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RESUMEN 

 

El creciente interés por sustituir moléculas sintéticas con moléculas de origen natural 

ha incrementado la demanda de fuentes biológicas, se ha utilizado principalmente a 

las plantas con este fin; sin embargo, las microalgas representan una estrategia 

altamente competitiva. Las microalgas son microorganismos unicelulares 

fotosintéticos fácilmente cultivables y escalables. La presente investigación se enfoca 

en el estudio de las bioactividades de Scenedesmus sp. de origen ecuatoriano para dar 

a conocer su potencial como fuente de moléculas bioactivas naturales. El cultivo de 

la microalga se realizó en un medio de bajo costo elaborado a partir del fertilizante 

BASFOLIAR (10:4:7) y agua, y se expuso a una iluminación constante. Los 

extractos hidroetanólicos y acuosos obtenidos de Scenedesmus sp. fueron 

caracterizados en base a ensayos cuantitativos para fenoles, flavonoides y 

carotenoides totales. La mayor concentración de estos metabolitos se alcanzó en el 

extracto obtenido con etanol:agua 80:20 (porcentaje volumen:volumen). Los 

extractos fueron evaluados en cuanto a su actividad antioxidante y actividad 

antiinflamatoria con el ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y de inhibición 

de la desnaturalización de la albúmina, respectivamente. Como los mejores 

resultados para las bioactividades se obtuvieron 6,37 micromoles de Trolox por 

gramo de peso seco y 41,40 por ciento de capacidad de inhibición de radicales 

DPPH; y 38,42 por ciento de capacidad de inhibición de la desnaturalización de la 

albúmina para el extracto hidroetanólico rico en compuestos bioactivos.  

 

Palabras clave: actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, metabolitos 

bioactivos, compuestos bioactivos, microalgas, Scenedesmus sp.   
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ABSTRACT 

 

Growing interest for replacing synthetic molecules with natural ones has increased 

the demand of biological sources; it has been used like mainly source the plants; 

however, the microalgae represent a highly competitive strategy. Microalgae are 

unicellular photosynthetic microorganisms, which are easily of culture and scale. The 

present investigation is focused on the study of the bioactivities of Ecuadorian 

Scenedesmus sp. to give information about its potential like source of bioactive 

natural molecules. The culture of microalgae was done with a low-cost medium 

elaborated using BASFOLIAR (10:4:7) fertilizer and water, and the culture was 

exposed to continuous illumination. The hydroethanolic and aqueous extracts 

obtained from Scenedesmus sp. were characterized with quantitative essays for total 

phenols, flavonoids, and carotenoids. The high concentration of these metabolites 

was achieved with the extract obtained with ethanol:water 80:20 (volume:volume 

percentage). The extracts were evaluated for antioxidant and anti-inflammatory 

activity with 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) assay and inhibition of 

denaturalization of albumin assay, respectively. Like the best results for the 

bioactivities were obtained 6,37 micromoles of Trolox per gram of dry weight and 

41,40 percent of imbibition of DPPH radical capacity and 38,42 percent of 

imbibition of albumin denaturation capacity, both for the hydroethanolic extract rich 

in bioactive compounds.  

 

Palabras clave: antioxidant activity, anti-inflammatory activity, bioactive 

metabolites, bioactive compounds, microalgae, Scenedesmus sp. 
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 CAPÍTULO I.-  

MARCO TEÓRICO 

1.1 Antecedentes Investigativos 

1.1.2 Moléculas bioactivas naturales 

En las últimas décadas ha aumentado exponencialmente el interés por productos 

que presenten en su composición sustancias de origen natural (Anwar et al., 

2018). Esta tendencia se ha desarrollado debido a los efectos negativos que 

presentan varias moléculas sintéticas; por ejemplo, el constante empleo de 

antioxidantes y antiinflamatorios induce reacciones cancerígenas, toxicológicas 

e inmunodepresoras (Khumalo et al., 2022). Además, este tipo de moléculas, 

sobre todo las de venta libre, constituyen uno de los compuestos más comunes 

de microcontaminantes en el medio edáfico (Guzik & Wojcieszyńska, 2019). 

La búsqueda de moléculas bioactivas naturales ha ganado una gran acogida 

dentro de la comunidad científica y la industria, y los recursos más utilizados 

para este fin son los de origen vegetal (Lourenço et al., 2019).   

Existen compuestos vegetales que pueden ser aprovechados industrialmente 

gracias a sus efectos antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios, 

antitumorales, etc. Estos pueden ser encontrados en diversos materiales 

vegetales (hierbas, especias, semillas, frutas y verduras), por lo que, su 

extracción ha sido objeto de numerosos estudios (Neelam et al., 2019). A pesar 

de esta gran acogida de las especies vegetales para la producción de compuestos 

bioactivos, se ha venido proponiendo a las microalgas como un recurso mucho 

más competitivo para la producción de materias primas (Benedetti et al., 2018). 

1.1.3 Microalgas  

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que utilizan energía 

luminosa y nutrientes inorgánicos para producir oxígeno y biomasa (Fernandes 

& Cordeiro, 2021). Estos organismos filamentosos habitan en diversos 

ambientes acuáticos, incluyendo lagos, ríos, océanos e incluso aguas residuales. 

Son capaces de crecer en varias latitudes y ecosistemas; por lo que, pueden 
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tolerar una amplia gama de temperaturas, salinidades, valores de pH e 

intensidades de luz (Khan et al., 2018).  

El término microalgas une las algas microscópicas y las bacterias fotosintéticas 

oxigénicas (Del Mondo et al., 2021); por lo tanto, la primera distinción es entre 

procariotas y eucariotas, siendo estas últimas más grandes, más complejas y 

pueden ser unicelulares o multicelulares; mientras que, los procariotas son 

organismos unicelulares simples y pequeños (Hotos, 2021). Uno de los últimos 

modelos de clasificación incluye dos dominios principales, Prokaryota y 

Eukaryota que reúnen siete reinos: Archaebacteria, Eubacteria, Protozoa, 

Chromista, Fungi, Plantae y Animalia  (Figura 1) (Levasseur et al., 2020).  

Figura 1  

Esquema de clasificación de microalgas. 

 

Nota: Adaptado de “A review of high value-added molecules production by microalgae in 

light of the classification” (p. 3), W. Levasseur et al., 2020, Biotechnology Advances, 

41(1).  
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Todos estos microorganismos poseen una gran capacidad de adaptación, que se 

debe a varias estrategias como el cambio en tamaño o morfología, 

modificaciones en el ciclo de vida y transformaciones fisiológicas en respuesta a 

variaciones ambientales que provocan variaciones en la síntesis de pigmentos y 

metabolitos (Gauthier et al., 2020). Esta gran habilidad adaptativa las convierte 

en biofábricas sostenibles muy prometedoras para producción de biomoléculas 

de gran importancia en la industria farmacéutica, alimentaria y de 

biocombustibles (Fernandes & Cordeiro, 2021). 

1.1.4 Potencial de las microalgas como fuente de agentes biológicamente 

activos 

Las microalgas representan una alternativa altamente competitiva como fuente 

de compuestos activos frente a las plantas (Anwar et al., 2018); esto debido a 

que crecen a una velocidad mucho más alta y se requiere de una mínima 

cantidad de espacio para la producción equivalente de biomasa (Singh et al., 

2017). Además, estos microorganismos son metabólicamente flexibles, su 

crecimiento no se limita a temporadas y se requiere de infraestructura básica de 

baja tecnología para su cultivo (Benedetti et al., 2018; Pavlov, 2019); por lo 

que, varios estudios recientes se enfocan en la evaluación de bioactividades de 

varios géneros de microalgas, entre los principales se encuentran: Spirulina, 

Scenedesmus, Chlorella, Nannochloropsis, Dunaliella, Chlamydomonas, entre 

otras. 

Arthrospira (Spirulina) (Clase: Cyanophyceae).  Son microalgas simbióticas, 

multicelulares y filamentosas de color verde azulado (Gabr et al., 2020). Son 

ampliamente utilizadas como un suplemento dietético y se producen 

comercialmente en grandes estanques al aire libre bajo condiciones controladas 

(Wan et al., 2021). El potencial bioactivo de la espirulina se continúa evaluando 

en estudios preclínicos utilizando modelos animales, y se ha visto que sus 

compuestos presentan fuertes propiedades antioxidantes y antiinflamatorias 

(Izadi & Fazilati, 2018), así como actividad antimicrobiana (Pina-Pérez et al., 

2022), antihipertensiva, antidiabética (Lafarga et al., 2021), anticancerígena 

(Mahendran et al., 2022), entre otras.  
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Scenedesmus (Clase: Chlorophyceae). Las especies de Scenedesmus son 

células individuales elípticas, generalmente fusionadas en colonias (Carneiro et 

al., 2021). Son dominantes en lagos y ríos de agua dulce (Bulut et al., 2019). 

Varias especies son utilizadas para diversos fines por su capacidad para 

adaptarse a duras condiciones ambientales, rápido crecimiento y facilidad de 

cultivo y manipulación (Patil & Kaliwal, 2019). Las bioactividades de sus 

compuestos son: actividad antioxidante, antimicrobiana (Arguelles, 2018), 

antiinflamatoria, antidiabética (Patil & Kaliwal, 2019), anticancerígena 

(Marrez et al., 2019), antifúngica (Carneiro et al., 2021), etc.   

Chlorella (Chlorophyceae). Las especies de Chlorella son células de forma 

esférica, sin flagelos que se distribuyen en ambientes de agua dulce, marinos y 

terrestres; tiene una alta capacidad fotosintética y de crecimiento rápido en 

condiciones autótrofas, mixotróficas y heterótrofas (Tiong et al., 2020). Los 

extractos obtenidos de este género presentan una actividad antioxidante y 

antifúngica (Carneiro et al., 2021), así como propiedades pro-curativas, 

antiinflamatorias (Gonçalves et al., 2019), anticoagulantes (Mousavian et al., 

2022), antivirales, antitumorales y de inmunomodulación (Tiong et al., 2020).   

Nannochloropsis (Clase: Eustigmatophyceae). Las especies de 

Nannochloropsis son unicelulares, planctónicas, con células subesféricas; viven 

en agua dulce y de mar (Zanella & Vianello, 2020). Los compuestos obtenidos 

de las especies de este género presentan actividad antibacteriana (Verdugo-

González et al., 2019), antioxidante (Banskota et al., 2018), antiinflamatoria y 

antifúngica (Scaglioni et al., 2018). 

Dunaliella (Clase: Chlorophyceae). Las especies de Dunaliella son células 

biflageladas en forma de pera, fotoautótrofas y halotolerantes, conocidas por su 

capacidad de acumular β-caroteno (Wolf et al., 2021). Se ha encontrado que 

varios compuestos producidos por estas especies presentan actividad 

antioxidante, antiinflamatoria, anticolinérgica (Gallego et al., 2021) analgésica, 

efectos inmunomoduladores (da Silva et al., 2021), entre otras. 

Chlamydomonas (Clase: Chlorophyceae). Son microalgas flageladas 

unicelulares, se encuentran en agua estancada, suelo húmedo, en agua dulce y 
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agua de mar (Faraloni et al., 2021). Extractos de estas microalgas han mostrado 

actividad antioxidante, anticancerígena (Kamble et al., 2018), antiinflamatoria y 

anticonceptiva (Andrade et al., 2021), así como efectos inmunomoduladores y 

potenciadores del crecimiento del cabello (Tanaka et al., 2019). 

1.1.5 Principales metabolitos bioactivos microalgales  

Las microalgas son reservorios únicos de compuestos bioactivos, estas producen 

varios metabolitos secundarios que les confieren esta característica, entre los 

principales se encuentran: compuestos fenólicos, carotenoides, y flavonoides, los 

cuales además tienen gran importancia farmacéutica (Patil & Kaliwal, 2019). 

La síntesis de estos metabolitos en microalgas responde a cambios en el 

ambiente externo como: temperatura, luz, pH y composición nutricional. Así, la 

manipulación de las condiciones de cultivo estimula la biosíntesis de 

compuestos bioactivos específicos (Suasnavas et al., 2018). 

Los fenoles son biomoléculas secundarias que tienen un anillo aromático que 

lleva uno o más grupos hidroxilo como sustituyentes (Kaurinovic & Vastag, 

2019). Estas biomoléculas tienen efectos beneficiosos para la salud humana 

principalmente debido a su actividad antioxidante y antiinflamatoria, ya que son 

capaces de eliminar y reducir las ROS intracelulares y estimular la expresión de 

enzimas involucradas en: el metabolismo del oxígeno, desintoxicación de 

xenobióticos y supresión simultánea de vías de señalización vinculadas a 

reacciones inflamatorias (Del Mondo et al., 2021). 

Para hacer frente a las variaciones ambientales (salinidad, radiación ultravioleta, 

luz o disponibilidad de nutrientes), las microalgas pueden producir diferentes 

tipos de compuestos fenólicos (Del Mondo et al., 2021). La luz es el factor más 

significativo para la modulación de estos compuestos, ya que se ha demostrado 

una mayor producción de polifenoles en condiciones de mucha luz (Coulombier 

et al., 2020; Sulaiman & Balachandran, 2012). 

Los flavonoides son un grupo de polifenoles que presentan un esqueleto básico 

de 15 carbonos (C6–C3–C6), que consta de dos anillos de benceno (C6) unidos 

por una cadena lineal de tres carbonos (C3) (Kaurinovic & Vastag, 2019). Son 
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reconocidos principalmente por su actividad antioxidante, pero también 

presentan propiedades antiinflamatorias, vasorelajantes, anticoagulantes, 

antidepresivas, entre otras (Amarowicz & Pegg, 2019). El contenido de 

flavonoides presente en microalgas también varía en respuesta a la luz, siendo 

una alta luminosidad la que provoca un elevado desarrollo de flavonoides (Del 

Mondo et al., 2021).  

Y los carotenoides son pigmentos tetraterpénicos, que exhiben colores amarillo, 

naranja, rojo y púrpura; y están ampliamente distribuidos en la naturaleza, 

presentes en varios organismos fotosintéticos (Maoka, 2020). Los carotenoides 

protegen a la célula contra el estrés oxidativo disipando el exceso de energía a 

través del ciclo de las xantofilas y eliminando las ROS (Coulombier et al., 

2020). Dependiendo de la intensidad y fotoperiodo de luz, puede haber una 

variación entre la cantidad de los pigmentos fotosintéticos primarios y 

secundarios, ya que los primarios generalmente disminuyen con un exceso de 

luz, mientras que los carotenoides secundarios aumentan (Stoia & Oancea, 

2022). 

1.1.6 Producción de biomasa y extracción de compuestos bioactivos  

El proceso de producción de biomasa de microalgas engloba varios pasos como 

el cultivo, la cosecha y la deshidratación; posteriormente, se procede con el 

procesamiento de la biomasa, que incluye al pretratamiento y la extracción de 

componentes bioactivos como se muestra en la Figura 2.  

Hay dos sistemas desarrollados para la producción o cultivo de biomasa de 

algas: las tecnologías de estanque abierto y fotobiorreactor cerrado (PBR). El 

estanque abierto es mucho más económico (Benedetti et al., 2018); sin 

embargo, los PBR proporcionan un sistema de cultivo cerrado excelente y 

controlado para el cultivo, evitando el peligro o la contaminación y la 

competencia de otras microalgas (Balasubramaniam et al., 2021). 
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Figura 2 

Producción de biomasa microalgal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La cosecha o recolección se refiere a la separación de la biomasa microalgal del 

medio de cultivo; puede lograrse mediante floculación, flotación, filtración y 

centrifugación. Con la floculación se provoca una agregación de microalgas al 

añadir agentes floculantes y con la flotación se hace que las células floten a la 

superficie del medio al usar un dispersor de burbujas de aire 

(Balasubramaniam et al., 2021). Por otro lado, la filtración se basa en el uso de 

una membrana porosa para separar las algas de un medio líquido (Kapoor et al., 

2021); mientras que, la centrifugación aprovecha la fuerza gravitatoria, 
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convirtiéndola en una técnica rápida, fácil y eficiente (Morais-Junior et al., 

2020). 

Para alargar la vida útil de la biomasa de microalgas, esta se procesa secándola o 

deshidratándola (Show et al., 2019). Para ello, se puede utilizar secado al sol, 

por aire caliente, por aspersión o liofilización. La liofilización se usa a escala de 

laboratorio y deshidrata directamente la biomasa mediante un mecanismo de 

sublimación (de Farias-Neves et al., 2020). En el secado por aspersión se 

obtiene el polvo de biomasa a partir de una fina aspersión de gotas en suspensión 

que está en contacto con aire caliente (Hosseinizand et al., 2017). Y el secado 

en horno o con el sol son los métodos más económicos, se basan en el calor 

producido por el equipo o el sol para deshidratar la biomasa (Balasubramaniam 

et al., 2021; Kapoor et al., 2021).  

Previo al proceso de extracción, es necesario lisar las células para liberar el 

compuesto bioactivo almacenado (Gonzalez-Fernandez & Muñoz, 2017). Con 

las células ya lisadas, la extracción se puede lograr de varias formas: con 

métodos mecánicos (molienda de perlas, homogeneización, microondas y 

ultrasonido), químicos (disolventes) y biológicos (enzimas). El método elegido 

para el proceso de pretratamiento se basa en los productos finales deseados 

(Balasubramaniam et al., 2021).  

La extracción tradicional por solventes orgánicos (etanol, metanol, hexano, 

acetona, etc) es el método más utilizado para la obtención de compuestos 

bioactivos gracias a su bajo costo de procesamiento, facilidad de uso, 

simplicidad en la operación, al amplio rango de aplicabilidad y la posibilidad de 

uso en el campo industrial (Garcia-Vaquero et al., 2021; Ventura et al., 2017). 

Los principales parámetros para considerar en la elección de un solvente para la 

extracción de compuestos de microalgas son la polaridad o extractabilidad, la 

liposolubilidad, la miscibilidad en agua (capacidad para sistemas bifásicos) y la 

baja toxicidad (Salinas-Salazar et al., 2019). 
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1.1.7 Moléculas antioxidantes  

1.1.7.1 Estrés oxidativo  

El estrés oxidativo surge debido a un desequilibrio entre la producción de 

radicales libres y las defensas antioxidantes, se asocia con daños en especies 

moleculares como lípidos, proteínas, ácidos nucleicos, etc. (Ávila- Escalante et 

al., 2020). Se ha encontrado evidencia de que radicales libres como las especies 

reactivas de oxígeno (ROS), especies reactivas de nitrógeno (RNS) y especies 

reactivas de azufre son importantes en el desarrollo de enfermedades comunes, 

como la aterosclerosis, la insuficiencia renal crónica y la diabetes mellitus (Ali 

et al., 2020).   

1.1.7.2 Actividad antioxidante  

La actividad antioxidante se refiere a la limitación o inhibición de la oxidación 

de compuestos celulares al restringir reacciones de cadenas oxidativas (Guclu et 

al., 2020). Esta actividad es propia de moléculas antioxidantes sintéticas o 

naturales, que previenen, retardan o eliminan el daño celular y tisular que surgen 

como consecuencia del estrés oxidativo (Gulcin, 2020). Existe una amplia gama 

de defensas antioxidantes, tanto endógenas como las suministradas 

exógenamente en la dieta, para proteger los componentes celulares del daño 

inducido por los radicales libres (Yang et al., 2021).  

Las moléculas antioxidantes más utilizadas son: el butilhidroxianisol (BHA), el 

butilhidroxitolueno (BHT) y el galato de propilo (PG) (Ali et al., 2020). No 

obstante, a la ingesta a largo plazo de estas moléculas antioxidantes sintéticas se 

le relaciona con varios efectos negativos en la salud humana como alergias en la 

piel, problemas del tracto gastrointestinal y un efecto cancerígeno (Lourenço et 

al., 2019; Stoia & Oancea, 2022). Por esto, la evaluación de la actividad 

antioxidante de moléculas naturales ha sido objetivo de varias investigaciones 

actuales (Gulcin, 2020).   
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1.1.7.3 Evaluación de la actividad antioxidante 

Existen varios métodos in vitro para la evaluación de la actividad antioxidante, 

estos se clasifican dentro de dos grupos, los que se basan en la transferencia de 

átomos de hidrógeno (HAT), y los basados en la transferencia de electrones (ET) 

(Gulcin, 2020); los más utilizados son: 

Ensayo DPPH (2,20‐difenil‐1‐picrylhydrazyl radical): De tipo HAT y ET. Se da 

un proceso de reducción donde hay un cambio de coloración del reactivo DPPH 

de color violeta a amarillo pálido. Las moléculas capaces de reducir el DPPH 

son agentes antioxidantes (Ermi Hikmawanti et al., 2021). 

Ensayo ORAC (capacidad de absorción de radicales de oxígeno): De tipo HAT. 

Con este ensayo se mide la fluorescencia final de la fluoresceína después de 

exponerla a agentes oxidantes. Mientras más se conserve la fluorescencia de la 

fluoresceína, mejor es la actividad antioxidante de los compuestos (Sasikumar 

et al., 2021). 

Ensayo FRAP (reducción férrica poder antioxidante): De tipo ET. Se da la 

reducción del complejo Fe3+-TPTZ al complejo azul Fe2+-TPTZ. El cambio de 

color se correlaciona con la capacidad antioxidante (Sasikumar et al., 2021).  

Si existen resultados satisfactorios con los métodos in vitro se puede pasar al uso 

de pruebas in vivo para la determinación de la actividad antioxidante, donde se 

administra dosificaciones definidas de las muestras a analizar a animales de 

prueba, y se los sacrifica después de un periodo determinado para analizar su 

sangre o tejidos (Martinello et al., 2021).  

1.1.8 Moléculas antiinflamatorias  

1.1.8.1 Respuesta inflamatoria  

El proceso inflamatorio es una respuesta defensiva, compleja y crucial del 

cuerpo humano, suele ser inducida por infecciones microbianas o por una lesión 

o trauma tisular (inflamación estéril) (Danraka et al., 2021). En la mayoría de 



11 
 

los casos, la inflamación es una respuesta inmunitaria específica y 

autocontrolada (Vanderwall & Milligan, 2019).  

A veces la respuesta inflamatoria puede provocar una interrupción en la 

homeostasis de procesos fisiológicos, lo que ocasiona un daño sistémico crónico 

y trastornos inflamatorios (Vanderwall & Milligan, 2019). Esta respuesta 

desregulada se da porque durante la respuesta inflamatoria participan ROS, RNS 

y diferentes proteasas, que pueden provocar daño tisular o fibrosis, que 

contribuye en la cronicidad de la inflamación (Maleki et al., 2019). 

1.1.8.2 Actividad Antiinflamatoria 

La actividad antiinflamatoria presente en ciertas moléculas asegura la resolución 

de procesos inflamatorios (Maleki et al., 2019). Al igual que con las moléculas 

antioxidantes, existen antiinflamatorios endógenos y otros suministrados 

externamente. Varios neuropéptidos y mediadores lipídicos que se producen 

durante una respuesta inflamatoria en curso actúan como agentes 

antiinflamatorios endógenos (Vik et al., 2017). Sin embargo, en algunos casos, 

la actividad de estos antiinflamatorios no es suficiente; por lo que, es necesario 

suministrar medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), que son 

ampliamente utilizados para tratar el dolor, la fiebre y otros procesos 

inflamatorios (Lee et al., 2020).  

Al igual que como sucede con los antioxidantes, el prolongado uso de los 

antiinflamatorios sintéticos como: ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, etc. 

provoca varios efectos negativos (Khumalo et al., 2022). Entre los principales 

inconvenientes del uso de estas moléculas sintéticas está el deterioro en las 

funciones renales, gastrointestinales, cardiovasculares e inmunológicas; así 

como el desarrollo de hiperglucemia, osteoporosis, hirsutismo y reacciones de 

hipersensibilidad (Parolini, 2020). Además, los antinflamatorios constituyen 

uno de los compuestos más comunes de contaminantes biológicamente activos 

del medio ambiente (Guzik & Wojcieszyńska, 2019); por lo que, la búsqueda 

de moléculas naturales como sustitutas de las sintéticas, se ha convertido en una 

tendencia actual. 



12 
 

1.1.8.3 Evaluación de la actividad antiinflamatoria  

La actividad antiinflamatoria puede ser determinada a través de ensayos in vitro 

con líneas celulares de macrófagos, mastocitos, adipocitos, etc. de humanos u 

otros animales de prueba. También es posible utilizar pruebas de inhibición de 

enzimas que catalizan la formación de compuestos tóxicos o de inhibición de 

procesos relacionados con la desnaturalización de proteínas, ya que son los 

mecanismos más comunes de la inflamación (Aziz et al., 2018).  

Para comprender los procesos biológicos detrás de los mecanismos 

antiinflamatorios de las sustancias evaluadas se pueden realizar ensayos in vivo 

donde se utiliza animales de prueba dosificados con las sustancias a evaluar 

durante un tiempo determinado (Martinello et al., 2021). 
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1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo General:  

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de compuestos producidos 

por Scenedesmus sp. a través de ensayos in vitro para su posible aplicación como 

sustitutos de moléculas sintéticas.  

1.2.2 Objetivos Específicos:  

• Obtener biomasa microalgal a partir del cultivo de la microalga Scenedesmus 

sp. 

• Extraer compuestos microalgales utilizando diferentes proporciones de 

disolventes. 

• Determinar la actividad antioxidante de extractos fenólicos de Scenedesmus 

sp. mediante el ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH).    

• Determinar la actividad antiinflamatoria de extractos fenólicos de 

Scenedesmus sp. mediante el método de desnaturalización de la albúmina. 
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CAPÍTULO II.-  

METODOLOGÍA 

2.1 Materiales  

2.1.1 Materiales de laboratorio  

Tabla 1 

Materiales de laboratorio  

INSUMO CANTIDAD 

Balón fondo plano (250 mL) 2 

Recipientes vidrio (1 L) 
2 

Tubos Eppendorf (1,5 mL) 1 paquete 

Tubos Falcon (15 mL) 1 paquete 

Tubos Falcon (50 Ml) 1 paquete 

Vaso de precipitación (100 Ml) 3 

Vaso de precipitación (250 Ml) 2 

Pipeta (10 Ml) 1 

Micropipeta 10 – 100 Ml 1 

Micropipeta 20 – 200 Ml 1 

Micropipeta 100 – 1000 Ml 1 

Papel filtro en discos 
10  

Puntas de micropipetas 
30 

Papel aluminio  1 

Cámara de Neubauer 1 
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2.1.2 Equipos 

Tabla 2  

Equipos de laboratorio 

INSUMO CANTIDAD 

Autoclave 1 

Balanza analítica  1 

Microscopio óptico  1 

Estufa 1 

Vórtex 1 

Plancha de agitación orbital 
1 

Centrífuga (tubos de 15 Ml) 
1 

Refrigerador 1 

Espectrofotómetro 1 

Potenciómetro 1 

Baño térmico  1 

 

2.1.3 Reactivos 

Tabla 3 

Reactivos de laboratorio 

INSUMO CANTIDAD 

Etanol  1 L 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 5 Ml 

Carbonato de sodio 2 Ml 

Ácido gálico 2 g 

Nitrito de sodio (NaNO2) 0,3 Ml 
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INSUMO CANTIDAD 

Cloruro de aluminio (AlCl3) 
0,3 Ml 

Hidróxido de sodio (NaOH) 
2 Ml 

2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo 1 g 

Tolox 1 g 

Cloruro de sodio 8 g 

Cloruro de potasio 0,2 g 

Fosfato de disodio 1,44 g 

Fosfato monopotásico 0,44 g 

Diclofenaco de sodio 0,1 g 

 

2.1.4 Medio de cultivo 

Tabla 4 

Medio de cultivo 

INSUMO CANTIDAD 

Fertilizante BASFOLIAR (N, 

P y K – 10, 4 y 7%) 
1 L 

2.2 Métodos  

2.2.1 Hipótesis 

Hipótesis nula 

Los extractos hidroetanólicos y acuosos de la microalga Scenedesmus sp. de 

origen ecuatoriano no presentan actividad antioxidante ni antiinflamatoria. 

Hipótesis alternativa 

Los extractos hidroetanólicos y acuosos de la microalga Scenedesmus sp. de 

origen ecuatoriano presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria. 
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2.2.2 Variables  

Variables dependientes 

• Actividad antioxidante  

• Actividad antiinflamatoria 

Variables independientes  

• Tipos de disolventes usados en la extracción  

• Relación material microalgal/volumen del disolvente 

2.2.3 Sección experimental  

2.2.3.1 Preparación del medio de cultivo 

Para preparar los medios de crecimiento se utilizó la metodología descrita por 

Brito et al., (2016) con modificaciones. Para ello, se usó el fertilizante comercial 

BASFOLIAR (10:4:7); se utilizó la relación de 3 mL de fertilizante por cada litro 

de agua utilizada. Inicialmente, para el proceso de masificación se preparó dos 

balones de fondo plano de 250 mL autoclavados con 125 mL de agua destilada, y 

se añadió 0,75 mL del fertilizante.  

2.2.3.2 Siembra de la microalga en el medio preparado 

Los cultivos se iniciaron con un inóculo de 1,3x106 células/mL proveniente de un 

cultivo madre de Scenedesmus sp. adquirido de la colección de microalgas de la 

Universidad Politécnica Salesiana. El inóculo fue sembrado en cada uno de los 

balones de fondo plano previamente preparados con el medio de cultivo; estos 

cultivos sirvieron para el mantenimiento de la microalga y como fuente del 

inóculo para la resiembra en frascos de mayor volumen (Apandi et al., 2022; 

Suasnavas et al., 2017).  

2.2.3.3 Incubación de las microalgas 

Los balones de 250 mL se acondicionaron en un estante con luz artificial de 3000 

lux, mediante lámparas fluorescentes de 32 W, y se los mantuvo bajo un 

fotoperíodo de 24 horas luz. Además, se adaptó un sistema de compresión 
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construido con mangueras de un diámetro ¼ pulgada (6,35 mm), conectadas a 

bombas de aire de peceras de 2.5 W de poder. La fusión de las pequeñas burbujas 

proporcionó oxígeno y agitación para evitar la sedimentación de las microalgas 

(Acurio-Méndez & Arciniegas-Solarte, 2015).   

2.2.3.4 Resiembra en recipientes de 1 litro 

Para realizar la resiembra de la microalga es necesario conocer la concentración 

celular de microalgas original y a la que se pretende llegar; por lo que, se aplicó 

la siguiente fórmula (Apandi et al., 2019): 

𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 

Donde: 

𝐶1: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 (
𝑐𝑒𝑙

𝑚𝐿
) 

𝑉1: 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑎 𝑡𝑜𝑚𝑎𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 (𝑚𝐿) 

𝐶2: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑎 𝑙𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑠𝑒 𝑞𝑢𝑖𝑒𝑟𝑒 𝑙𝑙𝑒𝑔𝑎𝑟 (
𝑐𝑒𝑙

𝑚𝐿
)  

𝑉2: 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑎𝑙 𝑞𝑢𝑒 𝑠𝑒 𝑝𝑟𝑒𝑡𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑙𝑙𝑒𝑔𝑎𝑟 (𝑚𝐿) 

La resiembra se realizó en tres frascos de 1 litro con 750 mL (V2) de medio de 

cultivo cada uno, y al ser adecuada una concentración de 1x106 células/mL (C2) 

para iniciar este tipo de cultivos, se añadió un volumen de 50 mL de los frascos 

de mantenimiento que alcanzaron una concentración de 1,5x107 (C1) después de 

8 días.  

Estos recipientes fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de iluminación, 

aireación, agitación y temperatura que el cultivo de mantenimiento. Se realizaron 

conteos diarios durante 15 días para la obtención de la curva de crecimiento de 

Scenedesmus sp. y se elaboró una gráfica de la Densidad Celular vs. Tiempo para 

evaluar el crecimiento de la microalga.  
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2.2.3.5 Remoción del medio y secado de la biomasa 

Para la remoción del medio y secado de biomasa se siguió el procedimiento 

descrito por Suasnavas et al., (2017), el proceso se llevó a cabo durante la fase 

estacionaria de crecimiento de Scenedesmus sp, Para remover el medio de 

cultivo, se realizaron varios lavados con agua destilada; para ello, se 

centrifugaron alícuotas de 30 mL y se desechó el sobrenadante (medio de 

cultivo), se añadió agua destilada y se centrifugó nuevamente, de esta manera se 

aseguró la eliminación completa del medio. 

Inmediatamente se procedió con un proceso de deshidratación mediante una 

incubación a 40 °C en una estufa, durante 24 horas aproximadamente. Seguido al 

proceso de secado, se trituró la biomasa deshidratada en un mortero de porcelana 

con el fin de obtener un polvo homogéneo, este se almacenó en tubos de plástico 

tras pesar la masa obtenida. Los tubos se cubrieron con papel aluminio y se los 

almacenó en un refrigerador a una temperatura de 4 °C hasta que se realizó el 

proceso de extracción.  

2.2.3.6 Extracción con diferentes disolventes  

Para el proceso de extracción se pesó la biomasa algal previamente secada y 

molida en una cantidad aproximada de 5 gramos. Se utilizaron tres solventes para 

las extracciones: etanol/agua (80:20 v/v), etanol/agua (50:50 v/v) y agua; con tres 

relaciones material microalgal/volumen de disolvente: 1/10, 1/20 y 1/30. 

Posteriormente, se mezclaron las muestras de las microalgas con los disolventes, 

se agitaron en vórtex y se incubaron durante 30 minutos con agitación orbital 

continua, en la oscuridad, a 30 °C. Cada mezcla se centrifugó durante 10 min a 

400 rpm y se recogió el sobrenadante. Luego, los extractos se filtraron a través de 

filtros de 0,22 μm y se almacenaron en frascos de vidrio ámbar a 4 °C en la 

oscuridad hasta su análisis (Monteiro et al., 2020). 

2.2.3.7 Determinación de fenoles totales 

Se realizó un ensayo del contenido fenólico total mediante el método de Folin y 

Ciocalteu modificado. Para esto, en una placa de 96 micropocillos se mezclaron 
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10 μL de cada muestra con 130 μL de agua destilada, posteriormente, se añadió 

10 μL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N. Después de 6 minutos de reacción se 

añadió 100 µL de una solución de carbonato de sodio al 7% (p/v). Se dejó en 

incubación durante 90 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente y se midió 

la absorbancia de cada muestra a 750 nm. Para la calibración se utilizó una curva 

estándar, preparada con soluciones seriadas de ácido gálico (GAE) que varían de 

10 a 100 mg/L. Los análisis se realizaron por triplicado y el contenido fenólico 

total se expresó como equivalentes de miligramos de ácido gálico por gramo de 

peso seco de la muestra (mg GAE/g DW) (Baek et al., 2021). 

2.2.3.8 Determinación de flavonoides totales 

Se llevó a cabo un ensayo de contenido total de flavonoides con el método 

colorimétrico de cloruro de aluminio. Inicialmente, se mezcló 60 µL del extracto 

con 120 µL de cloruro de aluminio (AlCl3) al 2% (p/v) y se incubó la mezcla 

durante 60 minutos. La absorbancia se midió a 420 nm. También se realizó una 

curva estándar utilizando soluciones de quercetina (QE) en serie que varían de 10 

a 100 mg/L y los resultados se expresaron como equivalentes de miligramos de 

quercetina por gramo de peso seco de muestra (mg QE/g DW) (N’guessan et al., 

2021). 

2.2.3.9 Determinación de carotenoides totales 

Se determinó el contenido total de carotenoides mediante el método 

espectrofotométrico. Se midió la absorbancia a 470, 652 y 665 nm de los 

extractos obtenidos disueltos en metanol puro. Y para calcular el contenido de 

carotenoides se aplicó las ecuaciones de Lichtenthaler (Bulut et al., 2019): 

𝑐𝑎 (
𝜇𝑔

𝑚𝐿
) = 16,72𝐴665 − 9,16𝐴652 

𝑐𝑏 (
𝜇𝑔

𝑚𝐿
) = 34,09𝐴652 − 15,28𝐴665 

𝑐(𝑥+𝑐) (
𝜇𝑔

𝑚𝐿
) =

1000𝐴470 − 1,63𝐴𝑐𝑎
− 104,96𝑐𝑏

221
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Donde: 

𝑐𝑎 y 𝑐𝑏 son concentraciones de clorofila a y b, respectivamente 

𝑐(𝑥+𝑐) es la concentración de carotenoides totales. 

Los resultados se expresaron como miligramos de carotenoides por gramo de 

peso seco de muestra (mg/g DW).  

2.2.3.10 Ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) 

Para determinar la actividad antioxidante se determinó el porcentaje de inhibición 

de DPPH con la metodología descrita por Torres-Da Silva et al., (2021) con 

modificaciones. Para ello, se preparó una solución DPPH en metanol al 80%. 

Luego, se tomaron alícuotas 20 μL de las soluciones estándar de trolox, del 

extracto de compuestos hidroetanólicos y acuosos obtenidos, y agua, y se 

mezclaron con 180 μL de la solución de DPPH. Después de agitar, la mezcla se 

dejó en la oscuridad a temperatura ambiente durante 40 min para leer la 

absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro a 515 nm. Así se obtuvo el 

porcentaje de inhibición:  

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = [1 − (
𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
)] ∗ 100 

Donde:  

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 es la absorbancia de la solución DPPH con agua como control,  

𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 es la absorbancia de la solución de DPPH con la muestra de extractos y, 

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 es la absorbancia de la solución de DPPH con metanol. 

Los análisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en 

porcentaje de inhibición de la muestra y TEAC, es decir, actividad equivalente a 

Trolox (µM/g de peso seco). Se construyó una curva estándar de Trolox, a una 

concentración de 50 a 500 µM en disolución de metanol al 80%. 
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2.2.3.11 Ensayo de desnaturalización de la albúmina 

La evaluación de la actividad antiinflamatoria de los extractos se realizó 

mediante la prueba de inhibición de la desnaturalización de la albúmina. Como 

patrón o fármaco estándar se utilizó diclofenaco sódico, ya que es un potente 

fármaco antiinflamatorio no esteroideo (Patil & Kaliwal, 2019). Primero se 

obtuvo la albúmina de huevo de gallina fresco, para lo cual se separó la yema de 

la clara, se recogió la clara en un recipiente de precipitados adecuado. Luego, se 

agregó aproximadamente 100 mL de agua destilada a la clara de huevo y se agitó 

suavemente hasta que se forme un precipitado de clara (ovoglobulinas). 

Posteriormente, se centrifugó la mezcla y se guardó el sobrenadante que es la 

ovoalbúmina (Castillo-Jácome, 2019). 

Para realizar la prueba de desnaturalización, se mezclaron 2 mL del extracto con 

mayor actividad antioxidante o de diclofenaco sódico a diferentes 

concentraciones (100, 200, 500, 1000 µg/mL) con 2,8 mL de solución salina 

tamponada con fosfato (pH 6,4). Se añadió 0,2 mL de albúmina de huevo y se 

incubó a 37 °C durante 15 min. Se indujo la desnaturalización manteniendo la 

mezcla a 70 °C en agua durante 10 min. Después de que estas se enfriaron, se 

midió la absorbancia a 660 nm usando agua destilada como blanco o control 

negativo. Cada experimento se realizó por triplicado (Patil & Kaliwal, 2019).  

El porcentaje de inhibición de la desnaturalización de la albúmina se calculó con: 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴𝑐 − 𝐴𝑡

𝐴𝑐
∗ 100 

Donde: 

𝐴𝑡 es la absorbancia en presencia de extractos/diclofenaco de sodio,  

𝐴𝑐 es la absorbancia del control (albúmina desnaturalizada). 

2.2.4 Análisis de datos  

Se aplicó un diseño experimental 32, es decir, de dos factores (tipo de disolvente 

y proporción material microalgal/volumen de disolvente) con tres niveles cada 
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uno (etanol/agua (80:20 v/v), etanol/agua (50:50 v/v) y agua; en proporciones 

1:10, 1:20 y 1:30). El análisis estadístico de los datos experimentales se realizó 

utilizando Statgraphics Centurion 18 de StatPoint Technologies Inc., a través de 

un análisis de varianza ANOVA, seguido de una comparación de medias 

múltiples determinada mediante la prueba de Tukey (nivel de significancia del 

95%, p < 0,05).  
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CAPÍTULO III.-  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Análisis y discusión de los resultados  

3.1.1 Cinética de crecimiento y producción de biomasa de Scenedesmus sp. 

En la figura 2 se muestra la curva de crecimiento de Scenedesmus sp. durante 20 

días de producción de biomasa en un medio de cultivo de bajo costo elaborado a 

partir del fertilizante BASFOLIAR (10:4:7). La curva fue construida en base a 

los datos obtenidos del conteo celular en la cámara de Neubauer (ANEXO A). 

Figura 3 

Curva de crecimiento de Scenedesmus sp. en medio de cultivo de fertilizante 

BASFOLIAR. 
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Scenedesmus sp. es una especie de microalga capaz de crecer en condiciones 

nutricionales y ambientales simples, presentando tasas de crecimiento bastante 

altas (Ambati et al., 2018). Especies actualmente cultivadas como Dunaliella 

salina, Haematococcus pluvialis, Chlorella sp., Spirulina platensis, entre otras, 

muestran varias limitaciones en su crecimiento y requieren de condiciones 

especiales controladas difíciles de mantener  (Hotos, 2021; Rajput et al., 2021); 

por lo que, Scenedesmus sp. puede ser considerada como un productor 

alternativo eficiente de compuestos biológicamente activos.  

La Figura 2 muestra la curva de crecimiento de las microalgas que consiste en 

una fase lag, fase log y fase estacionaria. La fase lag es una fase de inducción, 

las microalgas solo aumentan en tamaño, no en cantidad y están 

metabólicamente activas (Carneiro et al., 2021). En el gráfico se puede 

observar que esta fase transcurre desde el día 0 hasta el día 4, este corto periodo 

de tiempo es bastante conveniente, ya que el objetivo es obtener una alta 

cantidad de células.  

En el día 5, el crecimiento microalgal ingresa a una fase log o de crecimiento 

exponencial. Aquí la densidad celular aumenta, ya que las células se dividen a 

una tasa máxima (Fernandes & Cordeiro, 2021). La fase log dura 9 días, 

tiempo conveniente para alcanzar concentraciones altas de biomasa; y cuando 

finaliza esta etapa, inicia la fase estacionaria.  

Al iniciar la fase estacionaria la curva de crecimiento se vuelve horizontal, 

debido a que las células van dividiéndose y muriendo a la par (Carneiro et al., 

2021). Curvas de crecimiento similares, con fases exponenciales de entre 7 a 10 

días, se pueden encontrar en diversos estudios, tanto para esta especie de 

microalga (Cerón et al., 2018; Chellamboli & Perumalsamy, 2016; Latiffi et 

al., 2017) , como para otras especies de microalgas (Dahlin et al., 2018; Rosen 

et al., 2022). 

Para obtener los parámetros de la cinética de crecimiento de Scenedesmus sp. 

presentados en la Tabla 5, se utilizó los datos correspondientes a la fase 

exponencial de la curva de crecimiento (ANEXO B).  
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 Tabla 5 

Parámetros de crecimiento calculados para el cultivo de Scenedesmus sp. en 

medio de cultivo de fertilizante BASFOLIAR. 

Parámetro Valor alcanzado 

Tasa de crecimiento (𝑟) 0,459 día-1 

Tiempo generacional 1,509 días/división celular 

Divisiones diarias 0,663 divisiones/día 

Los parámetros de crecimiento muestran un valor de 1,509 días para el tiempo 

generacional, lo que significa que fue necesario alrededor de un día y medio para 

que se duplique la población o se forme una nueva generación de microalgas. 

Este proceso de aumento de biomasa se dio con una tasa de crecimiento de 0,459 

por día y 0,663 divisiones diarias.  

Los valores para los parámetros de crecimiento (Tabla 5) obtenidos en el 

presente estudio fueron similares a los valores alcanzado al iniciar un cultivo con 

la misma concentración celular de Scenedesmus, donde se obtuvo una tasa de 

crecimiento de 0,448 día-1, 0,646 divisiones diarias y un tiempo generacional de 

1,546 días (Latiffi et al., 2017). Y se obtuvo mejores resultados en comparación 

a valores de 0,345 día-1 y 0,148 día-1 para la tasa de crecimiento; 0,497 y 0,213 

divisiones por día; y al tiempo necesario para duplicación, que fue menor frente 

a los de 2,003 y 4,683 días obtenidos en dos estudios realizados para esta especie 

de microalga (Dixit et al., 2020; Gour et al., 2016).  

Después del periodo de cultivo de Scenedesus se logró obtener 

aproximadamente 6 g de biomasa por litro, la cual fue secada y presentó un 

rendimiento del 25% al proporcionar 1,5 g de peso seco por litro (DW/L). Este 

valor de biomasa representa una cantidad elevada en comparación a 0,25 g 

DW/L alcanzados en 18 días en un estudio de evaluación del potencial de la 

microalga para producción de biocombustibles (Gour et al., 2016); o frente a los 

0,70 g DW/L obtenidos como mejor resultado en la evaluación de producción de 

biomasa para la industria de procesamiento de aguas (Latiffi et al., 2017).  
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Durante todo el periodo de crecimiento microalgal en el medio a base de 

BASFOLIAR se suministró iluminación y aireación constante, y se monitoreó la 

temperatura y la coloración del cultivo, esto permitió alcanzar una cinética de 

crecimiento competente y una producción de biomasa elevada. Con el 

fertilizante utilizado se proporcionaron concentraciones adecuadas de nutrientes. 

Cerón et al., (2018) menciona que los nutrientes de mayor relevancia para los 

cultivos de microalgas son el nitrógeno y el fósforo, y el fertilizante utilizado 

presentaba un 10 y 4% de estos, respectivamente; lo cual contribuyó en el rápido 

desarrollo de las microalgas.  

El fotoperiodo de 24:0 horas luz:oscuridad utilizado también contribuyó al 

rápido crecimiento del alga. El período continuo de exposición a la luz influye 

positivamente en el crecimiento y producción de biomasa de las microalgas, ya 

que son paralelos a la tasa de fotosíntesis y el metabolismo de las microalgas que 

se favorece bajo estas condiciones (Lancheros-Díaz et al., 2021; Yusof et al., 

2021). De igual forma, la agitación continua suministrada mediante bombas de 

aire aseguró un crecimiento propicio al permitir la distribución homogénea de 

células y nutrientes, mejorar la distribución de la luz a las células, evitar la 

sedimentación de las microalgas y suministrar diariamente CO2 a partir del aire 

filtrado (Mariano et al., 2017).   

La temperatura también es un factor influyente en el desarrollo de las 

microalgas, el rango óptimo para Scenedemus está comprendido entre 20 y  

40 °C; por lo que, al ser mantenida al ambiente del laboratorio de entre 20 –  

25 °C, se logró un crecimiento apropiado de la microalga (Papry et al., 2019). 

Como indicador complementario del estado del cultivo se tomó la coloración 

verde de este, ya que muestra el estado del aparato fotosintético de la microalga 

que es muy sensible a cambios de temperatura y pH, por lo que permitió evaluar 

si el medioambiente se mantenía adecuado para el crecimiento de las células 

(Bermejo et al., 2021). 

Optimizando las condiciones de cultivo de Scenedesmus sp. se podría mejorar 

los parámetros de crecimiento de la microalga, ya que existen estudios que 

muestran que esta especie puede alcanzar tasas de crecimiento más altas, que 
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van desde 0,839 (Sarwa & Verma, 2017) hasta 2,84 (Rosen et al., 2022) por 

día; y una cantidad de biomasa seca que podría ser de hasta 2,369 g de peso 

seco/L (Rosen et al., 2022); valores altamente competitivos frente a los de 

ciertas especies de los géneros más cultivados en la actualidad: Spirulina, 

Chlorella y Dunaliella (Rosen et al., 2022; Soni et al., 2019; Wolf et al., 2021).  

3.1.2 Extracción y caracterización de compuestos etanólicos y acuosos de 

Scenedesmus sp.  

El proceso de extracción permite obtener metabolitos de microalgas como: 

fenoles, flavonoides, carotenoides, alcaloides, glucósidos y otros (Garcia-

Vaquero et al., 2021). El etanol es un solvente seguro para el consumo humano 

y se ha utilizado con éxito para extraer compuestos bioactivos de especies 

vegetales y de algas (Ermi Hikmawanti et al., 2021). El etanol y el agua son 

considerados disolventes verdes, y este último presenta rendimientos elevados al 

utilizarse como disolvente puro (Wong-Paz et al., 2020); por ello, para el 

presente estudio, se optó por mezclas de etanol y agua 80:20 y 50:50, y agua 

pura como disolventes. 

La determinación de los compuestos fenólicos totales (TPC) se realizó en base a 

una curva estándar de ácido gálico, los resultados se expresaron como mg de 

GAE/g biomasa seca. El contenido promedio de fenoles totales que se muestra 

en la tercera columna de la tabla 6, fueron calculados en base a la ecuación de 

regresión lineal A750 nm = 0,0027 [GAE] + 0,113 (R2 = 0,9989). Mientras que, la 

determinación de flavonoides totales se realizó en base a una curva estándar de 

quercetina, los resultados se expresaron como mg de QE/g biomasa seca. El 

contenido promedio de flavonoides compuestos totales (TFC) que se muestra en 

la cuarta columna de la tabla 7, fueron calculados en base a la ecuación de 

regresión lineal A420 nm = 0,0155 [GAE] – 0,0183 (R2 = 0,999). Las curvas de 

calibración se encuentran en el ANEXO C. 
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Tabla 6 

Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos etanólicos y acuosos 

de Scenedesmus sp.  

Disolvente 

Relación 

biomasa/Volumen 

de disolvente 

Fenoles totales 

(mg GAE/g) 

Flavonoides 

totales (mg 

QE/g) 

Etanol 80% 

1:10 17,58 ± 1,52b 1,55 ± 0,09e, f 

1:20 21,82 ± 1,84b 5,32 ± 0,26b 

1:30 28,55 ± 1,83a 7,53 ± 0,17a 

Etanol 50% 

1:10 11,83 ± 0,901c 1,19 ± 0,02f, g 

1:20 16,95 ± 1,76b 1,84 ± 0,01e 

1:30 18,18 ± 2,57b 4,53 ± 0,34c 

Agua 

1:10 6,64 ± 0,891e 0,77 ± 0,01g 

1:20 7,27 ± 1,771c, d 1,98 ± 0,03e 

1:30 11,37 ± 2,02c, d 2,47 ± 0,02d 

Nota: Los resultados son los promedios ± desviación estándar. 

 a, b, c, d, e, f, g Valores con letras diferentes en la misma columna 

presentan diferencias estadísticamente significativas entre cada 

tratamiento para la prueba de fenoles totales (p < 0,05). 

Con el análisis de varianza ANOVA y la prueba de rangos múltiples Tukey, se 

demostró que los dos factores analizados tienen un efecto estadísticamente 

significativo sobre la cantidad de fenoles totales (mg GAE/g) y flavonoides 

totales (mg QE/g) extraídos con un 95,0% de nivel de confianza (p < 0,05). El 

resultado del análisis estadístico se encuentra disponible en el ANEXO D.  

En relación con el TPC y TFC de los extractos microalgales, en la tabla 6 se 

puede observar que bajo la combinación de etanol al 80% y la relación material 

miroalgal/volumen de disolvente de 1:30 se alcanzó el promedio más alto. Esto 

se explica, ya que este proceso depende de la compatibilidad de la polaridad 

entre solvente y compuesto (Ermi Hikmawanti et al., 2021); por lo que, 

solventes polares como el etanol son favorables para la extracción de 

compuestos polares como fenoles y flavonoides.  
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Además, al presentar también una parte acuosa, se aumentó su polaridad y 

afinidad (Albert et al., 2022; Hapsari et al., 2022). Y, el agua también 

favoreció el hinchamiento de la biomasa microalgal para aumentar el área de 

superficie de contacto y así lograr una extracción más eficiente de estos 

metabolitos (Tsouko et al., 2019), un 20% de agua fue suficiente para favorecer 

este proceso en las células microalgales.  

La superioridad del etanol al 80% frente al agua pura en la extracción de 

compuestos de Scenedemus sp. se ve afectada por el tipo polifenoles presentes 

en la microalga (Castellanos-Gallo et al., 2022). Con los resultados obtenidos 

se puede decir que la microalga poseía metabolitos con un rango de polaridad 

cercano a la del etanol acuoso 80% (v/v) (Curcuraci et al., 2022; Lohvina et 

al., 2022). Lo cual concuerda con observaciones realizadas en plantas y 

microalgas, donde se informa que los polifenoles suelen ser más solubles en 

disolventes menos polares que el agua (Sepahpour et al., 2018; Shanmugam et 

al., 2021).  

Esta tendencia de mejor eficiencia de extracción de fenoles y flavonoides con 

mayor concentración de etanol es demostrada en diversos estudios (Anwer et 

al., 2022; Bellahcen et al., 2020; Bulut et al., 2019; Vicente et al., 2021); a 

pesar de ello, existe evidencia de que, con aumento del tiempo de extracción (24 

horas) o de temperatura (80 °C), el agua pura puede llegar a extraer más 

compuestos fenólicos y flavonoides (hasta 58,63 mg GAE/g y 70,34 mg QE/g) 

(Cengiz Sahin, 2019; Patil & Kaliwal, 2019). Así mismo, el uso de estos 

mismos disolventes como fluidos supercríticos podría ayudar a alcanzar valores 

de hasta 59,25 mg GAE/g (Gilbert-López et al., 2017).  

Respecto a la influencia de la relación biomasa – solvente en la extracción, se 

observa que mientras aumenta el volumen de solvente, aumenta la cantidad de 

los compuestos de interés en los extractos (1:30>1:20>1:10). Esto se dio debido 

a que, con mayor volumen de disolvente se aumenta el área de contacto con la 

biomasa, lo que permitió una mejor penetración en las microalgas para que 

liberen más metabolitos y así se transfieran los fenoles y flavonoides de manera 

más sencilla en el solvente  (Esquivel-Hernández et al., 2017; Tsouko et al., 
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2019). Varios autores encontraron que mientras se aumenta la cantidad de 

disolvente aumenta el CPT y CFT, sustentando los hallazgos del presente 

estudio (Ardiles et al., 2020; e Silva et al., 2018). 

El promedio más elevado de TPC y TFC fue de 28,55 mg GAE/g DW y 7,53 mg 

QE/g DW, valores superiores a 24,70 mg GAE/g DW (Da Silva et al., 2021); 23 

mg GAE/g DW y 8 mg QE/g DW (Mukherjee et al., 2022); 20,58 mg GAE/g 

DW (Patil & Kaliwal, 2019); y 5,40 mg GAE/g DW y 1,61 mg QE/g DW 

(Bulut et al., 2019) reportados para extractos etanólicos en diferentes estudios 

para Scenedemus.  

Así también, se alcanzó valores cercanos a los reportados para otras especies de 

microalgas en extractos etanólicos: 41.53 mg GAE/g DW y 19,82 mg QE/g DW 

para Nannochloropsis gaditana (Kherraf et al., 2017); 26 mg GAE/g DW y 

10,25 mg CE/g DW Spirulina platensis (da Silva et al., 2017); y 17,4 mg 

GAE/g DW y 17,3 mg QE/g DW para Chlorella sp. (Hussein et al., 2020). 

La determinación de los carotenoides totales se realizó en base a las ecuaciones 

de Lichtenthaler (Bulut et al., 2019), usando las absorbancias obtenidas en tres 

longitudes de onda (470, 652 y 665 nm). Los resultados se muestran en la tabla 

7, y están expresados en miligramos de carotenoides totales por gramo de 

biomasa seca.  

Tabla 7 

Contenido de carotenoides totales en los extractos etanólicos y acuosos de 

Scenedesmus sp.  

Disolvente 

Relación 

biomasa/Volumen de 

disolvente 

Carotenoides 

totales (mg/g) 

Etanol 80% 

1:10 0,11 ± 0,01c, d 

1:20 0,27 ± 0,01b 

1:30 0,66 ± 0,01a 

Etanol 50% 

1:10 0,06 ± 0,01e 

1:20 0,09 ± 0,03 d, e 

1:30 0,24 ± 0,02b 
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Disolvente 

Relación 

biomasa/Volumen de 

disolvente 

Carotenoides 

totales (mg/g) 

Agua 

1:10 0,01 ± 0,01f 

1:20 0,07 ± 0,01 e 

1:30 0,14 ± 0,02c 

Nota: Los resultados son los promedios ± desviación estándar. 

 a, b, c, d, e, f Valores con letras diferentes presentan diferencias 

estadísticamente significativas entre disolvente y relación material 

microalgal/disolvente para la prueba de carotenoides totales (p < 

0,05). 

El análisis de varianza ANOVA y la prueba de rangos múltiples Tukey también 

mostraron que los dos factores analizados tienen un efecto estadísticamente 

significativo sobre la cantidad de carotenoides (mg/g) extraídos con un 95,0% de 

nivel de confianza (p < 0,05).  El resultado del análisis estadístico se encuentra 

disponible en el ANEXO D.  

El mayor contenido de carotenoides totales se muestra en el etanol al 80% y la 

mejor relación de material microalgal/volumen de disolvente es de 1:30 al igual 

que para fenoles y flavonoides. Esto es debido a que los carotenoides y 

pigmentos presentes en Scenedesmus sp. son muy poco solubles en agua 

(Damergi et al., 2017; Kholany et al., 2022). Estos resultados se sustentan en 

otros estudios, donde los carotenoides de diferentes tipos de microalgas son 

mucho más solubles al añadir solventes orgánicos  de baja polaridad (Bulut et 

al., 2019; Gabr et al., 2020; Hussein et al., 2020; Li et al., 2022).  

El promedio más alto de carotenoides fue de 0,660 mg/g DW, este ingresa 

dentro del rango de los valores reportados por otros autores para diferentes 

microalgas (Bulut et al., 2019; Damergi et al., 2017; Haoujar et al., 2019; 

Rajput et al., 2021); sin embargo, la cantidad de carotenoides obtenidos en 

extractos etanólicos, tanto en este como en otros estudios, es menor al comparar 

con extracciones realizadas con solventes como el hexano, éter de petróleo o 

cloroformo, que son solventes no polares. Además, dado que el proceso de 

secado fue a través de aire caliente, este pudo haber afectado el contenido de 
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estos pigmentos, ya que se pueden degradar fácilmente cuando la biomasa es 

secada con luz solar o con aire caliente (Park et al., 2018). 

3.1.3 Actividades biológicas  

3.1.3.1 Actividad antioxidante evaluada por el método DPPH 

La actividad antioxidante de los extractos se determinó mediante el ensayo de 

actividad captadora de radicales libres DPPH. Los resultados de la capacidad 

antioxidante de Scenedesmus sp. se dan en la Tabla 8 como porcentajes de 

actividad de eliminación o inhibición de radicales DPPH, así como micromoles 

Trolox por gramo de peso seco (µmol de TE/g DW) de microalgas.  

Tabla 8 

Capacidad antioxidante determinada por el método DPPH de los extractos 

etanólicos y acuosos de Scenedesmus sp.  

Disolvente 

Relación 

biomasa/Volumen de 

disolvente 

Inhibición de 

radicales 

DPPH (%) 

µmol Trolox/g 

DW 

Etanol 80% 

1:10 30,18 ± 1,46 b, c 3,00 ± 0,15 c, d 

1:20 32,71 ± 3,57 b 3,26 ± 0,38 c 

1:30 41,40 ± 1,21a 6,37 ± 0,21 a 

Etanol 50% 

1:10 20,01 ± 3,12 d 0,92 ± 0,16 f 

1:20 25,01 ± 1,39 c, d 2,46 ± 0,15 d 

1:30 26,61 ± 0,86 c 4,29 ± 0,16 b 

Agua 

1:10 7,97 ± 2,72 e 0,32 ± 0,14 g 

1:20 9,51 ± 0,69 e 0,84 ± 0,07 f, g 

1:30 12,42 ± 1,52 e 1,74 ± 0,24 e 

Nota: Los resultados son los promedios ± desviación estándar. 

 a, b, c, d, e, f, g Valores con letras diferentes en la misma columna 

presentan diferencias estadísticamente significativas entre disolvente 

y relación material microalgal/disolvente sobre la actividad 

antioxidante (p < 0,05). 

Con el análisis de varianza ANOVA y la prueba de rangos múltiples Tukey, se 

demostró que los dos factores analizados tienen un efecto estadísticamente 

significativo sobre la actividad antioxidante de los extractos (porcentaje de 
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inhibición de radicales DPPH y µmol Trolox/g DW) con un 95,0% de nivel de 

confianza (p < 0,05). El resultado del análisis estadístico se encuentra disponible 

en el ANEXO E.   

El ensayo DPPH mide la capacidad reductora de los antioxidantes probados 

hacia el radical DPPH, ya sea por reducción directa a través de la transferencia 

de electrones o por eliminación de radicales por transferencia de átomos de 

hidrógeno (Ermi Hikmawanti et al., 2021). Todos los extractos obtenidos de 

Scenedesmus sp. demostraron capacidades para neutralizar el efecto oxidativo de 

los radicales DPPH (Tabla 8). Esta actividad antioxidante también se demostró 

en especies de microalgas marinas y de agua dulce investigadas en todo el 

mundo (Coulombier et al., 2020; Gauthier et al., 2020; Kumar et al., 2022; 

Monteiro et al., 2020; Mousavian et al., 2022).   

Los porcentajes de inhibición más altos fueron encontradas en los extractos 

obtenidos con el disolvente etanol 80%, y el mejor resultado se alcanzó con la 

relación biomasa:volumen de disolvente 1:30. Estos resultados estuvieron de 

acuerdo con lo reportado por otros estudios, donde se ha demostrado que 

extractos obtenidos con solventes de polaridad intermedia muestran una mayor 

capacidad de captación del radical DPPH en comparación con los polares y no 

polares (Bulut et al., 2019; Matsuo et al., 2020; Nawaz et al., 2020).  

De acuerdo con los resultados de caracterización de los extractos (Tabla 6 y 7), 

la alta cantidad de compuestos fenólicos, flavonoides y carotenoides presentes 

en el extracto hidrometanólico pueden relacionarse con una actividad 

antioxidante significativa. Lo cual concuerda con lo establecido por Banskota et 

al., (2018), quien menciona que los carotenoides y los fenoles son dos grupos 

principales de compuestos naturales que tienen una fuerte actividad antioxidante. 

Diversos estudios muestran que existe una relación positiva entre el contenido de 

fenoles y flavonoides con la actividad antioxidante (Banskota et al., 2018; 

Mukherjee et al., 2022; Trentin et al., 2022), esto sugiere que la capacidad de 

eliminación de radicales del extracto podría estar relacionada con la alta 

concentración de grupos hidroxilo (Kumar et al., 2022). Los grupos hidroxilo 

fenólicos pueden proporcionar una mayor capacidad para donar átomos de 
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hidrógeno o electrones y estabilizar el radical, por lo que el número y la posición 

de los estos estará directamente relacionada con su capacidad antioxidante 

(Ermi Hikmawanti et al., 2021; Mercado-Mercado et al., 2020).  

De manera similar, los carotenoides muestran correlaciones positivas con la 

actividad antioxidante (Park et al., 2018). Los carotenoides también son capaces 

de eliminar radicales con la transferencia de electrones o de átomos de 

hidrogeno (Milani et al., 2017); por lo que, aunque es bajo el contenido de estos 

compuestos en los extractos de Scenedesmus sp., pueden también haber 

contribuido para alcanzar el máximo porcentaje de reducción del DPPH.  

La formación de todos estos compuestos bioactivos pudo haber sido inducida 

como una estrategia fotoprotectora frente al estrés luminoso causado por el 

periodo de exposición (24:0 h, luz: oscuridad) (Faraloni et al., 2021). La 

iluminación constante promueve la síntesis de varios compuestos bioactivos que 

desempeñan un papel fundamental en la eliminación y supresión del desarrollo 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) inducida por este tipo de estrés 

(Faraloni et al., 2021; Goiris et al., 2012; Yusof et al., 2021).  

De acuerdo con los datos obtenidos por el ensayo DPPH, la mayor capacidad 

antioxidante de los extractos se midió con 6,37 ± 0,14 µmol de TE/g DW con un 

porcentaje de inhibición de 41,40%, valor superior al de 25,65% alcanzado por 

Bulut et al., (2019) con 3,71 µmol de TE/g DW para extractos de Scenedesmus 

sp. obtenidos con etanol al 75% como solvente.  

De igual forma, el valor alcanzado en el presente estudio fue superior al 

alcanzado con una extracción con metanol, donde se obtuvo un porcentaje de 

actividad antioxidante de 15.25% (Arguelles, 2018). Sin embargo, el porcentaje 

alcanzado es menor al reportado por Patil & Kaliwal, (2019) de 72,42% en un 

extracto etanólico concentrado; los tres estudios muestran la misma tendencia de 

mayor actividad antioxidante en extractos obtenidos con mayor grado alcohólico 

respecto a extractos acuosos.   

Además, el porcentaje de inhibición alcanzado en el presente estudio es similar 

al de otras especies de algas comercialmente cultivadas; por ejemplo, se ha 
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obtenido un porcentaje de inhibición de 62.46% para Spirulina platensis 

(Taghavi-Takyar et al., 2019), 30.06% para Chlorella sp. (Dimova et al., 

2021), y 28,65% y 19,23% para Nannochloropsis sp. y Dunaliella tertiolecta 

con extractos etanólicos (Norzagaray-Valenzuela et al., 2016). De igual forma, 

esta capacidad antioxidante es cercana a la reportada para especies vegetales y 

de macroalgas  (Albert et al., 2022; Dimova et al., 2021; Lohvina et al., 2022; 

Monteiro et al., 2020; Osei Akoto et al., 2020). 

3.1.3.2 Actividad antiinflamatoria evaluada por el método de desnaturalización de 

proteínas 

Se determinó la actividad antiinflamatoria del diclofenaco de sodio como 

fármaco estándar y del extracto que presentó la actividad antioxidante más 

elevada, es decir, del extracto hidroetanólico (etanol:agua 80:20). Los resultados 

se muestran en la Tabla 9, y se expresaron como el porcentaje de inhibición de la 

desnaturalización de la albúmina.  

Tabla 9 

Actividad antiinflamatoria del extracto hidroetanólico (etanol-agua 80:20) de 

Scenedesmus sp. y del diclofenaco de sodio evaluada por el método de 

desnaturalización de proteínas.   

Muestra 
Concentración (µg/mL) 

100 200 500 1000 

Diclofenaco 34,97 ± 2,43a 62,21 ± 1,49b 85,94 ± 1,41 c 95,76 ± 0,89 d 

Extracto 

microalgal 
4,33 ± 1,22 a 11,31 ± 2,44 b 20,19 ± 2,45c 38,42 ± 2,17 d 

Nota: Los resultados son los promedios ± desviación estándar. 

 a, b, c, d, e, f, g Valores con letras diferentes en la misma fila presentan 

diferencias estadísticamente significativas entre disolvente y relación 

material microalgal/disolvente sobre la actividad antioxidante (p < 

0,05). 
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Con el análisis de varianza ANOVA y la prueba de rangos múltiples Tukey, se 

demostró que existe una diferencia estadísticamente significativa entre la media 

del porcentaje de inhibición de la desnaturalización entre las diferentes 

concentraciones de diclofenaco y del extracto hidroetanólico con un 95,0% de 

nivel de confianza (p < 0,05). El resultado del análisis estadístico se encuentra 

disponible en el ANEXO F.  

La desnaturalización de las proteínas es una causa bien documentada de la 

inflamación y artritis reumatoide. Por lo que, con este ensayo se evaluó la 

capacidad del extracto de Scenedesmus sp. para reducir la desnaturalización 

térmica de la proteína albúmina, que vendría a ser un factor que contribuye a su 

actividad antiinflamatoria (Fernandes & Cordeiro, 2021). El extracto 

microalgal indujo un efecto antiinflamatorio en todas las concentraciones 

analizadas.  

El máximo porcentaje de inhibición de la desnaturalización alcanzado fue de 

38,78%, mientras que el del fármaco estándar utilizado como control positivo 

fue de 95,72%, ambos a una concentración de 1000 µg/mL. Se utilizó el 

diclofenaco de sodio, ya que es un potente fármaco no esteroideo (AINE), y 

como la mayoría de este tipo de fármacos, posee la capacidad intrínseca de 

estabilizar o prevenir la desnaturalización de la albúmina tratada térmicamente a 

un pH fisiológico de 6,2–6,5 (Aidoo et al., 2021).  

El mecanismo de desnaturalización está involucrado en la alteración de la fuerza 

electrostática de los enlaces de hidrógeno, hidrófobos y disulfuro (Khalid et al., 

2021). Y varios compuestos como: fenoles, flavonoides, glucósidos, 

carotenoides, terpenoides y esteroides exhiben una capacidad mediadora que 

reduce el impacto de estos procesos desnaturalizantes (Osei Akoto et al., 2020); 

por lo que, el extracto microalgal, al presentar una notable cantidad de estos 

compuestos, exhibe una considerable actividad antiinflamatoria.  

El porcentaje de inhibición de desnaturalización de la albúmina de 38,78% 

alcanzado con el extracto hidroetanólico de Scenedesmus sp. es superior a los 

alcanzados con etanol y agua (21.65 y 30,45%, respectivamente) (Patil & 
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Kaliwal, 2019); esto demuestra que la mezcla de estos disolventes es capaz de 

extraer más compuestos antiinflamatorios de esta microalga. Este porcentaje 

además es cercano al de 47%, alcanzado con compuestos de Spirulina 

(Prabakaran et al., 2020). O a los valores de 32; 34,7; 65,9 y 72,23% 

reportados para especies vegetales utilizando este método de desnaturalización 

de proteínas (Dharmadeva et al., 2018; I. Henneh et al., 2018; I. T. Henneh et 

al., 2018; Osei Akoto et al., 2020).  

3.2 Verificación de la hipótesis 

En base a los resultados obtenidos se acepta la hipótesis alternativa, indicando 

que los extractos hidroetanólicos y acuosos de la microalga Scenedesmus sp. de 

origen ecuatoriano presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria.  
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Conclusiones  

• Los compuestos producidos por Scenedesmus sp. mostraron actividad 

antioxidante y antiinflamatoria, lo que demuestra que estos microorganismos 

tienen potencial para ser aplicados en la producción de moléculas bioactivas 

naturales. Además, dado que esta microalga presentó una alta capacidad 

adaptativa, tuvo requerimientos mínimos para un rápido crecimiento, y su 

producción a escala comercial requeriría de infraestructura de baja tecnología 

sin necesidad de tierra cultivable, podría incluso reemplazar a las plantas para 

uso industrial en esta rama de producción.  

• Se logró obtener 6 gramos de biomasa de Scenedesmus sp. por litro, en un 

medio de bajo costo elaborado a partir del fertilizante BASFOLIAR (10:4:7) 

y agua. La competente cinética de crecimiento que mostró esta microalga 

permitió lograr altas concentraciones celulares; esto fue favorecido por las 

condiciones de cultivo como el fotoperiodo 24:0 horas luz:oscuridad, la 

temperatura (22 – 25 °C) y la aireación constante. 

• Todos los extractos obtenidos a partir de la biomasa seca de Scenedesmus sp. 

mostraron fenoles, flavonoides y carotenoides. El extracto obtenido con el 

disolvente etanol:agua (80:20 v/v) y la relación material microalgal/volumen 

de disolvente 1:30 fue el que presentó la mayor cantidad de estos compuestos 

(28,55 mg GAE/g, 7,53 mg QE/g y 0,66 mg de carotenoides/g); mientras que, 

el extracto acuoso y la relación 1:10 fue el que mostró los más bajos 

resultados. La alta cantidad de estos compuestos pudo haber sido favorecida 

por la iluminación constante, estrés que puede incrementar la síntesis de estos 

metabolitos como un mecanismo fotoprotector.  

• Se determinó la actividad antioxidante in vitro mediante la capacidad de 

inhibición del radical DPPH para todos los extractos microalgales. El mayor 

porcentaje de inhibición y micromoles Trolox por gramo de peso seco 
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(41,40% y 6,37 µmol TE/g DW) se alcanzó con el extracto hidroetanólico 

rico en fenoles, flavonoides y carotenoides; lo que demuestra que estos 

compuestos contribuyen a la actividad antioxidante. El porcentaje de 

inhibición alcanzado es competitivo frente a los alcanzados por otras 

microalgas actualmente cultivadas, por lo que Scenedemus sp. es una especie 

muy prometedora para la producción de compuestos antioxidantes. 

• Se determinó la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroetanólico 

de Scenedesmus sp. mediante su capacidad para inhibir la desnaturalización 

de la albúmina, obteniéndose el mayor porcentaje de inhibición con la 

concentración de 1000 µg/mL (38,78 %). Muchas de las enfermedades 

inflamatorias se asocian con la desnaturalización de las proteínas; por lo 

tanto, valdría la pena considerar cualquier agente que pueda prevenir la 

desnaturalización de proteínas, como los compuestos obtenidos a partir de 

Scenedesmus sp., para el desarrollo de fármacos antiinflamatorios.  
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5.2 Recomendaciones 

• Extender el estudio a otras actividades biológicas que puedan presentar los 

compuestos bioactivos de la microalga Scenedesmus sp. 

• Evaluar la viabilidad de otras técnicas de cosecha de biomasa que permitan 

optimizar el tiempo y escalar el proceso.  

• Integrar y complementar los procesos de extracción para alcanzar un mejor 

rendimiento, ya que estas microalgas tienen la capacidad de formar colonias, 

lo que pudo haber afectado la eficiencia de extracción. 

• Identificar los metabolitos secundarios obtenidos en el extracto rico en 

compuestos fenólicos, flavonoides y carotenoides.  

• Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria con métodos in vivo, para 

sustentar y complementar los resultados obtenidos en la presente 

investigación con representaciones de procesos fisiológicos. 
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Anexos 

ANEXO A. Crecimiento de Scenedesmus sp. en medio de cultivo de fertilizante 

BASFOLIAR. 

Tabla A1 

Promedio de densidad celular de Scenedesmus sp. en medio de cultivo de fertilizante 

BASFOLIAR. 

Días de cultivo 
Densidad celular 

(cel/ml) 

0 1,1 x106 

1 1,2 x106 

2 1,5 x106 

5 6,5 x106 

6 1,2 x107 

7 2,2 x107 

8 4,1 x107 

9 9,9 x107 

13 3,5 x108 

14 4,0 x108 

15 4,1 x108 

16 4,1 x108 

19 4,2 x108 

20 4,2 x108 
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ANEXO B. Curva semilogarítmica de la fase exponencial de crecimiento de 

Scenedesmus sp. y cálculo de parámetros cinéticos. 

 

Figura B1. Fase exponencial de la curva de crecimiento de Scenedesmus sp. 
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ANEXO C. Curvas de calibración para la caracterización de extractos. 

 

Figura C1. Curva de calibración de ácido gálico para cuantificación de fenoles 

totales. 

 

Figura C2. Curva de calibración de quercetina para cuantificación de flavonoides 

totales. 
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ANEXO D. Análisis estadístico para ensayos de caracterización de extractos. 

• Fenoles 

Tabla D1. Análisis Anova para el contenido de fenoles totales en extractos 

microalgales.  

 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 
Valor-P 

A: Tipo de disolvente 910,53 2 455,265 148,70 0,0000 

B: Relación 

Biomasa/Volumen solvente 
243,694 2 121,847 39,80 0,0000 

AB 47,4199 4 11,855 3,87 0,0193 

RESIDUOS 55,1081 18 3,06156   

TOTAL (CORREGIDO) 1256,75 26    
 

 

Tabla D2. Prueba de rangos múltiples de Tukey para el contenido de polifenoles por 

disolvente.  

Tratamiento Casos Media 
Grupos 

Homogéneos 

Etanol 80% 1:30 3 28,5523 X 

Etanol 80% 1:20 3 21,8147    X 

Etanol 50% 1:30 3 18,1793    X 

Etanol 80% 1:10 3 17,583    X 

Etanol 50% 1:20 3 16,9477    X 

Etanol 50% 1:10 3 11,833       X 

Agua 1:30 3 11,3673       XX 

Agua 1:20 3 7,27167       XX 

Agua 1:10 3 6,639            X 

 

• Flavonoides  

Tabla D3. Análisis Anova para el contenido de flavonoides totales en extractos 

microalgales.   

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

 A: Tipo de disolvente 44,5861 2 22,2931 34312,66 0,0000 

 B: Relación 

Biomasa/Volumen 

disolvente 

60,7915 2 30,3958 46784,03 0,0000 

 AB 16,2505 4 4,06263 6253,05 0,0000 

RESIDUOS 0,0116947 18 0,000649704   

TOTAL (CORREGIDO) 121,64 26    
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Tabla D4. Prueba de rangos múltiples de Tukey para el contenido de flavonoides por 

disolvente.  

Tratamiento Casos Media 
Grupos 

Homogéneos 

Etanol 80% 1:30 3 7,52815 X 

Etanol 80% 1:20 3 5,32041    X 

Etanol 50% 1:30 3 4,52733       X 

Agua 1:30 3 2,4703          X 

Agua 1:20 3 1,97804             X 

Etanol 50% 1:20 3 1,8432             X 

Etanol 80% 1:10 3 1,55052             XX 

Etanol 50% 1:10 3 1,19052                XX 

Agua 1:10 3 0,7705                   X 

 

• Carotenoides 

Tabla D5. Análisis Anova para el contenido de carotenoides totales en extractos 

microalgales.   

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 
Razón-F Valor-P 

A: Tipo de disolvente 0,352993 2 0,176497 2914,94 0,0000 

B: Relación 

Biomasa/Volumen 

disolvente 

0,358865 2 0,179433 2963,43 0,0000 

AB 0,160885 4 0,0402213 664,28 0,0000 

RESIDUOS 0,00102933 17 0,000060549   

TOTAL (CORREGIDO) 0,935069 25    

 

Tabla D6. Prueba de rangos múltiples de Tukey para el contenido de carotenoides 

por disolvente.  

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos 

Etanol 80% 1:30 3 0,660333 X 

Etanol 80% 1:20 3 0,273333    X 

Etanol 50% 1:30 3 0,238    X 

Agua 1:30 3 0,138667        X 

Etanol 80% 1:10 3 0,105333        XX 

Etanol 50% 1:20 3 0,0933333           XX 

Agua 1:20 3 0,0733333              X 

Etanol 50% 1:10 3 0,062              X 

Agua 1:10 3 0,008                 X 
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ANEXO E. Análisis estadístico para determinación de la actividad antioxidante 

el ensayo DPPH. 

• Porcentaje De inhibición  

Tabla E1. Análisis Anova para el porcentaje de inhibición de DPPH de extractos 

microalgales.   

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 

Valor-P 

 A: Tipo de disolvente 2779,63 2 1389,82 320,87 0,0000 

 B: Relación 

Biomasa/Volumen 

disolvente 

250,68 2 125,34 28,94 0,0000 

AB 58,6153 4 14,6538 3,38 0,0313 

RESIDUOS 77,9651 18 4,3314   

TOTAL (CORREGIDO) 3166,9 26    
 

 

Tabla E2. Prueba de rangos múltiples de Tukey para el porcentaje de inhibición de 

DPPH de extractos microalgales. 

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos 

Etanol 80% 1:30 3 41,3933 X 

Etanol 80% 1:20 3 32,7067    X 

Etanol 80% 1:10 3 30,1833    XX 

Etanol 50% 1:30 3 26,6067       X 

Etanol 50% 1:20 3 25,01       XX 

Etanol 50% 1:10 3 20,01          X 

Agua 1:30 3 12,4267             X 

Agua 1:20 3 9,51             X 

Agua 1:10 3 7,97             X 
 

 

 

• µmol TE/g DW 

Tabla E3. Análisis Anova para µmol de TE/g DW en extractos microalgales.   

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 

Valor-P 

 A: Tipo de disolvente 47,4746 2 23,7373 591,68 0,0000 

 B: Relación 

Biomasa/Volumen 

disolvente 

35,389 2 17,6945 441,06 0,0000 

 AB 5,90928 4 1,47732 36,82 0,0000 

RESIDUOS 0,722133 18 0,0401185   

TOTAL 

(CORREGIDO) 

89,495 26    
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Tabla E4. Prueba de rangos múltiples de Tukey para µmol de TE/g DW en extractos 

microalgales. 

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos 

Etanol 80% 1:30 3 6,37667 X 

Etanol 80% 1:20 3 4,28667    X 

Etanol 80% 1:10 3 3,26667       X 

Etanol 50% 1:30 3 3,00333       XX 

Etanol 50% 1:20 3 2,46          X 

Etanol 50% 1:10 3 1,74333             X 

Agua 1:30 3 0,916667                X 

Agua 1:20 3 0,836667                XX 

Agua 1:10 3 0,323333                   X 

 

ANEXO F. Análisis estadístico para determinación de la actividad 

antiinflamatoria con el ensayo de desnaturalización de proteínas. 

Tabla F1. Análisis Anova para el porcentaje de actividad de inhibición de la 

desnaturalización de la albúmina en el extracto hidroetanólico de Scenedesmus sp.   

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 6056,82 3 2018,94 543,35 0,0000 

Intra grupos 29,7259 8 3,71573   

Total (Corr.) 6086,55 11    
 

Tabla F2. Prueba de rangos múltiples de Tukey (p < 0,05) para el porcentaje de 

actividad de inhibición de la desnaturalización de la albúmina en el extracto 

hidroetanólico de Scenedesmus sp. 

Concentración 

(µg/mL) 
Casos Media Grupos Homogéneos 

1000  3 34,9682 X 

500  3 62,2092    X 

200  3 79,1239       X 

100  3 95,7591          X 
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Tabla F3. Análisis Anova para el porcentaje de actividad de inhibición de la 

desnaturalización de la albúmina del diclofenaco de sodio.   

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 1956,16 3 652,052 143,66 0,0000 

Intra grupos 36,3098 8 4,53873   

Total (Corr.) 1992,47 11    

 
 

Tabla F4. Prueba de rangos múltiples de Tukey (p < 0,05) para para el porcentaje de 

actividad de inhibición de la desnaturalización de la albúmina del diclofenaco de 

sodio. 

Concentración 

(µg/mL) 
Casos Media Grupos Homogéneos 

1000  3 38,4196 X 

500  3 20,1914    X 

200  3 11,3114       X 

100  3 4,33173          X 
 

 

ANEXO G. Fotografías. 

• Cultivo de a microalga Scenedesmus sp. 

 

Figura G1 

Cultivos de mantenimiento de 

Scedenesmus sp. 

 
 

 

 

 

 

Figura G2 

Cultivos de mantenimiento 8 días de 

cultivo. 
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Figura G3 

Resiembra en frascos de 1 Litro. 

 

 
 

Figura G4 

Cultivos después de 15 días de cultivo. 

 

 
 

Figura G5 

Observaciones microscópicas para 

conteo en Cámara de Neubauer. 

 

 
 

Figura G6 

Toma de alícuotas para cosecha de 

biomasa. 

 

 
 

Figura G7 

Sedimento de la centrifugación de las 

muestras. 

 
 

Figura G8 

Pesaje de biomasa húmeda. 
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      Figura G9 

Trituración de la biomasa. 

 

 
 

Figura G10 

Pesaje de biomasa seca. 

 

 
 

Figura G11 

Pesaje de biomasa húmeda. 

 

 

 
 

Figura G12 

Agitación continua para extracción de 

compuestos. 

 

 
 

 

                                                 Figura G13 

                                                 Filtración de extractos. 
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Figura G14 

Ensayo Folin Ciocalteu para fenoles 

totales. 

 

 

Figura G15 

Ensayo del cloruro férrico para 

flavonoides totales. 

 

 
 

 

Figura G16 

Ensayo para carotenoides totales. 

 

 
 

Figura G17 

Ensayo DPPH con diferentes 

diluciones. 

 

 
 

 

 

Figura G18 

Ensayo DPPH. 

 

 
 

 

Figura G19 

Ensayo de desnaturalización de la 

albúmina. 
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