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Producción de biomasa y carotenoides de Dunaliella tertiolecta en medios limitados 
en nitrógeno

Production of biomass and carotenoids of Dunaliella tertiolecta in nitrogen-limited cultures 

López-Elías JA1, D Fimbres-Olivarría3, LA Medina-Juárez1, A Miranda-Baeza2,   
LR Martínez-Córdova1, DMA Molina-Quijada3

Resumen. Las microalgas tienen un contenido alto de compues-
tos antioxidantes (carotenoides, ficobilinas y ácidos grasos) que son 
utilizados en la industria biotecnológica. En condiciones de estrés, 
las células de Dunaliella aumentan su contenido de carotenoides. Por 
tal razón, se evaluó el crecimiento, la biomasa y la producción de ca-
rotenoides en cultivos masivos de Dunaliella tertiolecta Butcher bajo 
condiciones controladas (interior) y al exterior, empleando medios 
limitantes en nitrógeno. El medio control fue f/2 (nitratos: 75 g/L) 
y los medios experimentales limitados en nitrógeno fueron f/4 (ni-
tratos: 37,5 g/L), f/6 (nitratos: 25 g/L) y f/8 (nitratos: 18,75 g/L). 
Las mayores concentraciones celulares fueron encontradas en los 
medios f/2 al interior (1,28 x 106 cél/mL) y al exterior (0,76 x 106 
cél/mL). La biomasa seca aumentó en ambas condiciones de cultivo 
conforme se disminuyó la concentración de nitrógeno [100 a 217 
picogramos (pg)/cél al interior, y 230 a 355 pg/cél al exterior]. La 
mayor concentración de carotenoides totales se encontró en el me-
dio f/8 mientras que la mayor productividad se obtuvo en el medio 
f/2 al interior, con rendimientos de 0,03 mg/L de zeaxantina, 9,19 
mg/L de luteína, 19,56 mg/L de clorofila b; 1,62 mg/L de clorofila 
a y 5,40 mg/L de β-caroteno. Se concluye que la concentración de 
carotenoides aumenta cuando D. tertiolecta es cultivada en un medio 
limitado en nitrógeno, aunque su densidad poblacional disminuye 
considerablemente.

Palabras clave: Dunaliella; Carotenoides; Medios de cultivo; Li-
mitación de nitrógeno.

Abstract. Microalgae have a high content of antioxidant com-
pounds (carotenoids, phycobilins and fatty acids) used in biotechnol-
ogy industry. Under stress conditions Dunaliella cells produce more 
carotenoids. Because of this, we evaluated growth, biomass and ca-
rotenoid production under control (indoor) and outdoor conditions 
using mass cultures of Dunaliella tertiolecta Butcher, under nitrogen-
limited media. Control medium was f/2 (nitrates: 18.75 g/L), and 
limited media were f/4 (nitrates: 37.5 g/L), f/6 (nitrates: 25 g/L) 
and f/8 (nitrates: 18.75 g/L). The highest cell concentrations were 
found in cultures using medium f/2 maintained indoor (1.28 x 106 

cells/mL) and outdoor (0.76 x 106 cell/mL). Dry biomass increased 
in both culture conditions when nitrogen decreased in the medium 
(Indoor: 100 to 217 pg/cell, and Outdoor: 230 to 355 pg/cell). The 
highest concentration of total carotenoids was found using medium 
f/8 whereas the highest productivity was obtained using medium 
f/2 achieving yields of 0.03 mg/L of zeaxanthin, 9.19 mg/L lutein, 
19.56 mg/L chlorophyll b, 1.62 mg/L chlorophyll a and 5.40 mg/L 
β-carotenoids. In conclusion, carotenoid concentration increased in 
nitrogen-limited cultures, but cell density decreased under such con-
ditions. 

Keywords: Dunaliella; Carotenoids; Culture media; Nitrogen 
limitation.

1 Universidad de Sonora, DICTUS, Colosio s/n entre Reforma y Sahuaripa, Col. Centro CP 83000, Hermosillo, Sonora, México. Apdo Postal 1819. 
2 Centro de Estudios Superiores del Estado de Sonora, Unidad Navojoa; Carretera a Huatabampo y Periférico Sur, Navojoa, Sonora. México C.P. 85870. 
3 Estudiante del Posgrado en Biociencias del Departamento de Investigaciones Científicas y Tecnológicas de la Universidad de Sonora.
Address Correspondence to: José A. López-Elías, e-mail: jalopez@guayacan.uson.mx
Recibido / Received 23.V.2012. Aceptado / Accepted 9.VIII.2012.



24

FYTON ISSN 0031 9457 (2013) 82: 23-30

López-Elías JA et al., FYTON 82 (2013) 

INTRODUCCIÓN
En la actualidad se han caracterizado alrededor de 600 

carotenoides naturales, entre ellos el β-caroteno, que es re-
conocido como el de mayor importancia por su actividad an-
tioxidante (Rao et al., 2006). Las especies del género Duna-
liella han sido reconocidas como la mayor fuente natural de 
β-caroteno, empleado en la industria nutracéutica y farma-
céutica (Gómez-Luna, 1997; Hernández-Nazario et al, 1999). 

Una característica importante del género Dunaliella es la 
acumulación de β-caroteno como una respuesta fisiológica 
a condiciones estresantes durante su cultivo (Romero et al., 
2008). Dichos factores estresantes incluyen aumento de la sa-
linidad, intensidad luminosa, temperatura y/o limitación de 
nutrientes (Guevara et al., 2005); sin embargo, a pesar de que 
existe una gran cantidad de información relacionada con la 
producción de este compuesto, se conoce muy poco sobre la 
obtención de otros carotenoides que también son de impor-
tancia comercial tales como luteína, zeaxantina, astaxantina, 
entre otros, que tienen propiedades bioactivas (Abd El-Baky 
et al., 2007).

En este sentido es importante llevar a cabo investigacio-
nes con la finalidad de establecer las condiciones óptimas que 
permitan alcanzar una mayor productividad de biomasa en 
los cultivos de diversas microalgas; la limitación de nitrógeno 
en el medio de cultivo, entre otros factores, puede influir en 
su crecimiento y composición bioquímica (Bermudez et al., 
2002). Para optimizar la producción de carotenoides, no basta 
producir biomasa, sino que se requiere además, determinar las 
condiciones ambientales que estimulen su biosíntesis dentro 
de las células. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como 
objetivo evaluar el crecimiento, la biomasa y la producción de 
carotenoides en cultivos masivos de Dunaliella tertiolecta But-
cher, bajo condiciones de laboratorio y al exterior, empleando 
medios de cultivo limitados en nitrógeno.

MATERIALES Y MÉTODOS
Selección de la muestra y diseño del cultivo. La especie 

seleccionada para esta investigación fue la microalga marina 
Dunaliella tertiolecta Butcher, proveniente del cepario del De-
partamento de Investigaciones Científicas y Tecnológicas de 
la Universidad de Sonora (DICTUS). Se utilizó un diseño 
factorial 2 X 4, en el cual la microalga fue cultivada en cua-
tro medios de cultivo los cuales consistieron en un control y 
tres tratamientos limitados en nitrógeno, bajo dos condiciones 
de cultivo (interior y exterior). Los cultivos se desarrollaron 
en recipientes de 20 litros de capacidad. Cada tratamiento se 
realizó por cuadriplicado. Los tratamientos al interior se man-
tuvieron con aireación, temperatura e iluminación constante; 
mientras que los cultivos al exterior se mantuvieron aireados 
y protegidos con malla sombra fuera de las instalaciones del 
DICTUS durante el verano. 

Tabla 1. Soluciones madre para preparar el medio de cultivo f/2. 
Para preparar un litro de medio, agregar 1 mL de cada una de las 
soluciones 1; 2,2 y 3,2 a 1 litro de agua de mar filtrada (Guillard y 
Ryther, 1962).
Table 1. Stock solutions to prepare f/2 medium. To prepare one liter of 
medium, add 1 mL of each of the solutions 1, 2.2 and 3.2 to 1 liter of 
filtered seawater (Guillard y Ryther, 1962).

Constituyentes Cantidad
1. Nutrientes mayores g/L de agua destilada
1.1. Nitrato de sodio, granulado 

y refinado
75

1.2. Fosfato de sodio monobásico 5
1.3. Silicato de sodio metasoluble* 30

2. Metales traza g/100 mL de agua destilada
2.1. Solución primaria
2.1.1. Sulfato cúprico, cristales finos 0,98
2.1.2. Sulfato de zinc, cristales finos 2,2
2.1.3. Cloruro de cobalto, cris-

tales finos
1,0

2.1.4. Cloruro manganoso, cris-
tales finos

18,0

2.1.5. Molibdato de sodio, cris-
tales finos

0,63

2.2. Solución secundaria g/L de agua destilada
2.2.1. Cloruro férrico 3,15
2.2.2. EDTA disódico 4,36
2.2.3. Metales traza 

o alternativamente
1 mL de c/u de las sol. 

2.1.1. a 2.1.5.
2.2.1. EDTA férrico 5,0
2.2.2. Metales traza 1 mL de c/u de las sol. 

2.1.1. a 2.1.5.

3. Vitaminas
3.1. Solución primaria g/L de agua destilada
3.1.1. Biotina cristalizada 0,1
3.1.2. Cianocobalamina 1,0

3.2. Solución secundaria Cantidad en 100 mL de 
agua destilada

3.2.1. Biotina 1 mL de la sol. 3.1.1
3.2.2. Cianocobalamina (B12) 1 mL de la sol. 3.1.2
3.2.3. Tiamina clorhídrica (B1) 20 mg

* Las algas verdes como las del género Dunaliella al no poseer pared 
celular no requieren silicatos para su cultivo.
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Fig. 1. Concentraciones celulares diarias en los medios de cultivo 
(a) f/2, f/4, y (b) f/6, f/8 al interior.
Fig. 1. Daily cell concentrations in the culture media (a) f/2, f/4, and 
(b) f/6, f/8 indoor.

Los medios de cultivo utilizados fueron el medio f/2 de 
Guillard y Ryther (1962) como medio control (nitratos: 75 
g/L) (Tabla 1) y los medios f/4 (nitratos: 37,5 g/L), f/6 (nitra-
tos: 25 g/L) y f/8 (nitratos: 18,75 g/L) como medios limitan-
tes en nitrógeno; con una salinidad de 38‰. Los cultivos que 
crecieron en los cuatro medios se inocularon con un promedio 
de 40000 cél/mL y fueron mantenidos por 7-10 días, reali-
zando conteos celulares diarios, y mediciones de luz (Extech 
Instruments), temperatura y pH (Hanna Instruments pHep). 
La biomasa (mg/L, pg/cél) fue determinada al final de la fase 
logarítmica. Los conteos celulares se llevaron a cabo con un 
hematocitómetro de 0,1 mm de profundidad en un microsco-
pio compuesto usando muestras previamente fijadas con lugol 
al 1% (Andersen, 2005). 

Determinación de peso seco y cenizas. La biomasa se 
determinó gravimétricamente por diferencia de peso entre el 
filtro de fibra de vidrio GFC con y sin muestra de microalga. 
Se filtraron 250 mL de cultivo y los filtros se secaron en una 
estufa convencional a una temperatura de 60 °C por 6-8 h 
(Sorokin, 1973). Para la determinación de cenizas se utilizó 
una mufla a 480 °C por 8 h, y la materia orgánica fue obtenida 
mediante la diferencia entre el peso seco y las cenizas, uti-
lizando una balanza analítica (METTLER Modelo AJ100). 

El peso seco en picogramos/células se determinó relacio-
nando la biomasa seca con la concentración celular en un vo-
lumen conocido, aplicando la siguiente fórmula:

pg = 
cél 

Carotenoides totales. Para la extracción de carotenoides 
se filtraron entre 20 y 30 mL del cultivo al final de la fase 
logarítmica; posteriormente los carotenoides fueron extraídos 
con acetona al 90% (Romero et al., 2008). La cuantificación 
de carotenoides totales se realizó con un espectrofotómetro 
(CARY 100 BIO UV-Visible Spectrophotometer), utilizando 
β-caroteno como estándar. 

Identificación de pigmentos. La identificación de los pig-
mentos presentes en Dunaliella se llevó a cabo mediante HPLC 
de fase inversa a 450 nm, utilizando un modelo Varian 9050 
equipado con un detector ultravioleta (UV-Visible), una bomba 
ternaria y una columna Supelcosil C18 (30 cm×4,6 mm 5-μm 
tamaño de partícula, Supelco, Bellefonte, PA, USA). Se utilizó 
una fase móvil de acetona-agua con un flujo de 1,7 mL/min y 
un loop de 100 μL, empleando una rampa de elusión para la 
identificación de pigmentos de acuerdo a Mínguez-Mosquera 
y Hornero-Méndez (1993). Se utilizaron cinco estándares: lu-
teína, zeaxantina, β-caroteno, clorofila a y clorofila b.

Análisis estadístico. Los datos de la concentración celu-
lar fueron analizados con estadística descriptiva, además de 

realizar un análisis de varianza de dos vías (medios de cultivo 
y edad) para determinar las diferencias entre tratamientos en 
cuanto a la concentración celular, biomasa seca y pigmentos 
(pg/cél y mg/L). Para determinar diferencias en la producción 
de carotenoides bajo las dos condiciones de cultivo se utilizó 
la prueba de Tukey de comparación de medias (Zar, 1999). 

RESULTADOS
Temperatura, iluminación y pH. La iluminación y la tempe-

ratura en los medios de cultivo al interior se mantuvieron cons-
tantes con 116 ± 8 μmoles/m2/seg y 26 ± 1 °C, respectivamente. 
En los cultivos al exterior la iluminación máxima promedio fue 
de 139 ± 22 μmoles/m2/seg y la mínima de 9 ± 2 μmoles/m2/seg, 
mientras que la temperatura varió de 29,1 ± 1,7 a 40 ± 3 °C. El 
pH tendió a incrementarse desde el inicio hasta el final del perio-
do de cultivo con un valor inicial de 8,7 y final de 9,0 al interior, 
mientras que al exterior la variación fue de 7,6 a 8,5. 

Concentraciones celulares. En el interior, los medios con 
mayor cantidad de nitrógeno disponible presentaron un rápi-
do crecimiento poblacional hasta el día 5 y 6, con densidades 
finales de 1,28 x 106 cél/mL (f/2) y 0,93 x 106 cél/mL (f/4); en 
los medios con mayor limitación de nitrógeno, el crecimiento 
poblacional fue menor, llegando a 0,56 x 106 cél/mL (f/6) y 

g
L microalga)(
#cél / L

x 1012
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Fig. 2. Concentraciones celulares diarias en los medios de cultivo 
a) f/2, f/4, y b) f/6, f/8 al exterior.
Fig. 2. Daily cell concentration in the culture mediums a) f/2, f/4, and 
b) f/6, f/8 outdoor.

0,47 x 106 cél/mL (f/8) (Fig. 1). Los tratamientos f/4, f/6 y f/8 
fueron menores comparados con el medio control (f/2) al final 
de la fase logarítmica (F (3, 15) = 27,7; p<0,05) (Tabla 2).

En el exterior el crecimiento poblacional fue menor en 
comparación con los cultivos al interior, con tendencia ascen-
dente hasta el día 6, alcanzando 0,76 x 106 cél/mL en el me-
dio f/2. En los medios limitantes en nitrógeno, se obtuvieron 
concentraciones finales de 0,72 x 106 (f/4); 0,62 x 106 (f6), y 
0,65 x 106 cél/mL (f/8) (Fig. 2). No se encontraron diferen-
cias significativas (p>0,05) entre el medio control f/2 y f/4; sin 
embargo, hubo diferencias (p<0,05) entre el medio control f/2 
y los medios f/6 y f/8 al final de la fase logarítmica (Tabla 2).

Al comparar las densidades obtenidas en la fase logarítmi-
ca final entre los medios al interior y exterior, se encontró que 
los del interior fueron significativamente superiores (F (3, 15) 
=15,19, p<0,05) (Tabla 2). 

Producción de biomasa seca La producción de biomasa 
seca por célula en los cultivos al interior fue aumentando de 
100 a 217 pg/cél, mientras que en el exterior pasó de 230 a 
355 pg/cél, conforme disminuía la cantidad de nitrógeno en el 
medio de cultivo (Tabla 2). 

Contenido de carotenoides totales. La concentración de 
carotenoides totales en pg/cél aumentó al ir disminuyendo la 
concentración de nitrógeno en el medio de cultivo en ambas con-
diciones; sin embargo en el exterior se encontraron las concentra-
ciones menores (F (1, 24) = 3,54, p<0,05). En estas condiciones la 
menor concentración (12,77 pg/cél) se obtuvo en el medio con-
trol (f/2), mientras que el medio f/8 al interior produjo la mayor 
concentración de carotenoides totales (46,09 pg/cél) (Tabla 2).

Producción de pigmentos por célula. Los pigmentos más 
abundantes fueron la clorofila b y la luteína, en ambos casos 
las células produjeron mayores cantidades en los cultivos al in-
terior (Tabla 2). La clorofila b presentó un intervalo de 16,05 

Tabla 2. Promedio ± desviación estándar de la concentración celular (cél/mL), peso seco, materia orgánica y carotenoides totales de 
los cultivos al interior y exterior en los medios f/2, f/4, f/6 y f/8 en la fase log final. 
Table 2. Mean ± standard deviation of cell concentration (cell/mL), dry weight, organic matter, and total carotenoids of indoor and outdoor cul-
tures with f/2, f/4, f/6 and f/8 at the end of the log phase.

Medio No. Cél/mL Peso seco
(pg/cél)

Materia orgánica
(pg/cél)

Carotenoides
(pg/cél)

Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior

f/2 1202125 ± 88412e 468750 ± 34806b 100,83±11,75a 230,56±15,3d 72,50±10,32a 94,84±5,38ab 30,18±6,23c 12,77±0,58a

f/4 793125 ± 95145d 417500 ± 81898b 139,03±20,9b 265,17±44,6d 84,83±15,22b 103,95±16,42bc 25,43±4,55bc 14,11±0,86a

f/6 512812 ± 49438c 286875 ± 40537a 164,28±24,69b 393,21±73,4e 101,65±12,11c 136,83±20,87e 41,58±2,02de 18,65±0,68ab

f/8 343125 ± 53234b 303750 ± 45081a 217,59±49,56c 355,78±40,1e 112,71±15,32c 133,01±8,58e 46,09±7,06e 33,32±2,99cd

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
Different letters mean significant differences (p<0.05).

pg/cél (f/2) a 42,49 pg/cél (f/8) al interior; mientras que al ex-
terior fue de 20,16 pg/cél (f/2) a 27,51 pg/cél (f/6). La luteína 
varió de 5,91 pg/cél (f/4) a 10,31 pg/cél (f/6) en los cultivos al 
interior y de 4,99 pg/cél (f/8) a 5,66 pg/cél (f/2) en el exterior 
(Tabla 3). El siguiente pigmento en orden de abundancia fue 
el β-caroteno. Los tratamientos al interior tuvieron un inter-
valo de 2,83 pg/cél (f/4) a 5,57 pg/cél (f/8), mientras que los 
del exterior de 3,95 pg/cél (f/2) a 4,47 pg/cél (f/6). En los 
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cultivos al exterior la limitación de nitrógeno no produjo un 
efecto significativo en la producción de β-caroteno (Tabla 3). 
La clorofila a presentó niveles de 0,42 pg/cél (f/4) a 1,81 pg/
cél (f/8) en el interior y de 0,92 pg/cél (f/2) a 1,46 pg/cél (f/8) 
en el exterior (Tabla 3). En ambas condiciones de cultivo se 
observó que la limitación en nitrógeno provocó un efecto sig-
nificativo en la producción de éste pigmento. 

La zeaxantina presentó las concentraciones mínimas en 
los tratamientos al interior, el intervalo varió de 0,020 pg/
cél (f/8) a 0,068 pg/cél (f/6), y en el exterior de 0,001 pg/cél 
(f/4) a (f/8) a 0,011 pg/cél (f/2). En los cultivos al exterior la 
limitación de nitrógeno no causó un efecto significativo en la 
producción de zeaxantina (Tabla 3).

Producción de pigmentos por unidad de volumen. La 
concentración celular alcanzada en la fase logarítmica final fue 
significativamente superior en el medio f/2 al compararlo con 
los medios limitados en nitrógeno; por otro lado, al comparar 
las condiciones al interior y al exterior, se comprobó que al 
interior permiten alcanzar mayores densidades celulares (Ta-
bla 2). Sin embrago, considerando la masa seca alcanzada, se 
observó que el medio f/2 tiene el menor rendimiento y que los 
cultivos al exterior producen mayor biomasa (Tabla 2).

Las cantidades producidas de clorofila b fueron las mayores, 
mientras que las más bajas fueron las de Zeaxantina. Las con-

Tabla 3. Promedio ± desviación estándar de la concentración de pigmentos (pg/cél) en los medios de cultivo f/2, f/4, f/6 y f/8 al interior 
y exterior en la fase logarítmica final. 
Table 3. Mean ± standard deviation of pigment concentrations (pg/cell) in the culture media f/2, f/4, f/6 and f/8 indoor and outdoor at the end 
of the log phase. 

Medio Zeaxantina Luteína Clorofila b Clorofila a β-caroteno

Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior

f/2 0,027±0,019a 0,011±0,022a 7,54±1,95ab 5,66±0,65a 16,05±1,16a 20,16±1,33ab 1,32±0,99ab 0,92±0,07ab 4,43±0,55ab 3,95±0,31ab

f/4 0,035±0,026ab 0,001±0,002a 5,91±1,68a 5,16±0,42a 17,04±1,53a 22,09±2,30ab 0,42±0,23a 1,12±0,11ab 2,83±0,76a 4,13±0,39ab

f/6 0,068±0,017b 0,005±0,009a 10,31±1,03b 5,22±0,73a 34,36±4,77c 27,51±2,73bc 1,39±0,28b 1,25±0,15ab 3,17±1,07ab 4,47±0,43ab

f/8 0,020±0,018a 0,001±0,002a 8,49±2,94ab 4,99±0,97a 42,49±4,98d 26,20±4,58b 1,81±0,26b 1,46±0,32b 5,57±2,71b 4,22a±0,71b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
Different letters mean significant differences (p<0.05).

Tabla 4. Promedio ± desviación estándar de la producción de pigmentos (mg/L) en los cultivos al interior y exterior en la fase logarítmica final.
Table 4. Mean ± standard deviation of pigment production (mg/L) in indoor and outdoor cultures at the end of the log phase.

Medio Zeaxantina Luteína Clorofila b Clorofila a β-caroteno

Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior Interior Exterior

f/2 0,03±0,0002a 0,0050±0,00007a 9,19±0,05ab 2,58±0,04a 19,56±0,11a 9,19±0,12ab 1,62±0,02ab 0,42±0,01ab 5,40±0,03ab 1,80±0,02ab

f/4 0,03±0,0003ab 0,0004±0,00001a 5,17±0,06a 2,08±0,03a 14,90±0,17a 8,91±0,14ab 0,37±0,004a 0,45±0,01ab 2,47±0,03a 1,66±0,03ab

f/6 0,04±0,0017b 0,0015±0,00004a 5,67±0,26b 1,53±0,04a 18,90±0,85c 8,05±0,19bc 0,76±0,03b 0,37±0,01ab 1,74±0,08ab 1,31±0,03ab

f/8 0,01±0,0001a 0,0003±0,00002a 2,89±0,03ab 1,70±0,11a 14,45±0,15d 8,91±0,60b 0,62±0,01b 0,50±0,03b 1,89±0,02b 1,43±0,10ab

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
Different letters mean significant differences (p<0.05). 

centraciones intermedias fueron registradas para β-carotenos 
y luteína, con las concentraciones más altas al interior y en el 
medio f/2 (Tabla 4).

DISCUSIÓN
Temperatura, iluminación y Ph. Las condiciones ambien-

tales de temperatura, pH e iluminación fueron las adecuadas 
para el cultivo y crecimiento de Dunaliella (Ben-Amotz y 
Avron, 1989; Nelson et al., 1992; Bolch, 2004). A pesar que 
los cultivos al exterior alcanzaron temperaturas cercanas a los 
40 °C, no se presentó un aumento en la salinidad debido a 
que los cultivos estaban cubiertos con tapa de plástico y se 
mantuvieron protegidos con malla sombra para evitar las altas 
tasas de evaporación; además, los cultivos estuvieron expues-
tos aproximadamente 2 horas a estas temperaturas durante el 
transcurso del día para posteriormente descender alrededor de 
los 30 °C.

Concentraciones celulares. Fazeli et al. (2006) reporta-
ron que con las especies D. tertiolecta y D. salina cultivadas 
en laboratorio bajo condiciones de estrés salino, se obtuvieron 
concentraciones celulares entre 0,24 y 1,85 x 106 cél/mL, las 
cuales son similares a las obtenidas en el presente estudio. Por 
otro lado se ha documentado que la deficiencia de nitrógeno 
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limita el crecimiento poblacional de las microalgas, las cuales 
presentan densidades bajas durante su cultivo (García-Gon-
zález et al., 2001; Hosseini y Shariati, 2009), como ocurrió en 
el presente estudio con D. tertiolecta. 

La densidad celular al interior fue mayor que al exterior, 
debido a que al interior las condiciones de temperatura e ilu-
minación fueron constantes, mientras que al exterior fueron 
variables, sobre todo en la intensidad de luz. Vásquez-Suárez 
et al. (2007) encontraron que Dunaliella salina cultivada al 
exterior bajo condiciones naturales durante el verano alcanzó 
una concentración de 0,36 x 106 cél/mL, similar a los alcan-
zados en esta investigación; sin embargo, reportaron concen-
traciones aun mayores para otra cepa de esta misma especie 
(1,6 x 106 cél/mL), mientras que para las microalgas Dunalie-
lla bardawil y D. viridis reportaron concentraciones de 2 y 3,9 
x 106 cél/mL, respectivamente. Esto indica que no todas las 
cepas de Dunaliella, poseen la capacidad de responder de for-
ma similar a las mismas condiciones de cultivo (Borowitzka y 
Borowitzka, 1988).

Producción de biomasa seca. A pesar que las condiciones 
de verano son extremas, con temperaturas elevadas, se tuvo 
una cantidad de biomasa seca de hasta un 49,5% mayor al ex-
terior que en condiciones controladas al interior. López-Sán-
chez (1999) estudió la variación estacional de la producción de 
biomasa en cultivos de dos especies de microalgas (Dunaliella 
y Chaetoceros), en laboratorio e invernadero, encontrando en 
Dunaliella que los valores de biomasa seca fueron similares 
a los reportados en esta investigación para el medio control, 
pero inferiores a los medios f/4, f/6 y f/8.

Fimbres-Olivarría et al. (2010), encontraron que la produc-
ción de biomasa de Dunaliella sp. aumentó conforme dismi-
nuyó la cantidad de nitrógeno en el medio de cultivo. Autores 
como Tillberg y Rowley (1989) y Said (2009), que estudiaron 
el efecto de la limitación de fósforo en el medio de cultivo en 
las especies Scenedesmus y D. parva, respectivamente, observa-
ron que esta condición provoca cambios morfológicos, y un 
incremento en el tamaño celular. Es posible que la viabilidad 
de ciertos nutrientes como lo es en nitrógeno, tenga un efecto 
sobre rutas anabólicas de las microalgas.

Contenido de carotenoides totales. La cantidad de caro-
tenoides totales fue aproximadamente el 47% menor al exte-
rior que al interior; sin embargo, debido a que la producción 
en biomasa fue mayor al exterior, la cosecha de los carote-
noides fue similar en ambos tratamientos, aunque mayor a 
concentraciones más limitantes de nitratos. En resultados 
obtenidos por Serpa-Ibáñez y Calderón-Rodríguez (2005), 
al analizar la concentración de carotenoides en cuatro cepas 
de D. salina cultivadas a cuatro salinidades, reportaron valores 
muy por debajo (2,5 – 17,8 pg/cél) de los obtenidos en esta 
investigación. Otros autores como Fazeli et al. (2006) repor-
taron concentraciones de carotenoides desde 0,9 hasta 8,5 pg/

cél s en dos especies de Dunaliella expuestas a condiciones 
de estrés salino. Cifuentes et al. (1996), al cultivar Dunaliella 
salina en diferentes medios bajo condiciones de laboratorio, 
reportaron concentraciones similares a las obtenidas en esta 
investigación, con valores de 42 a 79 pg/cél utilizando un me-
dio de cultivo natural enriquecido con una baja concentración 
de nitratos y de 11 a 38 pg/cél en un medio con una mayor 
concentración de nitratos. 

La cantidad y forma química del nitrógeno influye en la 
producción de carotenoides. En 2006, Serpa-Ibáñez y Cal-
derón-Rodríguez evaluaron el efecto de diferentes fuentes de 
nitrógeno en el contenido de carotenoides de cuatro cepas de 
Dunaliella salina, reportando diferencias significativas atribui-
das a la forma química biodisponible para las algas. 

Producción de pigmentos por célula. La concentración 
de clorofila b en los medios de cultivo al interior aumentó en 
relación inversa con la cantidad de nitrógeno en el medio. Ser-
pa-Ibáñez y Calderón-Rodríguez (2005) analizaron el efecto 
del estrés por salinidad en cuatro cepas de D. salina, encon-
trando concentraciones de clorofila b entre 2,7 y 6,03 pg/cél; 
estos valores son menores si se les compara con los obtenidos 
en este trabajo tanto al interior como al exterior.

En los cultivos al exterior la limitación de nitrógeno no 
produjo un efecto significativo en la producción de luteína. La 
cantidad más alta de luteína y clorofila b se explica debido a 
que estos pigmentos son los más abundantes y característicos 
de las clorofitas ( Jodlowska y Latala, 2003).

Las concentraciones obtenidas en el presente estudio de 
β-carotenos, se encuentran dentro de los valores reportados 
por Romero et al. (2008), quienes cuantificaron los caro-
tenoides totales y β-caroteno presentes en dos cepas de D. 
salina. 

Fazeli et al. (2006) reportaron concentraciones de clorofila 
a de 0,96 pg/cél para D. tertiolecta y de 1,91 para D. salina 
cultivadas bajo condiciones de estrés salino (NaCl: 1,5 M) e 
iluminación de 150 μmol/m2s; estos valores concuerdan con 
los encontrados en este trabajo.

Producción de pigmentos por unidad de volumen. Al 
relacionar las densidades celulares (cél/L) con la cantidad de 
pigmentos producidos en cada célula (pg/cél), se obtiene el 
rendimiento neto de pigmentos por unidad de volumen. En 
términos de productividad ésta variable indica el medio de 
cultivo más adecuado y las mejores condiciones para la pro-
ducción de pigmentos. Bajo este enfoque, el mejor medio de 
cultivo fue el f/2 al interior, con rendimientos de 0,03 mg/L de 
zeaxantina, 9,19 mg/L de luteína, 19,56 mg/L de clorofila b, 
1,62 mg/L de clorofila a y 5,40 mg/L de β-caroteno. 

Por otro lado, al comparar la productividad del medio f/2 
al interior con f/2 al exterior se estimó que el mismo medio 
de cultivo produce entre 2,12 y 6 veces más dependiendo del 
pigmento. 
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A pesar que el número de células es mayor en el medio f/2 
al interior, la biomasa es menor en comparación con los culti-
vos crecidos en medios limitados. Estos resultados parecieran 
contradictorios, sin embargo reflejan que las células sujetas a 
estrés por carencia de nitrógeno, tienden a ser de mayor tama-
ño. Tillberg y Rowley (1989) y Said (2009) describieron éste 
fenómeno en Scenedesmus y Dunaliella parva cuando fueron 
cultivadas en medios carentes de fósforo. Es posible también 
que al disminuir la división celular debido a la falta de de-
terminados nutrientes, la menor densidad y mayor espacio 
dentro del medio de cultivo, tenga un efecto positivo sobre la 
ganancia de biomasa de las microalgas.

En términos prácticos, las células con mayor cantidad de 
carotenoides podrían tener un mayor potencial en el mercado 
para consumo humano, a pesar que presenten un menor cre-
cimiento, ya que se trata de un producto con altos contenidos 
de carotenoides en un volumen relativamente pequeño. No 
obstante, esta hipótesis deberá ser probada en futuros expe-
rimentos.

En conclusión, la concentración de carotenoides aumen-
tó cuando Dunaliella tertiolecta fue cultivada en un medio li-
mitado en nitrógeno, pero disminuyó considerablemente su 
densidad poblacional, mientras que al comparar entre las dos 
condiciones de cultivo se encontró que son mayores al interior 
que al exterior.
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