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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Evaluar el efecto de dos fuentes de nitrógeno (urea y NO3) a tres concentraciones (f/2, 2F y 4F) 

en la producción de proteínas de cultivos masivos de Chaetoceros muelleri en condiciones 

controladas de laboratorio. 

 

Objetivos Particulares 

 

1) Estimar el crecimiento y producción de biomasa de cultivos masivos de Chaetoceros 

muelleri en dos fuentes de nitrógeno (nitratos y urea) a tres concentraciones (f/2, 2F y 

4F). 

2) Cuantificar la concentración de proteínas de cultivos masivos de C. muelleri en dos 

fuentes de nitrógeno a tres concentraciones (f/2, 2F y 4F). 

3) Determinar el patrón electroforético de las proteínas de los cultivos masivos de C. 

muelleri en los cultivos con las dos fuentes de N a las tres concentraciones de los 

medios de cultivo. 
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RESUMEN 

 

Las proteínas son uno de los principales metabolítos dentro de la dieta de los organismos 

marinos cultivados en acuacultura, ya que son imprescindibles para su crecimiento. Las 

microalgas marinas y en específico las diatomeas como Chaetoceros sp. son una fuente rica de 

proteínas. La cantidad producida de este componte es influenciada por los nutrimentos, 

temperatura, fotoperiodos, salinidad e intensidad luminosa. Por lo que en este trabajo se estudió 

el crecimiento de la microalga Chaetoceros muelleri, con  dos fuentes nitrógeno (nitratos y urea) 

diferentes a distintas concentraciones, utilizando el medio f/2 de Guillard como control. Los 

tratamientos fueron los medios f/2, 2F y 4F con NO3, y los medios f/2, 2F y 4F con urea. La 

microalga se aclimató a cada una de las fuentes de nitrógeno (urea y NO3), para posteriormente 

llevar a cabo el experimento en garrafones de 20 L con 15 L de cultivo por triplicado. El 

crecimiento fue monitoreado diariamente, realizando conteos celulares diarios y al final se 

determinó la biomasa de forma gravimétricamente y contenido de proteínas con el método de 

Lowry modificado (1972). Se realizó un perfil electroforético en SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Se encontró que el crecimiento máximo se registró 

en el medio 4F con urea  con un valor de 2.83 x106 cél/mL. La tasa máxima, promedio y 

acumulada con 2.48 div/día, 1.50 div/día y 6.01 divisiones, respectivamente. El  cultivo en el 

medio 2F de urea presentó la mayor producción de biomasa en peso seco, materia orgánica y 

cenizas (0.0044, 0.0162 y 0.0274 g; respectivamente), La mayor proporción de proteínas se 

presentó en el medio f/2 de urea, con un valor del 23.74%. El perfil electroforético presentó 

bandas en los medios con NO3,  Los pesos moleculares oscilaron entre los 6.5 k y 90 kDa 

aproximadamente. El patrón de bandeo en el tratamiento con NO3 se vió influenciado por el 

porcentaje de proteínas. La incorporación de urea al medio de cultivo fue mejor que en los 

medios con NO3, ya que contribuyó a un aumento en la producción de la concentración celular,  

biomasa y proteína.   
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INTRODUCCIÓN 

 

El fitoplancton está constituido de microalgas (Tacon, 1999), las cuales son organismos 

fotosintéticos, que contienen clorofila “a” y varios tipos de carotenoides y metabolítos, 

desprenden oxígeno a la atmosfera beneficiando a los humanos y capturando el CO2 de la 

atmosfera, pueden ser utilizadas para la producción de biodiesel, para su utilización como 

nuevo combustible ecológico (Graham y Wilcox, 2000). Tienen movilidad limitada gracias a que 

algunas poseen flagelos (Espinoza, 2005), son organismos unicelulares que crecen de forma 

individual, habitan en ambientes húmedos como el mar, lagunas entre otros. Pueden llegar a 

ocupar una gran extensión superficial donde exista el paso de luz solar para su fotosíntesis, 

gracias a que poseen organelos llamados cloroplastos como las plantas, que en la mayoría de 

los casos les confieren el color o pigmento verde. Contienen otros organelos llamados 

cromatóforos, y una variabilidad de enzimas que le ayuda a la síntesis de energía (González, 

2000).  

 

Las  microalgas juegan un papel importante como productores primarios de varios 

consumidores, (Seyfabadi, 2010). Son utilizadas en muchos laboratorios para la producción de 

larvas para su uso en acuacultura (Richmond, 2004). Las cuales no deben ser tóxicas y deben 

tener una pared celular digerible, ya que son productores de una gran cantidad de materia. 

Debido a su alto contenido nutricional han tenido gran importancia comercial (Richmond, 2004), 

mismas que se han ido desarrollando en los últimos años (Jensen, 2001). Se destacan en la  

utilización como fuente de alimento ya sea directo o en complemento de dietas (Grobbelaar, 

2010), se pueden utilizar como parte de los cosméticos gracias a que son una fuente de 

pigmentos y tintes naturales (Stolz y Obermayer, 2005). Son cultivados como fuente de 

moléculas de alto peso molecular como los ácidos grasos y aceites esenciales, son utilizados 

para los suplementos nutricionales (Certik y Shimizu, 1999). Son organismos productores de 

una amplia variedad de metabolítos secundarios biológicamente activos (Carlucci, 1999), esta  

composición bioquímica depende, en mayor grado, de la concentración de los nutrimentos en el 

medio de cultivo y del estado fisiológico (Myklestad y Haug, 1972). Por ello son parte de la dieta 

en el desarrollo de organismos acuáticos, ya que es el alimento esencial durante las primeras 

etapas de su desarrollo  especies como crustáceos y moluscos, que son importantes para la 

economía (Riley y chester, 1989).   
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Las microalgas como la Chaetoceros sp., son empleadas en muchos laboratorios de 

producción de larvas para su uso en acuacultura (Richmond, 2004), la cual es una diatomea 

marina de vida solitaria, de forma rectangular, mide de 4 a 6 micras, su pared celular está 

compuesta por sílice, y está compuesta de dos valvas las cuales se separan en la reproducción 

durante su división vegetativa (González, 2000).  

 

El crecimiento de las microalgas en general está constituida por 5 fases: lag, logarítmica 

(o exponencial), lento crecimiento, estacionaria y muerte. La curva de crecimiento se utiliza para 

saber el momento al cual se debe tomar el inóculo y sea más factible su estudio, además de 

tener su punto máximo de aprovechamiento (Paniagua y col., 1993) (Fogg y Thake, 1987).  

 

Para ello se toman medidas para mantener los cultivos de microalgas. Se utilizan 

recipientes de plástico o vidrio, como tubos de ensaye, matraces, garrafones, columnas y 

estanques Para mantenerlos se toman en cuenta varios factores como son: iluminación, 

nutrientes, temperatura y salinidad. Proporciona el medio ambiente del organismo, se deben 

tomar en cuenta porque provocan cambios en su composición química (Fulks y Main, 1991). 

Los cultivos de microalgas al interior son mantenidos bajo condiciones controladas de luz y 

temperatura (Ukeles, 1980), los cambios de pH son regulados por el CO2 que entra al medio 

por medio de la aeración inducida en los cultivos. La iluminación es provista por lámparas de luz 

fría y los cultivos se mantienen desde repisas pequeñas, estantes, hasta mesas de trabajo de 

material diverso (concreto, plástico o madera) (Espinoza, 2005). 

 

Generalmente las microalgas se cultivan en dos niveles: Nivel cepario, el cual se cultiva 

en laboratorios, generalmente de de 1 a 5 L y nivel masivo donde se levan a cabo en 

volúmenes de 1 L a 20 L como en garrafones y columnas de 80 a 250 L y ocasionalmente 

cultivos en tanques de 1000 – 5000 L (Espinoza, 2005). Pueden llevarse acabos cultivos  en 

estanques al aire libre, controlando variables físicas y químicas, como la luz, temperatura y pH 

en ambos casos, para obtener una mejor reproducibilidad de los datos que se obtengan en 

ambos sistemas de producción (Louren, y col., 1997). También existen diferentes tipos de 

cultivos de microalgas como lo son: cultivos semi continuos y continuos en bolsas de polietileno, 

cultivos masivos y cultivos estático (FAO, 2003). 
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Los nutrimentos son provistos a través de medios de cultivo preparados a base de una 

fuente de nitratos, fosfatos, metales y vitaminas, uno de los medios más utilizados para el 

cultivo de la microalga Chaetoceros sp. es el medio f/2 de Guillar (López y col.,  2004; López y 

col., 2003b).  

 

Uno de los componentes orgánico principales de la biomasa obtenida durante  la 

cosecha, son las proteínas (Catherin et al., 2003, López y col.,  2004 y López  y col., 2003b) que 

están constituidas por nitrógeno formando sus estructuras. El nitrógeno es vital para la síntesis 

de proteínas, formación de genes, formación de DNA y RNA, y para el crecimiento de las 

microalgas (Richmond, 2004). Es de los nutrientes principales en el crecimiento de las 

microalgas (Serpa y Calderón, 2006), cuantitativamente uno de los elementos más importantes 

que constituyen la estructura celular de las algas y microalgas (Richmond, 2004).  

Los nitratos son la principal fuente de nitrógeno para muchas especies, mientras que 

pocos compuestos orgánicos, como la urea, son utilizados como fuente de nitrógeno. Las 

microagas utilizan enzimas como  las nitrato reductasa y nitrito reductasa que participan en la 

asimilación de nitratos. Mientras que cuando se utiliza urea como fuente de nitrógeno participan 

las enzimas urea amidoliasa (UALasa) y ureasa. (Richmond, 2004).  

En la actualidad se han estudiado a las microalgas  como una fuente de compuestos 

bioactivos que pueden ser empleados como fuente farmacéutica (Certik & Shimizu, 1999). Uno 

de los compuestos que se han encontrado contra el cáncer son los polipéptidos, es por ello que 

en esta investigación se evaluó el efecto de las principales fuentes de nitrógeno (NO3 y urea) en 

el crecimiento para una especie de microalga marina con  el fin de obtener las proteínas y así 

poder aislar  posteriormente los polipéptidos de este organismo fitoplanctónicos, así como su 

producción de proteína y su perfil electroforético. 
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ANTECEDENTES 

 

Descripción de las Microalgas 

 

 

Las  Microalgas juegan un papel importante como productores primarios de varios 

consumidores, tales como rotíferos, copépodos, artemia, que a su vez alimentan a las larvas 

tardías y juveniles de peces y crustáceos ( Seyfabadi, 2010). Están involucradas en ciclos 

biogeoquímicos que proveen servicios ecológicos esenciales, desprenden oxígeno a la 

atmosfera beneficiando a los humanos. Son moduladores del clima ya que capturan el CO2 de 

la atmosfera y  pueden ser utilizadas para la producción de biodiesel para su utilización como 

un nuevo combustible ecológico (Graham y Wilcox, 2000). 

Las algas son plantas, organismos fotosintéticos, que contienen Clorofila “a”. Tienen 

movilidad limitada gracias a que algunas poseen flagelos la mayoría de éstas son 

microscópicas llamadas microalgas (Espinoza, 2005). Se piensa que las microalgas fueron los 

organismos que dieron origen a plantas más complejas, ya que   son plantas unicelulares que 

crecen de forma individual, habitan en ambientes húmedos como el mar, lagunas entre otros. 

Pueden llegar a ocupar una gran extensión superficial donde exista el paso de luz solar para su 

fotosíntesis. Los cloroplastos son unos de los organelos que poseen las microalgas, en la 

mayoría de los casos les confieren el color o pigmento verde. Otros organelos son los 

cromatóforos, y una variabilidad de enzimas que le ayuda a la síntesis de energía (González, 

2000).  

La taxonomía de varios géneros y especies de algas conocidas que producen 

compuestos bioactivos importantes han sufrido grandes reordenamientos. Estos reajustes 

tienen implicaciones prácticas importantes que afectan a la interpretación de muchos estudios 

acerca de las actividades biológicas de algas. (Guiry y Guiry 2011). 

 

 El cultivo de Chaetoceros sp (figura 1) y de otras microalgas son empleados en muchos 

laboratorios de producción de larvas para su uso en acuacultura, por su contenido nutricional 

(Richmond, 2004). Es una diatomea marina de vida solitaria, tiene una forma rectangular, mide 

de 4 a 6 micras sin contar las setas. Su pared celular está compuesta por sílice, a la que se le 

llama frústula,  que está compuesta de dos valvas las cuales se separan en la reproducción 

durante su división vegetativa (González, 2000).  
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Estas algas se cultivan en estanques al aire libre o en laboratorios, las variables físicas y 

químicas como la luz, temperatura y pH  deben estar controladas para obtener una mejor 

reproducibilidad de los datos que se obtengan en ambos sistemas de producción (Louren, y 

col., 1997).  

 

 

 

Figura 1. Fotografía de  Chaetoceros sp. (Paz, 2013) 

 

Importancia Comercial de las Microalgas 

 

Las algas son organismos productores de una gran cantidad de materia que son utilizados por 

los humanos (oxígeno y materia orgánica: pueden ayudar directamente e indirectamente) 

(Richmond, 2004) (Tabla 1). Las aplicaciones comerciales de las microalgas se han 

desarrollado en los últimos años (Jensen, 2001). Entre las aplicaciones comerciales se 

destacan la  utilización como fuente de alimento ya sea directo o en complemento de dietas 

(Grobbelaar, 2010). Se pueden utilizar como parte de los cosméticos gracias a que son una 

fuente de pigmentos y tintes naturales (Stolz y Obermayer, 2005). Son cultivados como fuente 

de moléculas de alto peso molecular como los ácidos grasos y aceites esenciales que se 

añaden y son utilizados para los suplementos nutricionales (Certik y Shimizu, 1999). Se ha 

obtenido luteína, compuesto carotenoide  amarillo, gracias al rápido crecimiento de las 

microalgas verdes, Chlorella protothecoides, desencadenando un papel  de interés comercial 

muy importante para su producción (Dong, 2008). 
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Tabla 1. Importancia de las algas para el humano 

Aspectos Benéficos Ejemplos 

Alimento para humanos. 
 
Alimento para invertebrados y peces, en 
maricultura. 
 
Alimento para animales. 
 
Fuentes químicas. 
 
Fertilizantes de tierra y 
acondicionadores de agricultura. 
 
Tratamiento de agua. 
 
Tierras de diatomeas (diatomita) 
Drogas 
 
Sistema modelo de investigación  
 
 
Ficolipoproteinas por fluorescencia 
microscópica. 

Spirulina, Laminaria, Undaria.  
 
Varias especies de fitoplancton.  
 
 
Varias macro algas. 
 
B-caroteno de Dunaliella. 
 
Algas de tierra, especialmente 
cianobacterias. 
 
Varias microalgas. 
 
Depósitos de frústulas de diatomea. 
 
 
Agar y carragenanos de algas rojas,  
alginatos de algas cafés. 
 
Varias macro y microalgas (estudios 
genéticos). 
Prophyra 

Fuente. Moroyoqui & Romero, 2007  

 

 

A principios de los años 50’s, se evaluó la posibilidad de una disminución de alimento 

rico en proteína debido a un aumento de la población mundial, debido a esto se planteó la 

búsqueda de nuevas fuentes no convencionales con producción de proteína, como lo son las 

microalgas (Becker, 2004). Las investigaciones Iniciaron en Stanford (EE.UU.) (Burlew, 1953), a 

gran escala y la producción masiva de microalgas comenzó alrededor de 1960 en Trebon en 

República Checa (Grobbelaar, 2010). 

Varios autores clasifican a las microalgas comercialmente en: Nutrición Humana, 

Nutrición animal, Microalgas en cosméticos, compuestos de alto peso molecular y pigmentos.  
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Nutrición Humana 

 

Las microalgas tienen un alto potencial para el mejoramiento del contenido nutricional de los 

preparados alimenticios convencionales, tienen capacidad de actuar como probiótico, influyendo 

así positivamente en la alimentación de  humanos (Richmond, 2004). Se comercializan en 

diferentes presentaciones como tabletas, cápsulas y líquidos. Se pueden incorporar en las 

pastas, en bocadillos, dulces y bebidas, hasta en chicles (Yamagushi, 1997). Debido a la 

diversidad de su química pueden actuar como suplementos nutricionales o se puede utilizar 

como colorante natural en ciertos alimentos (Borowitzka, 1999). 

 La Arthrospira es usada en la nutrición humana porque tiene un alto valor nutricional y 

un alto contenido proteico (Soletto, y col., 2005). Este tipo de microalga tiene varios efectos en 

las personas: evita la hiperlipidemia, baja la presión arterial, protege de daños renales, baja los 

niveles séricos de glucosa y eleva los Lactobacillus en intestino (Yamagushi, 1997; Liang y col., 

2004; Vilchez y col., 1997). 

 

Alimentación animal 

 

Al igual que en los alimentos humanos, las microalgas también se le adicionan al alimento de 

los animales tanto domésticos, de granja  y en acuicultura. Un 30% de su producción es para la 

alimentación de animales, y más del 50% de la producción actual de Arthrospira se utiliza en 

suplementos alimenticios (Yamagushi, 1997). 

Son utilizadas como alimento vivo para todas las etapas de bivalvos y moluscos (ostras, 

mejillones, almejas entre otros.) poseen características que las hacen especiales para el 

consumo, fácil digestión, nutritivas y carecen de toxinas dañinas para los animales marinos 

(Brown, 2000). 

La producción de microalgas para la acuicultura comprende el 62% para los moluscos,  

21% para los camarones y el 17% para peces (Miranda & Esquer, 1999). La importancia en 

este campo es la fuente natural de alimento para estos animales, su principal aplicación es la 

nutrición y se aplica como aditivo alimenticio o como único componente, es utilizado en fresco 
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para la coloración de la carne de salmónidos. Se alimentan a las larvas con microalga durante 

un periodo breve ya sea por consumo directo como los moluscos y camarones o 

indirectamente. (Brown y col., 1997; Mueller, 2000).  

 

Las especies más utilizadas para la alimentación de larvas de moluscos, bivalvos y 

alimento directo de crustáceos especialmente camarones son: Chlorella, Tetraselmis, 

Isochrysis, Pavlova lutheri, Phaeodactylum,  Chaetoceros, Nannochloropsis, y Skeletonema 

Thalassiosira (Yamagushi, 1997; Behrens, 1999; Mueller, 2000; Brown, 2002; Borowitzka, 

1997). La producción en los laboratorios comerciales del noroeste de México está basada en un 

número reducido de especies (Brown, 2002).  

 

 

Microalgas en Cosméticos 

 

 

Las principales especies de microalgas para el cuidado de la piel son Arthrospira y Chlorella. En 

productos para el cuidado facial y de la piel se encuentran extractos de microalgas en crema, 

productos para el cuidado del cabello, también se presentan en bloqueadores para protección 

solar (Stolz y Obermayer, 2005). 

 

 

Descripción de la curva de crecimiento 

 

 

Dentro de la curva de crecimiento de las microalgas que está constituida por 5 fases: lag, 

logarítmica (o exponencial), lento crecimiento, estacionaria y muerte (Figura 2). Esta curva de 

crecimiento se utiliza para saber el momento al cual se debe tomar el inóculo y sea más factible 

su estudio, además de tener su punto máximo de aprovechamiento (Paniagua y col., 1993) 

(Fogg y Thake, 1987). 
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Fase lag o de inducción 

 

 

Es la fase de aclimatamiento de las células donde  no hay un aumento en la producción celular. 

Su crecimiento depende del tamaño del inoculo que se aplique, según estudios realizados los 

inóculos frescos son mejores, ya que cuando se trata de un culti8vo viejo, las enzimas pueden 

estar inactivas y se verá reflejado en la producción de metabolitos y puede causar una 

insuficiente nivel de división celular (Paniagua y col., 1993) (Fogg y Thake, 1987). 

 

 

 

                          Figura 2. Curva de Crecimiento  de una microalga (Espinoza, 2005). 

 

 

Fase logarítmica o de crecimiento exponencial 

 

 

Esta fase se le llama así por la rápida replicación de las microalgas, el crecimiento es constante 

lográndose una alta producción de material proteico, ya que no existen factores que limiten su 
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división. Puede presentarse del segundo al tercer día después de inoculado el medio, dura el 

tiempo necesario hasta que algún nutriente se termine y tenga un efecto limitante para su 

replicación (Fogg y Thake, 1987). 

 

 

Fase de lento crecimiento 

 

 

En esta fase su crecimiento comienza a disminuir, debido a factores como: la baja de nutrientes 

en el cultivo por el consumo mismo, cambios de pH, iluminación y un homogeneizado 

inadecuado, entre otros. Esta disminución causa alteración en las células debido al aumento de 

las reservas de carbohidratos y lípidos la concentración de proteína se ve disminuida. 

(Paniagua y col., 1993; Fogg y Thake, 1987). 

 

 

Fase Estacionaria o Crecimiento Nulo 

 

 

El contenido celular permanece constante. Hay un aumento de carbohidratos y lípidos, debido a 

uno o varios factores limitantes, como pueden ser los nutrientes en el medio de cultivo, la 

intensidad de la luz en el ambiente, metabolitos tóxicos u otros factores. En ocasiones apenas 

se detecta y puede presentarse en su lugar la fase de muerte (Paniagua y col., 1993) (Fogg y 

Thake, 1987) (Espinoza, 2005). 

 

 

Fase de Muerte 

 

 

En esta última fase la concentración de células viables empiezan a caer y  morir  de manera 

rápida debido a la escases de nutrientes y acumulación de sustancias tóxicas, además puede 

presentarse contaminación por bacterias y hongos. (Espinoza, 2005)  (Paniagua y col., 1993) 

(Fogg y Thake, 1987). 
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Sistemas de Cultivos de Microalgas 

 

 

Para mantener los cultivos de microalgas se toman en cuenta varios factores como son: 

iluminación, nutrientes, temperatura y salinidad. Proporciona el medio ambiente del organismo, 

se deben tomar en cuenta porque provocan cambios en su composición química (Fulks y Main, 

1991). Los cultivos de microalgas al interior son mantenidos bajo condiciones controladas de luz 

y temperatura (Ukeles, 1980), los cambios de pH son regulados por el CO2 que entra al medio 

por medio de la aeración inducida en los cultivos. La iluminación es provista por lámparas de luz 

fría y los cultivos se mantienen desde repisas pequeñas, estantes, hasta mesas de trabajo de 

material diverso (concreto, plástico o madera) (Espinoza, 2005). 

 

Los cultivos son realizados en recipientes de 1 L a 20 L, columnas de 80 a 250 L y 

ocasionalmente cultivos en tanques de 1000 – 5000 L (Espinoza, 2005). 

 

Generalmente las microalgas se cultivan en dos niveles:  

 

 

Nivel cepario 

 

 

Son cepas de microalgas que se cultivan en el laboratorio y representan cultivos más puros. 

Generalmente se cultivan de 1 a 5 L en recipientes de vidrio o plástico, como  matraces, 

garrafones, columnas o tanques, hasta el día en que sean utilizaos (Espinoza, 2005).  

 

 

Nivel Masivo  

 

 

En este nivel los cultivos se llevan a cabo en volúmenes muy grandes superiores a los 2.5 litros. 

Se llevan a cabo en garrafones (carboys) de 19 litros de capacidad, en columnas compuestas 

de acrílico o fibra de vidrio que van de 100 a 500 litros y en tanques de fibra de vidrio que van 

des de 250 litros hasta 3500 litros de capacidad (Espinoza, 2005) (Figura. 3) 
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Cultivos intensivos 

 

 

En estos cultivos los factores de crecimiento se mantienen bajo control, de esta manera se 

obtiene una mejor producción. 

 

 

 

 

 Figura 3. Cultivos masivos de microalgas en tanques de fibra de vidrio.         

(http://www.fao.org/docrep/field/003/ab473s/ab473s02.htm) 

 

 

Cultivos Extensivos 

 

 

Son los cultivos donde solo se controlan las variables del manejo técnico, como las 

características químicas del medio y la densidad del cultivo. 

 

Además de esta clasificación, existe la clasificación al momento de cosechar el cultivo: 
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Cultivos discontinuos  

 

 

La población celular en este cultivo pasa por varias  fases en su crecimiento, son fáciles de 

manejar. En los cultivos discontinuos es más fácil el estudio de la cinética de crecimiento. Los 

requerimientos nutricionales necesarios para la célula y factores como luz o iluminación son  

proporcionados al inicio del cultivo. 

 

 

Cultivos continuos 

 

 

En este cultivo se mantienen los factores constantes como la luz, pH y nutrientes incluso se 

mantienen en  la fase exponencial del cultivo por un tiempo. Una de las ventajas del cultivo es 

su confiabilidad en los datos, ya que en varios tiempos y tomas diferentes las muestras 

mantienen el mismo conteo celular. 

 

 

Cultivos semi-continuos 

 

 

Es una combinación de los dos últimos métodos. Aquí se toman las muestras en la fase 

exponencial, y la cantidad que se retira se remplaza con medio de cultivo nuevo y fresco 

(González, 2000). 

 

 

Medios de Cultivos para Microalgas 

 

 

Para todos los cultivos de microalgas es importante la formulación de los medios de cultivo, ya 

que proporcionan el medio nutricio necesario para el crecimiento del fitoplancton, y así puedan 

ser aprovechados y crezcan en concentraciones celulares elevadas. Estos medios de cultivo 

fueron desarrollados desde finales del siglo antepasado (1800)  hasta principios del siglo 
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pasado (1900), con el principio de que los metales y vitaminas eran componentes esenciales 

para el crecimiento de los organismos fitoplanctónicos (Allen y Nelson, 1910). 

 

Los medios de cultivo para microalgas son muy variables, la mayoría son modificaciones 

de las fórmulas ya publicadas y algunos son derivados de los análisis de agua de los hábitats 

naturales. La minoría es producto de estudios derivados de los requerimientos nutricionales del 

fitoplancton.  

 

 

Medios enriquecidos 

 

 

Estos son aquellos en los cuales sólo se conoce exactamente la cantidad de nutrientes que se 

le agregaron al agua de mar. 

 

 

Medios  químicamente  definidos   

 

 

Estos medios son preparados con  sales sintéticas  disueltas en agua deionizada,  por lo que se  

conocen todos los constituyentes que lo conforman (Richmond, 2004) 

 

Uno de los medios más utilizados para el cultivo de la microalga Chaetoceros sp es el 

medio f/2 de Guillar (Tabla 2). Este medio está compuesto por un buffer Tris y  por dos 

soluciones primarias:  
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TABLA 2.  MEDIO DE GUILLARD F/2 

Constituyentes g/L de agua destilada para 
medio F/2. 

1.- Nutrientes mayores. 
 
1.1Nitrato de sodio granulado y 
refinado 
1.2 Fosfatos de sódio monosódico 
1.3 Silicatos de sódio meta soluble 

 
 

75 
 
5 

30 

2.- Metales  traza 
 
2.1 Solución primaria. 
2.1.1 Sulfato cúprico 
2.1.2 Sulfato de zinc  
2.1.3 Sulfato de cobalto 
2.1.4 Cloruro de magneso 
2.1.5 Molibdato de sodio 
2.2 Solución secundaria 
 
2.2.1 Cloruro férrico 
2.2.2 EDTA disódico 
2.2.3 Metales traza o alternativos 
 
2.2.4 EDTA férrico 
2.2.5 Metales traza 

g/100 mL de agua destilada 
 
 

0.98 
2.2 
1.0 

18.0 
.0.63 

g/1000 mL de agua destilada 
 

3.15 
4.36 

1 ml de c/u de las soluciones 
2.1.1 a 2.1.5 

5 
1 ml de c/u de las soluciones  

2.1.1  2.1.5 

3.- Vitaminas 
 
3.1 Solución primaria 
3.1.1 Biotina cristalizada 
3.1.2 Cianocobalamina 
3.2 Solución secundaria 
 
3.2.1 Biotina 
3.2.2 Cianocobalamina (B12) 
3.2.3 Tiamina clorhídrica  (B2) 

 
 

g/1000 mL de agua destilada 
0.1 
1.0 

Cantidad en 100 mL de agua 
destilada 

1 mL de la solución 3.1.1 
1 mL de la solución 3.1.2  

20 mg 

Fuente: Guillard y Ryther (1962).  
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Importancia de los nutrimentos del  medio de cultivo 

 

 

Los componentes primordiales que deben ser incluidos en los medios de cultivo son: los 

macronutrientes, micronutrientes y las vitaminas. Estos componentes son a base de N, P, Si, 

Fe, secuestrante (EDTA, citrato de sodio y otros), metales (Cu, Zn, Co, Mn, Mo) y vitaminas 

(cianocobalamina, tiamina y biotina) (Voltolina y col., 1989; Harrison y Berges, 2005 Richmond, 

A., 2004) (Tabla 2). Estos elementos son constituyentes esenciales para la biomasa de las 

algas y son necesarios para el crecimiento optimo del alga.  

 

 

Macro nutrientes 

 

Son aquellos elementos que constituyen a las moléculas que componen la estructura de algas y 

por lo tanto se requieren en cantidades bastante grandes (Richmond, A., 2004). Todas las algas 

requieren mayores concentraciones de macro nutrientes (Alexander, 1992) como carbono, 

nitrógeno, oxigeno, hidrógeno, fosforo, calcio, silicio, magnesio y potasio.  

 

Oxígeno  

 

El oxígeno no es considerado usualmente un nutriente; sin embargo, es requerido para todas 

las estructuras de las algas y los efectos de metabolismo. El oxigeno es un constituyente de la 

mayoría de los componentes en la célula y es el receptor final de electrones en las oxidaciones 

biológicas. Es obtenido directamente por las microalgas de la atmosfera o del oxigeno disuelto 

en agua. También puede ser utilizado directamente por las algas fijando el CO2 en ausencia de 

O2 usando H2 como un reductor en entornos pobres en oxígeno o incluso anaeróbicos 

(Richmond, , 2004). 
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Hidrógeno 

 

En lugar de la utilización generalizada de H2O como la fuente de electrones para la 

fotorreducción de CO2, algunas algas tienen la capacidad de utilizar otras sustancias. El uso de 

hidrógeno molecular requiere de una enzima llamada hidrogenasa, la cual cataliza la siguiente 

reacción: 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

Más del 50% de las algas presentan actividad de la deshidrogenasa, como  lo son las 

Cyanobacteria, Euglenophyta, Chlorela, Rhodophyta y Pheophyta. Cuando este proceso es 

producido durante el periodo de iluminación se denomina fotorreducción. (Richmond, 2004) 

 

Fósforo 

 

El fósforo es uno de los principales nutrientes requeridos para un crecimiento normal de las 

algas. Este elemento juega un papel importante en los procesos celulares, particularmente 

aquellos involucrados en la transferencia de energía y en la síntesis de ácidos nucleicos. Las 

concentraciones de fosfatos orgánicos en el agua a menudo exceden a los fosfatos inorgánicos, 

siendo éstos la principal forma de suministrar fósforo a las células de microalgas. (Richmond,  

2004). 

 

Micro nutrientes 

 

Se administran en pequeñas concentraciones como vitaminas, cobre, fierro, entre otros. Estos 

elementos son necesarios para la activación de enzimas. Además los  compuestos de CO2 
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como carbonatos y bicarbonatos  son necesarios para el crecimiento óptimo de las microalgas 

sin excederse en la concentración del mismo. Si se aplican los nutrientes en concentraciones 

excesivas pueden llegar a ser tóxicas para el organismo por lo que se utilizan concentraciones 

pequeñas que van desde los miligramos hasta los microgramos (Moroyoqui y Romero, 2007) 

(Cohén, 2006).  

 

Investigaciones con microalgas 

 

La investigación dentro del campo de la acuicultura es muy demandada ya que muchas 

especies marinas tales como camarones, peces y bivalvos consumen grandes cantidades de 

microalgas, la eficiencia de su uso permite el crecimiento de las principales especies en la 

acuicultura. El costo de producción en la mayoría de los países de sureste de Asia es baja, la 

importancia debería de abrir más campo a investigaciones para mejorar la comprensión 

dinámica de la población de las algas, ya que es un factor importante en el crecimiento y la 

eficiencia de la cadenas alimenticias (Neori, 2010).  Diversos tipos de investigaciones como en 

las investigaciones de Seyfabadi  y col., (2010) observaron los efectos de la radiación y el 

fotoperíodos sobre las tasas de crecimiento, la producción de  clorofila a, β-caroteno, proteínas 

totales, y el contenido de ácidos grasos de Chlorella vulgaris. En el trabajo realizado por 

Benezra (1995) la temperatura jugó un papel importante en la extracción de proteínas, dado que 

la pared  celular de la microalga se ve afectada, rompiéndose y dejando libre el contenido 

proteico, observando que a mayor temperatura se obtenía una mayor extracción de proteínas.  

En estudios realizados por Adriana Katz y col. (2007)  presenciaron el efecto del estrés 

salino sobre la composición y organización de Dunaniella salina para ver limitaciones en la 

separación y cuantificación de proteínas de la membrana plasmática mediante electroforesis 

nativa en do dimensiones, utilizando de coomassie para separar las proteínas de membrana. 

Vilches Lobato y col (2010), describieron a las microalgas como eficaces sumideros de CO2 

y exhaladoras de O2. Se utilizan en depuración de efluentes acuosos, en la industria 

farmacéutica y alimentaria como suplementos vitamínicos, planteándose su posible uso en la 

producción de biodiesel, confiando así su producción de un kilogramo a un precio competitivo 

gracias a la tecnología de cultivos de microalgas.  
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 Dentro de la industria farmacéutica también podremos encontrar investigaciones de Blas y 

col. (2010,) que trabajan  evaluando ficobiliproteínas de Pseudanabaena. tenuis y Spirullina 

máxima,  las cuales protegen contra el daño hepático y estrés oxidativo que ocasiona el Hg2+, 

que causa la intoxicación por  sus diferentes formas químicas. Este metal causa diferentes 

efectos tóxicos en diferentes tejidos y órganos, ya que es difícil su excreción del organismo y se 

bioacumula. Bajo la creencia que la ingesta de Spirullina protege contra la citotoxidad inducida 

por Hg2+, este mecanismo protector de la ingesta de cianobacterias se debe a que contienen  

nutrientes como vitaminas, ácidos grasos polinsaturados, y otros fitoquímicos.  Por ello 

evaluaron  y comparar las diferentes proporciones de ficobiliproteínas de Spirulina máxima y de 

Pseudanabena tenuis ante el daño hepático provocado por el Hg2+, 

 

Nitrógeno como constituyente del organismo 

 

El nitrógeno, después del carbono sin tomar en cuenta al hidrogeno y el oxigeno, es 

cuantitativamente el elemento más importante que contribuye en la formación celular de las 

algas y microalgas (Richomnd, 2004). Es de los nutrientes principales en el crecimiento de las 

microalgas (Serpa y Calderón, 2006).  

Forma parte de un grupo de compuestos bioorgánicos de gran importancia  biológica ya que 

componen proteínas y aminoácidos de todos los organismos vivos al igual que el Carbono, 

Oxígeno e Hidrógeno  (Brandan y Aispura, 2003).    

La proporción de nitrógeno en el porcentaje de peso seco variar entre 1 y 10%, aunque 

dentro de los organismos fitoplanctónicos es bajo en las diatomeas debido a los silicatos en la 

pared celular de las microalgas. En un crecimiento exponencial, en algunas especies de 

microalgas el nitrógeno contenido es de 7 a 10% de la materia seca y el carbono está sobre el 

50%.  

Una variedad de compuestos con nitrógeno, tanto orgánico como inorgánico, sirven como 

única fuente de nitrógeno para el crecimiento de varias microalgas. El uso de fuentes de nitratos 

(NO3 
-), nitritos (NO2 

-), o amonio (NH4
+) es común en todas las microalgas. 

En estudio realizado con algunas microalgas marinas se encontró que las tasas máximas de 

crecimiento son similares con NO3 
– y NH4

+ como fuente de nitrógeno (tabla 2). 
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Los nitratos es la principal fuente de nitrógeno para muchas especies, solo en bajas 

concentraciones, de aproximadamente  1mM ya que en altas concentraciones los nitratos 

pueden inhibir su crecimiento. En general, algunos compuestos orgánicos como la urea son 

buenas fuentes de nitrógeno. Las tasas de crecimiento con esta fuente son similares a las 

obtenidas con NO3 
– y NH4

+ (Tabla 3) (Richond, 2004). 

 

Tabla 3. Tasas de crecimiento de algunas algas en diversas fuentes de Nitrógeno 

 Tasas especificas 

constantes 

(k) (log10 unidades/día) 

Concentración de N 

(nmol/L) 

Organismos NH4
+ NO3

- Urea NH4
+ NO3

- Urea 

       
Cyanophyta       
    Agmenellum 
quadruplicatum 

3.3 3.0 1.7 0.6 Variable 4.3 

     Anabana variabilis 0.69 0.69 0.81 3.0 10.0 1.0 
     Nostoc muscorum 0.48 0.50 0.54 3.0 10.0 1.0 
       
Cholorophyta       
    Chlorella elipsoidea ---- 0.50 0.40 ---- 12.0 66.0 
    Chlorella pyrenoidosa 0.5 0.45 0.47 13.0 12.0 66.0 
       
Chrysophyta       
    Amphiphora alata 1.14 1.30 1.30 0.1 0.1 0.1 
    Chaetoceros simplex 1.54 1.58 1.35    
    Chaetoceros sp. 0.96 1.30 1.03    
    Chrysochromulina sp. 1.12 1.14 1.35    
    Cyclotella cryptica 0.57 0.57 0.49  0.9 0.2 
    Skeletonema sp 1.41 1.66 0.99  0.1 0.1 
    Stephanopyxis costata 1.23 1.35 1.58    
Fuente. Richmond, 2004.       

 

Nitrato 

 

Es la forma predominante del nitrógeno donde la concentración en las diferentes estaciones del 

año cambia. Puede ser una fuente importante de regeneración para el crecimiento de los 

dinoflagelados. El Nitrato es el compuesto más utilizado por la microalgas para sintetizar sus 
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pares de bases en la doble hélice de DNA y a partir de éste se obtiene el nitrógeno necesario 

para la síntesis de proteína extra e intracelular. El aumento de las concentraciones de nitratos 

en el medio ocurre a inicio de otoño y en el invierno disminuye (Serpa y Calderón, 2006). 

 

Urea 

 

La urea es el principal producto de excreción de los mamíferos y aves, pero esto no sucede en 

el zooplancton, peces, y fitoplancton. Las principales formas de desechos de nitrógenos de los 

peces contienen amonio y óxido de trimetilamonio. Las concentraciones durante el verano son 

más altas que el amonio pero más bajas que los  nitratos. La mala absorción de la urea por el 

fitoplancton es debido a la presencia del amonio y podría ser uno de los factores que afecten su 

crecimiento y reproducción (Kevin y Butler, 1986).  

 

Asimilación de Nitratos y Nitritos 

 

Cuando el nitrógeno se encuentra en una forma oxidada, como nitrato o nitrito, debe ser 

reducido para que pueda ser incorporado en las moléculas orgánicas. El estado de los 

electrones en oxidación/reducción de nitratos es +5 y -3 en el  amonio, así que se necesitan 

ocho electrones para la reducción. Existe la hipótesis de que son tres intermediarios entre 

nitrato y amoníaco asociados, con cuatro pasos reductivos, cada uno donando un par de 

electrones: 

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 
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Estudios realizados en plantas superiores (Beevers y Hageman, 1969)  y algas (Hattori y 

Myers, 1966), sugieren que sólo dos enzimas catalizan la reducción total de nitrato a amonio: 

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

Estas enzimas se han logrado purificar en cierta medida de diversas algas, que 

contienen molibdeno, hemo y flavína adenín dinucleótido (FAD) probablemente dos moléculas 

de cada una por molécula de enzima.  

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

 

Figura 4. Estructura de la nitrato reductasa de Chlorella  conforme   a 

Solomonson (De Solomonson L. P., Nitrogen Assimilation of plants. 

Academic Press, New York, 1979. With permission). 
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La enzima nitrato reductasa (NR) tiene tres actividades que se pueden medir y se 

distinguen experimentalmente, actividad del cytochromo c reductasa con NAD(P)H; reductores 

de NO3 
–  con donadores de electrones reductores como el metil viologen (MV) o flavina 

mononucleotido (FMN); y reductores de nitratos como NAD(P)H. Las primeras dos actividades 

son reacciones parciales, mientras que la última requiere a la enzima plenamente funcional. El 

segundo tipo de NR se encuentra en cianobacterias y están asociadas a partículas que 

contienen clorofila. Este tipo de enzima utiliza ala ferredoxina reducida como donador de 

electrones, y la reacción se cataliza de la siguiente manera:  

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

La NiR reduce nitritos a amonio sin ningún tipo de intermediario. La reacción es catalizada por 

la ferredoxina (Richmond, A., 2004): 

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

Asimilación de Urea como Compuesto de Nitrógeno Orgánico 

 

La urea está considerada como una buena fuente de nitrógeno orgánico para todas las 

especies de algas (Tabla 2). La urea es hidrolizada antes de que el nitrógeno sea incorporado 

dentro de las células de las algas. Existen dos enzimas encargadas de metabolizar a la urea, 

ureasa y urea amidolasa (UALasa). La ureasa es la encargada de realizar una reacción 

hidrolítica sencilla:  
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Fuente. Richmond, 2004. 

Mientras que la urea amidolasa cataliza una reacción global: 

 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

La otra opción consiste en dos reacciones catalizadas por dos enzimas distintas. Una es la urea 

carboxilasa que cataliza la formación de un compuesto llamado alofanato: 

 

Fuente. Richmond, 2004. 

 

La otra enzima es la alofanato liasa, que cataliza la hidróilisis del alofanato formado en la 

reacción anterior: 

 

Fuente. Richmond, 2004 

 

Las algas  que pueden  metabolizar la urea tienen ureasa o UALas,  pero no ambas enzimas, 

las clorofíceas contienen UALasa y otras algas contienen ureasas (Richmond, 2004). 
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Efectos de la Deficiencia de Nitrógeno en Microalgas 

 

La privación de nitrógeno es un serio problema para la microalga, ya que sufren una 

disminución en su contenido de una o más macromoléculas, remarcando una disminución en el 

crecimiento celular y acumulación de compuestos de carbono como los lípidos y polisacáridos. 

Bajo condiciones deficientes de nitrógeno el contenido de pigmentos fotosintéticos decrecen y la 

velocidad de fotosíntesis se reduce de igual forma se ve afectada la habilidad de asimilar  los 

reducidos compuestos nitrogenados. (Richmond, 2004). 

 En cultivos con deficiencia de nitrógeno se han observado cambios en las actividades 

enzimáticas. La actividad de la nitrato reductasa en especies suministradas con amonio es 

deficiente en periodos cortos de privación de nitrógeno Enzimas como la nitrito reductasa, 

glutámico deshidrogenasa, glutamina sintetasa y urea amidolasa resultan afectadas por tal 

deficiencia (Richmond, 2004) 

 

Metabolítos de Interés que Producen las Microalgas 

 

Las microalgas son una fuente rica de proteínas, hidratos de carbono, y ácidos grasos 

esenciales (Seyfabadi, 2010) y sobre todo aminoácidos (Richmond, 2004). Su composición 

química depende de varios factores tales como la especie, la época del año, sus nutrimentos, 

temperatura, fotoperiodos, salinidad, fuente de carbono, fuentes de nitrógeno, intensidad y color 

de la luz entre otros (Benezra, 19995) Aparte de que en ellas se pueden encontrar compuestos 

con actividad antioxidante (Natrah, 2007). 

 

Proteínas y Péptidos 

 

Las proteínas son el componente orgánico principal de la biomasa (Catherin y col., 2003), los 

aminoácidos constituyen un 90-98% de las proteínas totales. Gracias a estos aminoácidos tiene 

un valor nutricio y éstos no varían en diferentes especies de microalgas (Benezra. 1995). Son 
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fundamentales para la construcción de tejidos de todos los animales que comen microalgas y 

de las personas que se alimentan de estos animales marinos como el camarón y bivalvos. La 

proteína se considera generalmente más importante para la etapa de la vida de rápido 

crecimiento juvenil. Es normalmente el componente bioquímico más importante de las algas 

(Catherin y col., 2003). 

Una porción de  microalgas que actualmente son cultivadas contienen proteínas no 

digeribles para las personas, debido a las paredes celulares que poseen, (Shelef y Soeder, 

1980). Sin embargo; los aminoácidos y péptidos que constituyen  a las proteínas, son productos 

utilizados en el campo de la alimentación, ya sea humana o animal, como en la salud, la 

agricultura y la industria. Por esta razón, se han aplicado diferentes métodos para hacer la 

proteína consumible como la hidrólisis fundamentalmente métodos de hidrólisis química, 

mediante el uso de bases y ácidos, siendo el principal enfoque para el aprovechamiento de las 

proteínas.  Por otra parte, el uso de esta metodología pueden favorecer la formación  de 

compuetos tóxicos (Jarunrattanasri y col., 2007) o la degradación aminoácidos.  

Cuando estas proteínas son para su aplicación en alimentación, salud o biofertilizantes, 

se utilizan mas lo métodos enzimáticos, ya que son menos destructivos, se pueden utilizar 

enzimas con distintos tipos de actividad. Los hidrolizados que son para la alimentación o salud 

contienen menos concentración de péptidos de bajo peso molecular que aminoácidos. Las 

enzimas con actividad endoproteasa y exoproteasa son las utilizadas comúnmente (Clemente, 

2000). 

 

Carotenoides 

 

El β-caroteno, es un metabolítos con un amplio rango de aplicaciones comerciales, el cual 

puede ser producido por fitoplancton. Se ha utilizado como colorante natural para alimentos, 

como aditivo alimentario para mejorar el color de algunos productos como la carne de pescado 

y la yema de huevo. Los compuestos carotenoides son componentes del metabolismo 

secundario de las plantas, proveniente de la fotosíntesis y de la respiración, conocida también 

como vía de los terpenos La oxigenación de β-carotenos, les  confiere la coloración naranja de 

la cantaxantina, después de producirse la  hidroxilación  de las xantofilas y diversos compuestos 
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carotenoides. y finalmente astaxantina (Goodwin, 1980; Goodwin, 1984; Young, 1993a y 1993b; 

Margalith, 1999; Kobayashi y col., 1989). 

 

Pigmentos 

 

Las algas contienen clorofila “a” para su maquinaria fotosintética, produciendo oxígeno y 

atrapando dióxido de carbono. Sus divisiones son en base a dos propiedades bioquímicas: Tipo 

de pigmento y su reserva de nutrientes (González, 2000). Un ejemplo de pigmentos son los 

tetraterpenos, los cuales son pigmentos fotosintéticos o en complejos proteicos en plantas 

superiores y bacterias fototróficas, incluyendo cianobacterias. La función de la astaxantina en 

las microalgas es la fotoprotección del aparato fotosintético bajo (Borowitzka y col., 1991; 

Kobayashi y col., 1999). 

 

Lípidos (ácidos grasos) 

 

La gran mayoría de los lípidos de las microalgas son esteres de glicerol y ácidos grasos. 

Diversos factores varían la composición de los lípidos tales como la intensidad luminosa, 

nutrientes, nitrógeno (nitratos), y temperatura (Benezra, 1995). En un estudio realizado con 

microalgas marinas se encontró que la deficiencia de fosfatos y nitratos afectó directamente a la 

composición de los lípidos (Bustillos-hurtado, 1992), se demostró además que son importantes 

en la gametogénesis (Catherin et al., 2003). Los ac. Grasos como el Omega 3  reducen el 

colesterol en la sangre y promueve la circulación sanguínea (Caswell & Zilverman 1998). Los 

peces son ricos en omega 3, estos los obtienen a partir del consumo de microalgas gracias a 

las cadenas alimentarias que se basan en fitoplancton (Benemann, 1992),  
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Vitaminas 

 

El contenido de vitaminas varía de especie a especie en las microalgas, dependiendo de 

estadios de crecimiento, fuente nutricional, intensidad de luz y otros factores. Las principales 

vitaminas son la tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), cobalamina (B12), biotina, colina, 

inositol, tocoferol y β-carotenos (povenientes de la vitamina a) (Hollick, 1984; citado en Brown, 

1989). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Selección de la Especie 

 

 

La especie de microalga que se empleó fue la diatomea Chaetoceros muelleri, que pertenece a 

la familia Bacillariophyceae, la cual se encuentra aislada en el cepario de microalgas que 

mantiene el  Departamento de Investigaciones Científicas y Tecnológicas de la Universidad de 

Sonora (DICTUS), ya que es ampliamente utilizada en la región noroeste del país. 

  

Esta especie ha sido muy utilizada en diversos estudios tanto para la investigación como 

en la industria alimentaria acuícola y consumo humano. Esta especie de microalga ha sido 

materia de  estudio debido a su amplia variedad de metabolitos como los ácidos grasos y 

proteínas (Fujii y col 1995).  Crece con fuentes de N  y produce entre  24.72 y 40.24% de 

proteína (López, col., 2004; Barbarino y  Benezra,1995). 

 

 

Aclimatación 

 

 

La microalga Chaetoceros muelleri se aclimató a cada una de las fuentes de nitrógeno (urea y 

NO3), a nivel de tubo de ensaye  con 10 mL de medio de cultivo durante una semana,  

posteriormente se pasaron a matraces de 250 mL por 5 días, para terminar en matraces de 1 L 

por una semana. Para su posterior estudio a nivel de garrafones con 15 L de cultivo. 

 

 

Preparación de los Medios de Cultivo 

 

 

El medio control en el experimental fue el f/2 de Guillard (Tabla 2), La variable que se tuvo en el 

experimental fue la concentración de la fuente de nitrógeno y el tipo de fuente de nitrógeno 

(nitratos y urea). 
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Los medios a experimentar fueron 2F, 4F de nitrato, y los tres medios de cultivos f/2, 2F 

y 4F con urea como fuente de nitrógeno (Tabla 4). 

 

El resto de los nutrimentos del medio f/2 se mantuvieron en las mismas proporciones, 

como los son los silicatos, minerales y vitaminas (Tabla 2), para ambos casos. 

 

 

Diseño del experimento 

 

 

Posteriormente a su aclimatación, se llevó a cabo el experimento en garrafones de 20 L con 15 

L de cultivo, por triplicado, empleado como medio control el f/2 de Guillard y como tratamientos 

los medios 2f y 4f con NO3 como fuente de nitrógeno, además se llevó a cabo otra corrida con 

los tres medios de cultivo (f/2, 2f y 4f) con sustitución de la fuente de N a urea (Fig 5 y Tabla 4).  

 

 

Tabla 4. Diseño experimental 

Medio de cultivo Cantidad 

NO3 g/L Urea g/L 

Control f/2 75 ----- 

 ----- 36.16 

2F (x4 Conc. N f/2) 300 144.6 

4F (x8 Conc. N f/2) 600 298.3 

 

 

Determinación de la Concentración Celular 

 

 

La cosecha de la microalga Chaetoceros muelleri se llevó en la fase exponencial antes de la 

fase de lento crecimiento donde hay mayor producción de proteína gracias a su rápida 

replicación (Richmond, 2004). El conteo celular se llevó a cabo en un hematocitómetro de 0.1 

mm de profundidad. La concentración celular se determinó con la siguiente fórmula (López y col 

1993): 
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Figura 5. Diseño del experimento. Cultivos de Chaetoceros muelleri con dos fuentes de 

nitrógeno diferentes (NO3 y Urea) por triplicado. 

 

Los conteos celulares en los cultivos de microalgas se aplican, para estimar la 

concentración celular de la población, que generalmente es establecido como el No. células 

total por el cultivo o bien como el No. de células en un determinado volumen. Se realizó un 

análisis estadístico con el fin de estimar la tasa de crecimiento de la población, el cual fue útil 

para establecer la velocidad de crecimiento (Guillard y Sieracki, 2005).  Se hicieron varias 

curvas de crecimiento con la finalidad de comparar gráficamente la concentración celular y 

poder diferenciar su crecimiento. 

Medio 

f/2 (NO3) 

Control 

Medio 

2f (NO3) 

Medio 

4f (NO3) 

Medio 

f/2 (Urea) 

Medio 

2f (Urea) 

Medio 

4f (Urea) 
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Determinación de Biomasa 

 

Las muestras de biomasa se filtraron en filtros de vidrio (whatman GFC o equivalentes) 

previamente lavados y pesados, tomando muestras de 100 ml de  cada cultivo antes de flocular 

los cultivos con ayuda de una bomba de vacío.  

 

 

Peso Seco 

 

 

Los filtros se colocaron  en papel aluminio,  se pasaron a una estufa para eliminar la humedad a 

65° C y posteriormente se pasaron a un desecador, se pesaron nuevamente los filtros con 

biomasa seca en una balanza analítica.    

 

 

Materia orgánica:  

 

 

La materia orgánica fue calculada mediante la diferencia del peso seco y las cenizas utilizando 

una balanza analítica. 

 

 

Cenizas 

 

 

Para la determinación de cenizas se introdujeron las muestras en una mufla a 480 °C por 16 

horas, posteriormente se sacaron las muestras de la mufla, se dejaron que alcanzaran una 

temperatura aproximada a la ambiente para pesar en una balanza analítica (López y col., 1993) 
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Floculación del Alga 

 

Los cultivo de C. muelleri fueron floculados catiónicamente (pH 8.4), para lo cual se agregaron 

0.15 g/L de Al2(SO4)3, posteriormente se agitaron para homogeneizar el medio de cultivo con el 

agente floculante. La  floculación se hizo con el fin de precipitar la microalga separándola del 

medio acuosa lo mejor posible, drenando el agua marina hasta obtener una pasta oscura,  la 

cual se utilizó para análisis de proteínas con ayuda de electroforesis. 

 

 

Extracción y Determinación de Proteína 

 

 

Como primer paso para el estudio de las proteínas se realizó una curva de calibración para 

medir en que región del espectro absorbe más la muestra y poder tener la mayor cantidad 

posible.  

 

Las muestras de microalgas se tomaron antes del floculado, 10 mL para la posterior 

determinación de proteínas. Se filtraron las muestras (filtros chicos whatman GFC o 

equivalentes) con ayuda de una bomba de vacío, el filtro se trituró con la ayuda de una varilla 

de vidrio  en tubos de 15 mL  para la extracción de proteína con dos tratamientos de NaOH al 

0.1N, la cantidad utilizada para estos tratamiento fue dependiendo del crecimiento de microalga 

para cada muestra, se centrifugaron las muestras para decantar el sobrenadante  y comenzar 

con el segundo lavado con NaOH.  

 

Para la determinación de proteínas se utilizó el método de Lowry  y col. modificado 

(1972).  Se empleó 1 mL de sobrenadante de cada muestra en diferentes tubos para mezclar 

con los reactivos de Biuret y Follin, entre otros. Posteriormente se dejaron los tubos por 90 min. 

A temperatura ambiente (de 22 a 24º C) para permitir que la reacción se lleve a cabo y el color 

llegue a su punto  máximo. Se registró a una densidad óptica de 750 nm en un 

espectrofotómetro (spectrofotometer, 20D) (López-Elías, y col., 1995). 
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Perfil Electroforético  

 

 

Para la caracterización de las proteínas fueron necesarias técnicas como: Electroforesis  en gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) teñidas con nitrato de plata. 

 

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

 

El perfil electroforético se  determinó empleando el sistema discontinuo descrito por Laemmli 

(1970) en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE por sus siglas en inglés). Las proteínas obtenidas 

de la biomasa se mezclaron  en relación 1:1 (v/v) con buffer muestra (0.125 M Tris-HCl, 4% 

SDS, 20% v/v glicerol, 0.02% azul de bromofenol, pH=6.8), se calentó en agua a ebullición 

durante 5 minutos y se  enfriaron en un baño de hielo, para su posterior análisis electroforético.  

 

Se aplicaron 20 µL de proteína a un gel de poliacrilamida al 12%, empleando una unidad 

para electroforesis Mini PROTEAN ®3 Cell Multi-casting (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA). 

Se utilizó una mezcla de proteínas estándar de amplio rango (Bio-Rad), compuesta por las 

siguientes proteínas: cadena pesada de miosina (200 kDa), β-Galactosidasa (116 kDa), 

fosforilasa b (97 kDa), albúmina de suero bovino (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa) y anhidrasa 

carbónica (31 kDa). La corrida de electroforesis se llevó a cabo a temperatura ambiente 

(condiciones de temperatura contralada en el laboratorio), a un voltaje de 180 volts. Finalmente 

se realizó una tinción con plata, para obtener el número de bandas promedio y la proporción de 

éstas en cada extracto (Yan, 2000), los geles se analizaron en un densitómetro de imágenes 

modelo GS-700 (Bio-Rad Laboratories., Hercules, CA). Posteriormente se llevó  a cabo un 

análisis de imagen con el programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories/1998). 
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Tratamiento Estadístico 

 

Las gráficas de los crecimientos de los diferentes tratamientos con medios de cultivos ricos en 

nitrógeno fueron generados con datos promedios y desviación estándar de los cultivos crecidos 

en el laboratorio. 

El análisis estadístico fue aplicado con los siguientes parámetros: La concentración 

celular, biomasa y cantidad de proteínas será un análisis de varianza de dos vía, donde la 

variable a estudiar son los medios de cultivo (Urea y NO3) y las concentraciones (F/2, 2F y 4F)  

(Box, y col. 2005). 
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RESULTADOS Y DISCUCIONES 

 

Curva de Crecimiento de Chaetoeros muelleri en Dos Fuentes de Nitrógeno a Tres 

Concentraciones (f/2, 2F y 4F) 

 

El crecimiento obtenido con los cutivos crecidos con NO3 como fuente de nitrogeno, el 

crecimiento de microalga en el medio 4F fue superior. En termimnnos generales el crecimiento 

en los tratamiento de NO3 fue muy similar  hasta e día 3, posteriormente el crecimiento fue 

exponencial en el medio 4F en el día 4. Al final del cultivo la concentración celular alcanzó 2, 

530,833 cel/mL, superando ampliamente a los medios f/2 y 2F (Tabla 5) aproximadamente por 

más de un millón de células; sin embargo hubo mayor dispersión de los datos que en los 

medios f/2 y 2F. La concentración del medio 4F fue superior a los medios f/2 y 2F 

probablemente debido a la concentración de nutrientes, ya que fue 8veces la concentración de 

los nutrientes. Los medios f/2 y 2F terminaron con densidades celulares muy similares alrededor 

de 1, 500,000 pero con un margen de error muy bajo (Figura 6). 

 Por otro lado al comparar el crecimiento con los medios enriquecidos con urea como 

fuente de nitrógeno en los diferentes tratamientos (f/2, 2F y 4F), se observó un crecimiento 

similar desde el comienzo hasta el final, con una concentración celular promedio entre 2.3 y 2.5 

x 106 cél/mL. Por otra parte la dispersión celular fue muy cercana en los tres medios (f/2, 2F y 

4F) (fig. 7). 

Al comparar las curvas de crecimeinto de los cultivos enriquecidos con NO3 como fuente 

de nitrógeno a diferentes concentraciones de este compuesto (f/2, 2F y 4F). La grafica mostró 

que en los primeros dos días de cutivo fueron similares con un valor promedio aproximado de 

0.5 x 106 cél/mL; sin embargo, a partir del tercer dia se apreció un cambio sustanciable en el 

incremento celular, se identificó un mayor crecimiento  en los cutivos enriquecidos con la mayor 

cantidad de NO3
 (medio 4F) hasta llegr a una concentración celular de 2.5 x 106. En los medios 

f/2 y 2F se mantuvieron iguales con una concentracion de 1.5 x 106 (figura 6).  
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Figura 6. Curvas de crecimiento de los cultivos de Chaetoceros muelleri con NO3 

como fuente de Nitrógeno en cel/mL. 

 

Por otra parte, el crecimiento con urea como fuente de nitrógeno a las tres 

concentraciones de este compuesto fue similar desde el comienzo del cultivo hasta el final, 

alcanzando valores promedios entre 2.3 y 2.5 x 106 cél/mL (figura 7). 

Al comparar la densidad celular entre las dos fuente de nitrógeno (NO3 y urea) estos 

fueron similares entre si, con excepción de las dos concentraciones menores de NO3 (f/2 y 2F). 

Esta microalga tiene la facultad de poder crecer indistintamente de la fuente de nitrógeno con la 

cual se trabajó, ya que al utilizar nitratos el alga tiene ambas enzimas (nitrato y nitrito reductasa) 

Estas enzimas participan en la asimilación de nitrato catalizando la reducción de nitratos a 

nitritos para poder aprovechar los NO3. 
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Figura 7. Curvas de Crecimiento de Chaetoceros muelleri con Urea como fuente de 

Nitrógeno en cel/mL. 

 

Mientras que cuando utiliza urea requiere dos enzimas, urea amidoliasa (UALasa) y 

ureasa. (Richmond, 2004). La producción de las enzimas en particular requieren de un gasto 

energético, sin embargo esta microalga al ser cutivada con la urea, fue previamente aclimatada 

por lo que no se ve un efecto marcado en el desarrollo poblacional de la misma.  

En investigación realizada por Thomas (1968) y Neilson (1980) se encontró que la urea y 

otros compuestos orgánicos nitrogenados son buenas fuentes de nitrogeno; por lo tanto, esto 

indica el aumento de densidad celular en el medio urea en comparacion a la fuente con NO3.- 
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(los medios f/2 y 2F con nitratos fueron menores), con excepcion del medio 4F, ya que fue 

similar a los medios con urea.  

 

Concentración Celular al Momento de la Cosecha, Tasas de Crecimiento Máxima, 

Acumulada y Promedio de los Cultivos de Chaetoceros muelleri en las Dos Fuentes de 

Nitrógeno en los Tres Medios de Cultivo 

 

Al momento de la cosecha  se encontró que la concentración celular fue mayor con la fuente  de 

nitrógeno a base de urea, independientemente del medio de cultivo (f/2, 2F y 4F), en 

comparación con la otra fuente de nitrógeno (nitratos); sin embargo, el medio con mayor 

concentración (4F) de nitratos, fue mayor  que los tratamientos f/2 y 2F preparados con urea. 

Los valores promedio fluctuaron entre 2.12 y 2.81 x 106 células/mL, mientras que los valores 

menores se mantuvieron entre 1.44 y 1.56 x 106 células/mL presentes en los medios f/2 y 2f  

con la fuente de nitratos. 

La tasa máxima no presentó diferencias significativas entre las tres concentraciones de 

los medios (f/2, 2F y 4F) con las dos fuentes de nitrógeno (NO3 y urea) (Tabla 4). Los medios 

4F de nitratos y urea fueron los mas altos con valores que oscilan  en 5.94 y 6.01 x 106 

divisiones (Tabla 5).  

La tasa de crecimiento acumulada tambien fue independiente de las concentraciones de 

nitrógeno en el medio y de la fuente de nitrógeno, a excepción del medio f/2 a base de NO3 

(4.61 divisiones). Los valores fluctuaron entre 4.96 y 6.01 divisiones (Tabla 5). 
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Los valores de la tasa promedio fueron semejantes entre las tres concentraciones del 

medio urea, y los dos tratamientos experimentales (2F y 4F), con valores entre 1.24 y 1.50 

div/día, sin embargo el medio control (f/2 con NO3) fue el más bajo, con 1.15 div/día (Tabla 5). 

Al comprar los resultados de Nº de células, tasa máxima y acumulada, de Karina-

Jiménez (2013), encontró que el número de células/mL son muy cercanos con diferencia 

promedio de 10 000 a 40 cél/mL.  

 

Tabla 5: Concentración celular promedio final, tasa de crecimiento máxima, 
acumulada y promedio de los cultivos de Chaetoceros muelleri con las dos fuentes 
de nitrógeno (nitratos y urea) a las tres concentraciones (f/2, 2f y 4f). 
 

Fuente de 
nitrógeno 

Medio N° de células 
x106cel/mL 

µ Max. 
div/día 

µ Acum. 
divisiones 

µ Prom. 
div/día 

 f/2 1.44±0.45a 1.89±0.15a 4.61±0.08a 1.15±0.02a 

Nitratos 2F 1.63±0.14a 1.87±0.14a 4.96±0.02ab 1.24±0.01ab 

 4F 2.81±0.65ab 1.12±0.82a 5.94±0.61b 1.49±0.15b 

 f/2 2.23±0.28ab 2.04±1.07a 5.87±0.63ab 1.47±0.16b 

Urea 2F 2.12±0.31b 1.84±0.46a 5.69±0.27b 1.42±0.07ab 

 4F 2.83±0.49b 2.48±1.09a 6.01±0.62b 1.50±0.15b 

 

 

Evaluación de Biomasa de los Cultivos de la Microalga Chaetoceros mulleri en las Dos 

Fuentes de Nitrógeno en los Tres Medios de Cultivo 

 

 

Peso Seco 

 

La producción de biomasa seca de la microalga varió de 0.025 a 0.044 g/L. Se presentaron 

diferencias significativas en el medio 2F de urea frente a los demás medios, incluyendo los 

medios con nitrato como fuente de nitrógeno, siendo este el medio con un valor máximo de 
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0.044 g/L. Los medios tanto  de urea (f/2 y 4F) como de nitratos (f/2, 2F y 4F) presentaron la 

cifra mínima, con un valor promedio de 0.029 g/L (Tabla 5). 

 

 

 

Materia Orgánica 

 

 

La porción orgánica de la biomasa fue semejante entre las tres concentraciones de nitrógeno 

con las dos fuentes (0.0083 a 0.0086 g/L con nitratos y de 0. 0127 a 0.0162 g/L con urea); sin 

embargo fue mayor la producción cuando se empleó urea como fuente de nitrógeno. 

 

Los medios con urea como fuente de nitrógeno fueron los que obtuvieron un valor mayor 

con respecto a los medios con nitratos como fuente de nitrógeno. El medio 2F de urea fue el 

más alto, con un valor de 0.0162 g dentro de los tratamientos con urea, mientras que los 

tratamientos f/2 y 2F de nitratos presentaron las concentraciones mínimas, con un valor 

promedio de 0.0084 g/L.  

 

Los tratamientos f/2, 2F y 4F con urea como fuente de nitrógeno, presentaron los 

porcentajes máximos. El medio f/2 de urea fue el mayor valor con 51.71 % y presentó 

diferencias significativas con respecto a los demás medios. Los porcentajes menores se 

encontraron en los medios 2F y 4F de nitratos con un valor  promedio de 28.78 % (Tabla 5). 

 

 

Cenizas 

 

 

La producción de cenizas fue relativamente constante con nitratos, independientemente de la 

concentración de este compuesto en el medio de cultivo (entre 0.0192 a 0.0232 g/L), mientras 

que cuando se utilizó la urea como fuente de nitrógeno se tuvieron valores entre 0.0127 y 

0.0274 g/L. En general la cantidad de material inorgánico fue mayor con nitratos que con urea. 

 

La cifra máximo estuvo en el medios 2F de urea con un valor de 0.0274 g/L, y el valor 

mínimo presentado en el medio f/2 de urea con 0.0127 g/L. El medio 4F de nitratos y  el 2F de 
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urea mostraron los valores más altos dentro de sus respectivos medios; sin embargo, los 

resultados muestran que los medios con nitratos (f/2, 2F y 4F) fueron mayores que los medios 

con urea, incluyendo el medio f/2 de nitratos que fue el de menor porcentaje de los medios con 

nitratos. El medio 4F de nitratos presentó el porcentaje máximo con un valor de 73 %  y el 

medio f/2 de urea presentó el porcentaje mínimo con un valor de 48.29 % (Tabla 6). 

 

Parsons (1984) y Cordero-Esquivel (1993) reportaron que para las diatomeas, la mayor 

porción lo constituyen las cenizas, igual que este estudio, ya que las cenizas constituyeron la 

mayor parte de su composición bioquímica con un valor máximo aproximado al 73 % en el 

medio 4F (tabla 6) y un valor mínimo aproximado de 48.29 % en el medio f/2 de urea. Su 

composición de materia inorgánica fue relativamente alta ya que estas microalgas poseen una 

pared celular compuesta por sílice. 

 

 

Proteína (%) 

 

 

El medio f/2 de urea presentó el valor máximo con un porcentaje de 23.74 %, los valores 

mínimos  estuvieron en los medios 4F de nitratos y 2F de urea cuyos valores oscilan en un 

promedio de 8.46 %. No presentaron ningún patrón aparente para los porcentajes de proteína 

dentro de los mismos medios; sin embargo, el porcentaje proteico fue directamente proporcional 

al porcentaje de materia orgánica obtenido, es decir, los valores menores y mayores de cada 

fuente de nitrógeno de los porcentajes de proteína, coincidieron con los valores mínimos y 

máximos de los porcentajes de materia orgánico que se encontraron en la biomasa (Tabla 6). 

 

En general se observó que la composición bioquímica de las microalgas, depende de la 

concentración de los nutrimentos que se apliquen en el medio de cultivo y del estado fisiológico 

del mismo (Myklestad y Haug, 1972).  

 

En  relación con la materia orgánica se obtuvieron los mayores porcentajes en los 

medios f/2 y 4F de urea, con valores promedios que oscilan entre  51.71 % y 40.01 % (tabla 6). 

A la vez el constituyente proteico se vio  incrementado en el medio f/2 de urea ya que fue el de 

mayor porcentaje de materia orgánica con un valor de 23.74% (tabla 6). 
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El porcentaje de proteína que se recuperó durante la cosecha fue en la fase estacionaria 

o de lento crecimiento, el cual tuvo un comportamiento similar al estudio realizado por Medina-

Reina y Cordero-Esquivel, (1998) en el cual se cosechó en la fase estacionaria y obtuvieron un 

valor promedio de 21.99 % de proteína. El método de extracción  de proteína que utilizaron para 

ese estudio fue el mismo al que se utilizó en esta investigación. 

 

 

Tabla 6. Evaluación de Biomasa de peso seco, Materia Orgánica, Cenizas y proteína en dos fuentes de 

nitrógeno, Nitratos y Urea. 

 Nitratos Urea 

 f/2 2F 4F f/2 2F 4F 

Peso 
seco 
(g) 

0.028 a 
(0.003) 

0.028 a 
(0.003) 

0.032 a 
(0.003) 

0.025 a 
(0.003) 

0.044 b 
(0.008) 

0.031 a 
(0.003) 

 
Mat. 

orgánica 
(g) 

 
0.0083a 
(0.0007) 

 
0.0084a 
(0.0009) 

 
0.0086 a 
(0.0012) 

 
0.0127 b 
(0.0018) 

 
0.0162bc 
(0.0043) 

 
0.0129b 
(0.0018) 

 
Cenizas 

(g) 

 
0.0195 b 
(0.0027) 

 
0.0192b 
(0.0024) 

 
0.0232bc 
(0.0019) 

 
0.0127a 
(0.0024) 

 
0.0274c 
(0.0048) 

 
0.0177ab 
(0.0013) 

 
Mat. 

Orgánica  
(%) 

 

 
34.64bc 
(3.45) 

 
30.57ab 
(2.79) 

 
27.00a 
(2.62) 

 
51.71d 
(6.67) 

 
36.83bc 
(5.25) 

 
40.01c 
(4.28) 

Cenizas 
(%) 

 

65.36bc 
(3.44) 

69.43cd 
(2.93) 

73.00d 
(2.62) 

48.29ª 
(6.67) 

63.17bc 
(5.25) 

59.99b 
(4.28) 

Proteínas 
(%) 

 

15.46ab 
(5.90) 

18.07bc 
(3.67) 

8.10a 
(3.84) 

23.74c 
(4.21) 

8.82ª 
(2.13) 

14.16ab 
(2.90) 

Nota: a, b, c, y d simbolizan a los literales estadísticos representando  si hay diferencias significativas. 

 

 

Electroforesis con SDS-PAGE 

 

Las proteínas fueron obtenidas tras un proceso de cultivo, extracción y separación de las 

mismas, para la identificación de su peso molecular (kDa) y posteriormente la identificación de 
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la proteína correspondiente. Se realizó una Electroforesis con SDS-PAGE y se tiñó con nitrato 

de plata ya que las muestras no contenían suficiente proteína. De las seis muestras analizadas 

por electroforesis con SDS-PAGE  los medios con NO3  presentaron más bandas, alrededor de 

12, mientras que en los medios urea, sólo se muestran alrededor de 4 bandas, esto puede ser 

debido al medio, que puede estar interviniendo en la electroforesis. 

 

En la figura 8 se muestra el aislamiento de proteínas de la Chateceros muelleri  de tres   

medios diferentes (f/2, 2F y 4F) enriquecidos con NO3  y tres  medios  diferentes (f/2, 2F y 4F) 

enriquecidos con urea como fuente de nitrógeno, con un marcador de amplio espectro, que va 

desde 6.50 KDa hasta 200 KDa. La mayoría de las bandas se presentaron en los medios de 

NO3, principalmente en el tratamiento 2F (b), alcanzando a separarse aproximadamente en 12 

bandas, de menor peso molecular hasta las de mayor peso molecular. Se encontraron bandas 

intensas de 6.5, 14.4, 21.5, 38, 45.5,  62.5 y 87.5 KDa, la banda con mayor peso molecular que 

se identificó fue de 87.5 kDa aproximadamente, y la banda con menor peso molecular fue 

alrededor de los 6.5 kDa. El medio f/2 (a) presentó la mayoría de las bandas de bajo peso 

molecular (figura 8); sin embargo se exhibieron dos bandas tenues de aproximadamente 62.5 y 

87.5 kDa.  En el medio 4F (c) se alcanzaron a ver bandas que oscilan de 7 a 17.5  kDa, y se 

aprecian tres bandas alrededor de los 25 a 31 kDa, y una ligera banda de 87.5 kDa, siendo este 

el medio que presentó menos bandas (figura 8).  Esto es debido probablemente a la cantidad de 

proteína presentada en las muestras ya que el medio 2F de NO3 contiene mayor porcentaje de 

proteína aproximadamente 18% (tabla 6), por lo cual hubo más presencias de bandas en este 

medio. Mientras que los tratamientos con urea se mostraron escasas bandas, de 14,  21 32-34 

y 66 kDa, en los tratamientos con f/2 y 2F, el medio 4F se nota una leve banda en el rango de 

los 66 kDa. 

 

Los resultados de SDS-PAGE mostraron bandas cercanas  a 27 y 28 kDa  

aproximadamente, junto con las bandas que  se aprecian entre los 14 y 22 kDa se presume que 

puedan contener subunidades  α y β de ficobiliproteínas  encontradas en  algas rojas (Guevara, 

y col 2006) cianobacterias (Swanson y Glazer 1990), y Spirulina (Gallardo, y col. 2010), las B-

ficoeritrina se encuentra entre los 25 y 30 kDa, en muestras de  microalgas rojas, Rhodosorus 

marinus (Guevara, y col, 2006) como las encontradas en estos medios de 21.50 a 31.00 kDa. 

Tanoue,(1992-1996) obtuvo de la separación dos grupos diferentes de bandas, con un peso 

molecular de 45 y 66 kDa, las cuales pueden coincidir con las bandas encontradas (b). Además, 

se encontraron bandas marcadas en los tres medios de NO3 (figura 8) cercanas a los 90 KDa, 
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que pueden corresponder a proteínas de membranas  ya que  en las investigación de Adriana 

Katz y col. (2007) hicieron electroforesis de membranas plasmáticas de Dunaliella salina y  

encontraron 14 bandas aproximadamente de 90 a 600 KDa, ya que podría tratarse de una 

proteína de membrana de bajo peso molecular. Por ello podría tratarse de algunas bandas 

encontradas en la electroforesis de la Chaetoceros muelleri. Con forme a las investigaciones  de 

Tanoue (1992-1996) con fitoplancton, el perfil electroforético fue similar al obtenido, donde 

tuvieron bandas similares durante toda la corrida con pesos moleculares de aproximadamente 

14, 40, 48, 60 y 72 kDa.  

 

 

 

 

Figura 8. Electroforesis con SDS-PAGE de muestras de microalga Chaetoceros 

muelleri, con NO3 como fuente de Nitrógeno y urea (teñida con Nitrato de plata): 

(a) Mezcla total de proteínas extraídas del medio f/2 de NO3 (b) Mezcla total de 

proteínas extraídas del medio 2F de NO3. (c) Mezcla total de proteínas extraídas 

del medio 4F de NO3, (d) Mezcla total de proteínas extraídas del medio f/2 de 

urea, (e) Mezcla total de proteínas extraídas del medio 2F de urea y (f) Mezcla 

total de proteínas extraídas del medio 4F de urea.  



 
 

59 
 

CONCLUSIONES 

 

En general se encontró que los parámetros productivos (concentración celular, biomasa y 

proteínas) de los cultivos masivos de Chaetoceros muelleri crecidos con el medio a base de 

urea como fuente de nitrógeno son significativamente  mayores que con los medios formulados 

a base de nitratos (NO3) como fuente de nitrógeno, ya que las concentraciones celulares, tasas 

de crecimiento, biomasa orgánica y proporción de proteínas fueron más altos en los cultivos 

crecidos a base de urea. Así mismo fue evidente que cuando se emplea una cantidad elevada 

de nitrógeno, independientemente de la fuente se tiene las concentraciones celulares mayores, 

así como las tasas de reproducción, lo cual no se refleja en la producción de biomasa y 

proporción de proteínas. 

 

Los resultados obtenidos por el perfil electroforético con SDS-PAGE para la microalga 

Chaetoceros muelleri  fueron en los medios  con NO3 (f/2, 2F y 4F) los más destacados. Sus 

pesos moleculares oscilaron entre los 6.50 kDa hasta los 87.50 kDa. La cantidad de bandas que 

se exhiben en las tres muestras  indican verse influenciadas por el porcentaje de proteínas, ya 

que el 2F de nitratos fue el que presentó mayor porcentaje de proteína y en la electroforesis fue 

el que mayor numero de bandas mostró.  Los medios de urea presentaron pocas bandas, esto 

puede deberse al tipo de muestra que se manejó, ya que probablemente la urea interfirió con el 

procedimiento y la técnica de electroforesis usada.  
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RECOMENDACIONES 

 

1. Es recomendable experimentar con el medio urea, las mismas concentraciones con 

otras especies de microalgas, para así evaluar su crecimiento, biomasa y producción de 

proteína. 

 

2. Evaluar la composición bioquímica (pigmentos, lípidos, carbohidratos) con el medio urea 

de Chaetoceros muelleri. 

 

3. Diseñar una metodología más adecuada para la electroforesis, como lo es el aumentar 

la carga de muestra, utilizar muestra liofilizada y modificar su pH. 

 

4. Investigar si el pH de las muestras interfieren con la electroforesis en Chaetoceros 

muelleri. 

 

5. Evaluar la capacidad antioxidante de las proteínas obtenidas de Chaetoceros muelleri 

con los medios NO3 y urea. 

 

6. Llevar a cavo una cromatografía de exclusión molecular para una mejor separación de 

proteínas. 
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