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RESUMEN 

La diatomea Triceratium dictyotum tiene un buen potencial para la producción de 
ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) y fucoxantina, pigmento carotenoide con gran 
potencial antioxidante, y es nativa del Golfo de California por lo que está adaptada 
a los factores abióticos y bióticos regionales predominantes, favoreciendo su uso 
para la producción local. Diversas especies de microalgas responden a un estrés 
por déficit nutricional mediante la producción de lípidos y de pigmentos, sin 
embargo, estos efectos no se ha estudiado en T. dictyotum. Con el objetivo de 
evaluar el efecto del estrés nutricional sobre el crecimiento, contenido de lípidos, 
ácidos grasos y fucoxantina; T. dictyotum fue cultivada y sometida a estrés por 
déficit de silicatos y nitratos, en irradiancias de 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1 en un 
sistema de dos etapas para generar biomasa en la primera y observar el efecto del 
estrés en la segunda. Para determinar que los tratamientos con distintas cantidades 
de nutrientes se aplicaron correctamente se midió la concentración de nitratos y 
silicatos. El efecto del estrés fue evaluado mediante la densidad celular, el contenido 
de lípidos totales, de ácidos grasos y de pigmentos fotosintéticos. El estrés por 
déficit de nitratos no fue adecuado para la producción de los PUFA AA, EPA, DHA 
ni fucoxantina resultando en productividades máximas de 0.03, 0.04, 0.002 y 0.02 
mg·L-1·d-1 respectivamente; el déficit de silicatos combinado con alta o baja 
irradiancia induce la producción de ácidos grasos y, solamente con baja irradiancia, 
la producción de pigmentos, sin embargo, la productividad disminuye debido la tasa 
de crecimiento baja, obteniendo valores máximos de 0.09, 0.4 y 0.029 mg·L-1·d-1 de 
AA, EPA y DHA en alta irradiancia y 0.21 mg·L-1·d-1 de fucoxantina en baja 
irradiancia; por otro lado, los cultivos sin estrés nutricional y con irradiancia media 
alcanzaron valores de productividad de 0.28, 0.71, 0.046 y 0.21 mg·L-1·d-1 para AA, 
EPA, DHA y fucoxantina respectivamente, con estas condiciones no se limita el 
crecimiento de la microalga, permitiendo alcanzar la productividad más alta de 
PUFA y pigmentos.  
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ABSTRACT 

The diatom Triceratium dictyotum is native to the Gulf of California and adapted to 
regional abiotic and biotic factors, favoring its for local production because of its 
potential for production of polyunsaturated fatty acids (PUFA) and fucoxanthin, a 
carotenoid pigment with great antioxidant potential. Several species of microalgae 
respond to stress by nutritional deficiency producing lipids and pigments; however, 
it has not been studied in T. dictyotum. The effect of nutritional stress was evaluated 
on growth, content of lipids, fatty acids, and fucoxanthin. T. dictyotum was cultured 
and exposed to silicate and nitrogen starvation stress with irradiance of 20, 70, and 
120 µmol·m-2·s-1 in a two-step system to generate biomass in the first one and 
observe the effect of stress on the second one. The concentration of nitrates and 
silicates was measured to assess the nutritional deficit. The effect of stress was 
evaluated using cell density, total lipid content, fatty acids and photosynthetic 
pigments. Nitrate deficit stress was not appropriate for the production of PUFA AA, 
EPA, DHA nor fucoxanthin resulting maximum productivities of 0.03, 0.04, 0.002, 
and 0.02 mg·L-1·d-1, respectively. Silicate deficit combined with high or low irradiance 
induces the production of fatty acids and only with low irradiance, pigment 
production. However, productivity decreased because growth rate was lower than 
without stress, obtaining maximum values of 0.09, 0.4, and 0.029 mg·L-1·d-1 for AA, 
EPA, and DHA in high irradiance and 0.21 mg·L-1·d-1 for fucoxanthin in low 
irradiance. On the other hand, crops without nutritional stress and average irradiance 
reached productivity values of 0.28, 0.71, 0.046, and 0.21 mg·L-1·d-1 for AA, EPA, 
DHA, and fucoxanthin, respectively; these conditions did not limit growth in 
microalgae, reaching higher productivity for PUFA and pigments. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La biotecnología de microalgas ha ganado importancia debido al potencial de estos 

organismos para producir compuestos bioactivos con aplicación en los sectores 

farmacéutico, alimentario y bio-energético (Pulz y Gross, 2004; Chisti, 2007; Keerthi 

et al., 2013). Entre las microalgas con gran potencial para su cultivo a escala 

comercial y obtención de nutracéuticos (combinación de los sectores farmacéutico 

y alimentario) se encuentran las diatomeas, las cuales contienen lípidos ricos en 

ácidos grasos esenciales para los humanos (Peng et al., 2011; Keerthi et al., 2013) 

y son prometedoras como una buena fuente de fucoxantina, el cual es un pigmento 

carotenoide que ha mostrado tener una fuerte actividad antioxidante. El consumo 

de ácidos grasos esenciales omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6) en proporciones (n-3/n-

6) que van desde 1/6 hasta 1/2 (Wijendrn y Hayes, 2004; Simopoulos, 2008) ha 

mostrado tener múltiples beneficios en la salud por su capacidad anti-inflamatoria, 

anti-obesidad, anti-diabética, anti-cancerígena y anti-hipertensiva (Peng et al., 2011; 

Xia et al., 2013). Se sabe que es posible inducir un incremento en la producción de 

estos compuestos cuando las microalgas son sometidas a condiciones estresantes 

tales como la alta irradiancia y el déficit de nutrientes (Solovchenko, 2013; Xia et al., 

2013). 

Triceratium dictyotum Sims & Ross (1990) es una diatomea aislada de B. C. S.,  que 

en experimentos preliminares mostró características morfológicas, de cultivo y de 

respuesta al estrés que sugirieron que esta cepa podía tener alto potencial en la 

producción de lípidos, ácidos grasos y pigmentos carotenoides. El uso de especies 

nativas, como lo es T. dictyotum a la región del golfo de California, ofrece muchas 

ventajas ya que están adaptadas a los factores abióticos y bióticos regionales 

predominantes, y por lo tanto están evolutivamente preparadas para la producción 

local, además no representan un riesgo de convertirse en especies invasoras 

nocivas. Por otra parte, las algas nativas proporcionan una plataforma ideal para el 

desarrollo y optimización de otras cepas adicionales (Wilkie et al., 2011).   

Actualmente no existen reportes sobre su fisiología y respuesta a condiciones 
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estresantes, las cuales podrían incrementar la producción de compuestos bioactivos 

en esta especie  

En el presente trabajo se estudió a T. dictyotum, con el objetivo de conocer parte de 

su fisiología y determinar si la producción de compuestos bioactivos de esta especie 

puede ser aprovechada como fuente de producción de fucoxantina y/o ácidos 

grasos esenciales, específicamente de ácido eicosapentaenoico (20:5n-3), así 

como también el determinar la influencia de los parámetros irradiancia y nutrientes 

sobre la producción de estos compuestos. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Importancia de las algas 

Las algas constituyen un grupo muy diverso ya que incluyen organismos 

procariontes y eucariontes que van desde unicelulares hasta las algas marinas 

parenquimatosas pluricelulares de más de 50 metros de largo (McFadden, 2001). 

Se caracterizan por su capacidad de realizar fotosíntesis oxigénica, gracias a la cual 

pueden sintetizar compuestos orgánicos complejos que pueden mantener dentro de 

las células o liberarlos, esto con la ventaja añadida de un descenso en los niveles 

de CO2 en el ambiente (Chisti, 2007; Guedes et al., 2011).  

Estos organismos se distribuyen por todo el mundo en ambientes muy diversos y 

pueden sobrevivir a gran cantidad de ambientes adversos, incluyendo (pero no 

limitado a) calor, frío, sequía, salinidad, foto-oxidación, anaerobiosis, presión 

osmótica y exposición a rayos UV (Guedes et al., 2011). Las algas son muy 

importantes desde una perspectiva ecológica, ya que son los productores primarios 

de los océanos, y cuerpos de agua dulce o salobre donde también pueden existir. 

Estos organismos también se encuentran sobre y dentro del suelo, rocas, hielo, 

nieve, plantas y animales; son responsables del 40% de la fotosíntesis mundial, por 

lo que contribuyen casi con la mitad del oxígeno terrestre (Andersen, 1992; 

Falkowski y Raven, 2007).  

 

2.1.1. Biotecnología de microalgas 

Todas las algas microscópicas, sean unicelulares o filamentosas, son llamadas 

microalgas y, aunque este término no sea taxonómico, resulta práctico cuando se 

habla en términos generales de estos organismos. La biotecnología de microalgas 

está relacionada con la producción, uso y aplicaciones biotecnológicas de las 

microalgas, por lo tanto, un conocimiento básico de la fisiología, ecología y 

taxonomía de las algas (en forma general) es importante (Tabla I) (Pulz y Gross, 

2004).  
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Las microalgas combinan de manera equilibrada, algunas propiedades típicas de 

las plantas superiores (por ejemplo, fotosíntesis oxigénica eficiente y requerimientos 

nutricionales simples) con atributos biotecnológicos propios de los microorganismos 

(como la rapidez de crecimiento y la capacidad de acumular o secretar metabolitos 

primarios y secundarios) (Guedes et al., 2011). Forman una gran biodiversidad, 

estimada entre 200,000 y varios millones de especies en comparación con la de 

plantas superiores con cerca de 250,000 especies (Pulz y Gross, 2004). Su cultivo 

no se limita a las tierras de cultivo o el agua potable, lo que permite el uso de las 

tierras marginales, los acuíferos salinos, las aguas residuales y los océanos para la 

producción de recursos biológicos (Wilkie et al., 2011). Estas características han 

llevado a la selección de dichos microorganismos para procesos aplicados, y 

representan el fundamento básico de la biotecnología de microalgas (Guedes et al., 

2011). 

El éxito de la biotecnología de microalgas depende, principalmente, de la elección 

de microalgas adecuadas, con propiedades relevantes para realizar cultivos y 

obtener productos específicos de alto valor, como los carotenoides y ácidos grasos 

esenciales como el araquidónico (20:4n-6, AA) eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y 

docosahexaenoico (22:6n-3, DHA), entre otros (Tabla II) (Pulz y Gross, 2004). 

 

2.1.2. Triceratium dictyotum 

T. dictyotum es una microalga que fue colectada en aguas marinas de La Poza, Mar 

de Cortés, BCS., considerándose como una especie nativa del Golfo de California; 

fue aislada en el cepario de microalgas del CIBNOR, y fue identificada utilizando 

microscopía electrónica por el Dr. Francisco Omar López Fuerte (2015).  
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Tabla I. Clasificación de las algas y principal interés biotecnológico (Pulz y Gross, 
2004). 

Grupo 
de algas 

 
Características 

 
Uso / Interés biotecnológico 

C
y

a
n

o
b

a
c

te
ri

a
 

 2,000 especies conocidas - 150 géneros 

 Único de naturaleza procarionte. 

 Clorofila “a”, ficocianinas, ficoeritrina. 

 Órdenes: Chroococcales, Oscillatoriales, 

Nostocales y Stigonematales 

 Fotótrofas estrictas - algunas mixotróficas o 

heterotróficas 

 Almacenan gran cantidad de fósforo, nitrógeno, 

carbono y energía. 

 Reproducción: fisión celular 

 Producción hepatotoxinas o 

neurotoxinas. 

 Uso terapéutico: antivirales, 

inmuno-reguladores, inhibidores 

o citostáticos. 

 Especies importantes: Spirulina 

(Arthrospira) platensis, Nostoc 

commune y Aphanizomenon 

flos-aquae. 

V
e

rd
e

s
 

 Grupos: Chlorophyta y Conjugaphyta 

 Subgrupos de Chlorophyta: Prasinophyceae (algas 

unicelulares flageladas), Chlorophyceae 

(unicelulares o filamentosas), Ulvophyceae y 

Charophyceae (ambos grupos son algas 

macroscópicas) 

 Alimento: Tetraselmis, 
Pyramimonas y Micromonas 

 Carotenoides: Dunaliella salina 

 Astaxantina: Haematococcus 

pluvialis.  
 

H
e

te
ro

c
o

n
ta

s
 

 Grupos: Phaeophyta (algas marrones), 

Xanthophyta (algas verde-amarillas), Chrysophyta 

(algas doradas) y Bacillariophyta (diatomeas 

subdivididas en tres grupos: Coscinodiscophyceae, 

Fragilariophyceae y Bacillariophyceae). 

 Presencia de Fucoxantina. 

 Reservas de energía: crisolaminarina y lípidos. 

 Lípidos - flotabilidad. 

 Alimento: Olisthodiscus y 

Nannochloropsis, Isochrysis, 

Pavlova, Chaetoceros. 

 Producción de EPA y alimento 

de moluscos y crustáceos y 

de zooplancton de uso en 

acuicultura. 

C
ry

p
to

p
h

y
ta

  60 especies - 20 géneros. 

 Unicelulares y móviles. 

 Clorofila, carotenoides y ficobiliproteínas en 

plástidos. 

 Alimento a rotíferos y bivalvos 

en acuicultura. 

D
in

o
fl

a
g

e
ll
a

ta
  4,000 especies - 550 géneros 

 Agua dulce y salada. 

 Heterotróficas, no llevan a cabo fotosíntesis en su 

gran mayoría. 

 Reservas de almidón, lípidos, esteroles, ácidos 

grasos y otros metabolitos. 

 Producción de toxinas. 

 Alimento de larvas de pescado 

en acuicultura: Gymnodinium 

 Producción de esteroles y DHA. 

E
x

tr
e
m

ó
fi

la
s
  Crecimiento más lento que el de las algas 

comunes. 

 Cultivos con menor riesgo de 

contaminación. 

 Producción de enzimas o 

metabolitos extracelulares con 

propiedades cinéticas únicas. 
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Tabla II. Especies de microalgas de gran relevancia por sus aplicaciones 
biotecnológicas y que actualmente se comercializan (Pulz y Gross, 2004).   

Especie/Grupo Producto Áreas de aplicación 
Sistema de cultivo 

Estanque / Reactor 

Spirulina (Artrhospira) 

platensis / Cyanobacteria 

Ficocianina, 

biomasa 
Salud alimentaria, cosméticos EA, lagos naturales 

Chlorella vulgaris 

/Chlorophyta 
Biomasa 

Salud alimentaria, 

suplementos alimenticios y 

sustitutos de alimentos 

EA y PBR 

Dunaliella salina / 

Chlorophyta 

Carotenoides y 

β-caroteno 

Salud alimentaria, 

suplementos alimenticios y 

alimentación 

EA, lagunas 

hipersalinas 

Haematococcus pluvialis / 

Chlorophyta 

Carotenoides y 

astaxantina 

Salud alimentaria, 

farmacéuticos y aditivos 

alimenticios 

EA, PBR 

Odontella aurita / 

Bacillariophyta 
Ácidos grasos 

Farmacéuticos, cosméticos y 

alimento para bebé 
EA 

Porphyridium cruentum / 

Rhodophyta 
Polisacáridos 

Farmacéuticos, cosméticos y 

nutrición 
PBR tubular 

Isochrysis galbana / 

Chlorophyta 
Ácidos grasos Nutrición animal EA 

Phaedactylum tricornutum / 

Bacillariohyta 

Lípidos, ácidos 

grasos 

Nutrición y producción de 

combustibles 
EA, contenedores 

Lyngbya majuscule / 

Cyanobacteria 

Inmuno-

reguladores 
Farmacéuticos y nutrición PBR 

 
EA: Estanque abierto, PBR: fotobioreactor. 

 

 

Figura 1. Fotografía de T. dictyotum tomada por microscopía electrónica (obtenida 
de los archivos del cepario de microalgas del CIBNOR). 
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T. dictyotum (Fig. 1) pertenece al grupo de las diatomeas (Tabla III), por lo que tiene 
un gran potencial para la producción de fucoxantina y ácidos grasos esenciales 
(Keerthi et al., 2013). 

 

Tabla III. Clasificación taxonómica de T. dictyotum (Guiry, 2016). 

Reino Chromista 

Phylum Bacillariophyta 

Clase Coscinodiscophyceae 

Familia Triceratiaceae 

Género Triceratium 

 

2.2. Lípidos como compuestos bioactivos 

Los lípidos comprenden una gran variedad de compuestos que son caracterizados 

por ser hidrofóbicos y solubles en solventes orgánicos. Cumplen con diversas 

funciones en los organismos por lo que son importantes desde un punto de vista 

nutrimental. Comúnmente se clasifican en tres grandes grupos: 

1. Lípidos simples (no polares): acilgliceroles, ceras, esteroles y ácidos 

grasos. 

2. Lípidos complejos (polares): fosfolípidos, glucolípidos y lipoproteínas  

3. Lípidos asociados: pigmentos, esteroides. 

Los grupos de lípidos simples y complejos contienen, al menos, una molécula de 

ácidos grasos, los cuáles son considerados como el componente básico de los 

lípidos. (Silva et al., 2012). 

 

2.2.1. Ácidos grasos 

Los ácidos grasos son ácidos carboxílicos con cadenas alifáticas que contienen un 

extremo metilo terminal (-CH3) y otro extremo carboxilo terminal (-COOH), esas 

cadenas pueden ser simples o ramificadas y saturadas o insaturadas. Basándose 
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en el número de dobles enlaces (insaturaciones) que tienen los ácidos grasos se 

clasifican como saturados (SFA, todas las abreviaturas están dadas por sus siglas 

en inglés) cuando no tienen dobles enlaces, monoinsaturados (MUFA) si tienen un 

doble enlace y poliinsaturados (PUFA) si tienen dos o más. Los PUFA incluyen un 

subgrupo de ácidos grasos conocido como altamente insaturados (HUFA) si tienen 

una cadena de 20 o más carbonos y al menos 3 dobles enlaces; por practicidad, en 

este trabajo se utilizará solo el término PUFA para referirse tanto a PUFA y HUFA. 

Otros grupos en los que se subdividen los PUFA son omega 3 (n-3) y omega 6 (n-

6) que incluyen a todos los PUFA con el primer doble enlace en la tercera o sexta 

posición, respectivamente, a partir del último carbono del extremo metilo terminal 

(carbono omega). Los PUFA se encuentran, principalmente, formando parte de los 

fosfolípidos en las membranas de las células ya que facilitan la semipermeabilidad 

de las mismas, aunque también llegan a encontrarse en los triglicéridos que se 

encuentran en el citoplasma (Silva et al., 2012). 

El consumo de PUFA puede generar beneficios a la salud ya que se les atribuyen 

efectos hipotrigliceridémicos, hipocolesterolémicos, antitrombóticos, 

antiinflamatorios, reguladores y protectores de la función del sistema nervioso, 

protectores del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, entre otros 

(Kumari et al., 2013; Valenzuela et al., 2014). Para que el consumo de PUFA 

beneficie al sistema cardiovascular se recomienda que la relación n-3/n-6 sea en 

proporción mínima de 1/6 (Wijendrn y Hayes, 2004) hasta 1/4, consumiendo una 

proporción de 2/5 se reduce el riesgo y proliferación del cáncer colorectal, también 

se ha observado que entre más alta es esta proporción se reduce, en la misma 

medida, el riesgo de cáncer de seno en mujeres, la inflamación en pacientes con 

artritis reumatoide se ha visto disminuida consumiendo los PUFA en proporciones 

de 1/3 y en pacientes con asma se han observado efectos benéficos con la 

proporción de 1/5 (Simopoulos, 2008). En las microalgas marinas, los PUFA que se 

encuentran con frecuencia son AA, EPA y DHA (Kumari et al., 2013). 
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2.2.2. Pigmentos, fotosíntesis y fucoxantina  

Los organismos fotosintéticos son capaces de absorber la radiación visible e iniciar 

las reacciones fotoquímicas de la fotosíntesis. Logran esto gracias a los 

fotosistemas I y II en los que se transfiere la energía desde los pigmentos antena 

hasta el centro de reacción que contiene clorofila “a” (Fig. 2). Algunos de los 

pigmentos antena involucrados en este proceso son los carotenoides (Karp, 2009).  

 

Figura 2. Representación del fotosistema (Solomon et al., 1998). 

 

Aunque se ha logrado producir grandes cantidades de carotenoides específicos en 

microalgas, como el β-caroteno en Dunaliella salina, astaxantina en Haematococcus 

pluvialis y luteína en Scenedesmus almeriensis y Muriellopsis sp., aún no se 

identifica una especie que se pueda explotar para la producción de fucoxantina (Xia 

et al., 2013). Esto posiblemente se debe a que los pigmentos β-caroteno, 

astaxantina y luteína, tienen como función principal proteger al sistema fotosintético 

de la excesiva irradiancia más que ser un pigmento antena, como es el caso de la 

fucoxantina (Blankenship, 2002). 

 
Se ha reportado que la fucoxantina exhibe propiedades antioxidantes, 

antiinflamatorias, antiobesidad, antidiabéticas, anticancerígenas y 

antihipertensivas; también se puede utilizar como un aditivo para la alimentación 

animal en las industrias de aves de corral y de la acuicultura (Peng et al., 2011; Xia 

et al., 2013). 



10 
 

 

La fucoxantina es importante en las algas, especialmente en diatomeas; ésta 

cumple con la función captar la energía luminosa y transferir la exitación ya que es 

un pigmento antena. También protege a las células de irradiancias muy altas gracias 

a su estructura, ya que tiene un enlace alénico, un carbonilo conjugado, un grupo 5, 

6-monoepóxido y un grupo acetilo que contribuyen a una estructura única, además 

de una cadena con siete dobles enlaces que permiten el flujo de electrones en esta 

molécula (Fig. 3) (Peng et al., 2011; Xia et al., 2013).  

 

Figura 3. Estructuras de la fucoxantina y sus metabolitos fucoxantinol, 
amarouciaxantina A y halocintiaxantina (Peng et al., 2011). 

 

Fucoxantina 

Fucoxantinol 

Amarouciaxantina 

Halocintiaxantina 



11 
 

 

2.3. Factores que aumentan la acumulación de compuestos bioactivos 

2.3.1. Iluminación 

La iluminación puede modularse principalmente en su intensidad, fotoperíodo, 

longitud de onda y en la fuente de donde provenga. La intensidad o irradiancia, se 

refiere al flujo de luz por unidad de área a la cual están expuestas las microalgas; el 

fotoperiodo, corresponde a la cantidad de horas durante el día en la que las 

microalgas son sometidas a dicha irradiación (Watanabe, 2005). La longitud de onda 

se refiere a la distancia entre dos crestas o dos valles consecutivos de una onda de 

radiación electromagnética. La fuente de iluminación determina el tipo de ondas que 

se generan; en el caso de la iluminación solar, la longitud de onda no es una sino 

todas las que componen la luz blanca que es una mezcla de todas las longitudes de 

onda del espectro visible.  

Cuando los cultivos de microalgas se exponen a un nivel elevado de irradiación, se 

producen reacciones de foto-oxidación debido al exceso de energía, que afectan de 

manera negativa la actividad de pigmentos fotosintéticos, enzimas y otras 

macromoléculas importantes. A este nivel de irradiancia se le conoce como el punto 

de saturación lumínica, y por encima de él la velocidad de fotosíntesis se puede ver 

reducida; este fenómeno se conoce como fotoinhibición (Massol-Deyá y Fuentes, 

2002). 

Muchos de los microorganismos que habitan en zonas sujetas a una alta irradiación 

solar han desarrollado mecanismos de adaptación para evitar la fotoinhibición, tales 

como la producción de carotenoides (antioxidantes) y el desarrollo de mecanismos 

eficientes de reparación del ADN (Massol-Deyá y Fuentes, 2002; Guedes et al., 

2011). Por ejemplo H. pluvialis es capaz de soportar la alta irradiación gracias a que 

tiene astaxantina que permite la disipación del exceso de energía (Guedes et al., 

2011). D. salina produce β-caroteno bajo las mismas condiciones (Park et al., 2006) 

y Odontella aurita incrementa su producción de fucoxantina al ser sometida a 

irradiación alta (Xia et al., 2013). 
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Con irradiancia baja también se han observado efectos importantes: Se puede 

inducir la formación de fosfolípidos y PUFA debido a la generación de tilacoides 

(ricos en membranas), que son necesarios para captar con mayor eficiencia la luz 

disponible; en contraste, las altas intensidades luminosas disminuyen el contenido 

de lípidos polares y estimulan la producción de triglicéridos (Solovchenko et al., 

2008). La producción de fucoxantina también se ve incrementada a baja irradiancia 

ya que es un pigmento antena que forma un complejo con las clorofilas, las cuales 

incrementan su producción con baja irradiancia para incrementar la eficiencia de la 

fotosíntesis (Wright et al., 1991; Blankenship, 2002). 

 

2.3.2. Nitrógeno 

El nitrógeno es necesario principalmente para la formación de ácidos nucleicos y 

proteínas, así como de pigmentos fotosintéticos. Es importante determinar la fuente 

de nitrógeno que se utilizará. El amonio es la fuente de nitrógeno que las plantas y 

algas consumen primeramente cuándo está disponible, sin embargo, en ambientes 

eutróficos muchas algas crecen mejor utilizando nitratos, aun cuando se requiere 

que las células lo reduzcan posteriormente a amoniaco. Esto se debe en gran 

medida a la toxicidad del hidróxido de amonio producido a pH altos, como son los 

que se observan durante periodos de alta actividad fotosintética en ambientes 

eutróficos (Massol-Deyá y Fuentes, 2002). Algunas microalgas como Isochrysis han 

mostrado mayor afinidad por urea (Fidalgo et al., 1998). 

En algunas especies de microalgas, la deficiencia de nitrogeno favorece la 

producción y acumulación de lípidos y pigmentos (Xia et al., 2013; Griffiths et al., 

2014). Cuando un cultivo es expuesto a una intensidad luminosa adecuada, pero 

con limitación de nutrientes, se disminuye la tasa de división celular (aunque se 

sigue convirtiendo energía solar en energía química), pero a menor velocidad y 

como mecanismo de supervivencia, se desvía el flujo de carbono fijado por la 

fotosíntesis a síntesis de lípidos, principalmente triglicéridos (Arias Peñaranda et al., 

2012). Las diatomeas son un grupo que ha llamado la atención con respecto a la 
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acumulación de lípidos, cuando Phaedactylum tricornutum es sometida a 

condiciones de déficit de nitrógeno llega a acumular hasta el 60% de su peso seco 

solo en lípidos (Pulz y Gross, 2004; Levitan et al., 2014; Yang et al., 2014). En D. 

salina se ha observado que el déficit de nitrógeno induce a la acumulación de β-

caroteno, obteniendo mejores resultados combinando este déficit con alta 

irradiancia (Park et al., 2006). H. pluvialis también incrementa su producción de 

astaxantina bajo condiciones de déficit de nitrógeno y magnesio (Guedes et al., 

2011). Sin embargo, este tipo de estrés reduce la tasa de crecimiento, haciendo que 

no sea la mejor opción si se busca como objetivo principal el aumentar la 

productividad de lípidos (Levitan et al., 2014). T. dictyotum no es la excepción, al 

cultivarla con deficiencia de nitrógeno y observarla al microscopio aplicando luz 

fluorescente, se observaron cambios consistentes en el aumento del área cubierta 

por la fluorescencia de los lípidos comparando con células no estresadas (Fig. 4). 

 

2.3.3. Silicio 

El silicio es un nutriente esencial para las diatomeas en las cuales representa desde 

25 hasta 60% del peso seco, estas algas lo obtienen por lo general en forma de 

silicatos y lo utilizan para formar sus frústulas. Algunos estudios realizados con 

cultivos de laboratorio indican que las diatomeas no pueden reproducirse si la 

concentración de silicio es menor de 0.5 mg/L (Massol-Deyá y Fuentes, 2002). Otro 

efecto que tiene el déficit de silicio es la acumulación de lípidos con efectos 

secundarios menores a los que se observan con déficit de nitrógeno, como son 

alcanzar las fases de meseta y muerte en poco tiempo. Un estudio sobre nueve 

diatomeas mostró que esta forma de estrés aumentó su contenido de lípidos desde 

28 hasta 61% en peso seco, con un promedio de 45%. De hecho, se ha reportado 

que el déficit de silicio a menudo conduce a una mayor acumulación de lípidos 

totales en las diatomeas que el déficit de nitrógeno (Levitan et al., 2014). 
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Figura 4. Fotografías con aumento 40x en fluorescencia de T. dictyotum teñida con 
BODIPY. El color rojo corresponde a la fluorescencia natural de la clorofila, el color 
verde corresponde a los lípidos que se tiñeron con el colorante. a) Células sin 
estresar, b) Células estresadas con déficit de nitrógeno. 

 

En diversos estudios se ha observado que los lípidos que acumulan las microalgas 

en mayor cantidad cuando están bajo condiciones de estrés por déficit de silicio, al 

igual que por déficit de nitrógeno, son triglicéridos. Esto probablemente se produce 

en las algas bajo distintos tipos de estrés ambiental, como medio de 

almacenamiento de energía química en una forma compacta que puede ser utilizado 

fácilmente cuando las condiciones ambientales se vuelven más favorables 

(Roessler, 1988). 

Al combinar el déficit de silicio con baja irradiancia se ha observado que la 

producción de pigmentos se detiene en O. aurita (Xia et al., 2013) y en Navicula 

pelliculosa (Healey et al., 1967), sucediendo lo contrario al combinarlo con alta 

irradiancia. 

Se ha observado que estos tres factores (alta irradiancia, déficit de nitrógeno y 

déficit de silicio) no incrementan solo los triglicéridos, en algunas especies de 

microalgas incrementan la concentración de fosfolípidos, glicolípidos y PUFA n-3; 

Botryococcus braunii acumula EPA bajo déficit de nitrógeno, Euglena gracilis y C. 

a                                                   b 
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vulgaris producen fosfolípidos y PUFA de 18 carbonos en irradiación alta (Ramaraj 

et al., 2015). Considerar estas posibilidades es importante, porque los triglicéridos 

son mayormente aprovechados como reservas de energía, mientras que la 

incorporación de PUFA n-3 y n-6 provenientes de fosfolípidos se dirige con mayor 

facilidad a las membranas, por lo tanto el consumo de fosfolípidos aporta mayores 

beneficios a la salud (Valenzuela et al., 2014). 

 

2.4. El medio de cultivo como factor de calidad 

El desempeño en el crecimiento de las microalgas está fuertemente determinado 

por la calidad del medio de cultivo. Cuando las algas se cultivan en medios abiertos 

al ambiente y son destinadas al uso en la acuicultura se prefiere utilizar fertilizantes 

comerciales derivados de fuentes minerales; sin embargo, el cultivo de cepas puras 

requiere de un control estricto del contenido de nutrientes en el medio de cultivo 

(Lanahan et al., 2013). 

La formulación especial de medios de cultivo, como f/2 de Guillard y Conway 

(Anexos 1 y 2), son utilizadas comúnmente para producir monocultivos de muchos 

tipos microalgas (incluyendo diatomeas) a escala de laboratorio. El aporte correcto 

de nutrientes para el crecimiento de las microalgas es un paso clave para producir 

biomasa de microalgas de alta calidad y en grandes cantidades (Córdoba et al., 

2005; Lananan et al., 2013). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

T. dictyotum es una microalga del grupo de las diatomeas nativa del Golfo de 

California, lo cuál facilita su cultivo y uso para la producción de PUFA y fucoxantina, 

dotándola de gran potencial biotecnológico por sus características morfológicas y 

bioquímicas. Estos compuestos son de gran valor debido a su posible uso como 

nutraceúticos para prevenir y combatir enfermedades (Pulz y Gross, 2004; Chisti, 

2007; Keerthi et al., 2013). 

No existen estudios previos reportados sobre la fisiología de T. dictyotum, por lo que 

es importante evaluar su potencial productor de los compuestos bioactivos 

mencionados. El ser nativa de Baja California Sur, ofrece ventajas para su uso a 

gran escala ya que está adaptada a las condiciones ambientales del Golfo (tales 

como temperatura y salinidad del agua marina elevadas la mayor parte del año), por 

lo que su acondicionamiento a procesos a gran escala puede resultar más sencillo, 

aportando una gran oportunidad para el desarrollo tecnológico de la región. 

Estudios realizados con otras diatomeas, nos permiten tener un punto de de 

referencia con las respuestas fisiológicas que presenta T. dictyotum a distintos tipos 

de estrés y la comparación con los resultados reportados puede indicar su potencial 

biotecnológico para la producción de los mismos compuestos.  
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4. PREGUNTA E HIPÓTESIS. 

 

4.1. Pregunta 

 

¿Se puede inducir la producción de lípidos, PUFA y fucoxantina en T. dictyotum 

sometiéndola a estrés nutricional por déficit nitrógeno o silicio bajo distintas 

irradiancias? 

 

4.2. Hipótesis 

 

La diatomea T. dictyotum tiene una composición bioquímica alta en PUFA y en el 

pigmento fucoxantina, y es responsiva a estímulos de estrés que permitirán los 

siguientes cambios en su metabolismo: 

o El déficit de nitrógeno inducirá un incremento en la producción de lípidos. 

Combinado con alta irradiancia, almacenará energía en forma de SFA y 

MUFA al no tener nitrógeno suficiente para producir proteínas, pero también 

inducirá la producción de fucoxantina como antioxidante; en irradiancia baja 

se inducirá la producción de PUFA y disminuirá la de SFA, dado que hay 

menor cantidad de energía disponible para almacenar y la cantidad de 

pigmentos antena incrementará. La densidad celular será menor en todos los 

casos respecto a cultivos sin estresar.  

o El déficit de silicatos inducirá un incremento de lípidos que en alta irradiancia 

corresponderá a SFA y MUFA y fucoxantina como antioxidante, mientras que 

en irradiancias bajas se producirá mayor cantidad de PUFA y pigmentos 

antena. La densidad celular no se verá afectada en gran medida pero la 

concentración de ácidos grasos será menor que aplicando déficit de 

nitrógeno. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

 

Evaluar el potencial productor de fucoxantina, lípidos, y ácidos grasos en respuesta 

a estrés por déficit de nutrientes y distintas irradiancias en la diatomea T. dictyotum. 

 

5.2. Objetivos particulares  

 

1. Determinar el medio de cultivo y la fuente nitrógeno apropiados para el 

crecimiento y desarrollo de T. dictyotum.  

2. Establecer un sistema de cultivo que permita el control adecuado tanto de las 

condiciones control como de las condiciones de estrés aplicado a T. dictyotum. 

3. Determinar el efecto del déficit de nitrógeno y el efecto del déficit de silicio bajo 

irradiancias de 20, 70 y 120 µmol de fotones∙m-2∙s-1 sobre la producción de biomasa, 

pigmentos, lípidos y ácidos grasos de T. dictyotum.  
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 6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Cepa y medios de cultivo 

La cepa empleada pertenece al taxon Triceratium dictyotum (Sims & Ross, 1990) la 

cual se aisló en el laboratorio de microalgas del CIBNOR campus La Paz y se 

encuentra resguardada en el cepario de microalgas de la misma institución con la 

clave: CIBM 8/3. Dicho taxon fue identificado por el Dr. Francisco Omar López 

Fuerte basandose en la morfología de la frústula, observada tanto en microscopio 

óptico como electrónico. La taxonomía se apegó en la medida de lo posible a lo 

establecido en Round et al. (1990) y se verificó su valides taxonómica en el sitio 

web AlgaeBase (Guiry, 2016).  

Los medios de cultivo empleados fueron: f/2 de Guillard (Guillard, 1975) (Anexo 1) 

y Conway (Tompkins et al., 1995) (Anexo 2). 

 

6.2. Preparación de inóculo 

T. dictyotum fue cultivada en sistema de cultivo estático, en matraces de 1 L con 

500 mL de medio f/2 de Guillard, se agregaron 50 mL de un cultivo anterior como 

inóculo, con una densidad celular aproximada de 2x104 cel∙mL-1, la temperatura de 

incubación fue de 25 °C, se emplearon lámparas fluorescentes de luz blanca con 

irradiancia de 70 µmol de fotones∙m-2∙s-1 y fotoperiodo de 12:12. Cada 7 días se hizo 

resiembra del inóculo para mantenerlo en fase exponencial. El medio fue 

esterilizado en autoclave y el trabajo de inoculación y muestreo se realizó en la 

atmósfera estéril de una campana de flujo laminar. 

 

6.3. Selección del medio de cultivo y fuente de nitrógeno 

6.3.1. Selección del medio de cultivo 

Los medios f/2 de Guillard y Conway fueron evaluados por comparación de las tasas 

de crecimiento y densidad celular al final del periodo de cultivo para determinar el 

más adecuado para un mayor crecimiento de T. dictyotum. 



20 
 

 

1. Cultivos: se hicieron por triplicado para cada medio de cultivo, empleando 

matraces estériles de 1 L con 500 mL de cada medio preparado en agua de 

mar filtrada y salinidad ajustada a 35 ups con agua destilada. Se les añadió 

50 mL de inóculo con densidad celular aproximada de 2x104 cel∙mL-1 y fueron 

incubados en temperatura de 25 °C, la iluminación se suministró con lámparas 

fluorescentes de luz blanca a 70 µmol∙m-2∙s-1 de irradiancia y fotoperiodo de 

12:12, con suministro constante de aire filtrado, durante 14 días (Fig. 5). 

 

 

Figura 5. Sistema de cultivo estático para T. dictyotum en matraces de 1L. 

 

2. Muestreos: se tomaron muestras de 10 mL cada 2 días a cada recipiente de 

cultivo. 

 

3. Análisis de muestras: se realizaron conteos celulares en cámara de Neubauer 

con aumento de 10x, se graficaron las curvas de crecimiento y se identificó la 

fase exponencial en la curva de crecimiento de cada cultivo para calcular las 

tasas de crecimiento con la ecuación: 

𝜇 =
ln 

𝑥

𝑥0

𝑡
                         (Eq. 1) 
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Donde: 

µ = Tasa de crecimiento. 

x = Densidad celular al final de la fase exponencial. 

x0 = Densidad celular al inicio de la fase exponencial. 

t = tiempo trascurrido desde el inicio hasta el final de la fase exponencial.  
 

4. Análisis estadístico: El diseño experimental fue por bloques al azar, se utilizó 

el software “Statistica 11” y se estableció el nivel de significancia α=0.05. Se 

realizó la prueba del contraste de Shapiro-Wilks para determinar la 

normalidad de los datos y se calculó el estadístico de Levene para determinar 

la homogeneidad de las varianzas (homocedasticidad). Se realizó un ANOVA 

bifactorial (empleando como variables independientes medio de cultivo y 

tiempo de cultivo) y se empleó la prueba de Tukey para evaluar diferencias 

en la densidad celular al final del experimento, también se realizó la prueba 

“t” de Student para determinar diferencias significativas entre las tasas de 

crecimiento. 

 

5. El medio de cultivo donde T. dictyotum alcanzó mayor densidad celular y tasa 

de crecimiento fue el seleccionado para utilizarse en los siguientes 

experimentos. 

 

6.3.2. Selección de la fuente de nitrógeno 

Una vez seleccionado el medio de cultivo, se buscó la fuente de nitrógeno más 

adecuada para esta microalga, los compuestos evaluados fueron nitrato de sodio, 

cloruro de amonio y urea. 

1. Cultivos: se hicieron por triplicado para cada fuente de nitrógeno. Se 

emplearon matraces estériles de 1 L con 500 mL para cada fuente de 

nitrógeno. El medio de cultivo se preparó de manera normal sustituyendo, el 

nitrato de sodio por el equivalente de nitrógeno de 882 µM del medio f/2, de 

alguno de los compuestos antes mencionados a evaluar. Los matraces fueron 
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inoculados con 50 mL de inóculo con densidad celular aproximada de 2x104 

cel∙mL-1 e incubados en temperatura de 25 °C, la iluminación se suministró 

con lámparas fluorescentes de luz blanca a 70 µmol∙m-2∙s-1 de irradiancia y 

fotoperiodo de 12:12, con suministro constante de aire filtrado, durante 14 

días. 

 

2. Muestreo: igual que en el punto 6.3.1.  

 

3. Análisis de muestras: igual que en el punto 6.3.1. 

 

4. Análisis estadístico: El diseño experimental fue de bloques al azar. Se realizó 

un ANOVA bifactorial para la tasa de crecimiento, empleando como variables 

independientes medio de cultivo y tiempo. Cuando se encontraron diferencias 

significativas, se realizó una prueba de Tukey para comparar los valores 

promedio de las tasas de crecimiento. Para evaluar la densidad celular, se 

realizó ANOVA unifactorial y la prueba de Tukey para comparar los valores 

medios de la densidad celular cuando se encontraron diferencias 

significativas. 

 

6.4 Establecimiento del sistema de cultivo para evaluar efectos de 

condiciones estresantes 

6.4.1. Cultivos en una sola etapa 

Este sistema estático fue el mismo que se empleó en los experimentos anteriores y 

se utilizó para someter a T. dictyotum a las siguientes condiciones: 

 Nutrientes completos: cultivos en medio f/2 adicionado con silicatos (medio 

control) 

 Déficit de silicio: medio f/2 sin silicato de sodio. 

 Déficit de nitrógeno: medio f/2 sin nitrato de sodio. 
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1. Cultivos: se realizaron cultivos siguiendo la misma metodología que en el 

punto 6.3.1, utilizando únicamente medio f/2 de Guillard con nitrato de sodio 

como fuente de nitrógeno y sin adicionar silicatos o nitratos, dependiendo del 

estímulo a aplicar.  

 

2. Muestreo: Igual que en el punto 6.3.1.  

 

3. Análisis de muestras: Se realizaron conteos celulares en cámara de 

Neubauer cada dos días, se graficaron las curvas de crecimiento y se 

determinó la tasa de crecimiento; al final del cultivo se cosechó la biomasa 

por decantación y centrifugación y se liofilizó, se determinaron las 

concentraciones de pigmentos, ácidos grasos y lípidos totales con respecto 

al peso de la materia seca (MS). 

 Para cuantificar los pigmentos se pesaron entre 15 y 20 mg de biomasa 

liofilizada de cada cultivo y se les añadió 2 mL de metanol (HPLC), en seguida 

se centrifugó (19300 xg y 4°C, por 10 min) para separar el sobrenadante; la 

determinación se realizó por HPLC con la técnica de Vidussi et al. (1996). 

 Para la cuantificación de los lípidos totales se pesaron aproximadamente 30 mg 

de biomasa liofilizada de cada cultivo. Se realizó la extracción de los lípidos con 

la metodología de Folch (1957) y se determinaron por gravimetría pesando en 

viales el total de lípidos mediante una balanza analítica Denverfischer XS-410. 

 El análisis de ácidos grasos se hizo por transesterificación directa. Se pesaron 

entre 15 y 20 mg de biomasa seca, después se agregaron 0.5 mL de HCl 

metanólico (SIGMA 33050-U) y se colocaron en baño María a 90°C por dos 

horas, finalmente se agregaron 2 ml de agua y 2 ml de heptano para extraer los 

metil ésteres de ácidos grasos (FAME, por sus siglas en inglés) en la fracción 

de heptano, se hizo un segundo lavado con 2 ml de heptano a la fracción de 

agua para tener un volumen final de 4 mL de muestra y cuantificarlo con la 

metodología descrita por Rivero-Rodríguez et al. (2007) mediante un 

cromatógrafo de gases FID 7820A, marca Agilent. La identificación y la 

cuantificación de los ácidos grasos se hizo con referencia a los tiempos de 
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retención y de los factores de corrección de un estándar de 37 metil ésteres de 

ácidos grasos (SIGMA Supelco - CRM47885). 

 

4. Análisis estadístico: se procedió igual que en el punto 6.3.2 para todos los 

datos incluyendo los de pigmentos, ácidos grasos, y lípidos totales. 

 

6.4.2. Sistema en dos etapas 

Debido a que no se obtuvo suficiente biomasa al final de la aplicación del estrés, se 

procedió a experimentar empleando un sistema en dos etapas, para evaluar las 

mismas condiciones del apartado 6.4.1. La primera etapa propiciaba un incremento 

de biomasa y la segunda una aplicación del estímulo de estrés. Todos los 

experimentos en estas etapas se realizaron por quintuplicado. 

 Etapa 1: matraces estériles de 1 L con 500 mL de medio f/2 de Guillard completo 

adicionado con silicatos. Los matraces fueron inoculados con 50 mL de inóculo 

con densidad celular aproximada de 2x104 cel∙mL-1 e incubados a temperatura 

de 25 °C, la iluminación se suministró con lámparas fluorescentes de luz blanca 

a 70 µmol∙m-2∙s-1 de irradiancia y fotoperiodo de 12:12 h, con suministro 

constante de aire filtrado, durante 6 días. 

 Etapa 2: se cosecharon la microalgas obtenidas en la etapa 1 y se 

resuspendieron nuevamente en 500 mL de medio fresco aplicando las 

condiciones descritas en 6.4.1; se incubaron a temperatura de 25 °C, con 

iluminación fluorescente de 70 µmol∙m-2∙s-1 y fotoperiodo de 12:12 h, con 

suministro constante de aire filtrado, durante 3 días más. 

 

1. Muestreo: diariamente se muestrearon 10 ml de cada recipiente de cultivo.  
 
 

2. Análisis de muestras: igual que en el punto 6.4.1. 
 
 

3. Análisis estadístico: igual que en el punto 6.4.1. 
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6.4.3. Evaluación de nutrientes en el medio y comparación de crecimiento en agua 

marina natural contra agua marina sintética 

Debido a que se logró establecer la técnica de determinación de silicatos con 

muestras micro de volúmenes de 1 µL y menores, se pudo cuantificar la 

concentración de estos en el agua marina empleada, misma que fue de casi tres 

veces la reportada para el agua marina oceánica por lo que se decidió partir de 

condiciones controladas de silicatos y nitratos para así asegurar un estímulo 

estresante de déficit de nutrientes. Para este fin se comparó el crecimiento de T. 

dictyotum utilizando agua marina natural (AMN) y agua marina sintética (AMS) 

(Anexo 3) (Kester et al, 1967) adicionando los nutrientes de preparación del medio 

f/2, y cuidando que la concentración de silicatos y nitratos fuera igual en ambos 

medios. Previamente se evaluó la cinética del consumo de nitratos y silicatos para 

determinar si las condiciones de estrés se estaban cumpliendo y que los cultivos 

con nutrientes completos tuvieran suficiencia de estos durante todo el tiempo de 

cultivo. 

1. Cultivos: se hicieron por quintuplicado para cada medio de cultivo. Se 

emplearon matraces estériles de 1 L con 500 mL de medio f/2 de Guillard 

completo adicionado con silicatos. Los matraces fueron inoculados con 50 mL 

de inóculo con densidad celular aproximada de 2x104 cel∙mL-1 e incubados en 

temperatura de 25 °C, con iluminación fluorescente de 70 µmol∙m-2∙s-1 y 

fotoperiodo de 12:12, con suministro constante de aire filtrado, durante 6 días. 

 

2. Muestreo: diariamente se muestrearon 10 ml de cada recipiente de cultivo.  

 

3. Análisis de muestras: conteo en cámara de Neubauer para determinar la 

densidad celular y cuantificación de nitratos y silicatos disueltos en el medio 

con la metodología de Clesceri et al. (1998) y Strickland y Parsons (1972). 
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4. Análisis estadístico: Igual que en el punto 6.4.1 Con los datos 

correspondientes de concentración de nitratos y silicatos en el medio. 

6.4.4. Evaluación de sistema semi-continuo en dos etapas 

Para evitar que los nutrientes se agoten en el medio de cultivo y al mismo tiempo 

obtener una cantidad suficiente de biomasa para los análisis de lípidos y de ácidos 

grasos, se utilizó de nuevo un sistema en dos etapas, pero la segunda etapa fue en 

sistema semi-continuo en un volumen mayor (Fig. 6). 

 

Figura 6. Sistema de cultivo semi-continuo empleado en los experimentos de 
aplicación de estrés a T. dictyotum durante la segunda etapa de cultivo. 

 

1. Cultivos: se hicieron por triplicado 

 Etapa 1: Matraces estériles de 1 L con 500 mL de medio f/2 de Guillard completo 

preparado en AMS. Los matraces fueron inoculados con 50 mL de inóculo con 

densidad celular aproximada de 20,000 cel∙mL-1 e incubados en temperatura de 

25 °C, con iluminación fluorescente de 70 µmol∙m-2∙s-1 y fotoperiodo de 12:12 h, 

con suministro constante de aire filtrado, durante 4 días, al segundo y tercer día 

se agregaron 60 y 150 mg de silicatos respectivamente tomando como base 

una tasa de consumo de 7.18 µmol∙1000 cel-1∙d-1 y una tasa de crecimiento de 

1.086 d-1 calculadas en el apartado 7.2.4. 
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 Etapa 2: se cosecharon la microalgas obtenidas en la etapa 1 y se 

resuspendieron nuevamente en 2 L de medio fresco utilizando botellas de PET 

(Fig. 6) y aplicando las condiciones descritas en 6.4.1. Se incubaron a 

temperatura de 25 °C, con iluminación fluorescente de 70 µmol∙m-2∙s-1 y 

fotoperiodo de 12:12, con suministro constante de aire filtrado, durante 3 días 

con recambio de 15%. 

 

2. Muestreo: diariamente se muestrearon 10 ml de cada recipiente durante la 

etapa 1 y en la etapa 2 se utilizó como muestra el volumen extraído durante 

el recambio.  

 

3. Análisis de muestras: Igual que en el punto 6.4.1, se evaluó la densidad 

celular, también se analizó la cuantificación de nitratos y silicatos como en el 

punto 6.4.3. Con los datos obtenidos de concentración de silicatos y densidad 

celular se calculó la tasa de consumo de silicatos por día utilizando la Eq. 2 y 

se realizó una aproximación del consumo de nitratos y silicatos en cada día 

de cultivo.  

 

𝜇𝑆𝑖 =
[𝑁𝑎2𝑆𝑖𝑂3]𝑎−[𝑁𝑎2𝑆𝑖𝑂3]𝑏

𝑥𝑏−𝑥𝑎
                   (Eq. 2) 

 

Donde:  

µSi= Tasa de consumo de silicatos (µM/cel). 

[Na2SiO3]a= Concentración de silicatos inicial (µM). 

[Na2SiO3]b= Concentración de silicatos 24 h después de [Na2SiO3]a (µM). 

xa= Densidad celular inicial. 

xb= Densidad celular 24 h después de xa. 

 

4. Análisis estadístico: se realizó igual que en el punto 6.4.2. 
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6.5. Evaluación de efecto del déficit de nitrógeno y el efecto del déficit 

de silicio en irradiancias de 20, 70 y 120 µmol de fotones∙m-2∙s-1. 

Para evaluar los cambios en la producción de lípidos y pigmentos de T. dictyotum 

bajo estrés por déficit de nitrógeno y silicio a 20, 70 y 120 µmol∙m-2∙s-1, se realizaron 

tres experimentos que se resumen en la tabla IV con tres repeticiones en cada caso. 

Tabla IV. Diseño experimental para evaluar el efecto del déficit de nitratos (-N) y 
déficit de silicatos (-Si) respecto a un control con nutrientes completos (C) a 
diferentes irradiancias de la diatomea T. dictyotum. 

Irradiancia 

(mol∙m-2∙s-1) 
Nutrientes 

No. De 

repeticiones 

20 

C 3 

-Si 3 

-N 3 

70 

C 3 

-Si 3 

-N 3 

120 

C 3 

-Si 3 

-N 3 

 

 Etapa 1: Matraces estériles de 1 L con 500 mL de medio f/2 de Guillard completo 

preparado en AMS. Los matraces fueron inoculados con 50 mL de inóculo con 

densidad celular aproximada de 2x104 cel∙mL-1 e incubados a temperatura de 

25 °C, con iluminación fluorescente de 70 µmol∙m-2∙s-1 y fotoperiodo de 12:12 h, 

con suministro constante de aire filtrado, durante 4 días, al segundo y tercer día 

se agregaron 60 y 150 mg de silicatos respectivamente tomando como base 

una tasa de consumo de 7.18 µmol∙1000 cel-1∙d-1 y una tasa de crecimiento de 

1.086 d-1 calculadas en el apartado 7.2.4. 

 Etapa 2: Se cosecharon la microalgas obtenidas en la etapa 1 por 

sedimentación y centrifugación, se resuspendieron nuevamente en 2 L de 

medio fresco utilizando botellas de PET y aplicando las condiciones descritas 
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en la tabla IV. Se incubaron a temperatura de 25 °C, con iluminación 

fluorescente y fotoperiodo de 12:12, con suministro constante de aire filtrado, 

durante 3 días se realizó un recambio del 15%. Diariamente durante esta etapa 

se agregaron silicatos extra a los cultivos: 120 mg después de llevarlas a 2 litros, 

150 mg al primer día y al segundo día 225 mg. 

 

1. Muestreo: diariamente se tomaron 10 ml de cada recipiente de cultivo. 

2. Análisis de muestras: Se realizaron conteos celulares en cámara de 

Neubauer, se graficaron las curvas de crecimiento, al final del cultivo se 

cosechó la biomasa por decantación y centrifugación y se cuantificaron las 

concentraciones de pigmentos, ácidos grasos y lípidos totales con respecto a 

la materia orgánica seca (MOS) que es peso correspondiente a la biomasa 

seca sin cenizas; también se cuantificaron los nitratos y silicatos como en el 

punto 6.4.3. 

 

3. Análisis estadístico: se realizó un ANOVA bifactorial. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Selección del medio de cultivo y fuente de nitrógeno 

7.1.1 Selección del medio de cultivo 

La densidad celular de los cultivos en medio f/2 de Guillard mostró diferencias 

significativas (p < 0.05) con respecto a la densidad obtenida con el medio Conway 

desde el segundo día de cultivo, alcanzando mayor densidad en el primero (Fig. 7). 

En los cultivos con medio f/2 de Guillard se alcanzó la fase estacionaria al quinto 

día y se mantuvo esta fase hasta los 14 días de cultivo. 

 

Figura 7. Curvas de crecimiento de T. dictyotum cultivada en medio f/2 de Guillard 
(círculos) y en medio Conway (cuadros). Se presentan los valores promedio ± error 
estándar. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey (p<0.05, a<c).  

 

Las tasas de crecimiento también fueron mayores utilizando el medio f/2 de Guillard 

(p ≤ 0.05) (Tabla V).   
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Tabla V. Tasas de crecimiento (µ) en experimento de selección de medio de cultivo. 

Medio de cultivo µ (d-1) 

f/2 1.386 ± 0.017 b 

Conway 0.794 ± 0.069 a 

 

Se presentan los valores promedio ± error estándar (p<0.05, a<b). 

 

Con el medio f/2 de Guillard se obtuvieron densidades celulares más altas desde 

los primeros días de cultivo, además de una tasa de crecimiento mayor, por este 

motivo se seleccionó este medio de cultivo para realizar los experimentos 

siguientes. 

 

7.1.2 Selección de la fuente de nitrógeno 

La densidad celular en los cultivos con amonio fue menor con respecto a los otros 

dos tratamientos a partir del quinto día de cultivo y hasta pasados los catorce días 

(p < 0.05), también se observó que la densidad celular en los cultivos con urea fue 

menor que en los cultivos con nitrato hasta el día catorce, antes de este día no se 

observaron diferencias significativas con estos sustratos (Fig. 8). En los cultivos con 

nitrato y urea hubo un periodo de adaptación de dos días, mientras que en los 

cultivos con amonio este periodo duró cerca de cinco días.  

Las tasas de crecimiento de los cultivos con las diferentes fuentes de nitrógeno no 

fueron diferentes significativamente (p > 0.05) (Tabla VI). 
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Figura 8. Curvas de crecimiento en el experimento de selección de la fuente de 
nitrógeno. Círculos: nitratos, cuadros: urea, triángulos: amonio. Se presentan los 
valores promedio ± error estándar. Letras distintas indican diferencia significativa 
según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a<e). 

 

Tabla VI. Tasas de crecimiento (µ) en experimento de selección de fuente de 
nitrógeno.  

Fuente de nitrógeno µ (d-1) 

Nitrato 1.0101 ± 0.127 a 

Urea 0.9206 ± 0.106 a 

Amonio 0.8764 ± 0.096 a 

 

Se presentan los valores promedio ± error estándar (p<0.05). 

 

El nitrato de sodio fue seleccionado como fuente de nitrógeno para los siguientes 

experimentos, debido a que produjo una mayor densidad celular a final de los 14 

días. 
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7.2 Establecimiento de sistema de cultivo para evaluar efectos de 

condiciones estresantes 

7.2.1. Cultivos en una sola etapa 

El experimento finalizó prematuramente a los 10 días debido a la disminución de la 

densidad celular en los cultivos con déficit de nitrógeno.  

La densidad celular suministrando nutrientes completos fue significativamente 

mayor (p < 0.05) a partir del séptimo día con respecto a los otros tratamientos, 

manteniéndose así hasta el décimo día de cultivo; la densidad celular de los cultivos 

con déficit de silicatos fue significativamente mayor con respecto a los cultivados 

con déficit de nitratos hasta el día 10, mientras que la densidad celular de estos 

últimos se mantuvo sin aumento durante todo el periodo y se observó que llegaron 

a la etapa de muerte en el día 7 (Fig. 9). 

    

Figura 9. Curvas de crecimiento de T. dictyotum en el experimento de estrés por 
ausencia de nutrientes empleando un sistema de una sola etapa. Círculos: 
nutrientes completos, cuadros: déficit de silicatos, triángulos: déficit de nitratos. Se 
presentan los valores promedio ± error estándar. Letras distintas indican diferencia 
significativa según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a<e). 
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Los análisis de lípidos, ácidos grasos y pigmentos no se pudieron completar debido 

a que, en los cultivos con déficit de nitrógeno, la producción de biomasa fue muy 

baja. Se decidió omitir estos análisis en esta ocasión y repetir la prueba haciendo 

los ajustes necesarios para alcanzar producción suficiente de biomasa. 

Se propuso realizar los cultivos en dos etapas, en la primera se generó una mayor 

biomasa y en la segunda se aplicaron a esta biomasa las condiciones estresantes 

de déficit de nutrientes con diferentes irradiancias. 

 

7.2.2. Sistema en dos etapas. 

Las densidades celulares no fueron diferentes significativamente (p < 0.05) en 

ninguno de los tres tratamientos durante la primera etapa, logrando el objetivo de 

generar una cantidad de biomasa grande para las tres condiciones estresantes (Fig. 

10). En la segunda etapa se observó que, la densidad celular obtenida con déficit 

de nitratos fue significativamente menor (p < 0.05) que las obtenidas con los 

nutrientes completos y con déficit de silicatos, mientras que, en las densidades 

celulares obtenidas con estas últimas dos condiciones no se apreciaron diferencias 

significativas (p > 0.05).  

El porcentaje de lípidos totales en las tres condiciones nutrimentales fue de 

alrededor de 10% sin diferencias significativas en ninguna de ellas (p > 0.05) (Fig. 

11).  

En el análisis de ácidos grasos se identificaron en total 18, los perfiles obtenidos en 

las distintas condiciones nutrimentales evaluadas tuvieron presencia de los mismos 

ácidos grasos y en proporciones aparentemente similares. El ácido graso palmítico 

(16:0) y el palmitoléico (16:1n-7) destacan por ser los más abundantes, dentro de 

los ácidos grasos esenciales se observa que esta microalga contiene AA, EPA y 

DHA, aunque este último en cantidades pequeñas (tabla VII).  
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Figura 10. Curvas de crecimiento de los cultivos sometidos estrés nutricional en 
sistema de dos etapas.  Círculos: nutrientes completos, cuadros: déficit de silicatos, 
triángulos: déficit de nitratos. Se presentan los valores promedio ± error estándar. 
Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de 
Tukey (p<0.05, a<e).  

 

 

Figura  11. Porcentaje de lípidos totales con respecto a masa seca en los cultivos 
de T. dictyotum a 70 µmol∙m-2∙s-1 (Valores promedio, las barras representan la 
desviación estándar en cada punto). 

 

a a

ab

bc

bc

de

a a

ab

bc

bc

de

a a

ab

bc

c

d

a a

ab

bc

c

d

a a

abc

bc

bc

e

a a

abc

bc

bc

e

2 3 4 5 6 9

Tiempo (Días)

0

5

10

15

20

25

D
en

si
da

d 
ce

lu
la

r (
ce

l·1
0

4 ·m
L-1

)

a a

ab

bc

bc

de

a a

ab

bc

c

d

a a

abc

bc

bc

e

a

a a

a

a a

C -Si -N

Nutrientes

0

2

4

6

8

10

12

%
(p

/p
 M

S
)

a

a a

Etapa 1 Etapa 2 



36 
 

 

Tabla VII. Concentración de ácidos grasos (mg·g-1 MS) de T. dictyotum después de 
3 días de estrés nutricional e irradiancia de 70 µmol∙m-2∙s-1.  

Nutrientes C -Si -N 

14:0 3.527 ± 0.318 b 5.166 ± 0.636 a 4.496 ± 0.099 b 

15:0 0.202 ± 0.018 b 0.281 ± 0.055 a 0.305 ± 0.010 a 

16:0 7.576 ± 0.720 b 10.554 ± 1.740 a 11.417 ± 0.441 a 

18:0 0.164 ± 0.011 b 0.227 ± 0.032 a 0.208 ± 0.025 a 

22:0 0.011 ± 0.014 b 0.054 ± 0.016 a 0.021 ± 0.003 b 

ΣSFA 11.479 ± 0.258 b 16.282 ± 0.484 a 16.446 ± 0.505 a 

15:1n-5 0.057 ± 0.025  0.070 ± 0.030  0.083 ± 0.024  

16:1n-7 10.916 ± 0.879 b 15.969 ± 1.872 a 13.085 ± 0.354 b 

18:1n-7 0.259 ± 0.024  0.273 ± 0.023  0.270 ± 0.025  

16:1n-9 0.071 ± 0.021  0.084 ± 0.013  0.087 ± 0.022  

18:1n-9 0.165 ± 0.008 b 0.161 ± 0.041 b 0.276 ± 0.010 a 

ΣMUFA 11.469 ± 0.217 b 16.557 ± 0.803 a 13.802 ± 0.214 b 

16:2n-4 0.829 ± 0.071 b 1.225 ± 0.099 a 0.828 ± 0.043 b 

16:3n-4 1.487 ± 0.146 b 2.045 ± 0.200 a 1.390 ± 0.108 b 

20:5n-3 5.645 ± 0.494 b 7.984 ± 0.862 a 6.043 ± 0.582 b 

22:6n-3 0.298 ± 0.020 b 0.408 ± 0.043 a 0.339 ± 0.031 ab 

16:2n-6 0.119 ± 0.009 ab 0.143 ± 0.016 a 0.102 ± 0.004 b 

18:2n-6 0.377 ± 0.040 b 0.422 ± 0.064 ab 0.432 ± 0.027 a 

18:3n-6 0.416 ± 0.057 b 0.503 ± 0.107 b 0.656 ± 0.025 a 

20:4n-6 1.586 ± 0.090 b 2.125 ± 0.203 a 1.675 ± 0.066 b 

ΣPUFA 10.757 ± 0.343 b 14.855 ± 0.304 a 11.466 ± 0.638 b 

             

Se presentan los valores promedio ± error estándar. C: nutrientes completos, -Si: déficit de silicatos, -N: déficit 

de nitratos. Las letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey para 

cada ácido graso (p<0.05, a>b). 

 

Se realizó un ANOVA unifactorial con las concentraciones de los ácidos grasos 16:0, 

16:1n7, EPA y AA para determinar si existen diferencias significativas al cultivar con 

distintas condiciones nutrimentales (Fig. 12). Se puede observar que al cultivar a T. 

dictyotum con déficit de silicatos se obtuvieron concentraciones significativamente 

mayores (p < 0.05) de estos ácidos grasos que cultivando con nutrientes completos 

o déficit de nitratos las cuales no tuvieron diferencias significativas entre sí (p > 0.05) 

con excepción de la concentración obtenida en EPA.  
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Figura 12. Concentraciones de los ácidos grasos 16:0, 16:1n-7, AA y EPA en T. 
dictyotum cultivada con irradiancia de 70 µmol·m-2·s-1 en un sistema de dos etapas. 
Se presentan los valores promedio ± error estándar. Barras blancas: nutrientes 
completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de nitratos. Las 
letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de 
Tukey para cada ácido graso (p<0.05, a>b).  

 

El perfil de pigmentos (Fig. 13) presentó diferencias significativas (p < 0.05) al 

cultivar a T. dictyotum con déficit de nitratos, resultando menor concentración que 

cultivando con nutrientes completos o déficit de silicatos. De los 5 pigmentos 

identificados, el de mayor concentración fue la clorofila “a” y en segundo lugar la 

fucoxantina, se observó que las proporciones de los pigmentos son similares entre 

los tratamientos. 
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Figura 13. Pigmentos identificados en cultivos sometidos 70 µmol∙m-2∙s-1 de 
irradiancia. Valores promedio ± error estándar. Fuc: Fucoxantina, Chl a: Clorofila 
“a”, Chl c: Clorofila “c”, Dia: Diadinoxantina, B-car: β-caroteno, barras blancas: 
nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de 
nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey para cada pigmento (p<0.05, a>b). 

 
Cultivando a T. dictyotum en condiciones óptimas durante 6 días para 

posteriormente aplicar el estrés tuvo el resultado esperado, ya que la biomasa 

obtenida al final del cultivo fue suficiente para realizar todos los análisis sin dificultad. 

No se observaron diferencias significativas en el contenido de lípidos totales y en la 

concentración de ácidos grasos, con excepción del 16:0, tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos de nutrientes completos y déficit de 

nitratos, de manera similar la concentración de pigmentos no tuvo diferencias 

significativas entre los tratamientos de nutrientes completos y déficit de silicatos; 

observando que no se encontraron las diferencias significativas que se esperaban, 

se planteó la posibilidad de que hubiera alguna variable que afectó los resultados y 

que no se contemplo en un inicio. Para resolver el problema se decidió medir la 

concentración de silicatos y nitratos en el medio de cultivo, también evaluar el uso 

de agua marina sintética (AMS) para preparar el medio de cultivo y tener un mejor 

control de los nutrientes. 
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7.2.3. Evaluación de nutrientes en el medio y comparación de crecimiento en agua 

marina natural vs agua marina sintética. 

La concentración de nitratos y silicatos tanto en el agua marina natural (AMN) y en 

el AMS tuvieron tendencias similares (Fig. 14).  Los nitratos no llegan a agotarse 

después 6 días de cultivo, se mantienen constantes durante 3-4 días, después 

disminuyen con rapidez; los silicatos fueron consumidos más rápido, a partir del 

segundo día su consumo se aceleró drásticamente causando agotamiento al día 4, 

observando esto se añadierón silicatos al medio de cultivo (hasta una concentración 

de 350 µM aproximadamente), se observó que esa cantidad extra se agotó en tan 

solo un día y al día 6 hubo déficit de silicatos en el medio. Por esta razón se calculó 

una tasa de consumo de silicatos para adicionar la cantidad suficiente para el cultivo 

y utilizar un sistema de cultivo semi-continuo que facilite tanto la administración y 

control de silicatos y nitratos. 

  

Figura  14. Variación de nitratos y silicatos en el medio de cultivo. El sesgo al día 4 
indica que ese día la concentración de silicatos se llevó a 350 µM. Valores promedio 
± error estándar. Cuadros negros: Nitratos en AMN, cuadros blancos: Nitratos en 
AMS, círculos negros: silicatos en AMN, círculos blancos: silicatos en AMS. Letras 
distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey 
(p<0.05, a>f). 

 



40 
 

 

7.2.4. Evaluación de sistema semi-continuo en dos etapas. 

Se observó nuevamente que los silicatos llegan a agotarse al día 3, una vez que T. 

dictyotum agota los silicatos es capaz de consumir más de 300 µM por día. En la 

etapa de cultivo semi-continuo no fue suficiente el recambio de 15% para mantener 

condiciones de suficiencia de silicatos (Fig. 15). 

Los datos obtenidos tanto de densidad celular como de concentración de silicatos 

permitieron calcular una tasa de consumo de silicatos de 7.18 µmol∙cel x 10-6∙d-1, 

con una tasa de crecimiento de 1.086 d-1. Con esos datos será posible calcular el 

consumo aproximado de silicatos de T. dictyotum y así evitar que se llegue a 

condiciones de déficit de silicatos en los cultivos en los que no sea necesario.  

  

 

Figura  15. Concentración de silicatos y densidad celular durante siete días de 
cultivo de T. dictyotum. En el día 3 se llevó a una concentración 300 µM de silicatos, 
en el día 4 se cosecharon las células y se transfirieron a recipientes de 3 L con 2 L 
de medio fresco y en los días 5 y 6 se hizo un recambio del 15% del volumen Se 
presentan los valores promedio ± error estándar. Etapa 1: sistema estático, etapa 
2: sistema semi-continuo. Cuadros: concentración de silicatos, círculos: densidad 
celular. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey para cada variable (p<0.05, a>e). 
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7.3. Evaluación de efecto del déficit de nitrógeno y el efecto del déficit 

de silicio en irradiancias de 20, 70 y 120 µmol de fotones∙m-2∙s-1. 

7.3.1. Concentración de nutrientes: Silicatos y nitratos. 

Las concentraciones de silicatos en los cultivos a los que les aplicó su déficit fueron 

significativamente menores (p < 0.05) respecto de los cultivos con nutrientes 

completos y déficit de nitratos, así se confirmó que hubo un déficit de silicatos sólo 

en los experimentos con déficit de silicatos (Fig. 16). 

Al medir la concentración de nitratos se observó que los cultivos con déficit de 

nitratos tuvieron concentraciones significativamente menores (p < 0.05) que las 

medidas en los otros cultivos (Fig. 17). Con base en esos resultados se confirmó 

que los cultivos con nutrientes completos y con déficit de silicatos no llegaron a tener 

condiciones estrés por déficit de nitratos.  

 

  
Figura 16. Concentración final de silicatos en el medio de cultivo con irradiancia de 
20, 70 y 120 µmol∙m-2∙s-1. Se presentan los valores promedio ± error estándar. 
Barras blancas: nutrientes completos, Barras grises: déficit de silicatos, barras 
negras: déficit de nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los 
resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>d). 
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Figura 17. Concentración final de nitratos en el medio de cultivo con irradiancia de 
20, 70 y 120 µmol∙m-2∙s-1. Se presentan los valores promedio ± error estándar. 
Barras blancas: nutrientes completos, Barras grises: déficit de silicatos, barras 
negras: déficit de nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los 
resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>d). 

 

7.3.2. Características de la biomasa 

Se observaron diferencias entre los cultivos de los distintos tratamientos. Los 

cultivos con nutrientes completos fueron de color café brillante, el color en los 

cultivos con déficit de silicatos fue café oscuro y los cultivos con déficit de nitratos 

resultaron de color café muy pálido; la fluidez de las células después de retirar la 

mayor parte del medio en los cultivos con déficit de nitrógeno fue muy alta, con 

nutrientes completos fue menos fluido y con el déficit de silicatos se obtuvo una 

masa viscosa (Fig. 18). La irradiancia afectó al color y la fluidez de la biomasa. 
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Figura 18. Fotografía de biomasa cosechadas sometidas a distintos tipos de estrés 
nutricional. a) Control, b) Déficit de silicatos, c) Déficit de nitratos.  

 

7.3.3. Evaluación de crecimiento 

Se determinaron las tasas de crecimiento de T. dictyotum cultivada en sistema 

estático y semi-continuo, irradiados con 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1; el sistema semi-

continuo se mantuvo durante tres días aplicando simultáneamente un estrés 

nutricional en tres condiciones: nutrientes completos, déficit de silicatos y déficit de 

nitratos. 

Primero se compararon las tasas de crecimiento obtenidas en cultivo estático. 

Todos los cultivos en esta etapa crecieron con irradiancia de 70 µmol·m-2·s-1 y 

nutrientes completos, pero las células para cada combinación de estrés que se 

aplicó posteriormente fueron cultivadas de manera independiente. Para determinar 

si las condiciones aplicadas fueron similares, lo que se observaría si las tasas de 

crecimiento en estas condiciones no fuesen diferentes, se realizó una prueba de 

ANOVA bifactorial, utilizando como factores la irradiancia y el déficit de nutrientes y 

como variable dependiente la tasa de crecimiento (Tabla VIII). No se observaron 

diferencias significativas al comparar estas tasas (p > 0.05), por lo que se puede 

suponer que las condiciones empleadas en cada cultivo estático fueron similares, 
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de lo que se concluye que las células empleadas al inicio de las etapas de estrés 

estaban en fase exponencial en todos los casos y probablemente tendrían un estado 

fisiológico similar. 

Tabla VIII. Resultados de la prueba de ANOVA bifactorial a las tasas de crecimiento 
obtenidas durante la etapa de cultivo estático. (p<0.05). 

Variable Grados de libertad F p 

Nutrientes 2 0.307 0.73909 

Irradiancia 2 3.030 0.07342 

Nutrientes-Irradiancia 4 1.701 0.19357 

Error 18   

 

Después se compararon las tasas obtenidas en los cultivos en sistema semi-

continuo y con nutrientes completos sometidos a distintas irradiancias y a diferentes 

tiempos de cosecha (días de cosecha) para evaluar si hubo cambios debidos al 

tiempo o a la irradiancia. Se utilizó una prueba de ANOVA bifactorial siendo los 

factores independientes el tiempo y la irradiancia, la tasa del día 0 corresponde con 

la tasa de crecimiento obtenida al finalizar la etapa de cultivo estático (Fig. 19). No 

hubo diferencias significativas en las tasas obtenidas con la irradiancia de 70 

µmol·m-2·s-1, tomando en cuenta que los cultivos estáticos recibieron la misma 

irradiancia, se concluyó que la tasa de crecimiento no fue afectada por el cambio al 

sistema de cultivo semi-continuo; pero la tasa de crecimiento disminuyó con el paso 

del tiempo a irradiancias de 20 y 120 µmol·m-2·s-1 que si mostraron diferencias 

significativas (p < 0.05) en función del tiempo. 

Al realizar una regresión lineal de las tasas de crecimiento obtenidas en sistema 

semi-continuo con respecto al tiempo se observó que tienen un ajuste lineal (r2 = 

0.338 y p < 0.05); tomando en cuenta que el tiempo es una variable continua y que 

no se puede controlar, se realizó una prueba ANCOVA bifactorial (Tabla IX) a las 

tasas obtenidas en los sistemas semi-continuos con los diferentes tratamientos de 

luz y nutrientes. Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) para el tiempo y 

los nutrientes, pero la irradiancia y la interacción irradiancia-nutrientes no resultaron 

significativas (p > 0.05), por lo tanto, se decidió realizar un ANCOVA más simple 

con los nutrientes como único factor independiente. 
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Figura 19. Tasas de crecimiento (µ) de T. dictyotum cultivada con nutrientes 
completos en sistema semicontínuo a irradiancias de 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1. Se 
presentan los valores promedio ± error estándar. Círculos: 20 µmol·m-2·s-1, cuadros: 
70 µmol·m-2·s-1, triángulos: 120 µmol·m-2·s-1. Letras distintas indican diferencia 
significativa según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>e). 

 

Tabla IX. Resultados de la prueba de ANCOVA bifactorial de la tasa de crecimiento. 
Se tomó como covariable al tiempo, los factores en este análisis fueron los 
nutrientes y la irradiancia. (p < 0.05). 

Variable Grados de libertad F p 

Tiempo 1 72.4486 <0.001 

Irradiancia 2 0.7508 0.474691 

Nutrientes 2 42.1954 <0.001 

Irradiancia-Nutrientes 4 1.0618 0.379640 

Error 98   

 

En el segundo ANCOVA (Fig. 20), se observó diferencia significativa (p < 0.05) entre 

las tasas obtenidas con los distintos nutrientes; los cultivos con los nutrientes 

completos alcanzaron las tasas más altas, mientras que las dos condiciones de 

déficit de nutrientes resultaron en la disminución de la tasa crecimiento; con déficit 

de silicio se redujo cerca del 33% y con el déficit de nitrógeno se disminuyó en 70%.  
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Figura 20. Tasas de crecimiento (µ) de T. dictyotum cultivada en sistema semi-
continuo en condiciones de nutrientes completos (C) y bajo estrés nutritivo (-Si: 
déficit de silicatos, -N: déficit de nitratos). Se presentan los valores promedio ± error 
estándar. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey (p<0.05, a>c). 

 

7.3.4. Cenizas 

Se determinó con un ANOVA que los porcentajes de cenizas obtenidos en cada 

condición nutrimental fueron diferentes significativamente (p < 0.05), pero la 

variación por la irradiancia o la interacción irradiancia*nutrientes no fue significativa. 

Con déficit de silicatos las cenizas forman cerca del 30% de la biomasa y con el 

déficit de nitratos se obtuvo el valor más alto llegando a formar el 50% de la biomasa, 

el valor de cenizas con nutrientes completos es de 40% (Fig. 21). Estos cambios en 

la cantidad de cenizas agregan variabilidad al reportar las cantidades de lípidos, 

ácidos grasos y pigmentos tomando en cuenta la materia seca (MS), por esta razón 

se decidió comparar los resultados de composición de estos productos en función 

de la materia orgánica seca (MOS). 
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Figura 21. Porcentaje de cenizas de T. dictyotum cultivada en sistema semicontínuo 
en condiciones de nutrientes completos (C) y bajo estrés nutricional (-Si: déficit de 
silicatos, -N: déficit de nitratos). Se presentan los valores promedio ± error estándar. 
Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de 
Tukey (p<0.05, a>c). 

 

7.3.5. Lípidos totales 

El porcentaje de lípidos totales fue comparado mediante un ANOVA bifactorial para 

determinar diferencias significativas. Se encontró que la interacción de los factores 

Irradiancia*nutrientes no es significativa, pero analizando los factores por separado 

sí se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) (Tabla X). Con respecto a la 

irradiancia 120 µmol·m-2·s-1 se obtuvo el porcentaje de lípidos más alto sin diferencia 

del obtenido con 70 µmol·m-2·s-1, sin embargo, la tendencia que se observa es que 

el porcentaje de lípidos se incrementa conforme se incrementa la irradiancia. Con 

respecto al efecto de los nutrientes se observó que el déficit de silicatos tuvo un 

resultado mayor en la acumulación de lípidos, que fue el doble de lo obtenido con 

nutrientes completos y con déficit de nitrógeno. 
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Tabla X. Porcentaje de lípidos totales de T. dictyotum cultivada en sistema 
semicontínuo en distintas irradiancias y condiciones de nutrientes completos (C) y 
con déficit de silicatos (-Si) y déficit de nitratos (-N).  

Variable 
% Lípidos 

Totales (p/p-MS) 
% Lípidos 

Totales (p/p-MOS) 

Irradiancia 
(µmol·m-2·s-1) 

20 3.275 ± 0.751 b 5.346 ± 0.992 b 

70 4.060 ± 0.928 ab 6.516 ± 1.094 ab 

120 4.888 ± 1.007 a 7.854 ± 1.236 a 

Nutrientes 

C 2.847 ± 0.263 b 5.118 ± 0.433 b 

-Si 7.383 ± 0.612 a 10.480 ± 0.851 a 

-N 1.992 ± 0.239 b 4.118 ± 0.514 b 

Valores promedio ± error estándar. Las letras se representan los resultados de la comparación por prueba de 
Tukey para cada variable (p<0.05, a>b). 

 

7.3.6. Ácidos grasos  

Los ácidos grasos identificados en T. dictyotum (Tabla XI) fueron analizados por un 

ANOVA bifactorial. De manera general, se observó que hubo diferencias 

significativas (p < 0.05) en la concentración SFA debidas a la irradiancia o a los 

nutrientes, pero la interacción de estos factores no fue significativa. El déficit de 

nutrientes ya sea nitratos o silicatos contribuyó a una mayor concentración de SFA 

y obteniendo valores mayores con 120 µmol·m-2·s-1. Los MUFA fueron 

significativamente mayores (p < 0.05) con el déficit de silicatos y también incrementó 

su concentración, aunque en menor medida, con el déficit de nitratos combinado ya 

sea con baja o alta irradiancia. Comparando las irradiancias, se observó una 

tendencia a incrementar los MUFA conforme se incrementa la irradiancia 

obteniendo la mayor concentración de MUFA con la combinación de déficit de 

silicatos con 120 µmol·m-2·s-1. La concentración de PUFA se vio influenciada por los 

nutrientes y por la interacción de los factores irradiancia-nutrientes (p < 0.05), pero 

no se observó influencia de la irradiancia por sí sola. Las concentraciones más altas 

de PUFA se observaron con déficit de silicatos combinado con irradiancias de 20 y 

120 µmol·m-2·s-1. La relación n-3/n-6 fue mayor a 1/6 (relación mínima adecuada 

para la nutrición humana de acuerdo con Wijendrn y Hayes, 2004) en todos los 

casos, pero se observaron diferencias significativas (p < 0.05) que muestran que la 
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relación más alta se obtiene al combinar el déficit de silicatos con irradiancia de 70 

µmol·m-2·s-1, seguida de la combinación con 120 µmol·m-2·s-1 y en tercer lugar la 

combinación de nutrientes completos o déficit de silicatos con 20 µmol·m-2·s-1. 

Los PUFA más importantes identificados en T. dictyotum fueron AA, EPA y DHA. 

Para estos ácidos grasos, además de la concentración, se calculó la productividad 

y se realizó un ANOVA bifactorial y la prueba de Tukey para cada uno.  

La concentración de AA se incrementó con irradiancias de 70 y 120 µmol·m-2·s-1 

(Fig. 22). En la condición de déficit de silicatos hubo concentraciones altas a 20 y 

120 µmol·m-2·s-1. En la condición de déficit de nitratos se observaron 

concentraciones bajas de AA en todas las irradiancias.  

 

Figura 22. Concentración de AA en T. dictyotum cultivada en irradiancia de 20, 70 y 
120 µmol·m-2·s-1. Se presentan los valores promedio ± error estándar. Barras 
blancas: nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: 
déficit de nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los 
resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>c). 
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La productividad de AA tuvo diferencias significativas (p < 0.05) en los cultivos con 

los nutrientes completos respecto a las otras condiciones nutrimentales, 

sobresaliendo la productividad obtenida combinando los nutrientes completos con 

70 y 120 µmol·m-2·s-1 (Fig. 23).  

 

Figura 23. Productividad de AA en T. dictyotum cultivada con irradiancias de 20, 70 
y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: nutrientes 
completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de nitratos. Letras 
distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey 
(p<0.05, a>e). 

 

Con lo observado tanto en la concentración y como en la productividad de AA, se 

concluyó que las mejores condiciones para una mayor producción de este ácido 

graso en T. dictyotum son: un medio con suficiencia de nutrientes durante todo el 

tiempo de cultivo e irradiancias que pueden ir de 70 a 120 µmol·m-2·s-1. 

La concentración de EPA en las diferentes condiciones de cultivo fue 

significativamente diferente (p < 0.05), con mayor concentración en los cultivos 

sometidos a déficit de silicatos, en especial a 20 y 120 µmol·m-2·s-1, y cultivada con 

nutrientes completos y 70 µmol·m-2·s-1 (Fig. 24). Al aplicar un déficit de nitrógeno se 

redujo la concentración de EPA llegando a su mínimo con irradiancia de 70 µmol·m-

2·s-1. 
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Figura 24. Concentración de EPA en T. dictyotum cultivada con irradiancias de 20, 
70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: nutrientes 
completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de nitratos. Letras 
distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey 
(p<0.05, a>e).  

 

La productividad de EPA de T. dictyotum, en las distintas condiciones de cultivo, 

tuvo diferencias significativas (p < 0.05). La mayor productividad de este ácido graso 

fue de 0.75 mg·L-1·d-1 en los cultivos con nutrientes completos e irradiancia de 70 

µmol·m-2·s-1, la productividad alcanzada con las otras condiciones de cultivo fue 

menor, pero en todas las irradiancias se observó mayor productividad de EPA al 

cultivar con nutrientes completos, con déficit de nitrógeno disminuyó teniendo 

valores por debajo de 0.05 mg·L-1·d-1 (Fig. 25).  

Con base en la concentración y productividad de EPA en T. dictyotum se observó 

que las mejores condiciones de crecimiento son: un medio sin déficit de nutrientes 

e irradiancia cercana a 70 µmol·m-2·s-1. 
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Figura 25. Productividad de EPA en T. dictyotum cultivada con irradiancias de 20, 
70 y 120 µmol·m-2·s-1. Se presentan los valores promedio ± error estándar. Barras 
blancas: nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: 
déficit de nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los 
resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>f). 

 

La concentración de DHA también tuvo diferencias significativas (p < 0.05) (Fig. 26), 

alcanzando la mayor concentración al cultivar con déficit de silicatos en las tres 

irradiancias, cultivando con nutrientes completos también tuvo concentración alta al 

someterla a 70 µmol·m-2·s-1, y con déficit de nitratos no hubo producción. 

La máxima productividad de DHA (p < 0.05) (Fig. 27) se obtuvo al cultivar con 

nutrientes completos e irradiancia de 70 µmol·m-2·s-1; en otras condiciones tanto 

nutritivas como de irradiancia, T. dictyotum alcanzó productividades mucho más 

bajas, solo el 50% de la máxima. 

Con base en la concentración y productividad de DHA, las condiciones de cultivo 

apropiadas para obtener mayores rendimientos fueron cultivando a T. dictyotum con 

nutrientes completos e irradiancias de 70 µmol·m-2·s-1.  
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Figura 26. Concentración de DHA en T. dictyotum cultivada con irradiancias de 20, 
70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: nutrientes 
completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de nitratos. Letras 
distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey 
(p<0.05, a>d).  

 

 
Figura  27. Productividad de DHA en T. dictyotum cultivada con irradiancias de 20, 
70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: nutrientes 
completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de nitratos. Letras 
distintas indican diferencia significativa según los resultados de la prueba de Tukey 
(p<0.05, a>e). 
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7.3.7. Pigmentos 

Entre los pigmentos principales encontrados en T. dictyotum se encuentran la 

fucoxantina y las clorofilas a y c. Se midió la concentración final y se calculó la 

productividad para los tres pigmentos y para determinar diferencias significativas 

entre los tratamientos se utilizó el ANOVA bifactorial y prueba de Tukey para cada 

uno de los pigmentos. 

La concentración de fucoxantina fue mayor en T. dyctiotum (p < 0.05) (Fig. 28) 

cultivado con déficit de silicatos, alcanzando valores máximos al cultivar con 20 

µmol·m-2·s-1; en la condición de nutrientes completos se observaron 

concentraciones menores que las obtenidas con déficit de silicatos; y con déficit de 

nitratos se obtuvieron concentraciones muy bajas de fucoxantina. 

 

Figura 28. Concentración de fucoxantina en T. dictyotum cultivada con irradiancias 
de 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: 
nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de 
nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey (p<0.05, a>e). 

 

Para evaluar la productividad de fucoxantina se observó que, después de realizar el 

ANOVA, la irradiancia y la interacción de los factores irradiancia*nutrientes no 
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fueron significativas (p > 0.05). Con el único factor que la productividad mostró 

diferencia significativa (p < 0.05) fue con los nutrientes (Fig. 29). La mejor 

productividad se obtuvo cultivando a T. dictyotum en nutrientes completos y con 

déficit de silicatos, mientras que la productividad alcanzada con déficit de nitratos 

fue muy baja. 

 

Figura 29. Productividad de fucoxantina en T. dictyotum cultivada con nutrientes 
completos (C), con déficit de silicatos (-Si) y déficit de nitratos (-N). Se presentan los 
valores promedio ± error estándar. Letras distintas indican diferencia significativa 
según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>b). 

 

Con base en estos resultados, las condiciones de cultivo apropiadas para una mayor 

productividad de fucoxantina por T. dyctiotum son: un medio de cultivo deficiente en 

silicatos o con nutrientes completos, la irradiancia no afecta la productividad, pero 

si a la concentración que es más alta con 20 µmol·m-2·s-1. 

La clorofila “a” tuvo un comportamiento similar a lo observado con la fucoxantina, 

obteniendo diferencias significativas (p < 0.05) al cultivar a T. dictyotum con déficit 

de silicatos, alcanzando la concentración más alta con 20 µmol·m-2·s-1 (Fig. 30); 

nuevamente se observó que la concentración fue más baja al cultivar con nutrientes 

completos y con déficit de nitratos la concentración es cercana a cero. 
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Figura 30. Concentración de clorofila “a” en T. dictyotum cultivada con irradiancias 
de 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: 
nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de 
nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey (p<0.05, a>d). 

 

La productividad de clorofila “a”, tampoco tuvo diferencias significativas con la 

irradiancia ni la interacción de los factores irradiancia*nutrientes (p > 0.05), 

encontrando diferencias significativas (p < 0.05) solo con los nutrientes (Fig. 31). La 

productividad cultivando a T. dictyotum en nutrientes completos fue similar que 

cultivando con déficit de silicatos, cultivando con déficit de nitratos no se obtuvieron 

buenos resultados ya que la productividad fue muy baja. 

Tomando en cuenta la concentración y productividad de clorofila “a”, las condiciones 

de cultivo apropiadas son las mismas que para producir fucoxantina: medio de 

cultivo con nutrientes completos o deficiente en silicatos, con irradiancias que 

pueden ir desde 20 hasta 120 µmol·m-2·s-1. 

Con la clorofila “c” se observan resultados similares a los obtenidos con la 

fucoxantina y la clorofila “a”. La concentración fue mayor (p < 0.05) cultivando con 

déficit de silicatos, siendo más alta con 20 µmol·m-2·s-1 (Fig. 32). 
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Figura 31. Productividad de clorofila “a” en T. dictyotum cultivada con nutrientes 
completos (C), con déficit de silicatos (-Si) y déficit de nitratos (-N). Se presentan los 
valores promedio ± error estándar. Letras distintas indican diferencia significativa 
según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>b). 

 

 

Figura 32. Concentración de clorofila “c” en T. dictyotum cultivada con irradiancias 
de 20, 70 y 120 µmol·m-2·s-1. Valores promedio ± error estándar. Barras blancas: 
nutrientes completos, barras grises: déficit de silicatos, barras negras: déficit de 
nitratos. Letras distintas indican diferencia significativa según los resultados de la 
prueba de Tukey (p<0.05, a>d).  
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La productividad de clorofila “c” solo tuvo diferencias (p < 0.05) en función de los 

nutrientes (Fig. 33) pero no por efecto de la irradiancia o la interacción de ambos (p 

> 0.05); la más alta se obtuvo cultivando con nutrientes completos o con déficit de 

silicatos, en forma similar a la producción de fucoxantina y clorofila “a”. 

 
Figura 33. Productividad de clorofila “c” en T. dictyotum cultivada con nutrientes 
completos (C), déficit de silicatos (-Si) y déficit de nitratos (-N). Se presentan los 
valores promedio ± error estándar. Letras distintas indican diferencia significativa 
según los resultados de la prueba de Tukey (p<0.05, a>b).  
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8. DISCUSIÓN 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial productor de fucoxantina, lípidos, 

y ácidos grasos en respuesta a estrés por déficit de nutrientes bajo distintas 

irradiancias en la diatomea T. dictyotum. Esta diatomea tiene la ventaja de que, en 

experimentos preliminares, mostró ser responsiva a estímulos de estrés por déficit 

de nutrientes, es nativa de Baja California Sur, se ha cultivado en condiciones de 

laboratorio y en cultivos abiertos en el exterior, tiene un tamaño que permite su 

cosecha por filtración lo que resuelve uno de los principales cuellos de botella en la 

biotecnología de microalgas. Con estas características, el objetivo también fue 

valorarla en su potencial biotecnológico para la producción de los compuestos a 

evaluados. El primer paso fue la selección del medio de cultivo; de acuerdo a los 

resultados el medio más adecuado, de los dos evaluados, para T. dictyotum es el 

medio f/2 de Guillard. A pesar de que el medio Conway se ha empleado en otras 

diatomeas con buenos o similares resultados que el medio f/2 (Costard et al., 2012; 

Adenan et al., 2013; Lananan et al., 2013), aquí no hizo un buen aporte nutrimental 

a la microalga aun teniendo mayor cantidad de los nutrientes nitrato y fosfato de 

sodio, posiblemente porque es deficiente en cloruro férrico. El fierro puede ser el 

factor limitante en el medio Conway, ya que este elemento es muy importante para 

poder realizar la fotosíntesis y la limitación del mismo puede resultar en un descenso 

o incluso en la inhibición del proceso fotosintético (Raven et al., 1999).   

La determinación de la fuente de nitrógeno más adecuada para T. dictyotum fue otro 

de los objetivos. De las fuentes evaluadas, el amonio fue la que generó menor 

crecimiento, en segundo lugar la urea y el nitrato de sodio fue la fuente que propició 

el mayor crecimiento al final de los 14 días, sin embargo hasta el día 9 de cultivo la 

tasa de crecimiento y la densidad celular no fueron distintas significativamente entre 

urea y nitrato de sodio. Estos resultados son similares a los observados con 

Chaetoceros simplex (Karthikeyan et al., 2013); aunque en otras diatomeas tales 

como Cyclotella criptica no hubo diferencias en el crecimiento al emplear diferentes 

fuentes de nitrógeno (Pahl et al., 2012). En el caso de que la célula pueda asimilar 

cualquier fuente de nitrógeno, es posible que para el estímulo de inducción de la 
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producción de lípidos, lo que más influya sea la fase de crecimiento, es decir la 

cantidad de nitrógeno disponible para la célula y no la fuente de nitrógeno (Fidalgo 

et al., 1998; Pahl et al., 2012). De acuerdo con la ruta metabólica del nitrógeno en 

las microalgas, el mayor crecimiento debió obtenerse con amonio ya que requiere 

de menos energía para poder ser utilizado en la síntesis de proteínas, sin embargo, 

disuelto en el medio, hay reportes de que puede generar compuestos tóxicos y/o 

acidificación del medio representando una desventaja para el cultivo de microalgas 

(Massol-Deyá, 2002; Karthikeyan et al., 2013). Tanto el amonio como la urea 

comparten la desventaja de descomponerse en temperaturas elevadas, siendo que 

el método de esterilización empleado fue por calor húmedo, existe la posibilidad de 

que las diferencias observadas con respecto al nitrato de sodio se deban la 

degradación de esos compuestos limitando la disponibilidad de nitrógeno en el 

medio (Tidwell et al., 1955). Por motivos de estabilidad, precio y mayor densidad 

celular final se eligió al nitrato de sodio como fuente de nitrógeno para los siguientes 

experimentos. 

Una vez determinados el medio de cultivo y la fuente nitrógeno adecuados, se trató 

de evaluar el efecto del déficit de nitratos, el déficit de silicatos y los cambios en la 

irradiancia, sin embargo, esto no fue sencillo. El primer problema fue que el déficit 

de nitratos limitó el crecimiento tanto, que fue nulo (Fig. 9). Otro problema surgió de 

la contaminación por bacterias. Aunque se sabe que la interacción microalga-

bacteria suele ser benéfica para las microalgas mediante una relación mutualista 

(Rishiram et al., 2016), las bacterias en altas densidades tienen un efecto negativo 

en el desarrollo de las microalgas debido a la competencia por nutrientes y por 

sustancias que producen las bacterias y resultan tóxicas para las microalgas (Qu et 

al., 2014). Por lo anterior se buscó una manera de eliminar el exceso de bacterias 

sin recurrir al uso de antibióticos (Anexo 4); los antibióticos pueden tener efectos 

negativos en las microalgas que van desde disminuir la eficiencia fotoquímica de los 

fotosistemas (Min-Hyuk et al., 2005) hasta causar la muerte de las microalgas 

(Hunter y McVeigh, 1961), además de una alta probabilidad de generar cepas de 

bacterias resistentes al antibiótico (Dever y Dermody, 1991). El tercer problema a 

resolver fue que T. dictyotum consume silicatos a una velocidad muy alta, aquí llegó 
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a agotar los silicatos del medio en solo 3 días. Esto puede deberse a que es una 

microalga con una estructura de pared muy grande, con un bio-volumen de 

2827.433 µm3; como consecuencia, en los primeros experimentos sometiendo a 

esta diatomea a déficit de nutrientes se obtuvieron resultados similares en la 

producción de lípidos y ácidos grasos (Figs. 10-13 y tabla VII) en los tres 

tratamientos, ya que todos los cultivos alcanzaron condiciones de déficit de silicatos 

(Figs. 14-15).  

La cinética que sigue el consumo de silicatos está descrita para la diatomea 

Thalassiosira pseudonana por Thamatrakoln y Hildebrand (2008) pero se piensa 

que puede ser aplicable a otras diatomeas. Ellos presentan un modelo de captura 

de silicatos que propone dos mecanismos de control: por transportadores de silicio 

cuando la concentración es baja y un transporte difusional determinado por el pool 

intracelular que depende de la incorporación de silicatos durante la formación de la 

pared celular cuando la concentración es alta. También reportan una tasa máxima 

de consumo de silicatos de 3.63 µmol∙cel x 10-6∙d-1 para T. pseudonana, esta tasa 

de consumo es aproximadamente la mitad de la calculada para T. dictyotum de 7.18 

µmol∙cel x 10-6∙d-1. Taguchi et al. (1987) estudiaron la velocidad de consumo de 

silicatos en cultivos de Chaetoceros gracilis, Hantzchia sp. y Cyclotella sp.; Aunque 

no especifican la cantidad de inóculo inicial de las diatomeas que estudiaron 

determinaron densidades celulares máximas de 7.6, 9.2 y 11 x 104 cel·mL-1, bio-

volúmenes de 89, 800 y 100 µm3 y tasas de crecimiento de 1.35, 1.47 y 1.67 d-1 

respectivamente, todo esto utilizando una concentración de 50 µM de silicatos en el 

medio y 7, 9 y 11 días de cultivo respectivamente; con T. dictyotum se obtuvo una 

tasa de crecimiento promedio de 0.8 d-1 y una densidad celular máxima cercana a 

9 x 104 cel·mL-1 en 3-4 días de cultivo con poco más de 200 µM de silicatos, se 

puede observar que las densidades finales fueron similares pero T. dictyotum tuvo 

una tasa de crecimiento más baja, aún con esto consumió una cantidad mayor de 

silicatos en menos tiempo, lo cual parece estar relacionado con la gran diferencia 

en los bio-volúmenes. Tomando en cuenta estos problemas se realizaron 

modificaciones a los sistemas de cultivo; así se establecieron dos etapas de cultivo, 

una como sistema estático y una vez alcanzada la fase exponencial tardía se 
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trasladó el cultivo a un sistema semi-continuo. Otra modificación fue el uso de agua 

marina sintética, esto con el fin de tener una composición controlada en los 

nutrientes del medio de cultivo; previamente se determinó que no había diferencia 

en el crecimiento respecto del agua de mar natural.  

Durante la fase de cultivo semi-continuo se realizó la comparación de los efectos 

producidos por estrés nutrimental (déficit de nitratos y déficit de silicatos) con 

irradiancia (baja, media y alta), se suministraron nutrientes extra diariamente para 

mantener la concentración de los nutrientes que no se deseaba inducir a estrés, 

tomando en cuenta la tasa de consumo previamente calculada.   

Las tasas de crecimiento obtenidas para T. dyctiotum en este trabajo son 

comparables a las reportadas por otros autores en condiciones similares para otras 

diatomeas con alto potencial productor de PUFA y/o fucoxantina (Tabla XII). 

La biomasa cosechada tuvo distintos colores relacionados con las condiciones 

nutrimentales de estrés a las que fue sometida. Los cultivos con déficit de nitrógeno 

resultaron pálidos debido a la falta de pigmentos, probablemente por un descenso 

en la producción de proteínas enzimáticas, la biomasa cosechada de los cultivos 

con déficit de silicatos fue más oscura debido a un mayor contenido de los 

pigmentos clorofila y fucoxantina (formando el complejo fotosintético); estos 

pigmentos probablemente se generaron debido a la acumulación de células bi-

protoplásmicas (células en fase G2 del ciclo celular) que no pueden completar su 

división hasta que sean capaces de asimilar silicatos (De la Rocha y Passow, 2004).    
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El porcentaje de cenizas calculado resultó menor en los cultivos con déficit de 

silicatos ya que éstos forman parte de las cenizas en las diatomeas; mientras que 

los cultivos con déficit de nitratos disminuyeron su contenido de materia orgánica al 

no sintetizar aminoácidos, proteínas, clorofila ni carbohidratos y por consiguiente su 

porcentaje de cenizas fue mayor (Hockin et al., 2012). Debido a estos cambios en 

el contenido de materia inorgánica, las comparaciones entre los resultados de 

lípidos, ácidos grasos y pigmentos de este estudio se realizaron en unidades de 

MOS aunque también se realizaron los cálculos con en la materia seca (MS) total, 

estos datos se utilizaron para comparar con los resultados de otros autores, ya que 

en los trabajos con los que se compararon los resultados no hacen esta 

consideración (Boelen et al., 2013; Pasquet et al., 2014; Xia et al., 2014).  

El contenido de lípidos totales tiene una tendencia a incrementar conforme 

incrementa la irradiancia, pero el cultivar a la microalga con déficit de silicatos 

resulta en una proporción mayor de lípidos, sin ser necesario aplicar ambos tipos 

de estrés al mismo tiempo. Como describen Solovchenko et al. (2008) es posible 

que esta diatomea tienda a acumular más SFA y MUFA como almacén de energía 

bajo irradiancia alta y, contrario a lo esperado, la irradiancia no tiene efectos sobre 

la concentración de PUFA. En este trabajo el déficit de silicatos incrementó la 

concentración de todos los ácidos grasos, coincidiendo con lo descrito por De la 

Rocha y Passow (2004), pero en este caso los cultivos sometidos a irradiancia de 

70 µmol·m-2·s-1 y con nutrientes completos también produjeron cantidades altas de 

PUFA, posiblemente porque en estas condiciones la microalga alcanza su tasa de 

crecimiento más alta (Fig. 19) dando como resultado un gran número de células bi-

protoplásmicas dividiéndose continuamente. La relación de PUFA n-3:n-6 en T. 

dictyotum es alta, e igual a 2.14, correspondiente con la tasa de crecimiento más 

alta, superando por mucho la relación recomendada por Wijendrn y Hayes (2004) 

que es de 1/6, por lo que se perfila como un alimento con muy buenas 

características nutrimentales.  
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Boelen et al. (2013), trabajaron con Thalassiosira weissflogii, una diatomea de 

zonas templadas con altas productividades de EPA y DHA, en cultivos semi-

continuos observaron tasas de crecimiento máximas de 0.49 d-1 con irradiancia de 

150 µmol·m-2·s-1 y de 0.42 d-1 a 75 µmol·m-2·s-1 a 16 °C, mientras que a 20 °C 

(temperatura más cercana a la utilizada en este estudio) la mejor tasa que 

obtuvieron fue de 0.31 d-1 empleando una irradiancia de 10 µmol·m-2·s-1; estas tasas 

fueron obtenidas con nutrientes completos empleando medio f/2 de Guillard. En el 

presente trabajo T. dyctiotum cultivada con nutrientes completos y con déficit de 

silicatos presentó tasas de crecimiento de entre 0.83 y 0.53 d-1 que son mayores a 

las obtenidas por Boelen et al. (2013) probablemente por la temperatura de cultivo 

que fue de 25 °C, lo que indica un alto potencial de crecimiento de T. dictyotum que 

posiblemente puede incrementar suministrando CO2. El incremento en la irradiancia 

no tuvo efectos positivos o negativos sobre la tasa de crecimiento en el trabajo de 

Boelen et al. (2013), de manera similar en el presente trabajo tampoco se identificó 

algún efecto relacionado con la irradiancia al momento de comparar las tasas de 

crecimiento.  

Otra diatomea conocida por su alto potencial productor de EPA y fucoxantina es O. 

aurita que tiene ya un amplio mercado como nutracéutico con diferentes estudios 

respecto de sus efectos fisiológicos en los organismos (Guihéneuf et al., 2010; 

Haimeur et al., 2012; Pasquet et al., 2014; Xia et al., 2014) y ha sido estudiada por 

Xia et al. (2013) en sus características de productividad. Estos autores evaluaron el 

efecto de la concentración de nutrientes y la irradiancia sobre el crecimiento de esta 

especie, emplearon un sistema estático de altas densidades (1 – 6 g/l) con 

volúmenes menores de 400ml. Sus resultados indican que las tasas de crecimiento 

no se ven influenciadas por la irradiancia, lo que corresponde con lo observado en 

este trabajo con T. dictyotum; observaron también una relación proporcional entre 

la densidad celular y la concentración de nitrógeno obteniendo una tasa de 

crecimiento máxima de 0.464 d-1 con 18 mM a los 4 días de cultivo, a partir de este 

punto disminuyó su tasa de crecimiento en función del tiempo y también conforme 

se redujo el nitrógeno en el medio. Experimentando con la concentración de silicatos 
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las tasas de crecimiento variaron menos, sin embargo observaron una tasa máxima 

de 0.437 d-1 al cultivar con 0.42 mM de silicio al cuarto día de cultivo. Las tasas de 

crecimiento que obtuvieron Xia et al. (2013) fueron cercanas a la tasa de 0.53 d-1 

obtenida en este trabajo cultivando a T. dictyotum con deficiencia de silicatos y son 

menores que la tasa de 0.83 d-1 obtenida cultivando con nutrientes completos; esto 

confirma el alto potencial de crecimiento de T. dictyotum.  

Pasquet et al. (2014) también estudiaron a O. aurita, pero con interés únicamente 

en la producción de PUFA, experimentado con irradiancia alta (300 µmol·m-2·s-1) y 

distintas temperaturas. La tasa de crecimiento que alcanzaron sus cultivos a 24 °C 

(0.813 d-1) fue muy similar a la alcanzada por T. dictyotum cultivada con los 

nutrientes completos (0.811 d-1); se observó en el estudio de Pasquet et al. (2014) 

que, conforme disminuye la temperatura también disminuye la tasa de crecimiento, 

contrario a lo observado por Boelen et al. (2013) en T. weissflogii, lo que puede 

indicar que cada especie tiene características metabólicas específicas.  

Comparando la productividad de EPA y DHA de T. dictyotum con las obtenidas en 

el estudio de Boelen et al. (2013) (tabla XIII), se puede observar que se obtuvieron 

valores más altos con T. dictyotum sobre todo al ser cultivada con nutrientes 

completos y 70 µmol·m-2·s-1. Al comparar las concentraciones de estos PUFA con 

las reportadas por Xia et al. (2014) se observó que ellos lograron concentraciones 

mayores tanto en AA como en EPA, esta diferencia puede deberse que utilizaron 

cantidades de nutrientes (nitratos, silicatos y fosfatos) casi 10 veces mayores que 

las del medio f/2 de Guillard. Esto sugiere que utilizando mayor cantidad de 

nutrientes se podría incrementar la concentración de AA, EPA y posiblemente DHA 

en T. dictyotum. Sin embargo, esta podría ser una opción poco rentable ya que solo 

incrementa 50 porciento o menos la concentración de los PUFA, y debido a las tasas 

de crecimiento bajas que se observaron en su estudio, es probable que la 

productividad de AA y EPA sea baja. Por su parte, Pasquet et al. (2014) reportaron 

el porciento molar de las concentraciones de ácidos grasos y, de acuerdo con lo 

que describe, el contenido de PUFA se incrementó al disminuir la temperatura, 
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coincidiendo en este punto con Boelen et al. (2013). Comparando los porcentajes 

molares de AA, EPA y DHA de estos autores, con los obtenidos en T. dictyotum, en 

el presente trabajo, a 25 °C con nutrientes completos podemos observar que son 

mayores que los que obtuvieron Pasquet et al. (2014) a 24 °C, las proporciones a 

16 °C son similares a las obtenidas con T. dictyotum y a 8 °C resultan mucho 

mayores lo resultados obtenidos con O. aurita en el estudio de Pasquet et al. (2014). 

Con esos resultados podemos suponer que, reduciendo la temperatura del cultivo 

disminuirá la tasa de crecimiento pero la concentración EPA y DHA se 

incrementaría.   

T. dictyotum también tuvo resultados importantes en la producción de fucoxantina, 

alcanzando una concentración máxima de 4.14 mg·g-1 MS; Xia et al. (2013) 

indicaron que la concentración mínima que obtuvieron en su estudio con O. aurita 

fue de 4.28 mg·g-1 MS con cultivos a los que se les agregó 6 mM de nitratos, una 

cantidad muy grande comparada con los 0.882 mM de nitrato de sodio que se 

agregan al medio f/2 de Guillard. Esto es un dato importante ya que se observó que 

el nitrógeno influye mucho en la producción de pigmentos, esto se puede confirmar 

con los resultados de Xia et al. (2013) donde se puede observar algo similar, los 

cultivos con mayor cantidad de nitratos producen mayor cantidad de fucoxantina; 

otro factor que beneficia a la producción de fucoxantina y que se observa tanto en 

los resultados de Xia et al. (2013) como en los obtenidos con T. dictyotum es la baja 

irradiancia. Con esta información se puede suponer que si T. dictyotum se cultiva 

en un medio rico en nitratos combinado con baja irradiancia, incrementará su 

producción de fucoxantina y otros pigmentos también.  
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Al comparar la productividad de los ácido grasos AA, EPA y DHA, se puede observar 

que el tratamiento adecuado para obtener altos valores de estos ácidos grasos es: 

cultivar con nutrientes completos e irradiancia de 70 µmol·m-2·s-1. Con esta 

combinación de nutrientes e irradiancia se obtuvo alta productividad y concentración 

de los PUFA por T. dictyotum. De igual manera la productividad de pigmentos tanto 

fucoxantina como clorofilas también fueron altas en esas condiciones.  Es 

importante recordar que también los cultivos con baja irradiancia y déficit de silicatos 

obtuvieron buenos resultados con respecto a la concentración de PUFA y 

pigmentos, sin embargo la disminución en la tasa de crecimiento afectó también a 

la productividad. Es decir en esas condiciones se requeriría de un menor gasto 

energético por iluminación y también un menor gasto en el suministro de los 

silicatos.  

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que T. dictyotum tiene un alto 

potencial biotecnológico como productora de PUFA y fucoxantina bajo las 

condiciones estudiadas, su tamaño y facilidad de cultivo son una ventaja para la 

cosecha que podría realizarse por decantación y filtración disminuyendo 

enormemente los costos de cosecha; además es posible que la productividad pueda 

incrementarse aún más, considerando las condiciones limitantes del medio f/2 y la 

carencia de un suministro continuo de carbono que, en este caso, se emplearon 

puesto que se pretendía iniciar el estudio formal de sus respuestas fisiológicas ante 

los estímulos aquí estudiados, así como buscar las mejores condiciones de cultivo 

con respecto a nutrientes e irradiancia para obtener la mayor cantidad de PUFA y 

fucoxantina.  
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9. CONCLUSIONES 

Aunque hay muchos estudios que se pueden realizar aún con respecto al medio de 

cultivo adecuado y la fuente nitrógeno más adecuada (modificaciones a 

formulaciones ya existentes y diversas maneras de esterilizar y aplicar los 

nutrientes), para los fines de esta tesis se pudo establecer que el medio de cultivo 

óptimo para el desarrollo de T. dictyotum es el medio f/2 de Guillard con nitrato de 

sodio como fuente de nitrógeno. 

El sistema de cultivo que permitió controlar las condiciones de crecimiento, ya fuera 

en condiciones control o de estrés nutricional, consistió en un sistema de dos 

etapas: la primera etapa permite incrementar la biomasa de la microalga y debe 

contar con las condiciones óptimas para su desarrollo, que incluyeron un suministro 

programado de silicatos, en la segunda etapa las células se colocan en medio fresco 

aplicando las condiciones de estrés correspondientes, lo que incluye agregar 

silicatos diariamente, de acuerdo a la tasa de consumo, a los cultivos que no se esté 

aplicando estrés por déficit de silicatos. 

Con respecto a la hipótesis planteada, se observó que el déficit de nitratos después 

de tres días no induce a la producción de lípidos totales en T. dictyotum y contrario 

a lo planteado éstos disminuyen al comprarlo con los resultados obtenidos 

cultivando con nutrientes completos. Los SFA y MUFA sí se incrementan tanto en 

baja como en alta irradiancia aunque los MUFA no incrementan con irradiancia 

media. Por otro lado no se incrementó la producción de PUFA o fucoxantina en 

ningún caso que incluyera el déficit de nitratos. Finalmente el crecimiento de la 

microalga se vio gravemente afectado, tal y como se esperaba. Este estrés tiene 

mejores aplicaciones en la producción de ácidos grasos saturados o 

monoinsaturados para la producción de biodiesel.  

Para la segunda parte de la hipótesis se observó que el déficit de silicatos sí 

incrementó la concentración de lípidos totales y los SFA y MUFA se incrementan en 

mayor medida con alta irradiancia, mientras que los PUFA incrementan su 
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concentración tanto con alta como con baja irradiancia. La fucoxantina, tal y como 

se propuso en la hipótesis, aumentó su concentración solo al combinar el déficit de 

silicatos con baja irradiancia, aunque no ocurrió lo mismo con otros pigmentos 

antena, como la clorofila “c”, que se mantuvo sin cambios. El crecimiento de la 

microalga se vio afectado en menor medida que con déficit de nitratos, coincidiendo 

con lo descrito en la hipótesis, aun así se afectó negativamente la productividad final 

comparando con los cultivos sin estrés nutricional. 

Cultivando a T. dictyotum con los nutrientes completos y combinado con una 

irradiancia media (70 µmol·m-2·s-1 aproximadamente) da como resultado una tasa 

de crecimiento alta y, aunque la concentración total de los PUFA no es tan alta como 

cuando sufre estrés, la productividad de AA, EPA y DHA es elevada al igual que la 

de los pigmentos fucoxantina, clorofila “a” y clorofila “c”. Así se concluye que éstas 

son las condiciones de cultivo apropiadas para alcanzar las productividades más 

altas de PUFA y pigmentos. 

Las productividades de pigmentos y PUFA, principalmente fucoxantina y EPA, 

obtenidas en este trabajo son similares e incluso más altas que las reportadas para 

otras diatomeas.  

Estos resultados indican que T. dictyotum es un organismo candidato a ser utilizado 

como fuente de compuestos bioactivos como fucoxantina y EPA.   
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11. ANEXOS 

ANEXO 1. Formulación del Medio f/2 de Guillard 

Las siguientes soluciones stock se añaden al agua de mar filtrada y estéril en 

relación de 1 mL de solución por cada L de agua. 

Compuesto Fórmula 
Cantidad (g/L en soluciones 

stock) 

Nitrato de sodio NaNO3 75 

Fosfato de sodio dibásico NaH2PO4·H2O 5 

Metasilicato de sodio Na2SiO3 30 

Solución Stock de metales traza 

EDTA - 4.36 

Cloruro férrico hexahidratado FeCl3·6H2O 3.15 

Cloruro de manganeso 

tetrahidratado 
MnCl2·4H2O 0.18 

Sulfato de zinc ZnSO4 0.022 

Cloruro cobaltoso 

hexahidratado 
CoCl2·6H2O 0.01 

Sulfato cúprico pentahidratado CuSO4·5H2O 0.0098 

Molibdato de sodio dihidratado Na2MoO4·2H2O 0.0063 

Solución Stock de Vitaminas 

Tiamina - 0.2 

Cianocobalamina - 0.01 

Biotina - 0.1 
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ANEXO 2. Formulación del Medio Conway 

Las siguientes soluciones stock se añaden al agua de mar filtrada y estéril en 

relación de 1 mL de solución por cada L de agua. 

Compuesto Fórmula 
Cantidad (g/L en 

soluciones stock) 

Nitrato de sodio NaNO3 100 

Fosfato de sodio dibásico NaH2PO4·H2O 20 

Metasilicato de sodio Na2SiO3 30 

EDTA - 45 

Ácido bórico H3BO3 33.6 

Solución Stock de metales traza 

Cloruro férrico hexahidratado FeCl3-6H2O 1.3 

Cloruro de manganeso 

tetrahidratado 
MnCl2-4H2O 0.36 

Cloruro de zinc ZnCl2 4.2 

Cloruro cobaltoso 

hexahidratado 
CoCl2·6H2O 4 

Sulfato cúprico pentahidratado CuSO4·5H2O 4 

Molibdato de amonio 

tetrahidratado 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 1 

Solución Stock de vitaminas 

Tiamina - 0.2 

Cianocobalamina - 0.01 

Biotina - 10 
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ANEXO 3. Formulación del agua marina sintética 

 

Sales Fórmula 
Cantidad (g/Kg de 

solución) 

Cloruro de sodio NaCl 23.926 

Sulfato de sodio Na2SO4 4.008 

Cloruro de potasio KCl 0.677 

Bicarbonato de sodio NaHCO3 0.196 

Bromuro de potasio KBr 0.098 

Ácido bórico H3BO3 0.026 

Fluoruro de sodio NaF 0.003 

Cloruro de magnesio 

hexahidratado 
MgCl2·6H2O 10.831 

Cloruro de calcio 

dihidratado 
CaCl2·2H2O 1.518 

Cloruro de estroncio 

hexahidratado 
SrCl2·6H2O 0.024 

 

Para más detalles de la preparación del agua sintética consultar a Kester et al. 

(1967)  
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ANEXO 4. Procedimiento realizado para seleccionar un tratamiento para 

eliminar bacterias en los cultivos 

 

Debido a la contaminación con un gran número de bacterias se tuvo que establecer 

una metodología que redujera el número de bacterias en el medio y que permitiera 

la omisión del uso de antibióticos (esto para evitar algunos efectos secundarios que 

se han observado). 

Para reducir el número de bacterias en la cepa de T. dictyotum se experimentó con 

metodologías que implicaron el uso de las siguientes sustancias:  

1. Triton X-100: detergente no iónico emulsificante. Este detergente rompe los 

conglomerados de proteínas para promover la actividad enzimática (Perille-Collins 

y Salton, 1979).  

2. Lisozima: es una enzima que destruye las paredes celulares de ciertas bacterias 

Gram-positivas (Carrillo, 2013).  

3. Ácido clorhídrico (HCl).  

En la tabla XIV se detalla la metodología utilizada con cada una de las sustancias 

para tratar 10 mL de inóculo con densidad celular aproximada de 80000 cel∙ml-1:  
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Tabla XIV. Descripción de los tratamientos para reducir la contaminación por 
bacterias. 

Sustancia Concentración 
Cantidad 

utilizada (ml) 
Tratamientos adicionales 

Tritón X-100 5% 

10 2 lavados posteriores con agua 

marina estéril, sonicación por 30 s 

entre lavados 

5 

2.5 

Lisozima 
0.3 mg/ml 1 2 lavados con agua marina estéril 

previos a añadir la lisozima. 0.5 mg/ml 1 

HCl 1 N 

2.5 2 lavados posteriores con agua 

marina estéril, sonicación por 30 s 

entre lavados. 

1 

0.5 

 

Los inóculos así tratados se llevaron a un volumen final de 25 mL con medio f/2 y 

después de 4 días de cultivo se escalaron a volumen de 500 mL. 

Para comprobar la reducción de la población bacteriana se observó una muestra de 

cada cultivo tratado en microscopio óptico a 40x. 

Resultados 

Los resultados obtenidos de este experimento fueron cualitativos. Con esto se 

determinó que los tratamientos con Tritón X-100 y lisozima fueron ineficaces sin 

importar la concentración utilizada. En el caso del tratamiento con HCl 1N, se logró 

reducir la población de bacterias notablemente, sin embargo hubo gran mortalidad 

de la microalga, solo en el tratamiento con 0.5 mL de HCl 1N hubo suficientes 

células sobrevivientes para generar un cultivo y la obtención de un inóculo para el 

escalamiento del cultivo (Fig. 34 y 35). 

Después de obtener cultivos con poblaciones bacterianas muy bajas se observaron 

algunas cosas interesantes que no se esperaban, como lo fue un crecimiento mucho 

más acelerado de lo observado anteriormente, y por lo tanto se generó mayor 

cantidad de biomasa en menor tiempo.  
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Figura 34. Fotografías de T. dictyotum observada al microscopio óptico con luz 
blanca, de cultivos tratados para reducir su población de bacterias. A) Tratamiento 
con Lisozima. B) Tratamiento con Tritón X-100. C) Tratamiento con 0.5ml de HCl 
1N. 

 

 

Figura 35. Fotografías en contraste de fases observadas al microscopio óptico, de 
cultivos tratados para reducir su población de bacterias. A) Tratamiento con 
Lisozima. B) Tratamiento con Tritón X-100. C) Tratamiento con 0.5ml de HCl 1 N. 

 


