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RESUMEN  

La presente tesis evaluó la producción de flavonoides por la microalga Chlorella 

sorokiniana aislada en el estado de Nuevo León y la actividad citotóxica de sus extractos. 

Para ello, la microalga fue cultivada bajo condiciones de estrés utilizando ZnCl₂ y L-

fenilalanina, buscando favorecer la biosíntesis de flavonoides. Posteriormente, el cultivo 

fue escalado en biorreactores de bajo costo, logrando un aumento en la producción de 

biomasa y flavonoides. 

Los extractos obtenidos fueron fraccionados y evaluados contra la línea murina 

L5178Y-R mediante ensayos de citotoxicidad. La fracción hexánica del cultivo sin estrés 

presentó la mayor actividad citotóxica, con un IC50 de 22.56 μg/mL. El análisis químico 

permitió identificar brassicasterol y ergosterol, compuestos reportados previamente con 

potencial anticancerígeno. Los resultados mostraron que el aumento de flavonoides no se 

relacionó directamente con una mayor actividad citotóxica, sugiriendo que el perfil 

metabólico global de la microalga es el principal responsable de la actividad biológica 

observada. 
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Capítulo 1. Introducción 

Las microalgas son microorganismos unicelulares y fotosintéticos que crecen 

generalmente en agua dulce y salada. El metabolismo de las microalgas permite sintetizar 

diversos compuestos bioactivos, generar un rápido crecimiento de la biomasa y también 

adecuar su composición bioquímica al entorno en el que se encuentra (1,2). 

Las microalgas son abundantes en nutrientes y sustancias bioactivas como 

proteínas, polisacáridos, lípidos, ácidos grasos, carotenoides, flavonoides, alcaloides, 

entre otros; dichas sustancias bioactivas tienen propiedades antioxidantes, antibacterianas, 

antivirales, antitumorales, regenerativas, antihipertensivos, neuroprotectores e 

inmunoestimulantes (2,3). Estas propiedades hacen que estos microorganismos 

representen un gran potencial de aplicación para diversas áreas en ciencias, en especial en 

investigaciones médicas y bioquímicas (1). 

Los flavonoides son compuestos polifenólicos sintetizados por las plantas como 

metabolitos secundarios que tienen actividad biológica, son los responsables del color, 

sabor y de algunas de sus actividades farmacológicas. Los flavonoides tienen una fuerte 

actividad antioxidante que ayuda a proteger a las plantas de condiciones desfavorables, lo 

que ha causado gran interés para diversos estudios que evalúen sus posibles efectos 

beneficiosos en enfermedades humanas. Estudios in vitro e in vivo que han demostrado 

que los flavonoides presentan actividad antiinflamatoria, inmunomoduladora y 

anticancerígena (4). 

El utilizar microalgas para el descubrimiento de nuevos fármacos tiene varias 

ventajas a comparación de la obtención de bioactivos a partir de plantas. Entre las que 



 

 

destacan el corto tiempo de generación, plasticidad metabólica, ausencia de competencia 

por la tierra cultivable, capacidad de crecimiento sin importar la estación y menor cantidad 

de requerimientos nutricionales para crecer. Además de esto, las microalgas son más ricas 

en términos de bioactividad y presencia de fitoquímicos que las plantas terrestres ya que 

producen metabolitos con una amplia diversidad química debido a las condiciones 

extremas a las que pueden crecer (p. e. alta salinidad y temperatura) (3).  

La microalga Chlorella sorokiniana se reconoce por su potencial industrial y su 

potencial de escalamiento; además de esto, su facilidad y velocidad de crecimiento en 

diferentes condiciones hacen de esta microalga atractiva para la producción y obtención 

de biocompuestos mediante diversos procesos biotecnológicos (5). 

En el presente trabajo se realizó el escalamiento del cultivo de la microalga 

Chlorella sorokiniana (cepa aislada en el estado de Nuevo León) que permitió aumentar 

la producción de flavonoides, para su posterior extracción y evaluación de su actividad 

citotóxica in vitro. 

1.1 Microalgas 

Las algas son un grupo diverso de organismos fotosintéticos. Estos organismos se 

subdividen con base a su tamaño como macroalgas y microalgas (6). Las macroalgas son 

organismos pluricelulares cuya estructura es similar a la de las plantas; cuentan con raíces, 

tallos y hojas (p. e. algas marinas). Las microalgas son organismos unicelulares 

encontrados en diversos ecosistemas del planeta, tanto acuáticos como terrestres, por lo 

que hay una gran variedad de especies que pueden vivir en diferentes condiciones 

ambientales (6,7). Estas se organizan celularmente en colonias o de forma unicelular. Las 



 

 

células de las algas también contienen cloroplastos y pirenoides; los cloroplastos son 

orgánulos presentes en las células de las plantas y de las algas que permiten realizar el 

proceso de la fotosíntesis, y también participan en procesos metabólicos de las células; 

mientras que los pirenoides ayudan a fijar el CO2 concentrado la enzima RuBisCo 

(ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa)  (6,8,9). Las algas se clasifican en 

divisiones de acuerdo con sus características morfológicas, pigmentación, naturaleza 

química de productos de almacenamiento fotosintéticos y organización de membranas 

fotosintéticas. Los cuatro grupos más importantes con base en su abundancia son las algas 

verdes (Chlorophyceae), diatomeas (Bacillariophyceae), algas verdeazules 

(Cyanophyceae) y algas doradas (Chrysophyceae) (6). 

Las microalgas desempeñan un papel importante en el ciclo del carbono, ellas 

utilizan la energía luminosa para producir materia orgánica (10). Las microalgas fijan en 

promedio 1.83 kg de CO2 atmosférico por cada 1 kg de biomasa, para convertirlo en 

productos a base de carbono. Alrededor de la mitad del oxígeno de la Tierra es producido 

por las microalgas y pueden fijar aproximadamente 100 millones de toneladas de CO2 por 

día (11).  

Las microalgas cuentan con un metabolismo variable. Si bien la mayoría utilizan 

energía de la luz, CO2 y agua para producir compuestos mediante fotosíntesis oxigénica 

(fotoautótrofas) (7,10). Algunas otras también requieren de moléculas orgánicas para 

crecer (auxótrofas), mientras que otras pueden crecer en la oscuridad utilizando moléculas 

orgánicas simples como fuente de carbono y energía (heterótrofas). Hay algas que pueden 

utilizar energía de la luz y del carbono orgánico para el crecimiento (mixotrofía). Además 



 

 

de lo ya mencionado, las microalgas necesitan nitrógeno, fósforo y azufre como elementos 

esenciales (10). 

El metabolismo variable de las microalgas permite sintetizar diversos compuestos 

bioactivos, generar un rápido crecimiento de la biomasa y también adecuar su 

composición bioquímica al entorno en el que se encuentran (1,2).  Además de esto, la 

producción de biomasa de microalgas es menos agresiva con el medio ambiente en 

comparación con otros organismos, ya que utiliza CO2 para producir oxígeno y consume 

cantidades pequeñas de agua (2). Las microalgas son abundantes en nutrientes y 

compuestos de interés como proteínas, polisacáridos, lípidos, ácidos grasos, carotenoides, 

flavonoides, alcaloides, entre otros; algunos de estos compuestos tienen propiedades 

antioxidantes, antibacterianas, antivirales, antitumorales, regenerativas, antihipertensivas, 

neuroprotectores, inmunoestimulantes, entre otras (2,3). Estas propiedades hacen que 

estos microorganismos representen un gran potencial de aplicación para diversas áreas en 

ciencias, en especial en investigaciones médicas y bioquímicas (1). 

1.1.1 Chlorella sorokiniana 

El género Chlorella es el género de microalgas más explotado comercialmente, el 

cual pertenece a la división de Chlorophyta (Chlorophyceae), conocidas como algas 

verdes. Las algas suelen ser de color verde gracias a la presencia de clorofila a y b (6). El 

género contiene muchas subespecies distribuidas en agua dulce y salada, particularmente 

en aguas con abundantes nutrientes. Son microalgas unicelulares o coloniales pequeñas 

(2-10 µm de diámetro) esféricas u ovoides, no flageladas e inmóviles, de pared celular lisa 

con un solo cloroplasto con un pirenoide (5,10). Este género es mencionado como la 

“fabrica unicelular impulsada por luz solar” ya que es posible obtener proteínas, lípidos, 



 

 

carbohidratos, pigmentos, vitaminas y minerales a partir de la biomasa(12). Una de las 

especies más utilizadas debido a su uso múltiple e innovador en biotecnología es la especie 

Chlorella sorokiniana (13).  

La especie C. sorokiniana mide alrededor de 2 a 4.5 µm de diámetro, es un alga 

unicelular robusta que puede crecer mixotróficamente en diversas fuentes de carbono y 

nitrógeno. Dicha característica le permite crecer en aguas residuales y material de desecho. 

C. sorokiniana se reconoce por su potencial industrial y su potencial de escalamiento, 

además de esto, su facilidad y velocidad de crecimiento en diferentes condiciones hacen 

de esta microalga atractiva para la producción y obtención de biocompuestos mediante 

diversos procesos biotecnológicos (5).  

1.2 Flavonoides 

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios polifenólicos que se 

encuentran ampliamente en diversas especies de plantas y algas (3,14). Los flavonoides 

tienen una estructura común que consiste en una cadena fenilpropanoide de 15 carbonos 

(C6-C3-C6), formando dos anillos aromáticos unidos por un anillo heterocíclico de pirano 

de 3 carbonos (3,4,15). Esta estructura principal varía según el nivel de oxidación, 

modificando los sustituyentes en los anillos y dando lugar a las diferentes clases de 

flavonoides, que son principalmente seis (figura 1): isoflavonoides, flavanonas, 

flavanoles, flavonoles, flavonas y antocianidinas (4,15–17). Dependiendo de los 

sustituyentes que presenten y la estructura que formen sus propiedades químicas cambian, 

de esta forma es posible estudiar las actividades biológicas que presentan los flavonoides.  



 

 

 
Figura 1. Estructuras principales de los flavonoides. 

Los flavonoides están presentes en concentraciones variables en las microalgas, 

junto con diferentes tipos de flavonoides. Durante el cultivo de microalgas, sus 

condiciones de crecimiento pueden manipularse para mejorar la producción de 

flavonoides.  El estrés inducido por metales puede promover la acumulación y producción 

de flavonoides. Se ha investigado el comportamiento de Scenedesmus acuminatus y 

Chlorella sorokiniana bajo diferentes concentraciones de ZnCl2, observando un aumento 

en la producción de flavonoides y otros polifenoles (18). También se ha estudiado la 

respuesta de Dunaliella tertiolecta a la adición de Cu²⁺ y Fe³⁺, reportando una mayor 

acumulación de flavonoides como catequina y epicatequina en respuesta al aumento de 

las concentraciones de iones Cu²⁺(19). En ambos casos, se cree que los flavonoides 

desempeñan un papel protector al proteger a las células de la toxicidad por metales (18–

20). La adición de L-fenilalanina al medio y la inducción de estrés mediante la 

concentración de nitrato también condujeron a un aumento en la producción de 

flavonoides, en base a esto se ha informado sobre la acumulación de flavonoides en 

Chlorella vulgaris y Auxenochlorella pyrenoidosa (anteriormente Chlorella pyrenoidosa) 

en condiciones de estrés por nitrato y con la adición de L-fenilalanina al medio. La L-



 

 

fenilalanina actúa como una molécula precursora que activa la síntesis de flavonoides, 

mientras que la disminución de nitrato en el medio regula la producción de flavonoides 

(21). 

Los flavonoides se han utilizado en diversas industrias, incluyendo la de colorantes 

naturales y productos cosméticos. Recientemente, la industria farmacéutica ha mostrado 

un creciente interés en estos compuestos, principalmente debido a su actividad 

antioxidante. Además, se ha demostrado que poseen otras aplicaciones en el campo 

médico, tales como actividades anticancerígena, antimicrobiana, antiviral, 

antiangiogénica, antimalárica, antioxidante, neuroprotectora, antitumoral y 

antiproliferativa (14,22,23). 

1.2.1 Ruta de biosíntesis 

En las plantas, la biosíntesis de los flavonoides es responsable de la vía del 

shikimato y la vía del acetato, ver figura 2 (24). A partir de la vía del shikimato se obtienen 

los aminoácidos L-fenilalanina y L-tirosina para iniciar la vía de los fenilpropanoides, y a 

partir de la vía del acetato se obtiene el malonil-CoA (24–26).  

Primero, se transforma la L-fenilalanina a ácido cinámico por medio de la acción 

de la fenilalanina amonio liasa (PAL); posteriormente la posición C4 del ácido cinámico 

es hidroxilada por la cinnamato-4-hidroxilasa (C4H) para obtener ácido 4-cumárico, el 

cual permite la síntesis del 4-cumaril-CoA mediante la cumarato-CoA-ligasa (4CL) 

(24,26,27).  

La 4-cumaril-CoA y la malonil-CoA sufren una condensación e isomerización 

catalizadas por la chalcona sintasa (CHS), dando lugar a la chalcola narigenina; la cual 



 

 

sufre dos reacciones mediadas por la chalcona isomerasa (CHI), una isomerización para 

producir flavanonas y una ciclación para formar naringenina (24,26,27).  

La naringenina es el precursor común de los intermediarios y productos finales de 

la síntesis de flavonoides, y es la responsable de la similitud estructural; esta molécula 

reacciona con la flavona sintasa I (FNS I) o la flavona sintasa II (FNS II) para formar 

flavonas, mientras que con la isoflavona sintasa (IFS) forma isoflavonas (24,26).  

Además, la naringenina también puede convertirse en dihidroflavonoles gracias a 

la acción de la flavanona-3-hidroxilasa (F3H), la flavonol-3'-hidroxilasa (F3'H) y la 

flavonol-3',5'-hidroxilasa (F3'5'H); y estos dihidroflavonoles pueden transformarse en 

flavonoles gracias a la flavonol sintasa (FLS) o reducirse a leucoantocianidinas por la 

dihidroflavonol-4-reductasa (DFR), y a partir de esta sintetizarse las antocianidinas a 

partir de la leucoantocinidina dioxigenasa (LDOX), las cuales pueden modificarse a 

antocianinas mediante la uridina difosfato (UDP)-glucosa flavonoide-3-O-

glicosiltransferasa (UFGT) (24,26).  

Asimismo, las leucoantocianidinas también pueden producir flavanoles a través de 

la leucoantocianidina reductasa (LAR) (24,26). Finalmente, los sustituyentes en los anillos 

se generan mediante procesos de hidroxilación, metilación, acilación y glicosilación, 

dando lugar a la diversidad estructural de los flavonoides (24,25). 

En el caso de las microalgas, se cree que sigue una ruta de biosíntesis similar al de 

las plantas, aunque las variaciones enzimáticas dependen de la especie del alga y es un 

área poco estudiada. Se ha observado que algunas microalgas carecen de la fenilalanina 

amonio liasa (PAL), lo que sugiere la existencia de rutas alternas para la síntesis de los 



 

 

precursores; también la presencia de la chalcona sintasa (CHS) se encuentra ausente en 

algunas microalgas, sugiriendo así que podrían existir enzimas oxidorreductasas 

alternativas con funciones similares a la CHS (27).  

 
Figura 2. Ruta de biosíntesis en plantas de los flavonoides. Reimpreso de Shen (24). 

1.2.2 Cuantificación por método Dowd 

 El método Dowd es una técnica colorimétrica utilizada para la cuantificación de 

flavonoides totales. Este método se basa en la formación de un complejo de color amarillo 

entre el ion Al+3 del AlCl3 y el flavonoide (figura 3); la intensidad de este color es 

proporcional a la concentración de flavonoides presentes en la muestra y puede medirse a 

una longitud de onda de 415 nm utilizando un espectrofotómetro (28–30).  



 

 

 
Figura 3. Formación del complejo entre la quercetina y el AlCl3. 

1.3 Cáncer 

El cáncer es un problema de salud a nivel mundial; es una enfermedad heterogénea 

caracterizada por una proliferación descontrolada y un ciclo celular alterado que conduce 

a un crecimiento anormal de las células que invaden y metastatizan a otras partes del 

cuerpo (4,14,31). De acuerdo con la Agencia Internacional por la Investigación del Cáncer 

(IARC por sus siglas en inglés), agencia especializada en el cáncer de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), muestra en el Observatorio Global del Cáncer un valor 

estimado de incidencias en el 2022 de 19 976 499 (figura 4), de los cuales alrededor de 

207 154 fueron en México, donde los principales tipos de cáncer son el de mama (31 043 

casos), de próstata (26 565 casos) y el colorrectal (16 082) (32,33).  

 
Figura 4. Incidencias de cáncer 2022. a) en el mundo, b) en México. Adaptado del Observatorio Global 

del Cáncer, IARC (32,33). 



 

 

Dado el impacto del cáncer a nivel mundial y su alta incidencia, es fundamental 

comprender los mecanismos subyacentes a su desarrollo. La formación de neoplasias es 

un proceso de varios pasos, implica la modificación del ADN genómico seguido del 

crecimiento selectivo de la célula mutada (34). En este sentido, las células normales sufren 

una transformación conocida como carcinogénesis para convertirse en células cancerosas, 

esta transformación se describe en tres fases clave, que abarcan varios procesos y 

características, las cuales son iniciación, promoción y progresión (34,35).  

La iniciación implica la formación de una célula preneoplásica mutada a partir de 

la acumulación de diversas mutaciones, este proceso es irreversible y dependiente de la 

dosis (34,35). La promoción implica la expansión clonal selectiva de la célula 

preneoplásica mediante un aumento del crecimiento celular, esto puede ser por un 

aumento de la proliferación celular o por una disminución de la apoptosis (34,36). Esta 

etapa es dosis-dependiente y reversible tras eliminarse el estímulo de promoción tumoral. 

La progresión incluye cambios celulares y moleculares que ocurren desde el estado 

preneoplásico hasta el neoplásico, esta etapa es irreversible e implica inestabilidad 

genética (34).  

A medida que las células pasan de la normalidad a estados de crecimiento 

neoplásico, estas adquieren un conjunto de capacidades funcionales. Estas características 

fueron propuestas por Hanahan y Weinberg en el 2000 y son conocidas como “Hallmarks 

of Cancer” (figura 5); son cruciales para la formación de tumores malignos e incluyen 

alteraciones metabólicas, evasión de supresores del crecimiento, formación de metástasis 

e inducción de angiogénesis, entre otras (37).  



 

 

 
Figura 5. Hallmarks of Cancer. Adaptado de Hanahan (37). 

1.3.1 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo es un estado de desbalance entre la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) (tabla 1) y la eficiencia de los antioxidantes, también es uno 

de los principales factores que contribuyen a las mutaciones en el ADN  (38,39). En 

condiciones normales, las células producen cantidades pequeñas de ROS y se mantienen 

en equilibrio debido a los efectos antioxidantes. Un ligero cambio en este equilibrio hacia 

el estrés oxidativo activa varias vías de señalización que generan daño al ADN, inducen 

mutagénesis, aumentan la proliferación celular y exacerban el efecto Warburg en el 

metabolismo de las células cancerosas (35).  

Tabla 1. Ejemplos de especies reactivas de oxígeno. 

Radical libre 

Oxígeno singulete 1O2 

Ión superóxido O2
· 

Radical hidroxilo OH· 

Peróxido de hidrógeno H2O2 

Radicales alcoxi y 

peroxi 
RO·, ROO· 

Radical hidroperoxilo ROOH· 



 

 

Las especies reactivas de oxígeno son moléculas formadas por la reducción parcial 

del oxígeno molecular y sus productos de reacción con otras moléculas (39). Las ROS 

funcionan como mensajeros intracelulares participando en el desarrollo celular, la 

proliferación, la diferenciación, la detección de oxígeno y la inmunidad adaptativa 

mediante modificaciones oxidativas reversibles de macromoléculas (35,39). Existen dos 

fuentes de ROS, las endógenas, células inflamatorias, mitocondrias y peroxisomas; y las 

exógenas, radiación ionizante, agentes ambientales, substancias químicas, y agentes 

infecciosos (38). 

1.3.2 Actividad anticancerígena 

Los flavonoides tienen el potencial de interrumpir la carcinogénesis a través de 

mecanismos variables, principalmente esto se asocia con su actividad antioxidante. La 

actividad antioxidante de los flavonoides está asociada a su estructura molecular, ya que 

el número y la posición de los grupos -OH, junto con su configuración, influyen en los 

sitios antioxidantes. Esto permite la eliminación de radicales libres y la quelación de iones 

metálicos (14,22). La configuración de los grupos -OH en el anillo B de los flavonoides 

determina su potencial de eliminación de ROS, ya que dona átomos de hidrógeno y 

electrones a los radicales, estabilizándolos y dando lugar a radicales de flavonoides 

relativamente estables (22,40). 

Algunos de los mecanismos de acción que pueden estar asociados a esta actividad 

incluyen: 1) supresión de la formación de ROS mediante la inhibición de enzimas 

relacionadas (xantina oxidasa, ciclooxigenasa-2, 5-lipoxigenasa); 2) quelación de metales 

traza involucrados en la generación de radicales libres; 3) eliminación de ROS; 4) mejorar 



 

 

la regulación de las defensas antioxidantes (22,40,41). Se sugiere que la actividad 

antioxidante resulta de la combinación de estos mecanismos (41). 

Además de esto, también pueden inducir la apoptosis, promover la autofagia, 

regular el metabolismo y suprimir la proliferación e invasión celular (4). Los flavonoides 

podrían dirigirse a la cascada de señalización apoptótica y estimular la vía de muerte 

celular. Además, al actuar como prooxidantes, podrían suprimir la proliferación de células 

cancerosas mediante la inhibición del receptor de crecimiento epidérmico/proteína 

quinasa activada por mitígeno (EGFR/MAPK), fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), 

proteína quinasa B (Akt), así como del factor nuclear (4). 

1.3.3 Línea celular 

1.3.3.1 L5178Y-R 

 La línea L5178Y-R deriva de un linfoma inducido en un ratón DBA/2 con 

metilcolantreno(42). Se emplea ampliamente para estudios de radio sensibilidad 

principalmente, y de toxicidad in vitro e in vivo(43). Son linfoblastos de timo, crecen en 

suspensión en medio Fischer suplementado con piruvato de sodio 0.1 g/L, bicarbonato de 

sodio 1.125 g/L, y 10% de suero de caballo en una atmosfera de 5% CO2 a 37°C(42,44,45).  



 

 

 Capítulo 2. Antecedentes 

2.1 Producción de flavonoides por Chlorella sorokiniana 

En el 2017, Hamed et al. analizaron la respuesta del estrés oxidativo de Chlorella 

sorokiniana frente a diferentes concentraciones subletales de ZnCl2 (0.4, 0.6, 1 mM) 

durante 7 días. Se analizó la respuesta a nivel de crecimiento, estrés oxidativo y 

producción de antioxidantes, como polifenoles totales, flavonoides totales, entre otros. 

Obteniendo como resultados alrededor de 1.2 mg/g de peso fresco en el cultivo control y 

alrededor de 2.4 mg/g de peso fresco en el cultivo con ZnCl2 al 1mM (18). 

En el 2019, Saad et al. realizaron un cribado fitoquímico de Chlorella sorokiniana 

utilizando medio BG-11 adicionado con solución de metales traza y una iluminación 

continua. El cribado se realizó para diversos biocompuestos, entre ellos flavonoides, para 

el cual dio positivo a la prueba de amonio/ácido sulfúrico y a la prueba de acetato/ácido 

con AlCl3 indicando la presencia de flavonoides en el extracto (46). 

En el 2019, Pikula et al. realizaron una revisión de los marcadores del estrés 

oxidativo y sus mecanismos de defensa en plantas y microalgas. Mencionando que en el 

caso de Chlorella sorokiniana el zinc causa un estrés xenobiótico en la microalga 

causando un incremento en la producción de flavonoides (20). 

En el 2020, Yadavalli et al. compararon la producción de flavonoides de Chlorella 

vulgaris y Auxenochlorella pyrenoidosa en condiciones mixotróficas y autotróficas. Se 

cultivaron en medio BG-11 y BG-11 adicionado con 3 g/L de glucosa y Na2CO3 a 28°C 

durante 20 días, adicionando a todos los cultivos L-fenilalanina al final de la fase 

exponencial para acentuar la producción de flavonoides. El peso seco de biomasa máxima 



 

 

de 13.7 g/L se observó con CV-mixotrófico seguido de AP-mixotrófico (12.9 g/L), CV-

autótrofo (12.15 g/L) y AP autótrofo (11.2 g/L). Las mayores cantidades de flavonoides 

se observaron en el caso de AP-autótrofo (138 μg/L, el día 18), seguido de AP-mixotrófico 

(120 μg/mL; día 16), CV-mixotrófico (118 μg/mL; día 17) y CV-autotrófico. (113 μg/mL; 

día 17) (21). 

En el 2022, Fernández Valenzuela et al. realizó un cultivo mixotrófico de una cepa 

de Chlorella sorokiniana aislada del estado de Nuevo León. La microalga fue cultivada 

en medio LC suplementado con 4 g/L de glucosa durante 10 días a 30°C. Obtuvieron 1.88 

g/L de biomasa seca, y posteriormente se realizó una extracción con metanol, obteniendo 

136 mg de extracto metanólico. El extracto fue analizado por UPLC-MS/MS para para 

posterior identificación de compuestos, indicando la posible presencia de flavonoides, los 

cuales podrían indicar ser hidrato de catequina, cianidina, isoquercetina, e isoramnentina 

3-O-glucosido 7-O-ramnósido (47). 

2.2 Evaluación de actividad citotóxica de extractos microalgales. 

En el 2018, Reyna-Martínez et al. evaluaron la actividad citotóxica in vitro del 

extracto metanólico crudo obtenido a partir de cepas aisladas de Chlorella sorokiniana y 

Scenedesmus sp. contra la línea murina L5178Y-R (linfoma murino) y linfocitos sanos 

mediante la técnica de MTT. El extracto de C. sorokiniana obtuvo actividad significativa 

de 17% y 61% a la concentración de 250 y 500 μg/mL respectivamente, mientras que para 

Scenedesmus sp. fue indujo 15%, 25% y 75% a 125, 250 y 500 μg/mL respectivamente. 

Se obtuvo el IC50 de ambos extractos, donde para C. sorokiniana fue de 460 ± 21.5 μg/mL, 

y para Scenedesmus sp. 362.9 ± 13.5 μg/mL. En base a los resultados, se observó que la 

actividad es dependiente de concentración contra la línea murina (48). 



 

 

En el 2022, Fernández Valenzuela evaluó la actividad citotóxica in vitro del 

extracto metanólico crudo obtenido a partir de una cepa de Chlorella sorokiniana contra 

líneas celulares MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HT29 (adenocarcinoma colorrectal), 

Vero (tejido normal de riñón) y L5178-R (linfoma murino). Presentando actividad 

citotóxica contra las líneas celulares MCF-7 (IC50 266.14 ± 7.13 μg/mL, citotoxicidad al 

70% contra línea celular MCF-7 a 500 μg/mL) y L5178-R (citotoxicidad a 250 μg/mL y 

500 μg/mL a 49.86% y 81.83% respectivamente, y la IC50 230.12 ± 4.16 μg/mL), mientras 

que con la línea celular HT-29 (citotoxicidad no superando el 30% a 15.625 μg/mL) no se 

obtuvo actividad significativa, así como tampoco contra las células Vero, no superando 

los valores de citotoxicidad superiores al 16%, no representando una toxicidad importante 

en una línea celular sana (47).  

En el 2025, Ferdous et al. evaluaron los extractos crudos de Tetraselmis sp, 

Nannochlorpsis sp obtenidos con siete solventes de distintas polaridades (metanol, etanol, 

acetona, cloroformo, acetato de etilo, diclorometano y hexano). Los extractos se probaron 

a una sola concentración de 100 μg/mL y evaluaron la inhibición de proliferación de la 

línea MCF7 a las 24, 48 y 72 horas. Los extractos que reportan tener mejor actividad 

antiproliferativa de Nannochloropsis sp a las 72 h de incubación fueron el hexánico con 

29.80%, el de acetato de etilo 42.64% y de acetona con 42.52%; mientras que de 

Tetraselmis sp reportan que el que mejor resultado fue el de cloroformo a las 48 h de 

incubación con 36.52% de inhibición (49). 

 

  



 

 

Capítulo 3.  

3.1 Análisis Crítico 

El conjunto de antecedentes sugiere que Chlorella sorokiniana es una microalga 

con capacidad demostrada para producir flavonoides y otros metabolitos secundarios bajo 

condiciones de estrés oxidativo o suplementación específica. Estudios como los de Hamed 

et al. (2017) y Pikula et al. (2019) evidencian que el zinc actúa como un agente 

xenobiótico que estimula la producción de compuestos antioxidantes, entre ellos 

flavonoides, lo cual coincide directamente con el primer componente de la hipótesis 

planteada (18,20). De manera complementaria, Yadavalli et al. (2022) demostraron que 

la adición de L-fenilalanina potencia la vía biosintética de los flavonoides, reforzando la 

plausibilidad de que un medio enriquecido con este aminoácido y zinc incremente su 

producción en C. sorokiniana (21). 

En cuanto a la actividad biológica de los extractos, diversos estudios previos 

confirman que C. sorokiniana puede generar compuestos con potencial citotóxico contra 

líneas cancerígenas. Reyna-Martínez et al. (2018) y Fernández-Valenzuela et al.(2022) 

reportaron una actividad dependiente de la concentración frente a la línea murina L5178Y-

R, alcanzando citotoxicidades superiores al 60% en extractos crudos. La observación de 

una mayor selectividad hacia células cancerígenas frente a células sanas apoya la idea de 

que parte de esta bioactividad puede deberse a metabolitos específicos, posiblemente 

flavonoides, conocidos por sus efectos citotóxicos y proapoptóticos en modelos 

cancerigenos (Kumar y Pandey, 2013; Nabavi et al., 2015). 



 

 

Sin embargo, debe considerarse que en los trabajos citados la bioactividad se 

evaluó principalmente en extractos crudos o fraccionados sin una clara atribución a 

compuestos individuales, lo que abre la posibilidad de sinergia entre metabolitos. De igual 

forma, los niveles de flavonoides detectados en microalgas son relativamente bajos en 

comparación con plantas superiores, por lo que la estrategia de inducir su producción 

mediante la suplementación de zinc y L-fenilalanina representa una innovación 

metodológica que podría superar esta limitante. Por lo que se buscó comprobar si la 

combinación de estos inductores potencia la biosíntesis de flavonoides y si estos 

metabolitos son responsables de la citotoxicidad observada frente a la línea L5178Y-R. 

3.2 Aportación científica 

Este proyecto permitió establecer las condiciones que favorecieron el incremento en 

la producción de flavonoides en Chlorella sorokiniana, así como realizar su 

fraccionamiento y evaluar su actividad citotóxica, con el fin de identificar compuestos con 

potencial terapéutico. 

3.3 Hipótesis 

La microalga Chlorella sorokiniana aislada del estado de Nuevo León es capaz de 

crecer en un medio enriquecido con L-fenilalanina y zinc aumentando su producción de 

flavonoides, los cuales pueden tener un efecto citotóxico contra la línea L5178Y-R. 



 

 

3.4 Objetivos 

3.4.1 Objetivo general 

Cultivar a la microalga Chlorella sorokiniana bajo condiciones de estrés que 

favorezcan la producción de flavonoides para realizar su extracción y fraccionamiento, y 

posterior evaluación citotóxica in vitro. 

3.4.2 Objetivos específicos 

1) Establecer las condiciones de cultivo de Chlorella sorokiniana bajo las cuales se 

aumenten los rendimientos de producción de flavonoides. 

2) Escalar la producción de biomasa. 

3) Extraer y fraccionar los flavonoides de Chlorella sorokiniana. 

4) Evaluar el efecto citotóxico de las fracciones in vitro. 

  



 

 

Capítulo 4. Metodología 

Los reactivos utilizados para la parte de cultivo de la microalga fueron proporcionados 

por el laboratorio de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Químicas, mientras que la 

cepa de Chlorella sorokiniana utilizada para este proyecto fue proporcionada por el grupo 

de investigación del Dr. Raul Reyna. Los solventes utilizados para las separaciones, así 

como el rotavapor, fueron proporcionados por el Laboratorio de Química Farmacéutica 

de la Facultad de Ciencias Químicas. La línea celular y los reactivos utilizados para el 

mantenimiento de las células y la evaluación de actividad citotóxica fueron 

proporcionados por el Laboratorio de Inmunología y Virología de la Facultad de Ciencias 

Biológicas. 

4.1 Reactivación y mantenimiento de la cepa 

La cepa de C. sorokiniana se encontraba preservada a una temperatura de 4°C en 

el medio sólido reportado previamente por López-Chuken  (LC), en condiciones axénicas 

(50). La reactivación de la cepa se realizó mediante su cultivo en el medio LC líquido 

(50). Se emplearon matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de volumen de trabajo a 

una temperatura de 28°C, 130 rpm (Thermo Scientific, Compact Digital Mini Shaker) e 

intensidad lumínica de 5000 lux. La pureza de la cepa se evaluó mediante tinción de Gram 

y siembra en caldo nutritivo para descartar la contaminación de las microalgas por hongos 

o bacterias. 



 

 

4.2  Establecimiento de condiciones de cultivo 

4.2.1 Crecimiento de la biomasa bajo condiciones de estrés 

Se cultivó la microalga C. sorokiniana en diferentes concentraciones de ZnCl2 y 

L-fenilalanina en medio LC (tabla 1). Los cultivos se prepararon por triplicado en matraces 

Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL del medio, teniendo como control un cultivo sin 

adicionar ZnCl2 y fenilalanina. Se incubaron (Shell Lab Labtech, 516 LS13016A) a 30°C, 

intensidad lumínica de 5000 luxes, y 145 rpm durante 25 días. Pasado el tiempo de cultivo, 

se centrifugó (THERMO Electron, Centra CL3R) la biomasa a 3000 rpm durante 15 

minutos a 4°C, descartando el sobrenadante.  La biomasa se secó por liofilización (Thermo 

Fisher, FR Drying) a -50°C durante 48 horas y se obtuvo el peso seco. 

Tabla 2. Condiciones de cultivos 

Cultivo 
ZnCl2 

(mM) 

L-fenilalanina 

(mM) 

C0 NA NA 

C1 0.4 0.5 

C2 0.4 1 

C3 0.6 0.5 

C4 0.6 1 

C5 1 0.5 

C6 1 1 

                                             NA: no aplica 

4.2.2 Extracción de flavonoides 

A la biomasa liofilizada se le agregó 1.5 mL de etanol al 80% y se agitó en vortex 

(Constant Speed Mixer LabLine) por 10 min. Posteriormente, se incubó a temperatura 

ambiente (25°C) durante 30 min en agitación orbital a 160 rpm cubriendo los tubos con 

papel aluminio. Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó a 3000 rpm a 4°C durante 

15 min y se filtró el sobrenadante con papel filtro no.1 (Whatman no.1, 90 mm) (51). 

Repitiendo el proceso cuatro veces a cada muestra. 



 

 

Se determinó el contenido total de flavonoides por el método Dowd. Para este método 

se preparó la curva de calibración utilizando un estándar de quercetina; los estándares se 

prepararon utilizando etanol al 80% en concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. Se 

tomó 1 mL de estándar y se adicionaron 0.2 mL de AlCl3 10% (preparado en metanol), 

0.2 mL de acetato de potasio 1 M y 5.6 mL de agua destilada; se dejó incubar la reacción 

durante 30 min a temperatura ambiente, y pasado el tiempo se midió a 415 nm en el 

espectrofotómetro UV-Vis (VELAB, VE-5100 UV). Se repitió el mismo proceso con las 

muestras y se utilizó de blanco agua destilada, los resultados fueron expresados como 

miligramos equivalentes de quercetina por gramo de biomasa seca (mg EqQ/g biomasa) 

obtenidos a partir de la ecuación 1 (R2=0.9929) (30). 

𝑦 = 0.0071𝑥 − 0.001 

4.3 Escalamiento de la producción de biomasa 

4.3.1 Biorreactores de columna de burbujeo 

Se escaló el cultivo con las condiciones del C0 y C1 (tabla 1) dado que fueron los 

que mostraron mejores resultados, utilizando unos biorreactores de columna de burbujeo. 

Dichos reactores se construyeron utilizando materiales reciclados y de bajo costo (botellas 

de PET). La incubación y manejo se llevó a cabo utilizando cajas de cartón, realizándole 

ranuras para colocar 5 cm del cuello de la botella y poder mantenerlas posicionadas; 

también se recubrió el interior de la caja con papel aluminio, favoreciendo la dispersión 

de luz dentro de ella. Se colocaron 2 tiras LED (5 m cada una) (52). 

Las botellas utilizadas se les realizaron 3 perforaciones; una en la tapa para 

introducir una válvula y poder regular el flujo de aire (figura 6c), la cual va conectado a 

(1) 



 

 

la bomba de aire (Bomba Elite 802, Lomas 802 HA802); en el fondo de la botella (figura 

6a), agregando igualmente una válvula de escape del aire inyectado; y una lateral (figura 

6b), donde se agregó un tapón de goma para facilitar la toma de muestra. Posteriormente, 

se le conectaron a las botellas manguera de plástico y filtro de membrana de fluoruro de 

polivinilideno de 0.22 µm (Millex-GV, Durapore PVDF membrane) para prevenir 

contaminación ambiental. 

 
Figura 6. Modelo de biorreactor utilizado. a) Válvula de escape de aire, b) tapón de goma para toma de 

muestra, c) válvula de flujo de aire. 

4.3.2 Desinfección de los biorreactores 

La desinfección se realizó con lavados utilizando detergente comercial para 

laboratorio (L100, gluconato de sodio 0.75%, EDTA 1%, hidróxido de sodio 1.30%, 

pirofosfato de sodio 0.90%, nonilfenol etoxilado 2%), hipoclorito de sodio comercial al 

5.25% y etanol al 70%, así como exposición a luz UV durante 45 min para la minimización 

de contaminación. 



 

 

4.3.3 Preparación de inóculo 

Se prepararon 5 matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio LC y otros 

5 matraces con 100 mL de medio LC adicionado con ZnCl2 0.4 mM y fenilalanina 0.5 

mM. Ambos cultivos fueron inoculados con 5 mL de un cultivo de 10 días preparado en 

medio LC. Los matraces se dejaron en incubación durante 7 días para posteriormente 

inocular los biorreactores con 100 mL de cultivo y 900 mL de medio nuevo. Se prepararon 

10 biorreactores con 1 L de medio cada uno, siendo 5 reactores de cultivo con medio LC 

sin suplementar y 5 reactores de cultivo con medio LC suplementado con lo anteriormente 

descrito. El crecimiento de las cepas en los biorreactores se realizó a 27°C, 5000 luxes de 

intensidad lumínica, ciclo de luz 24:0 horas e inyección de aire ambiental entre 0.1-0.5 

vvm. 

4.3.4 Monitoreo de biorreactores 

Se realizó el monitoreo de los reactores mediante densidad óptica a 750 nm con el 

espectrofotómetro UV-Vis cada 24 horas de cultivo para construir una curva de 

crecimiento. Así como visualización microscópica en fresco y con tinción Gram para 

descartar el crecimiento de hongos y/o bacterias en los biorreactores. 

4.3.5 Recolección y liofilización de biomasa 

A los 25 días se procedió a recolectar la biomasa, centrifugando el cultivo a 3000 

rpm durante 15 min a 4°C. La biomasa obtenida se secó por liofilización en las 

condiciones descritas anteriormente (apartado 4.2.1). Posterior a la liofilización, se pesó 

la biomasa seca para estimar la producción de gramos por litro de cultivo, y finalmente 

realizar la extracción anteriormente descrita. 



 

 

4.4 Obtención de fracciones 

4.3.1 Separación líquido-líquido 

El extracto etanólico obtenido se rotaevaporó a 37°C y se pesó para obtener el peso 

del extracto seco (BUCHI, Rotavapor R-300, Vacuum Pump V-300, Heating Bath B-300 

Base). Posteriormente, se recuperó el extracto y se completó hasta los 15 mL con metanol 

al 25%. Se realizó una extracción líquido-líquido con hexano en partes iguales por 

triplicado, ambas fases se recuperaron repitiendo el proceso con la fase acuosa y 

diclorometano, y finalmente con la fase acuosa y acetato de etilo (53). Las fracciones 

obtenidas de hexano, diclorometano y acetato de etilo fueron secadas por rotaevaporación; 

mientras que a la fase acuosa se rotaevaporó hasta eliminar el metanol presente y 

posteriormente se liofilizó en las condiciones descritas anteriormente (apartado 4.2.1). Se 

pesaron las cuatro fracciones, se analizaron por cromatografía en capa fina (Silica gel 60 

matrix, on TLC Alu foils, Sigma-Aldrich) eludida con diclorometano:metanol (9:1). 

Finalmente, se realizó la actividad biológica de cada fracción. 

4.5 Evaluación de actividad biológica in vitro 

4.4.1 Mantenimiento de la línea celular 

Las células de la línea L5178Y-R se mantuvieron en medio RPMI suplementado 

con 10% de suero fetal bovino inactivado, y 0.5% de solución penicilina-estreptomicina. 

Incubando a 37°C, en una atmósfera de 5% de CO2 (54). 

4.4.3 Evaluación de la actividad citotóxica de las fracciones del extracto 

Para evaluar la inhibición de proliferación celular y citotoxicidad in vitro de los 

extractos se utilizó la técnica colorimétrica de MTT (bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-



 

 

ilo-2,5-difeniltetrazol), este ensayo se basa en la reducción metabólica del MTT realizada 

por las oxidorreductasas y deshidrogenasas dependientes del NADPH mitocondriales en 

un compuesto de color azul (formazán), que se produce de forma natural cuando las 

células son viables (55,56). 

Para esta evaluación, se tomó una alícuota del cultivo celular y se lavó una vez con 

medio por centrifugación a 1800 rpm por 10 min; posteriormente se resuspendió en medio 

de cultivo completo y se ajustó a 5x104 células/mL. Las células se sembraron en 

microplacas de 96 pozos de fondo plano, conteniendo cultivos por triplicado en alícuotas 

de 200 μL (10,000 células/pozo), y se incubaron en las mismas condiciones de 

mantenimiento durante 24 horas. Posteriormente, se desechó el medio exhausto y se 

añadieron 100 μL de medio nuevo y 100 μL de tratamiento a diferentes concentraciones 

en diluciones seriadas 1:2 partiendo de 500 μg/mL. Como control positivo se utilizaron 

100 μL del antineoplásico vincristina (50 μg/mL), como molécula similar 100 μL de 

quercetina (333 μg/mL) como control negativo 100 μL de medio de cultivo, y como blanco 

pocillos sin células con 100 μL de medio; incubando los cultivos a las mismas condiciones 

durante 24 horas. Al finalizar este período de tiempo, se colocaron 15 μL de MTT a una 

concentración final de 0.5 mg/mL y se incubaron 4 horas adicionales; posteriormente se 

retiró el sobrenadante y se añadieron 80 μL de DMSO a todos los pozos, las densidades 

ópticas se determinaron en un lector de microplacas (espectrofotómetro de microplacas 

Multiskan ™ Go; Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE. UU.) a 570 nm  (47,54). 

El porcentaje de inhibición de proliferación se determinó con la siguiente fórmula: 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = 100 −  
𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 − 𝐷𝑂 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 − 𝐷𝑂 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
 𝑥 100 (2) 



 

 

Y para obtener el porcentaje de citotoxicidad, primero se debe calcular el porcentaje de 

viabilidad y posteriormente el de citotoxicidad: 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 − 𝐷𝑂 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐷𝑂 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 − 𝐷𝑂 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
 𝑥 100 

 

% 𝑐𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 = 100 − % 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 

4.5 Identificación de la composición química de las fracciones activas. 

  Se llevó a cabo la identificación de los compuestos químicos presentes en la 

fracción con mejor actividad citotóxica utilizando un equipo de cromatografía líquida de 

ultra resolución UPLC MS/MS, acoplado a un detector de masas QDA® de Waters 

(Milford, MA, EE. UU.). La columna utilizada fue ACQUITY UPLC CORTECS® C18 

1.6 µm 3.0 x 100 mm, modo ion positivo, con una temperatura de columna de 40 °C, y 

una temperatura de automuestreador 15 °C. Se tomó 1 mg de las fracciones seleccionadas 

y se disolvió en 1 mL de metanol grado HPLC, la muestra se filtró a través de un filtro 

0.45 μm y se traspasó a un vial de vidrio. La identificación se logró con ácido fórmico al 

0.1% en agua ultrapura (Fase A), acetonitrilo (Fase B) y acetato de amonio al 5 mM (Fase 

C). La velocidad de flujo utilizada fue de 0.3 mL/min, con un volumen de inyección 3 μL. 

La composición de los solventes a lo largo del tiempo fue la siguiente: inicial A: 5%; B: 

85%; C: 10%, a los 3.0 min aumento A: 15%; B: 75%; C: 10%, cambiando a los 10.0 min 

A: 5%; B: 85%; C:10%. Tiempo de corrida fue de 15.0 min. La identificación tentativa de 

los compuestos se realizó comparando sus espectros de masas con los reportados en bases 

de datos (MassBank, Metlin). 

(3) 

(4) 



 

 

4.6 Disposición de residuos 

 La disposición de los residuos se realizó de acuerdo con el reglamento de Manejo 

Integral de Residuos del departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de 

Ciencias Químicas y el reglamento de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL. 

Tabla 3. Disposición de residuos 

Colector Residuo 

A Stock B, C, D; medio LC; AlCl3, reacciones método Dowd 

C EtOH, MetOH, AcOEt, hexano  

D Diclorometano 

E orgánico Quercetina (sln), fenilalanina (sln) 

H Stock A 

Colorantes y lugol Desechos de tinciones 

Punzocortantes Agujas 

Cultivos y cepas Cultivos en placa, material desechable en contacto con cultivos 

  



 

 

Capítulo 5. Resultados y discusión 

5.1 Reactivación y mantenimiento de la cepa 

La reactivación de la cepa de C. sorokiniana se realizó conforme a lo descrito en 

el apartado 4.2.1. Durante el mantenimiento de la cepa, se realizó una curva de crecimiento 

para identificar las fases de crecimiento de la cepa (figura 7). Se observó que la fase 

estacionaria se alcanza alrededor de los 15 y 20 días,  lo cual se observó un 

comportamiento similar en los trabajos de Fernández-Valenzuela, 2022 y Cantú-Martínez, 

2023 (47,52).  

 

Figura 7. Curva de crecimiento de Chlorella sorokiniana 

5.2 Establecimiento de condiciones de cultivo 

A los 25 días se retiraron los cultivos obteniendo entre 0.48 g/L y 1.22 g/L de 

producción de biomasa. A partir de esta biomasa se obtuvieron alrededor de 10 mL de 

extracto etanólico de cada cultivo, el cual se utilizó para el análisis cuantitativo de 



 

 

flavonoides. Obteniendo de 2.25 mg equivalentes de Quercetina/g biomasa seca (eq Q/g) 

a 10.35 mg eq Q/g biomasa seca (tabla 4). 

Tabla 4. Resultados de cultivos 

Cultivo 
Biomasa 

(g/L) 

Flavonoides Totales 

(mg EqQ/ g 

biomasa) 

C0 1.22 ± 0.17 8.20 ± 2.16 

C1 0.48 ± 0.13 10.35 ± 1.54 

C2 0.59 ± 0.19 8.02 ± 1.03 

C3 0.99 ± 0.14 2.25 ± 0.75 

C4 1.08 ± 0.08 4.70 ± 1.02 

C5 0.79 ± 0.04 7.05 ± 1.14 

C6 0.91 ± 0.07 8.26 ± 2.41 

La producción de biomasa baja en algunos cultivos puede deberse al estrés al que 

fueron sometidos los cultivos, lo que se refleja en la producción de metabolitos 

secundarios antioxidantes. En el estudio realizado por Hamed et al. 2017 utilizaron las 

mismas concentraciones de ZnCl2 y obtuvieron un contenido total de flavonoides de 2.25 

mg eq Q/mg de peso fresco en un cultivo adicionado con 1 mM de ZnCl2 (18). Al 

comparar estos resultados con los obtenidos en este estudio, se puede observar que se 

obtuvo mayor contenido de flavonoides en la mayoría de los cultivos, a excepción del C3, 

donde se obtuvieron resultados similares. Por otro lado,  en el estudio de Ansilago et al. 

2021 reportaron 13.12 ± 1.33 mg eq Q/ g y 72.30 ± 5.28 mg eq Q/ g producidos por C. 

sorokiniana en medio comercial Sueoka (fotoautótrofo) y medio enriquecido con 

nitrógeno, potasio y fósforo y vinaza (mixotrófico), respectivamente (57). Los resultados 

obtenidos en este estudio fueron superiores, esto podría deberse principalmente a la 

variabilidad de concentración de los nutrientes, ya que el medio con vinaza contenía 

mayor concentración de nitrógeno, así como la adición de otros nutrientes y azucares 



 

 

presentes en la vinaza que enfatizaron el aumento de la producción de metabolitos 

secundarios, entre ellos flavonoides (57). En otro estudio, Mursandi et al. 2022 reportaron 

31.93 ± 5.60 mg eq Q/ g de biomasa al cultivar C. sorokiniana en un medio de aguas 

residuales de tofu durante 10 días; la composición exacta del medio es desconocida ya que 

solo se menciona que el agua residual contiene 0.02% de nitrógeno, 0.01% de fosforo, y 

0.07% de potasio (58). Se ha visto que la concentración de nitrógeno en cultivos 

mixotróficos y fotoautótrofos afecta la producción de metabolitos secundarios, 

principalmente en los cultivos mixotróficos, donde la fuente de carbono orgánico juega 

un papel importante en el crecimiento y desarrollo de los metabolitos aumentando la 

producción y acumulación de compuestos fenólicos (59,60). 

El análisis cuantitativo de flavonoides indica que, aunque la producción de 

biomasa pudo haberse visto afectada por el estrés, las microalgas podrían haber activado 

mecanismos compensatorios, como la síntesis de antioxidantes. Estos resultados sugieren 

que, además de los flavonoides, otras moléculas antioxidantes como los carotenoides y 

otros polifenoles, o la activación de enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, 

podrían haber contribuido a la defensa celular frente al estrés oxidativo (18). El aumento 

en la concentración de antioxidantes es consistente con la hipótesis de que, bajo 

condiciones de estrés, las microalgas tienden a incrementar la producción de compuestos 

secundarios como respuesta protectora. Sin embargo, este aumento en la producción de 

antioxidantes podría estar relacionado con una disminución en la producción de biomasa. 

El ANOVA (anexo 1, tabla 7) reveló que, al variar las concentraciones de los 

compuestos en el medio, se encontraron diferencias significativas entre los cultivos a un 



 

 

nivel de confianza del 95%, lo que indica que los factores experimentales tuvieron un 

efecto notable en los resultados. 

Por lo que se decidió continuar con una prueba de diferencia mínima significativa 

(LSD) para identificar el cultivo o cultivos que fueran diferentes (anexo 1, tabla 8), para 

posteriormente realizar una prueba F y una prueba t contra el control (anexo 1, tabla 9). 

Donde se observó que no hay diferencias significativas entre los cultivos y el control. Con 

base a esto, se optó por realizar la parte del escalamiento con el medio C0 (control) y las 

condiciones del medio C1 (0.4 mM ZnCl2 y 0.5 mM L-fenilalanina), que fue en el que se 

observó una mayor producción de flavonoides. 

5.3 Escalamiento de la producción de biomasa 

Durante el escalamiento se realizó el monitoreo de los reactores, donde no se 

observó que llegaran a la fase estacionaria sin embargo para evitar posibles 

contaminaciones con el tiempo se optó por dejarlos solamente durante 25 días (figura 8). 

Del escalamiento se obtuvieron 0.62 ± 0.05 g/L de biomasa seca del C0 (sin suplementar) 

y 0.62 ± 0.02 g/L de biomasa seca del C1 (suplementado con ZnCl2 y fenilalanina). Dicha 

biomasa fue liofilizada para realizar la extracción y cuantificación de flavonoides, como 

se describe en la metodología. Obteniendo 29.51 ± 2.29 mg EqQ/g biomasa y 36.47 ± 2.07 

mg EqQ/g biomasa de los cultivos C0 y C1 respectivamente. 

Al comparar los cultivos en matraz con los reactores, se observa un incremento 

notable en el contenido de flavonoides por gramo de biomasa, donde pasa de 8-10 mg 

EqQ/g biomasa a 29 y 36 mg EqQ/g biomasa. El incremento de la producción puede 

atribuirse a diversos factores asociados con la transferencia de masa, disponibilidad de 



 

 

gases y la inducción de respuestas metabólicas asociadas al escalamiento en sistemas 

aireados. En particular, el uso de columnas de burbujeo modifica la dinámica gas-líquido, 

donde el tamaño de burbuja y la velocidad superficial del gas determinan la eficiencia de 

transferencia de CO2 y O2. En el sistema empleado, el burbujeo tiene el rol más importante 

en el crecimiento de las microalgas, ya que al variar el tamaño de las burbujas que se 

suministra, cambia la transferencia de CO2 para la fotosíntesis, así como la eliminación 

de oxígeno disuelto.  

 
Figura 8. Curvas de crecimiento de los reactores.  

En el reactor empleado se vio afectado el tamaño de la burbuja al no poder controlarse 

este factor. Esto produjo que las burbujas teóricamente presentaran una menor relación 

área superficial/volumen reduciendo la capacidad de transferencia de masa entre las fases 

gas-liquido (61). Otro factor que considerar es la velocidad superficial del gas, al haber 

un incremento en la velocidad puede provocar una disminución del coeficiente de 



 

 

transferencia de masa como consecuencia de la transición hacia un burbujeo de alta 

densidad (61).   

El aumento de disponibilidad de CO2 favorece la fijación de carbono y la generación 

de intermediarios metabólicos como fosfoenolpiruvato y eritrosa 4-fosfatos, los cuales 

alimentan la vía del shikimato y la biosíntesis de fenilalanina (62). Este aminoácido al 

actuar como precursor y promover la síntesis de flavonoides, las condiciones de cultivo 

en el reactor pueden favorecer la producción de metabolitos secundarios (63). Además de 

esto, la aireación incrementa la transferencia de oxígeno, lo que puede aumentar el flujo 

de electrones y promover la generación ROS activando así la biosíntesis de compuestos 

antioxidantes, como los flavonoides (18,20).  

Además, el aumento de homogeneidad del cultivo reduce gradientes de luz, nutrientes 

y carbono inorgánico exponiendo a las células a condiciones que favorecen la 

acumulación de metabolitos secundarios sobre el crecimiento celular. Este 

comportamiento se refleja en un desacoplamiento entre crecimiento y producción de 

flavonoides, ya que, aunque no hubo diferencia en la producción de biomasa entre ambos 

cultivos (C0 y C1), si hubo diferencia en la concentración de los compuestos. Esto puede 

indicar que las condiciones produjeron un estrés moderado o hubo una redistribución del 

carbono disponible hacia las rutas secundarias. En el cultivo suplementado (C1), la adición 

de fenilalanina y zinc pudo haber amplificado la respuesta metabólica. Sin embargo, los 

resultados sugieren que el efecto está asociado a las condiciones de cultivo en especial a 

la aireación.  



 

 

5.4 Obtención del extracto y las fracciones 

El extracto obtenido fue llevado a sequedad mediante presión reducida y se pesó, 

obteniendo 329.75 mg de extracto crudo del C0 y 415.45 mg del C1. Ambos extractos 

fueron fraccionados de acuerdo con la metodología (apartado 4.3.1), y se obtuvieron al 

final 8 fracciones, 4 del extracto C0 y 4 del extracto C1, los cuales fueron secados y 

pesados (tabla 5).  

Tabla 5. Fracciones obtenidas a partir del extracto crudo 

Fracción 
Muestra 

C0 (mg) 

Muestra 

C1 (mg) 

Hexano (H) 19.6 91.68 

Diclorometano 

(D) 
32.4 147 

Acetato de 

etilo (AE) 
83.6 18 

Acuosa (A) 146.2 43.5 

 A las fracciones se les realizaron cromatografías en capa fina, donde se observaron 

perfiles químicos complejos en ambos cultivos, confirmando la presencia de una amplia 

diversidad de compuestos con distintas polaridades.  

 

Figura 9. Cromatografía en capa fina de las fracciones C0, fase móvil diclorometano:metanol (9:1). a) sin 

revelar b) 254 nm, c) 365 nm, d) Ce(SO4)2.  

Al observarse las placas a 254 y 365 nm se detectan varias manchas fluorescentes, 

lo cual es característico de compuestos que tienen sistemas conjugados y grupos 



 

 

cromóforos, como los compuestos fenólicos y pigmentos. La revelación con Ce(SO4)2, el 

cual es un agente oxidante, permitió visualizar bandas de compuestos susceptibles a 

oxidación, reforzando la presencia de metabolitos fenólicos, los cuales son consistentes 

con los resultados cuantitativos de flavonoides obtenidos previamente.  

Al comparar los perfiles cromatográficos de ambos cultivos se pueden observar 

diferencias marcadas en la distribución de compuestos según su polaridad. En las 

fracciones de hexano y diclorometano de la muestra C1 (figura 10) presentaron más 

compuestos apolares a comparación de dichas fracciones en la muestra C0 (figura 9). Este 

comportamiento sugiere que las condiciones del C1, tanto las propios del reactor como la 

suplementación, generaron un estrés oxidativo mayor pudiendo afectar la membrana 

celular causando una peroxidación lipídica, facilitando la extracción de compuestos 

apolares; también se pudo incrementar la producción o acumulación de metabolitos menos 

polares (64). Esto último podría suceder debido a que los flavonoides pueden sufrir 

modificaciones estructurales como metilación, acilación o glicosilación, alterando la 

polaridad de los compuestos; además de esto las microalgas pueden aumentar la 

producción de compuestos lipofílicos como carotenoides, terpenoides o lípidos oxidados, 

que también cumplen funciones protectoras frente al estrés oxidativo (65,66). 

 

Figura 10. Cromatografía en capa fina de las fracciones C1, fase móvil diclorometano:metanol (9:1). a) 

sin revelar b) 254 nm, c) 365 nm, d) Ce(SO4)2. 



 

 

 

Por otro lado, en la muestra C0 se observaron más compuestos polares, 

principalmente en la fracción de acetato de etilo (figura 9), indicando predominancia de 

compuestos con polaridad intermedia a alta, posiblemente asociados a flavonoides más 

hidroxilados o conjugados, así como otros compuestos fenólicos. Las diferencias de 

ambos perfiles cromatográficos nos sugieren que es la respuesta adaptativa de las 

microalgas en base a las condiciones de escalado, así como la suplementación con ZnCl2 

y fenilalanina. 

5.5 Evaluación de actividad biológica in vitro 

 Una vez secadas y pesadas las fracciones se procedió a evaluar su actividad 

biológica contra la línea celular de linfoma murino L5178Y-R, la cual anteriormente se 

había mostrado susceptible en trabajos previos (47,48).  Los resultados se muestran en la 

tabla 9, en los cuales se puede observar que las fracciones que obtuvieron mejores 

resultados fueron H0, H1,  AE1 y A1, en las cuales se observó actividad arriba del 70% a 

125 μg/mL, sin embargo, la fracción que más destacó fue la H0, la cual siguió presentando 

actividad arriba del 80% hasta una concentración de 62.5 μg/mL.  El resto de las fracciones 

solo presentó actividad en las concentraciones altas (250 y 500 μg/mL). La actividad de 

la mayoría de las fracciones es inferior a los controles utilizados (vincristina y quercetina) 

a excepción de la fracción H0, la cual muestra una actividad similar a la vincristina, esto 

sugiere que esta fracción contienen compuestos con potencial farmacológico. 



 

 

 

Figura 11. Resultados de ensayos de citotoxicidad. Controles utilizados: vincristina (50 μg/mL) = 78.7 ± 

4.7 % y quercetina (333.3 μg/mL) = 94.4 ± 1.1%.  

Se calcularon los valores de la concentración inhibitoria media (IC50) de las 

fracciones con mejores resultados mediante regresión sigmoidal utilizando GraphPad 

Prism, obteniendo los siguientes valores 22.56 μg/mL, 73.38 μg/mL, 64.14 μg/mL y 76.16 

μg/mL para las fracciones H0, H1, AE1 y A1 respectivamente.  

 El efecto citotóxico de C. sorokiniana contra la línea celular L5178Y-R ha sido 

reportado previamente en extractos crudos. En dichos estudios se han reportado valores 

de IC50 de 320.12 μg/mL, 460 μg/mL y 36.18 μg/mL, utilizando la misma cepa empleada 

en el presente trabajo (47,48,67).  En comparación, los IC50 obtenidos en este estudio 

fueron menores, lo que sugiere una mayor actividad citotóxica; a excepción de lo 

reportado por Domínguez Gámez (36.18 μg/mL), cuyos resultados fueron similares a los 

obtenidos en este trabajo (67). Es importante destacar que en los estudios previos se 

evaluaron extractos crudos, mientras que en el presente trabajo se evaluaron las fracciones 

obtenidas del extracto etanólico, lo que podría explicar la mayor actividad observada 

debido a una posible concentración de los compuestos bioactivos.  



 

 

5.6 Identificación de la composición química  

La caracterización de la fracción H0 mediante UPLC-MS indica que contiene 

presuntamente compuestos liposolubles, brassicasterol y ergosterol, así como 

hidrosolubles, His-Trp-Val; esto puede deberse a una emulsificación de la fase orgánica 

(hexano) y la fase acuosa al momento de realizar la separación liquido-liquido.   

Tabla 6. Moléculas identificadas de la fracción H0. 

I. 1 2 3 4 

Estructuras 2D 

  

 

- 

Nombre común Brassicasterol Ergosterol His-Trp-Val - 

IUPAC 

(3S,8S,9S,10R,13R,1

4S,17R)-17-

((2R,5R,E)-5,6-

dimethylhept-3-en-2-

yl)-10,13-dimethyl-

2,3,4,7,8,9,10,11,12,1

3,14,15,16,17-

tetradecahydro-1H-

cyclopenta[a]phenant

hren-3-ol 

(3S,9S,10R,13R,14R,

17R)-17-((2R,5R,E)-

5,6-dimethylhept-3-

en-2-yl)-10,13-

dimethyl-

2,3,4,9,10,11,12,13,1

4,15,16,17-

dodecahydro-1H-

cyclopenta[a]phenant

hren-3-ol 

L-histidyl-L-

tryptophyl-L-valine 
- 

Clase Esterol Esterol Péptido 
Posible 

glicolípido  

Formula Molecular C28H46O C28H44O C22H28N6O4 - 

Masa exacta (Da) 398.35 396.66 440.22 - 

PubChem CID 5281327 444679 145456000 - 

Rt (min) 1.524 1.666 6.370 0.774 

m/z Experimental 

[M+H]- 
399.830 396.830 441.160 701.710 

m/z Calculada [M+H]- 399.35 397.66 441.22 - 

Area (%) 21.503 37.294 2.784 38.418 

Referencia (68) (69) (70) - 

 

 De los compuestos identificados, solo del brassicasterol y ergosterol se ha 

reportado actividad biológica de interés para este trabajo; mientras que del péptido His-

Trp-Val no se ha reportado directamente.  Se han reportado péptidos bioactivos derivados 

de algas, estos dependen principalmente de su secuencia, tamaño y propiedades 



 

 

fisicoquímicas, además se ha reportado que la presencia de residuos hidrofóbicos, como 

triptófano y fenilalanina, y residuos cargados, como lisina, arginina e histidina, les permite 

interactuar con las membranas celulares y tener actividad biológica de relevancia (71–73). 

Por otro lado, el cuarto compuesto no se pudo identificar en base al espectro de masas, sin 

embargo, se puede deducir que podría corresponder a un glicolípido debido al alto peso 

molecular que presenta y el tipo de patrón de fragmentación que presenta (anexo 3, figura 

16). 

El brassicasterol y ergosterol pertenecen al grupo de esteroles y cumplen funciones 

estructurales en la membrana celular. Se ha reportado que los esteroles actúan como 

reguladores de la homeostasis del colesterol, anticonvulsivos, antidepresivos, 

hepatoprotectores e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; además de 

presentar actividad anticancerígena, antioxidante, y antiinflamatoria, entre otras (74).  

El ergosterol presente en el extracto de Termitomyces heimii se le atribuyo parte 

importante de la actividad anticancerígena contra la línea Hep G2 (hepatocarcinoma); el 

extracto produjo efectos antiproliferativos induciendo alteraciones morfológicas 

celulares, condensación nuclear y fragmentación del ADN, al estudiar el acoplamiento 

molecular in silico del ergosterol se observó que tiene alta afinidad de unión hacia 

proteínas antiapoptóticas como Bcl-XL y receptores angiogénicos como VEGFR-1 y 

VEGFR-3 sugiriendo que el ergosterol podría favorecer la apoptosis al inhibir proteínas 

antiapoptóticas e inhibiendo la angiogénesis y migración celular (75). En otro estudio, se 

observó que el ergosterol presente en el extracto de Ganoderma lucidum redujo la 

viabilidad de las líneas MCF-7 (adenocarcinoma de mama ER+), MDA-MB-231 



 

 

(adenocarcinoma de mama ER-, PR-, HER2-) y BT-474 (adenocarcinoma de mama 

HER2+) (76).  

En el caso del brassicasterol, se ha observado que reduce la viabilidad de las 

células LNCaP y PC-3 (adenocarcinoma de próstata), además de suprimir la expresión del 

antígeno prostático especifico (PSA) y los receptores de andrógenos (AR), también se 

observó la inducción de apoptosis evidenciada por el aumento de caspasa-3 activada y la 

disminución de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), además de provocar la detención 

del ciclo celular en fase sub-G1, indicando la fragmentación del ADN y la apoptosis (77). 

Al utilizar el brassicasterol en ratas con cáncer de vejiga inducido se observó que este 

compuesto disminuyó la expresión de genes relacionados con el ciclo celular, 

particularmente ciclina D1, proteína clave en la regulación del ciclo celular que suele 

sobre expresarse en diferentes tipos de cáncer; así como los factores de transcripción c-

fos y c-jun (componentes de AP-1) los cuales están involucrados en la proliferación 

celular, además se observó una reducción de ciclooxigenasa-2 (COX-2), marcador clave 

de la inflamación asociado a la promoción tumoral (78,79).  

El brassicasterol aislado de la corteza de raíz de Rhizophora apiculata mostró 

actividad citotóxica frente a MCF-7, A549 (adenocarcinoma pulmonar) y HeLa 

(adenocarcinoma de cérvix) presentando los siguientes resultados de IC50 78.88, 61.77 y 

79.04 μM respectivamente; además se menciona que al combinar el brassicasterol con 

estigmasterol; otro fitoesterol aislado con los siguientes resultados de IC50 67.95, 54.9 y 

71.2 μM respectivamente; incrementa la citotoxicidad disminuyendo el IC50 a 28.48, 

51.62 y 34.50 μM, en las líneas MCF-7, A549 y HeLa respectivamente; sugiriendo un 

posible efecto sinérgico entre ambos fitoesteroles (80).  



 

 

Además de la evidencia reportada sobre la actividad biológica del ergosterol y el 

brassicasterol, es importante interpretar estos reportes en conjunto con la actividad 

detectada por la fracción H0, la cual mostró un valor de IC50 de 22.56 μg/mL frente a la 

línea L5178Y-R; esa respuesta indica una citotoxicidad relevante, sin embargo, es poco 

probable que pueda atribuirse exclusivamente a la presencia de estos fitoesteroles. A pesar 

de que ambos compuestos han demostrado actividad citotóxica en diferentes líneas 

celulares, los valores de IC50 reportados para estos compuestos individuales suelen 

encontrarse en rangos micromolares moderados, lo que sugiere que su potencia individual 

es limitada en comparación con extractos complejos.  

Asimismo, los fitoesteroles son capaces de modular las propiedades 

fisicoquímicas de las membranas celulares, particularmente su integridad y fluidez, debido 

a su similitud estructural con el colesterol; esta interacción con los lípidos de membrana 

puede favorecer la permeabilidad celular y facilitar la entrada d otros compuestos 

bioactivos o potenciar efectos citotóxicos (81,82). Con base en esto, se ha propuesto que, 

en extractos complejos, la actividad biológica observada no es atribuible a un único 

metabolito, sino al efecto sinérgico derivado de la interacción entre múltiples 

componentes presentes en la matriz (83,84). En conjunto, estos resultados respaldan la 

idea de que la presencia de brassicasterol y ergosterol, junto con otros metabolitos 

presentes en la fracción H0, contribuyen a potenciar la actividad citotóxica observada a 

través de un efecto sinérgico entre los distintos componentes.  

  



 

 

Capítulo 6. Conclusiones 

La concentración más alta fue de 10.35 equivalentes de quercetina/g de biomasa 

seca cuando se trabajó a nivel de matraz, el cual fue obtenido en el cultivo adicionado con 

0.4 mM ZnCl2 y 0.5 mM de L-fenilalanina (C1). Se observó que la suplementación con 

ZnCl2 y L-fenilalanina no generó diferencias significativas en la producción de 

flavonoides a nivel de matraz en comparación con el control (C0). 

Al escalar, se vio aumentada la producción de flavonoides en ambos cultivos, 

obteniendo 36.47 ± 2.07 y 29.51 ± 2.29 mg equivalentes de quercetina/g de biomasa seca, 

de los cultivos C1 y C0 respectivamente. Sin embargo, los rendimientos fueron similares 

en cuanto a la producción de biomasa entre ambos medios utilizados.  

La extracción permitió obtener 329.75 mg y 415.45 mg de extracto etanólico crudo 

de los cultivos C0 y C1 respectivamente; el fraccionamiento permitió obtener compuestos 

de distintas polaridades, con una mayor recuperación de compuestos polares en el C0 y 

compuestos apolares en el C1, indicando que las condiciones de cultivo influyen en el 

perfil metabólico.  

Se evaluaron las 8 fracciones obtenidas contra la línea murina L5178Y-R, 

observándose actividad mayor al 80% de citotoxicidad en las concentraciones altas (250 

y 500 μg/mL) a excepción de la fracción acuosa del cultivo sin estrés (A0), y destacando 

la fracción hexánica del cultivo sin estrés (H0) como la más activa con un IC50 de 22.56 

μg/mL. 



 

 

En la fracción H0 se identificaron 2 compuestos de interés, brassicasterol y 

ergosterol, los cuales se han reportado con actividad citotóxica; además de posiblemente 

haber presentado un efecto sinérgico en conjunto ambos compuestos. 

En conjunto, los resultados indican que el aumento en la producción de 

flavonoides no se relaciona directamente con una mayor actividad citotóxica, y que el 

perfil metabólico es un factor determinante en la actividad biológica de la microalga. Por 

ello, se rechaza la hipótesis planteada inicialmente, ya que, aunque fue posible establecer 

condiciones que favorecieron la producción de flavonoides y se identificaron compuestos 

con potencial terapéutico, el incremento de estos metabolitos no se asoció con un aumento 

en la actividad citotóxica observada. 

  



 

 

Capítulo 7. Perspectivas 

Como prospectos a futuro dado que exceden los alcances de este proyecto quedan 

evaluar las fracciones con otras líneas celulares cancerígenas y con una línea celular sana; 

así como identificar los compuestos presentes en las demás fracciones que permita 

conocer más del metabolismo de la microalga frente a las condiciones utilizadas en este 

proyecto.  
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Anexos 

Anexo 1. Tablas de análisis estadísticos.  

Tabla 7. Análisis de varianza 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 
Valor crítico 

para F 

Entre grupos 132.822 5.000 26.564 4.362 0.017 3.106 

Dentro de los grupos 73.077 12.000 6.090    

Total 205.899 17.000     

 

Tabla 8. Prueba de diferencia mínima significativa 

  Diferencia absoluta Diferencias<LSD 

A-B 2.33 VERDADERO 

A-C 8.09 FALSO 

A-D 6.28 FALSO 

A-E 3.30 FALSO 

A-F 2.08 VERDADERO 

B-C 5.76 FALSO 

B-D 3.95 FALSO 

B-E 0.97 VERDADERO 

B-F 0.25 VERDADERO 

C-D 1.82 VERDADERO 

C-E 4.79 FALSO 

C-F 6.01 FALSO 

D-E 2.98 FALSO 

D-F 4.19 FALSO 

E-F 1.22 VERDADERO 

 

Tabla 9. Pruebas F y t contra control 

  Cultivo 2 Cultivo 5 Cultivo 6 

Prueba F* 4.42 3.57 0.80 

Prueba t** 0.08 0.47 -0.02 

*F critica: 39. **t critica: 2.78 

 

 



 

 

Anexo 2. 

Tabla 10. Resultados de ensayos de citotoxicidad 

Concentración 

(μg/mL) 

H0 D0 AE0 A0 H1 D1 AE1 A1 

(% citotoxicidad)* 

0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

15.625 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 5.5 ± 5.5 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 3.6 ± 3.6 5.3 ± 5.3 
9.8 ± 

32.9 

31.25 
65.7 ± 

8.3 
0.0 ± 0.0 1.5 ± 1.5 0.0 ± 0.0 0.8 ± 0.8 3.5 ± 1.8 1.7 ± 1.7 

11.3 ± 

6.4 

62.5 
82.9 ± 

0.1 
5.8 ± 5.8 

20.0 ± 

11.1 
0.0 ± 0.0 

24.2 ± 

20.3 
3.0 ± 1.8 

40.6 ± 

19.2 

35.7 ± 

7.2 

125 
84.4 ± 

0.6 
42.6 ± 16.2 

52.8 ± 

26.6 
0.0 ± 0.0 

78.3 ± 

4.4 
39.4 ± 6.5 

72.9 ± 

10.7 

71.1 ± 

1.8 

250 
84.0 ± 

0.3 
83.7 ± 1.5 

82.3 ± 

3.3 
0.0 ± 0.0 

82.1 ± 

5.5 
79.3 ± 8.8 

81.1 ± 

6.7 

84.9 ± 

4.5 

500 
83.3 ± 

0.8 
83.1 ± 1.3 

83.6 ± 

1.3 

52.3 ± 

23.1 

82.8 ± 

4.3 
82.5 ± 5.4 

82.7 ± 

3.9 

84.0 ± 

5.3 

Vincristina (50 μg/mL) = 78.7 ± 4.7 % 

Quercetina (333.3 μg/mL) = 94.4 ± 1.1% 

*Los valores se expresan como media ± error estándar de la media (n = 3). 

 

Anexo 3. Cromatograma y espectros de masas. 

 

Figura 12. Cromatograma de la fracción H0. 



 

 

 

Figura 13. Espectro de masas del compuesto 1 de la fracción H0. 

 

Figura 14. Espectro de masas del compuesto 2 de la fracción H0. 



 

 

 

Figura 15. Espectro de masas del compuesto 3 de la fracción H0. 

 

Figura 16. Espectro de masas del compuesto 4 de la fracción H0. 
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