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RESUMEN

El uso de microalgas para el aprovechamiento de biomoléculas (pro-
teínas, carbohidratos y lípidos) ha tomado auge en los últimos años. 
Entre ellas se encuentra Chlorella vulgaris, microalga unicelular verde 
motil de forma esférica del Filo Chlorophyta. En este trabajo se eva-
luaron tres densidades de inoculación de Chlorella vulgaris CLV2 y su 
efecto en el crecimiento bajo condiciones mixotróficas;los datos se ajus-
taron a modelos sigmoidales en cada densidad. En el Tratamiento 1 (1 
x 106 células mL-1) el mejor modelo tuvo una R2 de 0.85 y un  tiempo de 
generación de 59 h. En el Tratamiento 2 (2  x 106 células mL-1) el mejor 
modelo tuvo una R2 de 0.89 y un tiempo de generación de 23.5 h. En 
el Tratamiento 3 (5 x 106 células mL-1) el modelo tuvo una R2 de 0.92 y 
un tiempo de generación de 7.5 h. El Tratamiento 3 que consistió en la 
mayor densidad celular de inoculación, presentó el mayor crecimiento 
y el menor tiempo de generación, porque redujo el tiempo en alcanzar 
cada fase de crecimiento y sin presencia de microorganismos contami-
nantes.

Palabras clave: Microalga, fases de crecimiento, curva de crecimiento, 
tiempo de generación.

SUMMARY

The use of microalgae to produce biomolecules (proteins, carbohy-
drates and lipids) has increased in the last years. One of them is Chlo-
rella vulgaris, a green motile unicellular microalga, of spherical form 
in the Chlorophyta Phylum. In this research three cellular inoculation 
densities were evaluated regarding their effect on algae growth under 
mixotrophic conditions, and sigmoidal models were adjusted to the ob-
tained data in each density. In Treatment 1 (1 x 106 cells mL-1) the best 
model had an R2 of 0.85 and a generation time of 59 h. In Treatment 2 
(2 x 106 cells mL-1) the best model had an R2 of 0.89 and a generation 
time of 23.5 h. In Treatment 3 (5 x 106 cells mL-1) the model had an R2 
of 0.92 and a generation time of 7.5 h. Treatment 3, with the highest 
cellular inoculation density, showed the highest growth and  shortest 
generation time;thus it decreased the time to reach each growth phase, 
and contaminating microorganisms were absent. 

Index words: Microalgae, growth phases, growth curve, generation time.

 INTRODUCCIÓN

El cultivo de Chlorella vulgaris presenta uso potencial en 
producción de biodiesel, descontaminación de aguas resi-
duales y gases de chimenea, y en nutrición humana y ani-
mal, por lo cual se encuentra en el punto central de diversas 
investigaciones. Sin embargo, existen limitaciones que se 
deben superar para la producción de biomasa a gran esca-
la y factores que se deben controlar para hacer un manejo 
eficaz del cultivo para la obtención de biomasa seca (BS); 
dentro de estos últimos se puede mencionar: densidad ce-
lular de inoculación, cantidad y calidad de luz, tempera-
tura, nivel de agitación, así como pH, fuente de carbono, 
concentración y composición de nutrientes y condiciones 
estériles de la solución nutritiva. Además, para cada cepa 
específica es imprescindible conocer el manejo adecuado 
de los factores anteriormente mencionados, y de esta forma 
optimizar la producción de biomasa (Ogbonna et al., 1999; 
Andersen, 2005).

El tiempo de cosecha, intervalo entre muestreos y periodo 
adecuado para renovación del cultivo madre durante la fase 
exponencial es contradictorio y depende de las condiciones 
de crecimiento y densidad celular de inoculación (Bertoldi 
et al., 2006; Bertoldi et al., 2009; Hongjin y Guangce, 2009; 
Liang et al., 2009). El conocimiento de la dinámica de creci-
miento de microorganismos (tasa de inoculación, densidad 
celular en el tiempo, máxima tasa de crecimiento, tiempo 
de generación y producción de biomasa, entre otros) y su 
manipulación, es indispensable para generar un sistema 
viable de producción tanto técnica como económicamente. 
El objetivo del presente trabajo fue evaluar tres densidades 
celulares de inoculación en Chlorella vulgaris CLV2 y su 
efecto en el crecimiento bajo condiciones mixotróficas.

MATERIALES Y MÉTODOS

El experimento se llevó a cabo en el Laboratorio de Bio-
tecnología Microbiana de la Facultad de Agronomía de 
la Universidad Autónoma de Nuevo León, ubicado en el 
Municipio de Escobedo, Nuevo León, México. La cepa de 
Chlorella vulgaris CLV2 fue adquirida en el Departamento 
de Acuicultura, del Centro de Investigación Científica y de 
Educación Superior de Ensenada, Baja California Norte, 
México. 

Manejo del experimento y toma de datos

Se evaluaron tres densidades celulares de inoculación: 
1 x 106 células mL-1 (Tratamiento 1), 2 x 106 células mL-1 
(Tratamiento 2) y 5 x 106 células mL-1 (Tratamiento 3). 
El medio de cultivo utilizado fue BBM (Bold´s Basal Me-
dium) (Bertoldi et al., 2006; Bertoldi et al., 2009; Hongjin 
y Guangce, 2009). El pH inicial del medio de cultivo fue 
ajustado a 6.8. La fuente de carbono utilizada fue glucosa 
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a 1 %. Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (In-
cubator-Shaker® Model 3525; Lab-Line Instruments Inc., 
India) bajo condiciones de cultivo en lote. La velocidad 
de agitación fue de 125 rpm. La fuente de energía lumíni-
ca fue provista por dos lámparas fluorescentes tipo “Cool 
White” de 50 W. La temperatura a la cual se mantuvo el 
cultivo fue de 28 ± 2 °C. De acuerdo con las fuentes de 
carbono y de energía empleadas, el cultivo del alga se hizo 
bajo condiciones mixotróficas (Liang et al., 2009). 

Los tres tratamientos se reprodujeron en frascos Erlen-
meyer de 0.5 L de capacidad, con un volumen de cultivo 
367.5 mL. La densidad celular se cuantificó con un hemo-
citómetro o cámara de Neubauer y con un microscopio 
(Colomé et al., 1986). Previamente se evaluó la duración 
de cada fase de crecimiento en los tres tratamientos, con 
el objetivo de establecer los intervalos de muestreos para 
cada uno (datos no reportados). Para el Tratamiento 1 los 
muestreos se hicieron cada 24 h (durante 168 h); para el 
Tratamiento 2 fueron cada 12 h (durante 72 h); y para el 
Tratamiento 3 se hicieron a las 12, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 
46 y 70 h. Se colectó 2 mL del cultivo en cada repetición 
del muestreo, y se consideraron cuatro repeticiones por 
muestreo. Cada tratamiento fue repetido tres veces en total. 
De acuerdo con el procedimiento descrito por Maier et al. 
(2000), el tiempo de generación de Chlorella vulgaris CLV2 
fue calculado a partir de los datos correspondientes al ini-
cio y final de la fase exponencial. Los análisis de varianza 
se hicieron conforme a un diseño experimental completa-
mente al azar, con los muestreos de las 24 y 48 h. Los valo-
res medios se separaron con la prueba de rango múltiple de 
Tukey (P ≤ 0.05), mediante el programa SPSS17.0. Los re-
sultados obtenidos de densidad celular medidos a través del 
tiempo fueron graficados en busca del modelo sigmoidal 
de mejor ajuste, mediante el programa SigmaPlot10.0TM, 
donde se tomó como criterio de decisión el mayor valor del 
coeficiente de determinación (R2).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los promedios y sus desviaciones estándar (DE) del con-
teo celular se presentan en el Cuadro 1. En general se obser-
vó una mayor DE en aquellos muestreos con la mayor den-
sidad celular, que correspondió con las fases exponencial y 
estacionaria del Tratamiento 3; esto se atribuye a que en és-
tos hubo mayor dificultad para hacer el conteo en la cáma-
ra de Neubauer, ya que al aumentar el número de células, 
éstas se agruparon en forma de colonias o se traslaparon. 
También Bertoldi et al. (2009) reportaron que los conteos 
celulares realizados durante las últimas fases de crecimien-
to en el cultivo de Chlorella vulgaris (densidad celular cer-
cana a 10 x 106 células mL-1) presentaron una mayor DE. 
Si bien un grupo de investigadores (Bertoldi et al., 2006; 
Bertoldi et al., 2009) han usado la cámara de Neubauer para 
cuantificar el crecimiento celular de Chlorella vulgaris, aquí 
se evidencia que este método presenta errores que pueden 
afectar los análisis estadísticos en algunos casos, por lo que 
sería conveniente optar por determinar BS, medir turbidez, 

o algún otro método.

Los Tratamientos 1, 2 y 3 se ajustaron a modelos sigmoi-
dales (Cuadro 2), con tiempos de generación y coeficientes 
de determinación (R2) de: 59 h y 0.85, 23.5 h y 0.89, 7.5 h 
y 0.92, respectivamente. La Figura 1 muestra que a medida 
que la densidad de inoculación fue menor, la fase exponen-
cial se alcanzó en mayor tiempo. Esto concuerda con los 
reportes de Maier et al. (2000) y Sarma et al. (2008).

 En el Tratamiento 1 se registró un crecimiento lento has-
ta la fase de establecimiento (7 d). En el Tratamiento 2 la 
fase de establecimiento duró aproximadamente 18 h y la 
fase exponencial se alcanzó a las 41 h. En el Tratamiento 3 
la fase de establecimiento duró aproximadamente 18 h y la 
fase exponencial se alcanzó a las 30 h. En los Tratamientos 
1 y 2 no solamente se prolongaron los tiempos necesarios 
para alcanzar cada fase de crecimiento, sino también fue 
afectado el crecimiento celular al mostrar una disminución 
con respecto al Tratamiento 3 (Figura 1). Lo anterior fue 
debido a la presencia de microorganismos contaminantes y 
competidores presentes en los cultivos de los Tratamientos 
1 y 2, los cuales fueron observados al microscopio (100X), 
los cuales disminuyeron la coloración verde intensa carac-
terística de Chlorella vulgaris CLV2 (datos no reportados). 
Por el contrario, en el Tratamiento 3 se alcanzó el máximo 
crecimiento (1.66 x 107 células mL-1 en 36 h), sin haber de-
tectado  microorganismos contaminantes al microscopio 
(100 X) y se mantuvo la coloración verde intensa caracte-
rística de la microalga. Esto concuerda con lo reportado por 
Sarma et al. (2008), quienes mencionaron que al aumentar 
la densidad celular de inoculación de Chlorella vulgaris de 2 
x 105 a 8 x 105 células mL-1, también aumentó la dominancia 
sobre otros microorganismos competitivos. 

Algunos investigadores usaron densidades celulares de 
inoculación relativamente bajas (< 1 x 106 células mL-1), y 
alcanzaron la fase exponencial en periodos largos (> 5 d); 
tal es el caso de Bertoldi et al. (2009), quienes inocularon a 
una densidad de 1.16 x 105 células mL-1 y la máxima densi-
dad obtenida a los 7 d fue de 10.6 x 106 células mL-1. Se han 
reportado casos de producción de Chlorella vulgaris a nivel 
de escalamiento en los que se ha inoculado a una densidad 
de 1 x 105 células mL-1, y el máximo crecimiento se ha al-
canzado a los 38 d con una producción de 1.09 x 107 células 
mL-1, equivalente a 4.5 g L-1 de biomasa (Armendáriz et al., 
2010). Según Drapcho et al. (2008), un proyecto viable de 
producción microalgal deberá generar biomasa en cortos 
periodos de tiempo. Además, es necesario considerar que 
aunque algunos autores reportan producciones altas de BS 
(2 g L-1 bajo condiciones mixotróficas), ésta es alcanzada en 
periodos largos (6 d) y requieren de equipo especializado 
(Ogbonna et al., 1999; Liang et al., 2009). 

Una vez aplicados los tratamientos, éstos fueron mane-
jados bajo condiciones mixotróficas, con glucosa como  
fuente de carbono. Según Haass y Tanner (1974), Martínez 
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y Orús (1991), Xiong et al. (2008), Hongjin y Guangce 
(2009) y Liang et al. (2009), la glucosa como fuente de 
carbono induce la absorción de hexosas e  incrementa la 
densidad celular y biomasa en menor tiempo que otras 
fuentes de carbono orgánicas e inorgánicas. 

El análisis de varianza evidenció diferencias significativas 
(P ≤ 0.05) entre tratamientos, tanto a las 24 como a las 48 h 
(Cuadro 2). A las 24 h, el crecimiento del Tratamiento 3 su-

peró al de los Tratamientos 1 y 2, y entre estos dos últimos 
no hubo diferencia significativa, quizás debido a su lento 
crecimiento inicial. A las 48 h, el Tratamiento 3 presentó 
el mayor crecimiento, seguido por el Tratamiento 2 y final-
mente del Tratamiento 1. 

Para la cepa Chlorella vulgaris CLV2, el aumento en la 
densidad celular de inoculación acortó todas las fases de 
crecimiento, así como el tiempo de generación.
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Cuadro 1. Densidades celular promedio (células mL-1) y desviación estándar (DE) de Chlorella vulgaris 
CLV2, por muestreo† y por tratamiento.

Tratamiento 1†† Tratamiento 2¶

Muestreo (h) Densidad celular DE Muestreo (h) Densidad celular DE
0 1.00 x 106 0 0 2.00 x 106 0

24 3.90 x 106 8.55 x 105 12 2.60 x 106 9.53 x 105

48 2.25 x 106 8.49 x 105 24 3.50 x 106 8.91 x 105

72 2.33 x 106 2.23 x 106 36 4.39 x 106 1.49 x 106

96 4.30 x 106 3.25 x 106 48 6.11 x 106 9.23 x 105

120 9.58 x 106 5.62 x 106 60 6.63 x 106 1.94 x 106

144 6.70 x 106 3.32 x 106 72 5.09 x 106 4.67 x 105

168 1.08 x 107 4.24 x 105

Tratamiento 3¶¶

Muestreo (h) Densidad celular DE
0 5.00 x 106 0

12 6.89 x 106 2.08 x 106

24 1.05 x 107 2.89 x 106

26 1.36 x 107 3.17 x 106

28 1.21 x 107 1.58 x 106

30 1.54 x 107 3.04 x 106

32 1.68 x 107 1.59 x 106

34 1.72 x 107 1.99 x 106

36 1.66 x 107 4.07 x 106

46 1.60 x 107 3.23 x 106

70 1.43 x 107 1.41 x 105

††Densidad celular de inoculación = 1 x 106 células mL-1; ¶Densidad celular de inoculación = 2 x 106 células mL-1; ¶¶Densidad celular de 
inoculación = 5 x 106 células mL-1.

Cuadro 2. Comparación de tratamientos por densidad celular a las 24 y 48 h de cultivo.
Tratamiento Media† (24 h) Media† (48 h) Ecuación R2

1†† 3.90 x 106 b 2.25 x 106 c y = 11431528.9/(1 + e˄(-(x-103.4)/32.5)) 0.85

2¶ 3.50 x 106 b 6.11 x 106 b y = 2229346.5 + 3787767.3e˄(-e˄(-(x-25.4)/10.6)) 0.89

3¶¶ 1.05 x 107 a 1.61 x 107 a y = 5959061.9 + 10174169.7e˄(-e˄(-(x-23.4)/2.9)) 0.92
Medias con letras iguales no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 
†n = 12; ††Densidad celular de inoculación = 1x106 células mL-1; ¶Densidad celular de inoculación =  2x106 células mL-1; ¶¶Densidad celular de inoculación 
= 5x106 células mL-1.
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CONCLUSIONES

Los datos de densidad celular de los Tratamientos 1, 2 
y 3 se ajustaron a modelos sigmoidales. La inoculación en 
cultivos de Chlorella vulgaris CLV2 a densidades de 5 x 106 
células mL-1 (Tratamiento 3) mostraron los mejores resul-
tados al alcanzar el máximo incremento a las 36 h poste-
riores a la inoculación, con un valor medio de 1.66 x 107 
células mL-1, con un tiempo de generación de 7.5 h.
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Figura 1. Modelos sigmoidales ajustados a los datos de crecimiento celular de Chlorella vulgaris 
CLV2. (Procesados con SigmaPlot10.0 MR).


