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Resumen

El cultivo de microalgas de interés económico en condiciones no axénicas
puede ser utilizado para acuicultura y tratamiento de aguas residuales; mien-
tras que el cultivo axénico es utilizado para la extracción de productos comer-
ciales. Sin embargo, el comportamiento de las microalgas axénicas puede va-
riar con respecto a las cultivadas en condiciones no axénicas. El objetivo de este
estudio es evaluar la respuesta de la microalga Chlorella sorokiniana en fun-
ción del pH (5, 6, 7, 8 y 9), temperatura (25, 30, 37, 40 y 42°C) y salinidad (15,
25 y 35 ppm) en cultivos no axénicos y axénicos. Todos los bioensayos se reali-
zaron con fotoperíodo 12:12h, 98µmol.quanta.m-2.s-1, 28ºC. Los cultivos no
axénicos con medio ALGAL por triplicado se mantuvieron en volumen de 250ml,
en matraces de 500ml de capacidad. Mientras que, los cultivos axénicos por
cinco réplicas se realizaron en tubos de ensayo con volumen de 15ml, en condi-
ciones autotróficas, mixotróficas y heterotróficas con medio organotrófico. En
cultivos no axénicos, la microalga fue más sensible a la salinidad, temperatura
y pH <5, con un crecimiento óptimo a 30ºC y pH 7-8 en medio no salino. En
cambio, en condiciones axénicas, la microalga fue capaz de crecer hasta 42ºC,
35 ppm de salinidad, a partir de pH 3 alcanzando mayor crecimiento a pH 7-8,
entre 0 y 25 ppm y a 37ºC en mixotrofía. La síntesis de clorofila fue mayor en
cultivos no axénicos. Estos resultados sugieren que la respuesta de C.
sorokiniana, al pH, temperatura y salinidad puede ser modulada por la flora
bacteriana asociada.
Palabras clave: Chlorella sorokiniana, pH, salinidad, temperatura, axénico,
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Introducción

La variación de las condiciones
de cultivo, tales como el tipo y con-
centración de nutrientes, temperatu-
ra, pH, intensidad luminosa,
fotoperíodo, régimen de cosecha de
cultivos discontinuos, continuos o
semicontinuos, manipulación
genética, entre otros (15, 27 y 37) ha
contribuido a establecer sistemas di-
rigidos hacia la obtención de biomasa
microalgal (17 y 18). La respuesta de
las microalgas al pH varía amplia-
mente, debido a que este factor deter-
mina la solubilidad del dióxido de car-
bono y de los minerales en los culti-
vos e influye directa o indirectamen-
te en su metabolismo (28, 32 y 38). La
temperatura no solo afecta las reac-
ciones celulares, sino también los re-
querimientos nutricionales y la com-
posición de la biomasa, así como la
solubilidad de los gases en el agua (1,
14, 24, 37, 38 y 40).

Los cultivos masivos de
microalgas se obtienen típicamente de
manera fotoautotrófica, bien sea por
el uso de estanques abiertos y luz na-
tural o por una variación de sistemas
más intensivos. Sin embargo, se pre-
sentan alternativas de producción de
biomasa microalgal, tanto en condi-
ciones mixotróficas como
heterotróficas. Es decir, cuando son
capaces de asimilar fuente de carbo-
no orgánica exhibiendo un crecimien-
to organotrófico (26, 27 y 35).

Los cultivos mixotróficos produ-
cen una elevada cantidad de biomasa
comparada a la autotrofía y heterotrofía
y ello se debe posiblemente al efecto
energético de la luz y del sustrato orgá-

nico (19, 25, 28 y 36). Mientras que los
cultivos heterotróficos, desde una pers-
pectiva de ingeniería tienen ventajas
sobre los sistemas fotosintéticos ya que
se logra obtener proteínas,
carbohidratos, lípidos, entre otros, a un
menor costo, por prescindir de la ilumi-
nación (10 y 43).

Cuando las microalgas están
asociadas a bacterias en la naturale-
za (no axénicas), se ejerce una
interacción que puede ser beneficiosa
para ambos; de tal manera que la
microalga es capaz de asimilar pro-
ductos de la actividad bacteriana en
el medio. Así mismo, la flora
microbiana asociada está implicada
en la regulación de parámetros fisio-
lógicos como pH, temperatura y
salinidad. En cambio, en condiciones
axénicas, las microalgas no llegan a
alcanzar un crecimiento óptimo, por
carecer de la flora microbiana asocia-
da; la cual le aportará factores esen-
ciales para estimular el crecimiento
(7 y 10).

En condiciones de laboratorio,
las cepas de microalgas axénicas son
de suma importancia en estudios
bioquímicos, fisiológicos, genéticos y
taxonómicos (19). Los trabajos reali-
zados con microalgas desde el punto
de vista fisiológicos son de gran inte-
rés, ya que permiten dilucidar si la
microalga posee o no mecanismos fi-
siológicos que le permitan regular con-
diciones ambientales estresantes, ta-
les como elevada salinidad, pH, tem-
peratura, limitación de nutrientes,
deshidratación, entre otros (12, 13 y
41). Es por ello que es necesario reali-
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zar estudios sobre la reacción de una
microalga ante factores ambientales,
la cual puede variar en función de la
ausencia o presencia de bacterias aso-
ciadas.

Entre las microalgas de mayor
importancia se encuentra Chlorella
por su valor económico y nutricional,
tanto a nivel animal como humano.
Por ejemplo, Chlorella vulgaris ha
sido utilizadapor su calidad proteica
(28) e incluso presenta propiedades
antitumorales (30). Actualmente, re-
presenta un sistema biológico ideal
para diferentes líneas de investiga-
ción y además presenta una alta efi-
ciencia por su fácil adaptación en con-
diciones de laboratorio (4, 5, 6, 9, 19,
21, 28, 31 y 32).

Los cultivos axénicos de
microalgas de interés en biotecnología
pueden ser utilizados para fines

farmacológicos y de nutrición huma-
na. Mientras que, los cultivos no
axénicos en los cuales se mantiene la
flora bacteriana asociada pueden ser
seleccionados para acuicultura, nutri-
ción animal o para biofertilizantes.
Sin embargo, la respuesta de las
microalgas para cada condición de
cultivo es susceptible de ser modifi-
cada en función de diversos
parámetros de cultivos. No obstante,
actualmente se tiene poca información
fisiológica de cepas de Chlorella cul-
tivadas tanto en condiciones axénicas
como no axénicas (32). En este senti-
do, se reporta el efecto del pH,
salinidad y de la temperatura sobre
el crecimiento y contenido de
pigmentos de la microalga Chlorella
sorokiniana en cultivos discontinuos
axénicos y no axénicos y en condicio-
nes mixotróficas y heterotróficas.

Materiales y métodos

Microalga estudiada. Se se-
leccionó la microalga Chlorella
sorokiniana, procedente del Embalse
de Tulé ubicado en la Costa Nor-Oc-
cidental del Lago de Maracaibo, Mu-
nicipio Mara, estado Zulia, Venezue-
la y aislada mediante la técnica de di-
lución en serie en cultivo selectivo lí-
quido y sólido. La ubicación
taxonómica de la microalga se deter-
minó mediante el uso de claves
taxonómicas y estudio fisiológico y
bioquímico realizado a la cepa (3, 19,
20, 21 y 44).

Descripción de Chlorella.
Se describió la microalga Chlorella
mediante la observación de sus célu-
las en un examen al fresco y en lámi-

nas fijadas a través del microscopio
óptico. Además se observaron las ca-
racterísticas morfológicas coloniales
de la microalga tanto en medio inor-
gánico como orgánico.

Obtención del cultivo
axénico de la microalga Chlorella.
Colonias de la microalga libres de bac-
terias se aislaron a partir de cultivos
unialgales, mediante siembra en me-
dio sólido inorgánico (figura 1). Las
placas se incubaron a temperatura am-
biente, bajo un sistema de iluminación
continua a una intensidad luminosa de
98 µmol quanta.m-2.s-1. Posteriormen-
te las colonias de la microalga aisla-
das se sembraron en medio de cultivo
organotrófico (8), como control para
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garantizar las condiciones axénicas de
la microalga en cultivo líquido y sóli-
do.

Estudios fisiológicos. Todos
los cultivos se realizaron con medio
comercial ALGAL con un fotoperíodo
de 12:12 h, a una intensidad lumino-
sa de 98 µmol quanta.m-2.s-1, 28ºC y a
pH inicial de 7. Los cultivos no
axénicos con aireación constante, se
iniciaron con un inóculo de 1x106

cel.ml-1 en un volumen de 250 ml en
matraces de 500 ml de capacidad.
Mientras que, los cultivos axénicos
con agitación mecánica, se iniciaron
por quintuplicado con 5x105 cel.ml-1 en
un volumen de 15 ml en tubos con
tapa de baquelita.

pH. El crecimiento y la produc-
ción de pigmentos de C. sorokiniana,
se evaluaron a pH 1, 3, 5, 6, 7, 8 y 9,
tanto en cultivos axénicos como no
axénicos. Los cultivos no axénicos fue-
ron tamponados con Tris HCl a
25mM. A cada tratamiento se le ajus-

tó el pH dos veces por día, mientras
que el control correspondió a cultivos
sin ajuste de pH.

El pH en los cultivos axénicos se
evaluó en medio de cultivo
organotrófico con una intensidad lu-
minosa de 98 µmol quanta.m-2.s-1,
mediante la condición mixotrófica y
en condiciones heterotróficas bajo os-
curidad. El control correspondió a
cultivos autotróficos realizados con
medio inorgánico ALGAL.

Todos los cultivos se mantuvie-
ron durante 15 días a 25 ± 2°C y al
término del cual se determinó la den-
sidad celular, contenido de pigmentos
y el pH final. Los cultivos axénicos no
fueron tamponados a fin de evitar
efecto del mismo sobre las células li-
bres de bacterias.

Salinidad. Este experimento se
realizó tanto en cultivos axénicos
como no axénicos y se utilizó agua de
mar ajustada a las salinidades de 15,
25 y 35 ppm. El control consistió en

Figura 1. Aislamiento de colonias de la microalga Chlorella
sorokiniana.

Chlorella sorokiniana
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cultivos no salinos. A los de 15 días
de iniciado el experimento se deter-
minó el crecimiento celular y el con-
tenido de pigmentos.

Temperatura. Los cultivos se
hicieron crecer a 25, 30 y 37°C en con-
diciones no axénicas, y a 25, 37, 40 y
42°C en condiciones axénicas. El me-
dio de cultivo organotrófico se utilizó
en cultivos mixotróficos y
heterotrófícos, mientras que el control
se mantuvo con medio inorgánico
ALGAL y correspondió a los cultivos
autotróficos.

Medios de cultivo: a) Inorgá-
nico. Se utilizó agua destilada este-
rilizada mediante autoclave a 121°C
y 15 psi durante 20 minutos. Poste-
riormente, el agua se enriqueció con
medio de cultivo ALGAL a una con-
centración equivalente a 6,0 y 8,0 mM
de NaNO3 (14). El medio sólido se rea-
lizó con agar-agar 1,5% suplementa-
do con nutrientes ALGAL. b) Orgá-
nico. Se preparó medio líquido en
tubos con tapa de baquelita de capa-
cidad 20 ml y medio sólido en placas
de Petri. Luego de esterilizado el me-

dio organotrófico conformado por ex-
tracto de levadura, peptona y glucosa
a 5,0; 1,5 y 2,5 g.L-1 respectivamente,
se procedió a adicionarle medio
ALGAL a una concentración equiva-
lente a 8,0 mM de NaNO3 (8).

Evaluación de la biomasa:
A) Recuento celular. El creci-

miento se calculó mediante el recuen-
to de células con un microscopio ópti-
co binocular en cámara de Neubauer
mejorada de 0,1 mm de profundidad
(15).

B) Determinación de
pigmentos. La clorofila a, b y los
carotenoides totales se determinaron
mediante extracción metabólica. La
concentración expresada en pg.cel-1

fue determinada a partir de la ecua-
ción propuesta por Wellburn (42).

Análisis estadístico. El creci-
miento y la producción de pigmentos
de la microalga en los cultivos no
axénicos y axénicos se analizaron a
través de la prueba de Scheffé me-
diante el programa estadístico Stat
Most for Window versión 3.0 (Stat
Most Corporation, 1995).

Resultados y discusión

Característica morfológica de
Chlorella. Es una microalga
unicelular inmóvil, sin constricción en
la parte media de la célula, de forma
esférica, con pared celular lisa y con un
cloroplasto en forma de copa (4, 5 y 22).
Las colonias de Chlorella a veces están
rodeadas de mucílago y la modalidad
de la agregación de la célula es carac-
terística de las especies lo que facilita
su identificación. Aproximadamente, el
90% forman parte del plancton o del

bentos de aguas dulces (16).
pH. El crecimiento de la

microalga (densidad celular) tanto en
cultivos axénicos como no axénicos, se
incrementó con el pH. Para los culti-
vos no axénicos, se obtuvieron los
mayores valores a pH 8 y 9, con
344,68±33,45 y 352,34±51,47x106

cel.ml-1, respectivamente (cuadro 1).
Siendo el pH 1 y 3 letal para la
microalga. Por el contrario, cuando el
pH se incrementó a 5 comenzó el cre-
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Cuadro 1. Densidad celular (x106 cel.ml-1) y contenido de pigmentos
(pg.cel-1) de la microalga Chlorella sorokiniana en función
del pH en condiciones no axénicas.

pH Densidad celular Clorofila Carotenoides Chlo/caro

Control 168,27±01,43 1,58±0,04 0,37±0,04 4,17
5,0 0,22±00,01 ND ND ND
6,0 154,52±01,11 0,33±0,01 0,06±0,01 5,35
7,0 192,46±06,46 1,59±0,01 0,27±0,01 5,88
8,0 344,68±33,45 1,60±0,01 0,17±0,01 9,41
9,0 352,34±51,47 1,40±0,05 0,19±0,02 7,37

Cultivos realizados en condiciones axénicas. Control: no tamponado y no ajustado, con pH
final de 9. Chlo/Caro: relación clorofila /carotenoides. Cultivos a pH 5,0 con un porcentaje
de inhibición del 81,79% en relación al cultivo control. ND: no determinado por baja densi-
dad celular.

cimiento de la microalga, pero aún con
una inhibición del 81,79% respecto al
control.

En condiciones axénicas, la
microalga también incrementó su cre-
cimiento en función del pH, lo cual
indica que su densidad celular se
optimiza en el rango alcalino, pero a
diferencia de los cultivos no axénicos
presentó tolerancia a pH 1 y 3, aun-
que el crecimiento se mantuvo inhi-
bido a pH 1 la microalga fue capaz de
crecer a partir de pH 3, en cultivos
autotróficos, heterotróficos y
mixotróficos con un incremento de 4;
77,5 y 169 veces respectivamente, en
relación a la densidad celular (0,5x106

cel.ml-1) con la que se inició el cultivo
(figura 2). Los cultivos mixotróficos y
heterotróficos con un pH final de 7,8
produjeron los mayores valores de
densidad celular con 122,64±1,33 y
109,43±1,48x106 cel.ml-1. A diferencia
de éste último, en los cultivos
autotróficos se encontró el valor más
elevado de crecimiento celular a pH

final de 8,2 y 9,6 con 15,29±0,03 y
16,87±0,04x106 cel.ml-1 respectiva-
mente.

Así mismo, el crecimiento de la
microalga fue estimulado en función
de la presencia de sustratos orgáni-
cos en el medio de cultivo (autotrofía<
heterotrofía<mixotrofía) (figura 2). Es
decir, el medio de cultivo organotrófico
con iluminación fue el que indujo un
mayor crecimiento de la microalga
Chlorella. Diversos reportes indican
que la condición mixotrófica de creci-
miento contribuye a una mayor pro-
ducción de biomasa en diversas
microalgas, con respecto a la
heterotrofía y autotrofía (10, 11, 23,
33 y 38).

Estos resultados indicaron tam-
bién que, el medio de cultivo además
del pH, ejercieron influencia sobre el
crecimiento. En el medio inorgánico,
la mayor densidad celular se alcanzó
a pH final de 9,6, mientras que en
medio organotrófico con iluminación
y bajo oscuridad, se produjo un pH fi-
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nal de 7,8 (figura 2). Es posible, que
la carga neta de ciertos sustratos or-
gánicos en el medio de cultivo, varíe
en función del pH, lo cual puede in-
fluir en el crecimiento.

Por otra parte, el hecho de que
esta cepa de Chlorella fuese capaz de
tolerar un medio de cultivo en condi-
ciones axénicas resultó de interés fi-
siológico. Sin embargo, en su hábitat
natural, caracterizado por su asocia-
ción con bacterias, la microalga no
creció y perdió viabilidad a pH infe-
riores a 6. Esto significa que en con-
diciones axénicas presentó mecanis-
mos fisiológicos inherentes exclusiva-
mente a la microalga, capaces de re-
gular condiciones ambientales muy
ácidas, las cuales muchos
microorganismos fotosintéticos no son
capaces de tolerar, aún cuando están
libres de bacterias. En este sentido,
se ha reportado que a las especies C.
ellipsoidea y C. saccharophila crecen

satisfactoriamente a pH entre 2 y 3 y
que esta propiedad constituye además
una característica taxonómica útil
para separar especies dentro del gé-
nero (21).

La producción de clorofila en con-
diciones no axénicas fue superior en el
control y en los cultivos a pH 7 y 8, con
diferencia significativa (P<0,05). En
cambio, en condiciones axénicas, el pH
no ejerció influencia en el contenido de
clorofila, debido a que entre pH 3 y 9
se encontraron valores similares, en-
tre 0,37 y 0,45 pg.cel–1 (figura 3). Sin
embargo, este pigmento se produjo
más en condiciones no axénicas con
diferencia significativa (P<0,05), con
valores de 3,5; 5,3 y de 5,7 veces más
superiores a los obtenidos en los culti-
vos axénicos mixotróficos,
heterotróficos y autotróficos, respecti-
vamente. Estos resultados se reflejan
de igual manera por las elevadas rela-
ciones clorofila/carotenoides registra-
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Figura 2. Influencia del pH sobre el crecimiento (x106 cel.ml-1) de la
microalga Chlorella sorokiniana en cultivos axénicos y no
axénicos.

*Cultivo control con pH final de 8.9
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Cuadro 2. Relación clorofila/carotenoides en cultivos mixotróficos y
heterotróficos de la microalga Chlorella sorokiniana en
función del pH, en condiciones axénicas.

pH Relación clorofila/carotenoides

Inicial Final Autotrofía Mixotrofía Heterotrofía

1 1,1 ND ND ND
3 3,4 ND 1,61 1,05
5 5,8 1,25 1,85 1,06
6 6,4 1,36 1,95 1,10
7 7,8 1,47 1,96 1,11
8 8,2 1,53 2,05 1,41
9 9,6 1,53 1,95 1,46

ND: no determinado por baja densidad celular.

das en los cultivos no axénicos. Es de-
cir, la síntesis de clorofila fue estimu-
lada en la medida que el pH aumentó,
mientras que la concentración de
carotenoides presenta tendencia a dis-
minuir (cuadros 1 y 2).

Para el caso de los carotenoides
se alcanzaron los valores más eleva-
dos a pH 7 independientemente de la

condición axénica; aunque sin diferen-
cia significativa entre ambos tipos de
cultivos (cuadros 1 y 2).

Los resultados indican que la
mayor producción de clorofila en cul-
tivos no axénicos posiblemente estu-
vo relacionada con el aporte de
nutrientes ricos en fuentes
nitrogenadas y de minerales que pu-

0
0,05

0,1
0,15

0,2
0,25

0,3
0,35

0,4
0,45

0,5

1 3 5 6 7 8 9 Control

pH

C
lo

ro
fil

a 
To

ta
l 

(p
g.

ce
l-1

) d
e 

cu
lti

vo
 

ax
én

ic
o

0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8

C
lo

ro
fil

a 
To

ta
l

(p
g.

ce
l-1

) d
e 

cu
lti

vo
 n

o 
ax

én
ic

o

Autotrofía Mixotrofía Heterotrofía Autotrofía No axénico

Figura 3. Influencia del pH sobre el contenido de clorofila (pg.cel-1) de
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dieron ser aportados por las bacterias
asociadas a la microalga, a pesar de
que el medio organotrófico en el cual
se hizo crecer la microalga libre de
bacteria, estuvo muy enriquecido con
diversas fuentes nitrogenadas.

Salinidad. Las densidades ce-
lulares en fase estacionaria más ele-
vadas se alcanzaron en medio no sali-
no con 59,18±3,63x106 cel.ml-1 para los
cultivos no axénicos y de 109,11±1,07
y 89,70±1,0x106 cel.ml-1 para los cul-
tivos mixotróficos y heterotróficos con
diferencias significativa (P<0,05) (fi-
gura 4). Sin embargo, el incremento
de la salinidad produjo un efecto in-
hibitorio sobre el crecimiento de la
microalga. A 25 y 35 ppm, la densi-
dad celular disminuyó en un 97,9% y
en un 98,5% respectivamente, en cul-
tivos no axénicos. En cultivos
mixotróficos, la microalga creció a to-
das las salinidades, con un descenso
hasta del 61,8% cuando se cultivó a
40 ppm. En cultivos heterotróficos
también creció a todas las salinidades,
hasta crecer sólo 1,3% respecto a los
cultivos no salinos.

Estos resultados indican que el

efecto de la salinidad fue más drástico
en cultivos axénicos autotróficos y
heterotróficos que en los no axénicos.
Sin embargo, cuando la microalga cre-
ció en cultivos mixotróficos fue capaz
de mantener elevadas densidades ce-
lulares hasta salinidades de 25 ppm.
En cambio, a 35 ppm llega a alcanzar
el 62,3% del crecimiento obtenido en
ausencia de salinidad (figura 4). Es
importante indicar, que el medio de
cultivo organotrófico utilizado favore-
ció el crecimiento de la microalga y al
parecer, en presencia de iluminación,
la microalga toleró más la salinidad. En
este sentido, la salinidad ejerció un efec-
to más drástico bajo oscuridad, siendo
la relación de crecimiento mixotrofia/
heterotrofía 30 veces mayor. Es decir,
en cultivos mixotróficos se produjo un
aumento de la inhibición hasta 38,3%;
mientras que, en los heterotróficos lle-
gó a alcanzar hasta 98%.

Asimismo, la salinidad produjo
un incremento del contenido celular
de clorofila y carotenoides totales, en
condiciones no axénicas. Los valores
más altos se alcanzaron a 25 y 35 ppm
con relación a los cultivos no salinos

Figura 4. Influencia de la salinidad (ppm) sobre el crecimiento (x106

cel.ml-1) de la microalga Chlorella sorokiniana en cultivos
axénicos y no axénicos.
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(figura 5). Probablemente la mayor
talla celular producto de una baja ve-
locidad de crecimiento de la microalga
con la salinidad, estuvo relacionada
con la acumulación de metabolitos y
por lo tanto, el contenido celular de
clorofila y carotenoides fue superior
a los encontrados en las células no
expuestas a medio salino. La
microalga acumuló 20 y 24 veces más
clorofila y carotenoides en medio
dulceacuícola, respecto a las cultiva-
das a 35 ppm en mixotrofía. Sin em-
bargo, cuando creció en oscuridad sólo
produjo 1,8 y 1,6 veces más clorofila y
carotenoides respectivamente, compa-
radas con las mantenidas a 35 ppm
(figura 5).

El análisis estadístico demostró
que hubo diferencia significativa
(P<0,05) en cuanto a clorofila, entre
los cultivos a 35 ppm y los controles
(cuadro 4). Para los carotenoides tam-
bién se obtuvieron diferencias signi-
ficativas (P<0,05) entre el control y los
cultivos a 15 y 25 ppm. Esto se debió

quizás a la presencia de sales de Mg,
Ca, S04 y Fe en el agua de mar, con lo
cual se logró una mayor disponibili-
dad de nutrientes para mejorar la
producción de biomasa y de clorofila
en microalgas como Chlorella.

En ambas condiciones de culti-
vos, la relación clorofila/carotenoides
disminuyó con la salinidad (cuadro 3).
El incremento de la salinidad estimuló
la síntesis de carotenoides por efecto
de estrés salino, de tal manera que
aumentó la proporción de moléculas
de estos pigmentos en relación a las
de clorofila.

Aunque estos resultados sugirie-
ron que la microalga fue sensible a la
salinidad en su hábitat natural, en
condiciones axénicas fue capaz de
mantener un elevado crecimiento en
un medio de cultivo enriquecido y has-
ta salinidades de 35 ppm. Se desco-
noce la razón por la cual las células
toleran más la salinidad bajo ilumi-
nación que en oscuridad cuando cre-
cieron en medio organotrófico.

Figura 5. Influencia de la salinidad (ppm) sobre la producción de
clorofila (pg.cel-1) en cultivos axénicos y no axénicos de la
microalga Chlorella sorokiniana.
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Temperatura. En cultivos no
axénicos la microalga creció a todas
las temperaturas estudiadas, con un
óptimo a 30°C. Sin embargo, a 37°C
el crecimiento disminuyó en un 25,4%
en relación a la temperatura óptima
(figura 6). Las elevadas densidades ce-
lulares producidas entre 25 y 35ºC,
indicaron la adaptación de esta
microalga a cuerpos de aguas tropi-
cales. Por lo tanto, esta cepa de

Chlorella puede desarrollarse
eficientemente en cultivos abiertos en
nuestras zonas tropicales (26).

En cultivos axénicos, Chlorella
manifiestó un excelente crecimiento
entre 25 y 42°C, con un óptimo a 37ºC.
En condiciones mixotróficas se alcan-
zó el mayor crecimiento a 37ºC, el cual
fue de 2 y 15 veces superior al obteni-
do en cultivos heterotróficos y
autotróficos, respectivamente. De

Cuadro 3. Relación clorofila/carotenoides en cultivos axénicos y no
axénicos de la microalga Chlorella sorokiniana en función
de la salinidad.

                    Relación Clorofila total/Carotenoides

Salinidad (ppm) Autotrofía Mixotrofía Heterotrofía No axénico
autotrófico

0 1,60 1,41 1,44 4,71
15 1,30 1,43 1,40 5,30
25 1,25 1,11 1,29 3,05
35 NC 1,00 NC 1,04

NC: No hubo crecimiento

Figura 6. Influencia de la temperatura en el crecimiento. (x106 cel.ml-1)
de la microalga Chlorella sorokiniana, en condición axénica
y no axénica.

Temperatura (°C)

D
en

si
da

d 
ce

lu
la

r (
x1

06
ce

l.m
l-1

)
en

 c
ul

tiv
os

 a
xé

ni
co

s

0

20

40

60

80

100

25 30 37 40 42
0

50

100

150

200

250

Autotrofía Mixotrofía Heterotrofía Autotrofía No axénico

D
en

si
da

d 
ce

lu
la

r (
x1

06
ce

l.m
l-1

)
en

 c
ul

tiv
os

 n
o 

ax
én

ic
os

Temperatura (°C)

D
en

si
da

d 
ce

lu
la

r (
x1

06
ce

l.m
l-1

)
en

 c
ul

tiv
os

 a
xé

ni
co

s

0

20

40

60

80

100

25 30 37 40 42
0

50

100

150

200

250

0

20

40

60

80

100

25 30 37 40 42
0

50

100

150

200

250

AutotrofíaAutotrofía MixotrofíaMixotrofía HeterotrofíaHeterotrofía Autotrofía No axénicoAutotrofía No axénico

D
en

si
da

d 
ce

lu
la

r (
x1

06
ce

l.m
l-1

)
en

 c
ul

tiv
os

 n
o 

ax
én

ic
os



Moronta et al.

38

igual manera, a 40ºC y 42°C, la
microalga exhibió un crecimiento ele-
vado con 72,62±0,75 y 58,79±0,04 x106

cel.ml-1, mientras que en cultivos
autotróficos la microalga sólo toleró
temperaturas hasta de 37ºC, aunque
el crecimiento fue siempre menor en
relación a mixotrofía y heterotrofía
(figura 6). Esto fue debido a que las
microalgas en cultivos no axénicos,
requirieron de nutrientes adicionales
derivados de la flora bacteriana aso-
ciada. En este sentido, que su creci-
miento no fue estimulado cuando es-
tuvo libre de bacterias.

Estos resultados encontrados en
relación a la temperatura coinciden con
los reportados en cultivos axénicos de
la microalga Tetraselmis suecica, don-
de también se produjo un bajo creci-
miento en condiciones autotróficas, en
ausencia de sustancias orgánicas (18).

Los resultados indicaron que
esta cepa de Chlorella fue capaz de
crecer a elevadas temperaturas entre
37 y 42ºC. Esta característica, además
de la tolerancia a pH ácidos y elevada
salinidad, también permitió ubicar a
esta cepa en la especie C. Sorokiniana
(17, 19, 38 y 39). En cultivos no
axénicos de Chlorella vulgaris se ha
reportado una temperatura óptima
para su crecimiento de 32,4ºC (20 y

30). Sin embargo, el comportamiento
de las microalgas en condiciones
axénicas y unialgales en relación a la
temperatura pueden variar, ya que en
cultivos no axénicos de la especie de
Chlorella estudiada, se obtuvo una
temperatura óptima de 30ºC (resul-
tados no reportados).

Es importante destacar que la
elevada productividad de ciertas
microalgas en condiciones
mixotróficas está relacionada con la
utilización simultánea y eficiente de
compuestos orgánicos y de CO2 como
fuente de carbono, y de luz como fuen-
te de energía, de tal manera que la
producción de biomasa fue
incrementada respecto a cultivos
heterotróficos o autotróficos (6 y 34).

Los cultivos axénicos de
microalgas constituyen los de mayor
rigidez científica; puesto que aportan
resultados directos producto de diver-
sos factores ambientales sobre su cre-
cimiento, fisiología o bioquímica. Es así
como, estos cultivos son necesarios para
estudios taxonómicos (38), remoción de
metales (2), biotransformación (29). En
este caso, Chlorella sorokiniana en con-
diciones axénicas presentó caracterís-
ticas diferenciales con respecto a su
comportamiento en presencia de su flo-
ra bacteriana asociada.

Conclusiones

La respuesta de la microalga
Chlorella sorokiniana al pH,
salinidad y temperatura, varió en fun-
ción de la presencia o ausencia de su
flora bacteriana acompañante. En
condiciones no axénicas sólo fue ca-
paz de crecer satisfactoriamente a pH

entre 6 y 9, optimizar su densidad
celular a 30ºC y crecer en ausencia de
salinidad.

En condiciones axénicas cambió
su respuesta de tolerancia a pH áci-
dos; a temperaturas de hasta 42ºC y
de salinidades de 25 ppm.
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Este comportamiento sugiere
que la respuesta fisiológica de la
microalga ante el ambiente natural,
fue modificada cuando eximió la rela-
ción con sus bacterias asociadas. Ade-
más, la mixotrofía demostró ser la
condición más adecuada que favore-
ció el crecimiento de la microalga fren-
te a cambios ambientales.

Por lo tanto, esta microalga
autóctona, bajo condiciones axénicas
presenta un gran potencial

biotecnológico por su capacidad de
crecimiento en cultivos mixotróficos y
heterotróficos en presencia de
nutrientes orgánicos y a un intervalo
de pH muy amplio. Esto puede servir
como alternativa a la condición
autotrófica de crecimiento para la pro-
ducción de biomasa a elevadas tem-
peraturas, con lo cual puede inducirse
la producción de enzimas, de proteí-
nas o de compuestos con actividad bio-
lógica con fines farmacológicos.
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