Avron (1980); Ginzburg 

y Ginzburg (1993); Grizeau y 

Navarro(1986); Tsukahara y Sawayama 

(2005) 

Extracción de metales 

pesados, tratamiento de 

aguas residuales 

Takimura et al. (1996); Thakur y 

Kumar (1999); Hirata et al. (2001); 

Tsuji et al.(2002) 

Alimentos y suplementos Kay (1991) 

D. salina 

Fuente de carotenoides, 

vitaminas y antioxidantes 

Chidambara Murthy et al. (2005); 

Milko (1963) 

Fuente de PUFA (ω 3 

ácidos grasos 

poliinsaturados) 

Abd El-Bakú et al. (2004) 

Reactores Biológicos Geng et al. (2003) 

Proteínas unicelulares 

(SCP), minerales 
Supamattaya et al. (2005) 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b14
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b501
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b501
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b73
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b73
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b505
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b505
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b170
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b175
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b175
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b503
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b178
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b504
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b45
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b121
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b2
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b66
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b167
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2.11. Perspectivas  

Los nuevos conocimientos sobre los efectos cancerígenos de β-caroteno 

sintético y en particular de las propiedades beneficiosas de β-caroteno natural de 

Dunaliella para mejorar la función del cuerpo humano promoverá la demanda del 

producto natural. Esto dará lugar a un mayor desarrollo de los fabricantes 

comerciales tradicionales y es probable atraer a nuevos productores en el cultivo 

Dunaliella para la producción de β-caroteno y otros fines biotecnológicos. Nuevas 

plantas piloto están en fase de desarrollo en la India, Chile, México, Cuba, Irán, 

Taiwán, Kuwait y Japón. La capacidad de inducir, modificar y ampliar Dunaliella 

para producir una serie de carotenoides poco comunes de alto valor nutricional y 

médica, como fitoeno y fitoflueno, también abre un nuevo campo en el área de 

biotecnología de Dunaliella.  

Enzimas Ben-Amotz y Avron (1990) 

D. tertiolecta 

Minerales Fábregas y Herrero (1984) 

Indicadores ecológicos Hall y Golding (1998) 

Fuente de compuestos 

bioactivos 
Borowitzka (1995) 

D.primolecta 
Fuente de sustancias 

antibióticas 
Chang et al. (1993) 

D. viridis 
Fuente de carotenoides 

oxigenados 
Moulton y Burford (1990) 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b19
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b59
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b502
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b28
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b41
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x/full#b128
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El cultivo de Dunaliella en fotobiorreactores en diversos modos de cultivos 

autótrofos, heterótrofos y mixotróficos, así como en sistemas de dos fases son otros 

enfoques prometedores que requieren un mayor desarrollo para que sean más 

competitivos económicamente en el futuro. 

La explotación de los enfoques fiables para la transformación genética y la 

ingeniería metabólica de Dunaliella combinada con su uso como una fuente 

biológica para la producción de proteínas alto valor como vacunas, antibióticos y 

enzimas; que bajo consideración de varios grupos de investigación podría abrir una 

nueva faceta interesante de la biotecnología de microalgas en el futuro. Por último, 

parece que las enormes potencialidades de las diferentes especies de esta alga para 

su explotación en varias áreas biotecnológicas, como los programas de manejo de 

aguas residuales, el diseño de biosensores, producción de nuevas sustancias 

antibióticas y producción de biocombustibles harán que Dunaliella sea un tema 

principal para muchos investigaciones en el futuro. 
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. TIPO DE INVESTIGACIÓN  

El tipo de estudio corresponde a una investigación experimental por la 

manipulación de variables de interés (causa – efecto) y longitudinal prospectiva por 

las evaluaciones periódicas realizadas. 

 

3.2. LUGAR DE EJECUCIÓN 

Los cultivos de la microalga Dunaliella salina se llevaron a cabo en las 

instalaciones del laboratorio H-303 de la Universidad Católica de Santa María y 

posteriormente en el laboratorio del área de Biología Acuática de la Escuela 

Profesional y Académica de Biología de la Universidad Nacional de San Agustín. 

El estudio se realizó en dos fases; la primera fase, para la obtención de la mayor 

cantidad de biomasa de Dunaliella salina a condiciones de laboratorio y la segunda 

fase fue exclusivamente para inducción de la producción de β-caroteno usando 

como inductor el AG3 en condiciones ambientales (condiciones estresantes). 

 

3.3. MATERIALES 

Para la ejecución del trabajo se utilizó material biológico, químico, equipos, 

entre otros, que a continuación se detalla: 

A) Equipos:  

 Fotobiorreactores en panel de 4000 mL. 

 Fotobiorreactores tubulares de 2000 mL. 

 Centrífuga 10000 rpm. 
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 Espectrofotómetro UV/Visible. 

 Microscopio óptico con objetivo de 100X.  

 

B) Material de vidrio:  

 Botellas de vidrio 250, 500 y 1000ml (Marca Boeco).  

 Pipetas de 2 y 10ml, (Kyntel).  

 Vasos de precipitado de 500ml (Kyntel). 

 Pipeta de 10 ml, (Kyntel). 

 Pipeta de 1 ml, (Boeco). 

 Tubos de ensayo, 12x75 mL borosilicato (Giardino).  

 Probeta de 250 ml, (Kyntel). 

 Probeta de 500 ml, (Kyntel). 

 Matraz de 1000 mL.  

 Embudo de vidrio. 

 Tubos de ensayo de 75x100 mL. 

 Porta objetos y cubre objetos. 

 Probetas de 100 mL, 250 mL y 500 mL. 
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C) Reactivos:  

 NaCl, KNO3, NaH2PO4·2H2O, EDTA·Na2, FeCl3·6H2O, CuSO4·5H2O, 

l2·6H2O, MnCl2·4H2O, Na2MoO4·2H2O, cianocobalamina cristalina 

(B12), tiamina clorhídrica (B1), biotina cristalina. 

 

D) Biológico: 

 Microalga Dunaliella salina procendente del laboratorio de Biología 

marina de la Escuela profesional de Biología de la Universidad Nacional 

de San Agustín de Arequipa. 

 

E) Otros Materiales:  

 Gradilla para 48 tubos de ensayo. 

 Aireadores de 5 Watts. 

 Mangueras. 

 Llaves de paso para flujo de aire. 

 

3.4. MÉTODOS 

3.4.1. Obtención de muestras de Dunaliella salina  

La Cepa aislada y plenamente identificada de Dunaliella salina fue 

proporcionada por el laboratorio de Biología marina de la Escuela profesional de 

Biología de la Universidad Nacional de San Agustín de Arequipa. 

 

3.4.2. Cultivo de Dunaliella salina para la obtención de biomasa como inóculo 

La obtención de biomasa de Dunaliella salina para inóculo se realizó usando 

escalonadamente fotobiorreactores de 250, 500 y 1000 mL. El cultivo se realizó 
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bajo condiciones de laboratorio en cámara de cultivo (26 °C, pH 8, iluminación de 

100 μE.m2.s-1, 5 % de CO2) y fotoperiodo largo (16 hrs. de luz y 8 hrs. de oscuridad).  

Para su propagación se utilizó el medio de cultivo de Guillard (Guillard, 

1975) el cual presenta por litro de agua de mar: 37 g de NaCl; 75 mg de KNO3; 5,65 

mg de NaH2PO4·2H2O; 4,360 mg EDTA·Na2; 3,150 mg FeCl3·6H2O; 0,010 mg 

CuSO4·5H2O; 0,022 mg ZnSO4·7H2O; 0,010 mg CoCl2·6H2O; 0,180 mg 

MnCl2·4H2O; 0,006 mg Na2MoO4·2H2O. El medio de cultivo fue ajustado a pH 8 

y esterilizado a 120 °C y 15 Lb de presión durante 15 min. 

 

3.4.3. Construcción del fotobiorreactor tubular y panel con aireación air 

lift, para el cultivo de Dunaliella salina. 

Para el cultivo de Dunaliella salina se construyó dos tipos de 

fotobiorreactores tubular y de panel. 

El fotobiorreactor tuvo una altura de 26 cm, diámetro interno de 10 cm y un 

volumen total de 2042 mL. Este fotobiorreactor estuvo provisto de una tapa rosca, 

un aireador (conducto para el ingreso de aire y CO2), un desgasificador y una malla 

de acero con poros de 3 mm ubicada a una distancia de 3 cm de su base como se 

muestra en el siguiente diagrama (Figura 11). 

La superficie (Si) del fotobiorreactor tubular expuesta a la luz se calculó 

mediante la ecuación: 

 

𝐴𝑠𝑡 =  2𝜋 × 𝑟 × ℎ𝑡 

Dónde:  

Ast: Área superfície iluminada (m2) 

r: radio del fotobiorreactor tubular(m) 



56 
 

ht: altura del fotobiorreactor tubular (m) 

 

Figura 11. Esquema del fotobiorreactor tubular que muestra la adición de un 

mezclador (placa con poros). 

 

Así mismo se construyeron fotobiorreactores tipo panel air-lift de material 

vidrio de 4050 mL de volumen total, con una altura de 45 cm, 30 cm de ancho y 3 

cm de espesor. Estos fotobiorreactores presentaron una tapa impermeable, un 

aireador (conducto para el ingreso de aire y CO2) un desgasificador, un orificio para 

el ingreso del medio de cultivo, 5 divisiones horizontales intercaladas (Listones de 

material vidrio) y una división  vertical ubicada hacia un lado del panel como se 

muestra en el siguiente diagrama (Figura 12).  

La superficie (Si) del fotobiorreactor tubular expuesta a la luz se calculó 

mediante la ecuación:  
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𝐴𝑠𝑝 =  𝑎 × ℎ𝑝 

Dónde:  

Asp: Área superficial iluminada del fotobiorreactor tipo panel 

(m2) 

a: ancho del fotobiorreactor tipo panel (m) 

hp: altura del fotobiorreactor tipo panel (m) 

 

Figura 12. Esquema de fotobiorreactor tipo panel air-lift que muestra 

separadores horizontales (deflectores) para mejorar la circulación. 

 

Los fotobiorreactores tubular y panel antes de su uso fueron lavados y 

esterilizados con lejía al 5% y alcohol al 70%. Cada fotobiorreactor fue llenado al 

90% de su volumen con medio de cultivo y 10% de inóculo de la microalga. La 
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aireación de los fotobiorreactores se realizó mediante una bomba de aire, modelo 

ACQ-001; Electromagnetic Air Compress, de la empresa BOYU. La 

suplementación CO2 se realizó mediante un balón de CO2 de 3 Kg de capacidad. 

 

3.4.4. Evaluación del crecimiento de Dunaliella salina bajo condiciones de 

fotobiorreactores tubular y panel con aireación air-lift previa a la fase 

de inducción de β-caroteno. 

A) Recuento celular y cinética del crecimiento 

El crecimiento de Dunaliella salina se evaluó cada 24 horas mediante 

recuento en cámara de Neubauer y microscopio óptico a 10X. Para lo cual se tomó 

1 mL de cada unidad experimental a la cual se le añadió 9 mL de agua destilada 

(dilución 1:10) en tubos de ensayo y se fijó en lugol. El recuento de cada muestra 

se realizó por conteo de 4 campos de la cámara de Neubauer, a la sumatoria de los 

campos se multiplicó por 16 (total de campos) y por 10, por ser la dilución utilizada 

(Serrano B. et al, 2011). El registro se dió en células.mL-1 del cultivo. 

La tasa de crecimiento específico (μ) de las células se calculó a partir de la 

fase logarítmica inicial de crecimiento como:  

 

μ =
(ln 𝐶2 − ln𝐶1)

t
 

Dónde: 

C2: concentración celular final (organismos.mL-1) 

C1:
 concentración celular inicial (organismos.mL-1) 

t: tiempo requerido para el aumento de la concentración de C1 a C2 

(días) 
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B) Contenido de clorofila 

El contenido de clorofila a, b y total en la biomasa se cuantificó por 

espectrofotometría UV/VIS, de acuerdo con el método propuesto por Ziegler y Egle 

(1965). Se tomaron muestras de 5 ml de la suspensión celular de cada reactor y se 

transfirió a tubos de ensayo y se centrifugó durante 10 min a 1000 rpm. Se desechó 

el sobrenadante y el sedimento celular de D. salina se lavó para quitar las sales, 

luego se resuspendieron en acetona al 80 % y se incubaron a 80 ºC durante 10 min. 

Los restos celulares se eliminaron del extracto por centrifugación (10 min, 1200 

rpm). La absorbancia del extracto se midió a 663 y 647 nm y el contenido de la 

clorofila a, b y total se calculó mediante el uso de ecuaciones según Harmut y 

Lichtenthaler (1987). 

 

𝐶ℎ𝑙 𝑎 = 5[(12,25 𝐴𝑏𝑠 663 𝑛𝑚) – (2,73 𝐴𝑏𝑠 647 𝑛𝑚)] 

𝐶ℎ𝑙 𝑏 = 5[(21,5 𝐴𝑏𝑠 647 𝑛𝑚) – (5,1 𝐴𝑏𝑠 663 𝑛𝑚)] 

𝐶ℎ𝑙 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐶ℎ𝑙 𝑎 + 𝐶ℎ𝑙 𝑏 

Dónde: 

Chl a: concentración clorofila a (mg.L-1) 

Chl b: concentración clorofila b (mg.L-1) 

Chl total: concentración clorofila total (mg.L-1) 

 

C) Contenido de carotenoides  

El procedimiento para la extracción de carotenoides se realizó siguiendo la 

misma metodología usada para la extracción de clorofila. El contenido total de 

carotenoides se determinó espectrofotométricamente según Harmut y Lichtenthaler 

(1987) mediante: 
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𝐶𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
[( 3 000 𝐴𝑏𝑠 470 𝑛𝑚) –  1,63 (𝐶ℎ𝑙 𝑎 )]

221
 

 

3.4.5. Determinación de la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina  en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel 

con aireación air-lift, en la fase de inducción con AG3. 

Para verificar el efecto de la inducción de la AG3 se realizó un diseño 

experimental completamente randomizado (DCR) con arreglo factorial de 2x2, 

mediante la aplicación de: 

 

- Tratamientos:  

Estuvieron representados por la aplicación de AG3 y el tipo de 

fotobiorreactor, que fueron expuestos a condiciones ambientales de invernadero. 

FACTOR NIVELES TRATAMIENTOS 

CAG3 

0 mg.L-1 

20 mg.L-1 

40 mg.L-1 

T1: 0 mg.L-1+ F. TUBULAR 

T2: 0 mg.L-1+ F. PANEL AIR-LIFT 

T3: 20 mg.L-1+ F. TUBULAR 

FBR 
FBRT 

FBRP 

T4: 20 mg.L-1+ F. PANEL 

T5: 40 mg.L-1+ F. TUBULAR 

T6: 40 mg.L-1+ F. PANEL AIR-LIFT 

- Repeticiones: Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. 
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A) Determinación de la concentración de β-caroteno 

El contenido de β-caroteno se cuantificó por espectrofotometría UV/VIS. Se 

tomaron muestras de 50 ml de la suspensión celular de cada reactor y se transfirió 

a tubos de ensayo, luego se centrifugó durante 10 min a  1000 rpm. Se desechó el 

sobrenadante y el sedimento celular se lavó para quitar las sales y luego se 

resuspendieron en acetona al 80 % según el método usado por Ben-Amotz et al., 

(1982) seguidamente se incubaron a 80 ºC durante 10 min. Los restos celulares se 

eliminaron del extracto por centrifugación (10 min, 1200 rpm).  

La concentración de β-caroteno en el sobrenadante se determinó usando las 

gráficas de calibración para el espectrofotómetro desarrolladas por Kleinegris et al., 

(2010); Ben-Amotz y Avron, (1983); mediante la ecuación:  

 

C𝐵−car = (
(𝐴𝑏𝑠 453 𝑛𝑚 − 𝐴𝑏𝑠 665 𝑛𝑚)

3,91
) × 3, 657 × 3𝑋(𝑚𝑔 × 𝐿−1) 

 

Dónde:  (Abs 453 nm – Abs 665 nm)/3,91: absorbancia de caroteno 

corregido para la contaminación por clorofila. 

3,657: Factor de calibración derivado del análisis de concentración 

de caroteno por HPLC. 

3: cantidad de mililitros de solvente añadido para la extracción. 

X: factor de dilución para medir la absorbancia en 

espectrofotómetro. 

 

B) Determinación de la productividad  

La medida de la productividad de β-caroteno se calculó mediante la 

ecuación: 
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𝑃𝑟 =
𝑌𝑎  −  𝑌𝑏 

𝑡𝑐𝑎  −  𝑡𝑐𝑏 
 

Dónde:  Pr: productividad g.L-1.día −1. 

             Y: producción en g.L-1. 

                  tc: tiempo en días de la fase de carotenogénesis. 

 

3.4.6. Análisis y procesamiento de datos  

Para el procesamiento de datos se consideró los estadísticos descriptivos 

como medias y desviaciones estándar, y para la comparación de las variables como 

el crecimiento se utilizó un gráfico de crecimiento según el tiempo, para la 

comparación de las concentraciones de clorofilas y carotenoides totales producidos 

en los reactores tubular y panel con aireación air-lift se utilizó la prueba estadística 

de t de Student para muestra independientes. Para evaluar el efecto del tipo reactor 

y la concentración de AG3 en la concentración y la productividad de β-caroteno, se 

empleó la prueba estadística de ANOVA de dos vías, con gráficos de interacción 

para determinar el mejor tratamiento en las variables evaluadas.  
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3.5. Flujograma de actividades. 

 

  

Cultivo de Dunaliella 

salina para inóculo 

Diseño y construcción de fotobiorreactores tubular y 

panel con aireación air lift 

Cultivo de Dunaliella salina bajo condiciones de 

fotobiorreactor tubular y panel con aireación air lift 

Inducción de β-caroteno del cultivo de Dunaliella 

Salina con giberalinas AG3 en condiciones de 

fotobiorreactores tubular y panel con aireación 

airlift 

Recuento celular 

Determinación de la 

concentración de β-caroteno en 

los dos fipos de fotobiorreactores 

Determinación de la 

biomasa: Recuento 

celular y clorofila 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. CULTIVO Y ADAPTACIÓN DE Dunaliella salina EN 

CONDICIONES CONTROLADAS PARA LA OBTENCIÓN DE 

BIOMASA COMO INÓCULO. 

Todo el cultivo de Dunaliella salina se realizó en una cámara de cultivo 

(Figura 13A). La cámara de cultivo se implementó con 4 tubos de luz fluorescente 

colocados en cada esquina a una distancia de 40 cm del cultivo (Figura 13A), 

mediante esta disposición se pudo obtener una temperatura casi constante de 26 ºC 

que está dentro de la temperatura óptima de crecimiento de Dunaliella salina. La 

obtención de biomasa se inició a partir de dos frascos de 250 mL, al cabo de 2 

semanas de crecimiento se obtuvieron 2 L de cultivo de la microalga. (Figura 13D). 

En las dos semanas posteriores se obtuvo un escalamiento a 4 L de cultivo de 

Dunaliella salina a una densidad de 1,1·106 células.mL-1 que sirvió de inóculo para 

transferir a cada uno de los fotobiorreactores.  

El cultivo en la cámara oscilo en un rango 25 °C y 27 °C de temperatura. El 

pH estuvo dentro del rango de 7,5 y 9,8 mediante la adición periódica de CO2. La 

iluminación alcanzada fue de 100 μE.m2.s-1 según las especificaciones obtenidas 

del fabricante de cada fluorescente (PHYLIPS) y bajo fotoperiodo largo (16 hrs. de 

luz y 8 hrs. de oscuridad). Los registros de pH, temperatura y recuento celular se 

tomaron periódicamente (Ver anexo 2).  
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Figura 13. Cultivo y adaptación de Dunaliella salina en condiciones 

controladas para la obtención de biomasa como inóculo. A) implementación 

de la cámara de cultivo. B) Cámara de cultivo antes del inicio de cultivo. C) 

Inóculo de Dunaliella salina. D) Escalamiento de 1 L del cultivo de Dunaliella 

salina. 
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4.2. MONTAJE Y OPERACIÓN DE LOS FOTOBIORREACTORES 

TUBULAR Y PANEL CON AIREACIÓN AIR-LIFT, PARA EL 

CULTIVO DE Dunaliella salina. 

Los fotobiorreactores tubulares tuvieron una capacidad total de 2042 mL, 

pero su funcionamiento sólo se hizo con un volumen de 2000 mL de cultivo de 

Dunaliella salina. Cada fotobiorreactor estuvo provisto de una tapa rosca que 

permitió mantener el cultivo libre de contaminación, un conducto para el ingreso 

de la mezcla de aire-CO2 con aproximadamente 100 burbujas por cada segundo, un 

desgasificador para la salida de gases y una malla de acero con poros de 3 mm para 

incrementar la aireación así como el mezclado. Ensayos preliminares mostraron que 

la placa con poros ubicada a 3 cm de la base (Figura 14) provocó el aumento y 

creación de microburbujas, así mismo permitió uniformizar la distribución de 

burbujas a lo largo de la columna de ascenso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Partes de fotobiorreactor tubular y burbujas creadas por la placa 

porosa. 

 

Los fotobiorreactores tipo panel air-lift construidos de material vidrio de 

4050 mL se operaron con un volumen de cultivo efectivo de 3800 mL. Estos 
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fotobiorreactores presentaron una tapa impermeable donde se instaló un aireador y 

un desgasificador. El fotobiorreactor estuvo provisto de 5 divisiones horizontales 

intercaladas (Listones de material vidrio) y una división vertical en lado izquierdo 

del panel como se muestra en el siguiente diagrama (Figura 12). 

Los fotobiorreactores provistos de divisiones horizontales mejoraron el 

tiempo de retención de las células en contacto con las burbujas de aire y se 

incrementó la distancia del recorrido de la biomasa permitiendo un circuito cerrado 

de ascenso y descenso como se muestra en la Figura 15. El área superficial 

iluminada del fotobiorreactor tubular fue de 0,08 m2 mientras que el área superficial 

iluminada del fotobiorreactor tipo panel fue de 0,11 m2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. A) Partes del fotobiorreactor tipo panel con circuito y dirección del 

flujo a través de las divisiones horizontales y verticales. 
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4.3. EVALUACIÓN Y COMPARACIÓN DEL CRECIMIENTO DE 

Dunaliella salina BAJO CONDICIONES DE 

FOTOBIORREACTORES TUBULAR Y PANEL CON AIREACIÓN 

AIR-LIFT.  

El crecimiento de Dunaliella salina en los fotobiorreactores tubular y de 

panel, se determinó por recuento y se expresó en Organismos.mL-1. 

La densidad del inóculo del cultivo de Dunaliella salina que se transfirió 

tanto al fotobiorreactor tubular como al de panel fue de 1,10·106 Organismos.mL-1. 

Al cabo de 29 días de cultivo se obtuvo una densidad máxima de 2,80·106 

Organismos.mL-1 para el fotobiorreactor tubular y de 3,85·106 Oganismos.mL-1 

para el fotobiorreactor tipo panel. Con los valores de cada recuento en la fase 

logarítmica que corresponde a los 17 días (Figura 16) se calculó la tasa de 

crecimiento específico (μ), los resultados se muestran a continuación.  

La tasa de crecimiento específico (μ) en el fotobiorreactor tubular fue de 

0,04 días-1, mientras que la tasa de crecimiento específico (μ) en el fotobiorreactor 

tipo panel fue de 0,06 días-1, todo esto en condiciones óptimas de crecimiento (pH 

de 8,0 y temperatura de 26 ºC). 
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Figura 16. Crecimiento de Dunaliella salina según condiciones de 

fotobiorreactor tubular y fotobiorreactor en panel con aireación air-lift.  

 

En la figura 16 se muestra el crecimiento de Dunaliella salina en 

condiciones de fotobiorreactor tubular y fotobiorreactor tipo panel con aireación 

air-lift, hasta los 29 días de evaluación. Durante este periodo se presentó un 

incremento en el crecimiento promedio de Dunaliella salina, siendo mayor bajo 

condiciones de fotobiorreactor tipo panel con aireación air-lift. El cultivo en cada 

tipo de fotobiorreactor se inició con una densidad de 1,10·106 Organismos.mL-1. 

Luego de 29 días de evaluación; se obtuvo un promedio final de crecimiento de 

3,85·106 Organismos.mL-1 en fotobiorreactor tipo panel y de 2,80·106 

Organismos.mL-1 en fotobiorreactor tubular. Desde el día 0 hasta el día 15 se 

observa un aumento constante en el crecimiento de Dunaliella salina en ambos 

tipos de fotobiorreactores, después del día 15 hasta el día 27 se encontró una 

marcada diferencia en el crecimiento en ambos tipos de fotobiorreactores 

mostrando un mayor crecimiento en el fotobiorreactor tipo panel. En el día 27 y 29 

se alcanza la fase estacionaria en la cual el crecimiento fue mínimo. 
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Los fotobiorreactores tienen que ser cuidadosamente optimizado para cada 

especie de algas, y de acuerdo con su fisiología y características de crecimiento 

únicas (Richmond y Cheng-Wu, 2001). 

En el presente estudio el fotobiorreactor tipo panel al cual se le adicionó 

deflectores horizontales se ha encontrado adecuado para este fin por varias razones: 

la circulación se consigue sin partes móviles, permite una mayor circulación y 

retención del cultivo, esto proporciona un sistema de cultivo robusto con gran 

potencial. Estos deflectores pueden ser esenciales para prevenir la fotoinhibición ya 

que estas barreras permiten ocultar las células de la luz permanente; y también 

podría evitar el daño celular asociado con bombeo mecánico (Chisti, 2007 y 

Vandanjon et al., 1999). Esta última razón es especialmente relevante en el caso de 

Dunaliella, donde la falta de pared celular rígida puede dar lugar a la fragilidad y 

la sensibilidad celular a fuerzas mecánicas. (Chisti, 1999 y Vandanjon et al., 1999). 

 

4.4. DETERMINACIÓN Y COMPARACIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN DE CLOROFILA Y CAROTENOIDES 

TOTALES DEL CULTIVO DE Dunaliella salina EN CONDICIONES 

DE FOTOBIORREACTORES TUBULAR Y PANEL CON 

AIREACIÓN AIR-LIFT, PREVIA A LA FASE DE INDUCCIÓN DE 

β-CAROTENO. 

El contenido de clorofila a, b, clorofila total y carotenoides totales, fueron 

cuantificados mediante espectrofotometría, a partir de la biomasa de Dunaliella 

salina en los fotobiorreactores tubular y panel con aireación air-lift, obtenida hasta 

los 29 días de crecimiento, bajo condiciones de laboratorio, a continuación se 

muestran los resultados obtenidos en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Comparación de la concentración de clorofila y carotenoides totales 

en el cultivo de Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y 

panel con aireación air-lift, previa a la fase de inducción de β-caroteno. 

 

La tabla 3 muestra los promedios y desviaciones estándar de clorofila a, b, 

clorofila total y carotenoides totales de Dunaliella salina, hasta los 29 días de 

Variable Tipo de 

Fotobiorreactor 

X  S  

(mg.L-1) 

 

t Student Significancia 

(p) 

 

Clorofila a 

  

F.B. Panel 6,80 ± 0,60 11,00 0,000… (**) 

F.B. Tubular 11,57 ± 0,45   

 

Clorofila b 

  

F.B. Panel 3,27 ± 0,95 0,25 0,819... N.S. 

F.B. Tubular 3,10 ± 0,70   

 

Clorofila total 

  

F.B. Panel 10,07 ± 1,55 4,13 0,015.… (*) 

F.B. Tubular 14,67 ± 1,15   

 

Carotenoides 

totales 

  

F.B. Panel 3,87 ± 0,05 10,13 0,001… (**) 

F.B. Tubular 3,50 ± 0,04   
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crecimiento bajo condiciones de fotobiorreactor tubular y tipo panel con aireación 

air-lift; también se muestra la prueba de t Student, la misma que muestra diferencias 

significativas (*) en la concentración de clorofila total de Dunaliella salina, siendo 

mayor la concentración en condiciones de fotobiorreactor tubular con 14,67 ± 1,15 

mg.L-1, también se muestran diferencias altamente significativas (**) en la 

concentración de clorofila a, presentándose mayor concentración en condiciones de 

fotobiorreactor tubular con 11,57 ± 0,45 mg.L-1. La concentración de carotenoides 

totales presentó diferencias altamente significativas (**) con la prueba de 

comparación de t Student, siendo mayor la concentración de carotenoides totales de 

Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift 

con 3,87 ± 0,05 mg.L-1. 

 

 

Figura 17. Concentración de clorofila a y b en el cultivo de Dunaliella salina, 

según condiciones de fotobiorreactor tubular y fotobiorreactor en panel con 

aireación air-lift, previa a la fase de inducción de β-caroteno.  
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La Figura 17 muestra mayor concentración de clorofila a en comparación 

con la concentración de clorofila b en Dunaliella salina, para la fase previa a la 

inducción de producción de β-caroteno, siendo mayor en condiciones de 

fotobiorreactor tubular con 11,57 ± 0,45 mg.L-1 en comparación al 6,80 ± 0,60 

mg.L-1, obtenido en condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift, 

mientras que la concentración de clorofila b fue similar bajo ambas condiciones 

presentándose 3,27 ± 0,95 mg.L-1 bajo condiciones de fotobiorreactor en panel con 

aireación air-lift, y 3,10 ± 0,70 mg.L-1 bajo condiciones de fotobiorreactor tubular. 

 

 

Figura 18. Concentración de clorofila total y carotenoides totales en el cultivo 

de Dunaliella salina, según condiciones de fotobiorreactor tubular y 

fotobiorreactor en panel con aireación air-lift, previa a la fase de inducción de 

β-caroteno.  
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La Figura 18 muestra mayor concentración de clorofila total en comparación 

a la concentración de carotenoides totales en Dunaliella salina, para la fase previa 

a la inducción de producción de β-caroteno, siendo mayor en condiciones de 

fotobiorreactor tubular con 14,67 ± 1,15 mg.L-1 en comparación al 10,07 ± 1,55 

mg.L-1, obtenido en condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift; 

mientras que la concentración de carotenoides totales presentó una ligera diferencia 

bajo ambas condiciones presentándose 3,87 ± 0,05 mg.L-1 bajo condiciones de 

fotobiorreactor en panel con aireación air-lift, y 3,50 ± 0,04 mg.L-1 bajo condiciones 

de fotobiorreactor tubular. 

La producción de clorofila fue diferente en los dos tipos de biorreactores, 

siendo mayor en el fotobiorreactor tubular. En contraste con la producción de 

carotenoides, la producción de clorofila es mayor en el fotobirreactor tubular. La 

configuración circular del fotobiorreactor tubular no permite una distribución 

uniforme de la luz sobre las células, por lo que el ingreso de luz es menor en 

comparación al fotobiorreactor tipo panel. Se sabe que el tamaño del fotosistema y 

la producción de clorofila por las células están influenciadas por la intensidad de la 

luz; por lo tanto las células producen más clorofila para capturar suficiente energía 

de la luz cuando la intensidad de la luz es menor (Ben-Amotz, 1993). 
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Figura 19. Evaluación del pH del cultivo de Dunaliella salina según condiciones 

de laboratorio.  

 

Se muestra en la Figura 19 la variación del pH del cultivo de Dunaliella 

salina en condiciones de laboratorio, hasta los 29 días de evaluación. Se presentó 

un incremento del pH en ambos tipos de fotobiorreactores, siendo en el FTBP el pH 

inicial 7,5 hasta un valor de 8,9; y en FTBT el pH inicial 7,3 hasta un valor de 8,5. 

Este comportamiento tiene relación directa con la degradación de nitratos y 

fosfatos por la microalga como parte de su metabolismo, lo que se ve reflejado en 

el incremento ligero de pH como lo demostró Borowitzka (1992); característica 

importante en el cultivo de microalgas para remediar el fenómeno eutofrización en 

aguas contamminadas. 
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Figura 20. Evaluación de la temperatura del cultivo de Dunaliella salina según 

condiciones de laboratorio en los dos tipos de fotobiorreactores. 

 

Se muestra en la figura 20, la temperatura del cultivo de Dunaliella salina 

en condiciones de laboratorio hasta los 29 días de evaluación, se presentó un 

incremento de las temperaturas promedio, desde temperatura mínima inicial de 

24°C y valor de temperatura máxima inicial de 26°C, hasta la temperatura mínima 

final de 24°C hasta un valor de temperatura máxima final de 27°C a los 29 días de 

evaluación. 
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4.5. DETERMINACIÓN Y COMPARACIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN DE β-CAROTENO DEL CULTIVO DE 

Dunaliella salina EN CONDICIONES DE FOTOBIORREACTORES 

TUBULAR Y PANEL CON AIREACIÓN AIR-LIFT, EN LA FASE 

DE INDUCCIÓN CON AG3. 

La concentración de β-caroteno fue medida después de la inducción con 

AG3 a condiciones ambientales en reactores tubulares y tipo panel con aireación 

air-lift hasta los 14 días de inducción, el experimento se realizó mediante un diseño 

experimental completamente randomizado (DCR) con arreglo factorial de 3x2, con 

la concentración β-caroteno se determinó la productividad, presentándose los 

siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cultivo de Dunaliella salina en fotobiorreactor tubular a 

condiciones ambientales para la inducción de la producción de β-caroteno 

mediante AG3. A) Antes del proceso de inducción. B, C y D) Después del 

proceso de inducción a diferentes concentraciones de AG3. 
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Figura 22. Cultivo de Dunaliella salina en fotobiorreactor tipo panel a condiciones 

ambientales para la inducción de producción de β-caroteno mediante AG3. A) 

Antes del proceso de inducción. B, C y D). Después del proceso de inducción a 

diferentes concentraciones de AG3. 

 

Figura 23. β-caroteno extraído del cultivo de Dunaliella salina obtenida de los dos 

tipos de fotobiorreactores (tubular y panel) a diferentes concentraciones de AG3. 
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Tabla 4. Determinación de la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air-lift, en la fase de inducción con AG3. 

Concentración de 

AG3 

 

Tipo de 

Fotobiorreactor 

Concentración de β-Caroteno 

X  S (mg.L-1) 

 

 

0 mg.L-1 

  

F.B. Tubular 6,89 ± 0,46 

F.B. Panel 11,81 ± 0,79 

 

20 mg.L-1 

  

F.B. Tubular 13,69 ± 0,54 

F.B. Panel 18,64 ± 0,69 

 

40 mg.L-1 

  

F.B. Tubular 11,16 ± 0,95 

F.B. Panel 13,79 ± 0,25 

  

Se observa en la Tabla 4, los promedios de la concentración de β-caroteno 

por efecto de la inducción con AG3 y en condiciones de fotobiorreactor tubular y 

fotobiorreactor en panel con aireación air-lift, hasta los 14 días de evaluación. 
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Tabla 5. Comparación de la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air-lift, en la fase de inducción con AG3. 

Fuentes de 

variabilidad 

Suma de 

cuadrados 

tipo III 

gl Media 

cuadrática 

F Significancia 

P 

Concentración de 

AG3 (A) 

139,73 2 69,86 164,15 0,000… (**) 

Tipo de 

Fotobiorreactor (B) 

77,96 1 77,96 183,17 0,000… (**) 

(A) x (B) 5,31 2 2,65 6,23 0,014… (**) 

Error 5,11 12 0,43   

Total  228,09 17    

 

En la Tabla 5, se muestran los valores del ANOVA de 2 factores para la 

concentración de β-caroteno, para 3 concentraciones de AG3 y 2 tipos de 

fotobiorreactores, los valores del estadístico de Fisher (F) para cada factor y la 

interacción de la concentración de AG3 (A) x Tipo de fotobiorreactor (B), indican 

la presencia de diferencias altamente significativas (**) (P<0.01) en la 

concentración de β-caroteno. 
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Figura 24. Comparación de la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina, según condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air-lift. 

 

Se muestran los promedios y desviaciones estándar en la concentración de 

β-caroteno, donde la mayor concentración se observa bajo condiciones de 

fotobiorreactor en panel con aireación air-lift con 14,74 ± 3,09 mg.L-1 de β-caroteno 

(b). 
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Figura 25. Comparación de la concentración de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina, según concentraciones de AG3. 

 

Se muestra la prueba de Tukey, la misma que indica que con la 

concentración de 20 mg.L-1 de AG3 se alcanzó la mayor concentración de β-

caroteno promedio en el cultivo de Dunaliella salina, con 16,17 ± 2,76 mg.L-1, 

seguido de la concentración de 40 mg.L-1 de AG3 con 12,47 ± 1,57 mg.L-1, mientras 

que sin AG3 se presentó la menor concentración de β-caroteno promedio con 9.35 

± 2.76 mg.L-1. 
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Figura 26. Interacción de la concentración de AG3 y el tipo de fotobiorreactor 

en la concentración de β-caroteno del cultivo de Dunaliella salina. 

 

La figura 26 muestra que la mayor concentración de β-caroteno promedio 

en el cultivo de Dunaliella salina, se presentó con la interacción de 20 mg.L-1 de 

AG3 y bajo condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift con 18,64 

± 0,69 mg.L-1 de β-caroteno promedio, seguido de la interacción de 40 mg.L-1 de 

AG3 y bajo condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift con 13,79 

± 0,25 mg.L-1 de β-caroteno promedio. 

Los resultados mostraron un efecto positivo en la aplicación de hormonas 

vegetales sobre la producción de β-caroteno el crecimiento en la microalga debido 

a la hormona AG3 pero en el presente estudio sólo se aplicó en la fase de inducción 

(segunda fase donde el crecimiento es casi nulo y sólo ocurre el proceso de 

carotenogénesis). La respuesta de la aplicación exógena de AG3 fue diferente en 

los dos tipos de fotobiorreactores utilizados. 
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Tabla 6. Determinación de la productividad de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air-lift, en la fase de inducción con AG3. 

Concentración de 

AG3 

 

Tipo de 

Fotobiorreactor 

Productividad de β-Caroteno 

X  S (mg.L-1.día-1) 

 

 

0 mg.L-1 

 

F.B. Tubular 2,73 ± 0,18 

F.B. Panel 
4,47 ± 0,29 

 

20 mg.L-1 

 

F.B. Tubular 5,43 ± 0,21 

F.B. Panel 
7,05 ± 0,26 

 

40 mg.L-1 

 

F.B. Tubular 4,43 ± 0,38 

F.B. Panel 
5,22 ± 0,09 

 

Se observa en la Tabla 6 los promedios de la productividad por día de β-

caroteno por efecto de la inducción con AG3 y en condiciones de fotobiorreactor 

tubular y fotobiorreactor en panel con aireación air-lift, hasta los 14 días de 

evaluación. 
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Tabla 7. Comparación de la productividad de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina en condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air lift, en la fase de inducción con AG3. 

Fuentes de 

variabilidad 

Suma de 

cuadrados 

tipo III 

gl Media 

cuadrática 

F Significancia 

P 

Concentración de 

AG3 (A) 

20,994 2 10,497 162,988 0,000 

Tipo de 

Fotobiorreactor (B) 

8,638 1 8,638 134,120 0,000 

(A) x (B) 0,798 2 0,399 6,197 0,014 

Error 0,773 12 0,064   

Total  31,203 17    

 

En la Tabla 7, se muestran los valores del ANOVA de 2 factores para la 

productividad de β-caroteno, para 3 concentraciones de AG3 y 2 tipos de 

fotobiorreactores, los valores del estadístico de Fisher (F) para cada factor y la 

concentración de AG3 (A) x Tipo de fotobiorreactor (B), indican la presencia de 

diferencias altamente significativas (**) (P<0,01) en la productividad de β-

caroteno. 
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Figura 27. Comparación de la productividad de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina, según condiciones de fotobiorreactores tubular y panel con 

aireación air lift.  

 

Se muestran los promedios y desviaciones estándar en la productividad de 

β-caroteno, donde la mayor productividad se observa bajo condiciones de 

fotobiorreactor en panel con aireación air-lift con 5,58 ± 1,17 mg.L-1 de β-caroteno 

(B). 
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Figura 28. Comparación de la productividad de β-caroteno del cultivo de 

Dunaliella salina, según concentraciones de AG3. 

 

Se muestra la prueba de Tukey, la misma que indica que con la 

concentración de 20 mg.L-1 de AG3 se alcanzó la mayor productividad de β-

caroteno promedio en el cultivo de Dunaliella salina, con 6,25 ± 0,91 mg.L-1, 

seguido de la productividad de 40 mg.L-1 de AG3 con 4,82 ± 0,49 mg.L-1, mientras 

que sin AG3 se presentó la menor productividad de β-caroteno promedio con 3,60 

± 0,98 mg.L-1. 
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Figura 29. Interacción de AG3 y el tipo de fotobiorreactor en la productividad 

de β-caroteno del cultivo de Dunaliella salina.  

 

La figura 29 muestra que la mayor productividad de β-caroteno promedio 

en el cultivo de Dunaliella salina, se presentó con la interacción de 20 mg.L-1 de 

AG3 y bajo condiciones de fotobiorreactor en panel con aireación air-lift con 7,05 

± 0,26 mg.L-1 de β-caroteno promedio, seguido de la interacción de 20 mg.L-1 de 

AG3 y bajo condiciones de fotobiorreactor tubular con 5,43 ± 0,21 mg.L-1 de β-

caroteno promedio. 
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Figura 30. Evaluación del pH promedio del cultivo de Dunaliella salina según 

condiciones ambientales en los dos tipos de fotobiorreactores. 

 

Se muestra en la figura 30 el pH del cultivo de Dunaliella salina en 

condiciones ambientales, hasta los 14 días de evaluación en ambos tipos de 

fotobiorreactores. El pH inicial del fotobiorreactor de tipo panel fue de 9 hasta un 

valor de 9,6 y en el tubular el pH inicial fue de 8,8 hasta un valor de pH de 9,2. 
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Figura 31. Evaluación de la temperatura del cultivo de Dunaliella salina según 

condiciones ambientales.  

 

Se muestra en la figura 31 la temperatura del cultivo de Dunaliella salina 

en condiciones ambientales hasta los 14 días de evaluación, se presentó un 

incremento de las temperaturas promedio, desde temperatura mínima inicial de 18 

°C y un valor de temperatura máxima inicial de 36 °C, hasta temperatura mínima 

final de 18 °C hasta un valor de temperatura máxima final de 36 °C a los 14 días de 

evaluación. 

En esta investigación, se ha tratado de optimizar el funcionamiento de dos 

tipos de fotobiorreactores, un fotobiorreactor tubular cerrado con una placa provista 

de poros que mejora la trasferencia de masa y un fotobiorreactor tipo panel que 

presenta divisiones horizontales que mejora el tiempo de retención de las 

microalgas hacia la luz, en el cual se obtuvo mayor productividad para para la 

producción de D. salina. En la última década se iniciaron algunos ensayos para el 

crecimiento de Dunaliella en diferentes modelos de fotobiorreactores cerrados para 

la optimización de β-caroteno. Sin embargo, ninguno de estos ensayos ha tomado 

la producción más allá del laboratorio (Ben-Amotz, 1999). 
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En el presente estudio se halló un incremento de 2,7 veces en el contenido 

de β-caroteno debido a la suplementación de AG3 frente al grupo control. Esto 

concuerda con los hallazgos de Salguero et al. (2005), Mogedas et al. (2009), y 

Huang y Cheung (2011) que reportaron aumentos de aproximadamente dos veces 

en los niveles de β-caroteno, luteína, zeaxantina, violaxantina y carotenoides totales 

en D. Bardawil. Hallazgos previos por Fung (2005) y Czerpak et al. (2006); quienes 

reportaron una disminución del crecimiento debido a la aplicación del ácido acetil 

salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA) en Chlorella zofingiensis y Chlorella 

vulgaris respectivamente, mientras Raman y Ravi (2011) reportaron un aumento en 

el crecimiento debido al ácido salicílico (AS) y metil jasmonato (MJ) de manera 

dependiente de la concentración y de la intensidad de luz en H. pluvialis.  

En el estudio actual, las condiciones de intensidad de la luz fueron iguales 

para todos los tratamientos de manera que podría medirse exclusivamente el efecto 

de las hormonas. La aplicación de AG3 sobre el cultivo de D. salina en 

fotobiorreactor tipo panel frente al fotobiorreactor tubular obtuvo una mayor 

productividad de β-caroteno en D. salina. Esta diferencia se debe a que la intensidad 

de la luz que llega a cada tipo de fotobiorreactor es diferente y depende de su 

configuración. Según Richmond, (1986) la trayectoria de la luz es la distancia 

transversal que debe recorrer un fotón para pasar a través de un fotobiorreactor 

donde su magnitud es determinada por diferentes medidas en los diferentes tipos de 

reactores. Así, la trayectoria de la luz es determinada por la profundidad de líquido. 

En un fotobiorreactor tipo panel dependerá de la separación entre las placas o por 

el diámetro del tubo en un reactor tubular (Richmond, 1986). Las rutas luminosas 

que mejores resultados han dado en diferentes fotobiorreactores están entre 2,6 y 

3,0 cm, sin embargo, en cultivos de alta densidad celular, una trayectoria de la luz 

de 1 cm aumenta la probabilidad de que las células en promedio estén expuestas a 

un régimen de iluminación óptimo (Javanmardian y Palsson, 1991). Esto puede 

explicar la diferencia en el contenido de β-caroteno en los fotobiorreactores 

estudiados, ya que en el fotobiorreactor tipo panel de 3 cm de separación entre 
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placas (ruta luminosa menor) la intensidad de luz es mayor provocando mayor 

estrés por luz en induciendo mayor carotenogénesis en comparación al 

fotobiorreactor tubular de 9cm de diámetro (ruta luminosa mayor). 

En general también la alta irradiación solar puede mejorar la acumulación 

de β-caroteno en células de Dunaliella (Phillips et al., 1995 y Orset y Young, 2000). 

Una alta radiación como existe en la región Arequipa podría ser adecuada para la 

producción de β-caroteno pero hace falta más estudios para determinar la radiación 

óptima en las condiciones de esta región. 

Dunaliella salina acumula β-caroteno en respuesta al estrés abiótico. El 

contenido de β-caroteno en Dunaliella salina tratada con 20 mg.L-1 de AG3 tuvo 

mejores resultados en los dos tipos de fotobiorreactores frente al tratamiento 

control. Por lo tanto, se infiere que las células del alga utilizan la hormona AG3 

como moléculas de señal para inducir la acumulación de β-caroteno para hacer 

frente al estrés por luz y temperatura (condiciones ambientales de Arequipa).  

En estudios anteriores se evaluó el efecto de metil jasmonato (MJ) y 

giberelinas AG3 en la microalga Haematococcus pluvialis donde las células 

acumularon más astaxantina (Czerpak et al., 2006). El tratamiento con MJ y AG3 

aumentaron la transcripción de tres genes cetolasa relacionados con la producción 

de β-caroteno (BKTS) induciendo la acumulación de astaxantina (Czerpak et al., 

2006). Estos resultados sugieren la aplicación exógena potencial para la 

acumulación de otros carotenoides en cultivos a gran escala. Sin embargo poco se 

sabe acerca de su papel en la respuesta al estrés en microalgas y sólo hay unas pocas 

investigaciones sobre los efectos de MJ o AG3 sobre el crecimiento o el cambio de 

componentes de las algas (Czerpak et al., 2006).  

Hasta donde se sabe, este es el primer informe sobre el efecto de AG3 sobre 

la acumulación de β-caroteno en Dunaliella salina. Aunque actualmente no hay 

datos sobre el AG3 endógeno en Dunaliella salina, el presente estudio demuestra 
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que AG3 puede inducir la iniciación de la acumulación de β-caroteno y sin otros 

estímulos. 

Se infiere que la interacción de AG3 y la intensidad de luz (asociada a la 

configuración del fotobiorreactor) fueron los contribuyentes al estrés oxidativo. 

Esto supone que la intensidad de luz provoca estrés ocasionando mayor producción 

de β-caroteno como respuesta de la célula para proteger el aparato fotosintético 

(Jahns y Holzwarth, 2012).  

No se observó diferencia significativa en la acumulación de β-caroteno 

mediante el microscopio óptico entre los controles y tratamientos. Las 

observaciones de microscopía revelaron el cambio de color inicial de verde a rojo 

en los días 3 y 4 después de la aplicación del AG3. El día 6, hubo una gran diferencia 

entre los controles y tratamientos. En el día 12, más de 50% de células del alga se 

volvieron rosado-rojizo en los tratamientos de 40mg.L-1, y casi el 90% de las células 

cambio de color verde a rosado-rojizo en los tratamientos de 20mg. L-1. Al mismo 

tiempo, aproximadamente el 15% de las células de algas sufrieron despigmentación 

o se desintegraron permaneciendo en el fondo de los fotobiorreactores. 

AG3 es un factor clave en la regulación de la expresión génica abiótico, 

inducida por el estrés en las plantas superiores. Sin embargo poco se sabe sobre el 

posible papel de fitohormonas en la fisiología de las microalgas y especialmente 

sobre su implicación en la regulación del metabolismo secundario en algas 

(Czerpak, 2002). 

Las plantas superiores y algas verdes comparten la misma ruta de biosíntesis 

de carotenoides de β-caroteno (Cunningham y Gantt, 1998). La enzima β-caroteno 

cetolasa y β-caroteno hidroxilasa (Linden, 1999) catalizan las reacciones que 

conducen a la producción de astaxantina en H. pluvialis. Por lo tanto es posible que 

las vías de señalización mediada por AG3 sobre estas enzimas estén involucradas 

en la acumulación de β-caroteno en D. salina. 

 

http://ezproxy.concytec.gob.pe:2053/science/article/pii/S0960852410005493#bib5
http://ezproxy.concytec.gob.pe:2053/science/article/pii/S0960852410005493#bib21
http://ezproxy.concytec.gob.pe:2053/science/article/pii/S0960852410005493#bib21
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CONCLUSIONES 

 

PRIMERA: Se logró adaptar el cultivo de una cepa pura de Dunaliella salina 

hasta la obtención de 4 L de cultivo puro, los que se utilizaron como cultivo 

inicial para los fotobiorreactores tubular y panel. 

SEGUNDA: Se diseñó y construyó fotobiorrecatores de tipo tubular y panel 

con aireación air-lift para el cultivo de la cepa de Dunaliella salina en medio 

Guillard suplementado con agua de mar. 

TERCERO: El mayor crecimiento de biomasa de Dunaliella salina se obtuvo 

en fotobiorreactor tipo panel con aireación air-lift con 3,85·106 organismos.mL-

1 en comparación al fotobiorreactor tubular con 2,80·106 organismos.mL-1. 

CUARTA: La mayor concentración de clorofila a se dio en el fotobiorreactor 

tubular siendo 11,57 mg.L-1; el mayor contenido de clorofila b se obtuvo en el 

fotobiorreactor de panel con 3,27 mg.L-1 siendo muy cercana la de tubular con 

3,10 mg.L-1 y la producción de clorofila total fue mayor en el fotobiorreactor 

tubular con 14,67 mg.L-1. La producción total de carotenoides previa a la fase 

de inducción en el fotobiorreaactor tubular fue 3,50 mg.L-1.día-1 y en el 

fotobiorreactor de panel fue 3,87 mg.L-1. 

QUINTA: El mayor contenido de β-caroteno en el periodo de inducción se 

obtuvo a la concentración de 20,0 mg.L-1 de AG3 en condiciones de cultivo de 

fotobiorreactor tipo panel, siendo la mayor productividad 7,05 mg.L-1.día-1, 

seguido de la interacción de 20,0 mg.L-1 de AG3 y bajo condiciones de 

fotobiorreactor tubular con 5,43 mg.L-1.día-1. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Determinar y comparar la producción de β-caroteno en Dunaliella 

salina cultivada en fotobiorreactor tipo panel a diferentes condiciones 

estresantes de sal, iluminación y temperatura. 

 Determinar y comparar la producción de β-caroteno en Dunaliella 

salina  con otras fitohormonas o reguladores del crecimiento tales como 

metil jasmonato, ácido fúlvico y ácido salicílico. 

 Realizar estudios sobre la inducción de AG3 en la expresión de genes 

relacionados a la biosíntesis de β-caroteno en Dunaliella salina. 

 Realizar el cultivo de Dunaliella salina en fotobiorreactor tipo panel a 

mayor escala, utilizando AG3 exógeno como inductor para incrementar 

la producción de β-caroteno.  
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ANEXOS 

ANEXO 1 

PANEL FOTOGRÁFICO 

I. Inóculo de Dunaliella salina para su propagación 
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II. Preparación de medios de cultivo e inoculación de Dunaliella salina. 

 

 

III. Escalamiento del cultivo de Dunaliella salina. 
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IV. Sistema de suministro de CO2. 
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V. Establecimiento del sistema de cultivo  a condiciones ambientales 

 

 

 

VI. Extracción de clorofila   
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ANEXO 2 

RECUENTOS Y EVALUACIONES 

 

I. Recuento celular ( Células.mL-1) 

 Reactor en panel Reactor tubular 

Días de 

cultivo 

Repetición 

1 

Repetición 

2 

Repetición 

3 

Repetición 

1 

Repetición 

2 

Repetición 

3 

1 1100000 1100000 1100000 1100000 1100000 1100000 

3 1300000 1350000 1400000 1200000 1150000 1100000 

5 1600000 1550000 1500000 1400000 1350000 1300000 

7 1800000 1750000 1700000 1300000 1450000 1600000 

9 1900000 1900000 1900000 1500000 1600000 1700000 

11 2100000 2050000 2000000 1600000 1700000 1800000 

13 2300000 2250000 2200000 1800000 1800000 1800000 

15 2500000 2450000 2400000 1800000 1850000 1900000 

17 3700000 3200000 2700000 2000000 2100000 2200000 

19 3800000 3350000 2900000 2100000 2250000 2400000 

21 3800000 3500000 3200000 2500000 2550000 2600000 

23 3900000 3650000 3400000 2700000 2750000 2800000 
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25 4000000 3700000 3400000 2700000 2750000 2800000 

27 4100000 3800000 3500000 2700000 2800000 2900000 

29 4200000 3850000 3500000 2700000 2800000 2900000 
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II. Registro de pH acondiciones de laboratorio 

Registro de pH acondiciones de laboratorio 

Días Tubular Panel 

1 7,3 7,5 

3 7,5 7,7 

5 7,4 7,4 

7 7,4 7,6 

9 7,4 7,6 

11 7,7 7,9 

13 7,8 8,0 

15 7,9 8,1 

17 7,9 8,4 

19 8,2 8,7 

21 8,3 8,5 

23 8,4 8,6 

25 8,5 8,7 

27 8,4 8,8 

29 8,5 8,9 
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III. Concentración de β-Caroteno (mg.L-1) y productividad de β-caroteno (mg. 

L-1. día-1) 

CONCENTRACION 

DE AG3 

TIPO DE 

REACTOR 

CONCENTRACION 

DE β-CAROTENO 

mg. L-1 

PRODUCTIVIDAD 

β-CAROTENO mg. 

L-1. día-1 

0 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
7,35 2,92 

0 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
6,89 2,73 

0 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
6,43 2,55 

0 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
12,60 4,77 

0 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
11,81 4,47 

0 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
11,02 4,17 

20 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
13,16 5,22 

20 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
13,70 5,43 

20 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
14,23 5,65 

20 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
19,32 7,32 
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20 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
18,64 7,06 

20 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
17,95 6,80 

40 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
10,21 4,05 

40 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
11,16 4,43 

40 mg. L-1 
F.B. 

TUBULAR 
12,11 4,81 

40 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
13,54 5,13 

40 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
13,79 5,22 

40 mg. L-1 
F.B. 

PANEL 
14,03 5,31 

 

IV. Concentración de Clorofila a, b, total y carotnoides totales 

 

 
CLOROFILA 

A mg. L-1 

CLOROFILA 

B mg. L-1 

CLOROFILA 

TOTAL mg. L-1 

CAROTENOIDES 

TOTALES mg. L-1 

F.B. PANEL 6,20 2,30 8,50 3,90 

F.B. PANEL 6,80 3,30 10,10 3,90 

F.B. PANEL 7,40 4,20 11,60 3,81 
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F.B. 

TUBULAR 
12,00 3,80 15,80 3,47 

F.B. 

TUBULAR 
11,60 3,10 14,70 3,50 

F.B. 

TUBULAR 
11,10 2,40 13,50 3,54 
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V. Registro de pH acondiciones ambientales 

Registro de pH acondiciones ambientales 

Días Tubular Panel 

1 8,8 9,0 

2 8,7 9,1 

3 8,6 9,2 

4 8,7 9,1 

5 8,6 9,2 

6 8,8 9,0 

7 9,0 9,4 

8 8,9 9,1 

9 8,8 9,1 

10 8,9 9,1 

11 9,2 9,4 

12 9,3 9,5 

14 9,2 9,6 

 

 

 




