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Crecimiento mixotrófico de Chlorella sp.
cultivada en medios enriquecidos con el exudado
gomoso de Acacia tortuosa

RESUMEN. Se evaluó el crecimiento mixotrófico de Chlorella sp. en me-
dios enriquecidos con el exudado gomoso de Acacia tortuosa utilizando cul-
tivos discontinuos. Se prepararon, por triplicado, cuatro medios de cultivo
(A = sintético,  B = goma, C = sintético + goma + fosfato y D = goma +
fosfato) a una concentración de 4 y 0,2 mmol/L de nitrógeno y fosfato res-
pectivamente; se mantuvieron con aireción constante y  pH 7-7,5. Los me-
dios C y D mostraron la más elevada densidad celular, la cual se alcanzó a
mayores velocidades de crecimiento y menores tiempos de duplicación, en
comparación con el medio control (A). Esto podría estar vinculado con la
capacidad mixotrófica y el sistema enzimático de Chlorella sp. para utilizar
la fuente de carbono y nitrógeno presentes en el exudado gomoso. El creci-
miento mixotrófico de Chlorella sp. en el medio B, consistente en goma
solamente, no experimentó fase exponencial, lo cual podría relacionarse
con la ausencia de fosfato en este medio. El exudado gomoso de Acacia
tortuosa constituye una alternativa viable, no convencional, en la prepara-
ción de medios de cultivo, en presencia de fosfato, para el crecimiento de
Chlorella sp.

ABSTRACT. The effect of gum exudate (Acacia tortuosa) culture media on
the mixotrophic growth of Chlorella sp. was evaluated, using batch cultures.
Four media, each with three replicates, were prepared (A = synthetic
medium, B = gum exudate only, C = synthetic + gum + phosphate, D =
gum + phosphate) with 4 mmol/L nitrogen and 0.2 mmol/L phosphate
concentrations, constant aeration and pH 7-7.5. Highest cell density, as well
as fastest growth rate and cell division, were observed in media C and D,
probably due to the mixotrophic ability and enzymatic system of Chlorella
sp. to use carbon and nitrogen in the gum medium. The lack of exponential
growth in Chlorella sp. in gum medium only (B), may be due to the absence
of phosphate. Acacia tortuosa gum exudate is a unconventional, but viable
alternative culture medium for Chlorella sp.

Chlorella sp. es capaz de desarro-
llarse heterotróficamente, como
también de forma mixotrófica,7-8 y
bajo condiciones adecuadas de cul-
tivo alcanza una elevada tasa de cre-
cimiento. La obtención de diversos
productos  a partir de esta especie,
le confiere gran interés biotecnoló-
gico y terapéutico.

Los exudados gomosos o hidro-
coloides, son secreciones vegetales
cuya producción se estimula  a tra-
vés de heridas practicadas a nivel del
tronco de árboles que crecen en am-
bientes tropicales y subtropicales.9

Se ha demostrado que estos produc-
tos naturales complejos están cons-
tituidos por una fracción glucídica
y otra proteica. Por ejemplo, Acacia
tortuosa (L.) Willd. (�úveda�) exuda
una goma clara, muy soluble en
agua, constituida por galactosa,
arabinosa, trazas de xilosa, residuos
de ácidos urónicos, con un elevado
contenido relativo de nitrógeno y de
los oligoelementos, calcio, sodio, po-
tasio y magnesio.10

Recientemente, se ha ensayado
el uso de las gomas de Laguncularia
racemosa (�mangle blanco�), Cerci-
dium praecox (�yabo�) y Cedrela
odorata (�cedro�) como medio de
cultivo para hongos.11-12

El objetivo de este trabajo pre-
liminar fue evaluar el crecimien-
to mixotrófico de Chlorella sp. en
medios enriquecidos con en el
exudado gomoso de Acacia tor-
tuosa.
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INTRODUCCION
  Los medios de cultivo deben

ser substratos adecuados para el
desarrollo de las algas microscópi-
cas, que puedan satisfacer sus re-
querimientos de macronutrimen-
tos y micronutrimentos. Se han
utilizado medios sintéticos tradi-

cionalmente.1-3 Sin embargo, el
valor de los componentes de estos
substratos es un factor significa-
tivo a considerar en la producción
de dichos microorganismos. La
crisis económica ha promovido la
búsqueda de medios alternativos
menos costosos.4-6
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MATERIALES Y METODOS
Origen de las muestras

La cepa de Chlorella sp. se extra-
jo de  muestras de agua de la Repre-
sa de Tulé, Edo. Zulia. El exudado
gomoso de A. tortuosa se colectó en
un bosque muy seco tropical, Edo.
Zulia (Ciudad Universitaria, La Uni-
versidad el Zulia). Los especímenes
fueron identificados por la Dra.
Lourdes Cárdenas de Guevara y co-
rroborados con la muestra botánica,
número de colecta 1920, del Herba-
rio del Zulia, Facultad de Agronomía,
La Universidad del Zulia (HERZU).

Métodos

A. Preparación de los medios de
Cultivo

Medio A (medio sintético)
La composición del medio sin-

tético se muestra en la Tabla 1.13

Los macronutrimentos (1,856 0 mg)
y micronutrimentos (0,125 mg) se
disolvieron, por separado, en agua
destilada (10 mL). Se mezclaron
ambas disoluciones y se enrasaron
(50 mL). A partir de esta disolución
madre (200 mmol/L NO-

3 : 10 mmol/L
PO4

3-) se preparó una disolución dilui-
da (4 mmol/L NO-

3 : 0,2 mmol/L PO4
3-).

Medio B (Medio de cultivo con base
en el exudado gomoso de A. tortuosa)

Los  indicadores analíticos de la
goma de A. tortuosa se muestran en
la Tabla 2.10

El exudado gomoso (0,927 2 g) se
disolvió completamente en agua
destilada (1 L) a temperatura am-
biente. Se filtró a través de un tamiz
de gasa y papel Whatman No. 1. Esta
disolución es 4 mmol/L en nitrógeno.10

Medio C (medio de cultivo com-
binado: sintético + goma + fosfato)

Se empleó una disolución madre
del medio sintético (10 mL), equiva-
lente a 2 mmol de NO-

3 : 0,1 mmol
PO4

-3. La  goma de A. tortuosa
(0,463 6 g) se disolvió en agua desti-
lada (100 mL), correspondiente a
2 mmol de nitrógeno. Se adicionó
como suplemento NaH2PO4  (0,012 g),
equivalente a 0,1 mmol PO4

3-.
La disolución resultante se

enrasó hasta 1 L y contenía nitróge-
no y fosfato (4:0,2 mmol/L).

Medio D (exudado gomoso + fos-
fato)

Se disolvieron 0,927 2 g de la
goma de A. tortuosa en 100 mL de
agua destilada y se pesaron 0,024 g
de NaH2PO4 (2 mmol de fosfato). Las
disoluciones se mezclaron y se
enrasó a 1 L, con lo que se obtuvo la
relación nitrógeno : fosfato requerida.

Las fracciones de los medios de
cultivo se esterilizaron, separada-

mente, a  1,034 25 · 105 Pa (15 psi) de
presión y a 121 ºC por 15 min .

B. Bioensayos

Se realizaron ensayos prelimina-
res a fin de normalizar la metodolo-
gía. El bioensayo de acondiciona-
miento permitió aclimatar la cepa a
las condiciones de cada uno de los
medios de cultivo; de estos se tomaron
los inóculos iniciales (1 · 106  cel/mL).

El bioensayo definitivo se desarro-
lló en cultivos discontinuos, a un volu-
men determinado (300 mL), con tres
réplicas por medio, se mantuvo cons-
tante la relación nitrógeno : fosfato (4 :

0,2 mmol/L). Se evaluó el crecimiento
de Chlorella sp., a través de recuentos
celulares interdiarios, durante 24 d .

Los cultivos se mantuvieron bajo
las condiciones siguientes: (22 ± 2) ºC,
iluminación lateral 49 µEm-2s, sumi-
nistrada por lámparas fluorescentes
de 40 W con fotoperíodo de 12-12 h
luz-oscuridad, pH 7 a 7,5 y aireación
constante.

C. Parámetros de crecimiento

La densidad celular se determi-
nó mediante conteo en las dos cáma-
ras de un hematocitómetro con ra-
yado de Neubauer BAECO, a través

Tabla 2. Datos analíticos de la goma de Acacia tortuosa
(medio de cultivo B).

a Corregido para humedad.

otaD dutingaM

)%(dademuH 5,6

azineC a )%( 3,2

onegórtiN a )%( 40,6

aníetorP a )52,6·N()%( 7,73

acesnírtnidadisocsiV a )g/Lm( 6,8

etnelaviuqeoseP a )g( 2111

)%(zedicA 61

sisilórdihaledséupsedseracúzaednóicisopmoC a )%(

asotcalaG 66

asonibarA 71

asoliX 1

Tabla 1. Composición del medio sintético.13

sotnemeleogilO sotnemeleogilO sotnemeleogilO sotnemeleogilO sotnemeleogilO

senoI a selaS )L/gm(

nZ +2 lCnZ 2 6,31

OSnZ 4 7,82

nM +2 lCnM 2 · H4 2O 97,91

oM +6 aN 2 OoM 4 · H2 2O 2,42

oC +2 lCoC 2
b 56,1

lCoC 2 · H6 2O
b 13,2

uC +2 OSuC 4 H5· 2O 94,2

eF +3 ocirréfotartiC 076

sanimatiV sanimatiV sanimatiV sanimatiV sanimatiV )L/gm(

animaiT 053

anitoiB 05

B 21 03

sotnemirtunorcaM sotnemirtunorcaM sotnemirtunorcaM sotnemirtunorcaM sotnemirtunorcaM

sotnemelE selaS )L/gm( c

onegórtiN ONaN 3 0071

orofsóF HaN 2 OP 4 651

a Acomplejados con EDTA. bCualquiera de las dos sales.
c Equivalente a 200:10  mmol/L de N:P.
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de un microscopio óptico Olympus
y un contador manual. El cálculo
se llevó a cabo empleando la fór-
mula:

Número de células
mL

Número de células contadas
Número de cuadros contados

�10  4

=

=

La velocidad de crecimiento se
calculó, en fase logarítmica, median-
te la ecuación:

µ = LnX1 � LnXo/t1  �  to

y el tiempo de duplicación se esti-
mó de acuerdo con la fórmula:

td = Ln2/µ.

El análisis de varianza y de rango
múltiple de Scheffe se hizo por el
programa Statgraphics versión 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas de los medios de cul-
tivo A, C y D mostraron el crecimien-
to típico de Chlorella sp. Sin embar-
go, la correspondiente al medio B no
experimentó fase exponencial (Fig. 1).
El análisis de varianza estableció di-
ferencias significativas a un nivel del
95 % (Tabla 3).

Los medios C y D evidenciaron
la mayor densidad celular (Tabla 4,
Fig. 1). Los valores obtenidos para la
velocidad de crecimiento y el tiem-
po de duplicación soportan esta ase-
veración (Tabla 4). El análisis de ran-
go múltiple de Scheffe indicó que no
existían diferencias significativas
entre estos  medios, a un nivel de
confianza de 95 % (Tabla 5); mientras
que los medios B y D sí mostraron
diferencias significativas según este
análisis.

El medio B se caracterizó por la
presencia de una coloración verde-
amarilla a partir del cuarto día de
iniciado el ensayo.

El elevado crecimiento de Chlore-
lla sp. en los medios C y D, en com-
paración con el medio A (control)
(Tabla 4)  podría estar relacionado
con la fuente glucídica (galactosa,
arabinosa y trazas de xilosa) aporta-
da por el exudado gomoso de A. tor-
tuosa, y su elevado contenido relati-
vo de nitrógeno 6,04 % (37,75 % de
proteína) (Tabla 2), superior al des-
crito para Acacia senegal (goma
arábiga).10

La utilización de azúcares de los
medios de cultivo se ha evidenciado
ampliamente  en Chlorella sp.7-8 Los
estudios preliminares, empleando la
cepa utilizada en esta investigación,
han demostrado su capacidad de asi-
milar glucosa, sacarosa, dulcitol y

Fig. 1. Crecimiento de Chlorella sp. en medios de cultivo enriquecidos con el exudado
gomoso de Acacia tortuosa.
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Tabla 3. Análisis de varianza del crecimiento (conteo celular) de Chlorella sp.
en medios de cultivo enriquecidos con el exudado gomoso de Acacia tortuosa.
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ed
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Tabla 4. Parámetros de crecimiento de Chlorella sp. en medios de cultivo
enriquecidos con el exudado gomoso de Acacia tortuosa.

otneimatarT µ dt ralulecdadisnedamixáM

)d/.vid( )d( )h( Lm·saluléc( 1- 01· 6 )

A 92,0 83,2 1,75 14,33

C 33,0 1,2 4,05 48,05

D 73,0 68,1 6,44 38,05

Tabla 5. Análisis de rango múltiple de Scheffe del crecimiento (conteo celular)
de Chlorella sp. en medios de cultivo enriquecidos con el exudado gomoso de
Acacia tortuosa.

abeurP sotneimatarT
sodatnorfnoc

saicnerefiD oidemorP

effehcS B-A *70+E08,1

C-A − *70+E95,1

D-A − *70+E86,1 60+E16,3±

C-B − *70+E93,3

D-B − *70+E84,3

D-C − 50+E62,9

* Diferencias significativas.

 A          B         C         X  D
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almidón (comunicación personal,
Morales, 2000).

Se ha reportado a la glutamina
como fuente de nitrógeno en Chlore-
lla vulgaris, lo cual está relacionado
íntimamente con su sistema enzimá-
tico.14

Los resultados obtenidos en el
medio B podrían vincularse con la
interrelación de los nutrimentos ni-
trógeno y fósforo. Se ha reportado la
presencia de clorosis marcada en
cultivos de Ankistrodesmus braunii
e Hydrodictyon reticulatum defi-
cientes en fósforo.14 Por otra parte,
se ha reportado en Nannochloris
sp.,15 y en Chlorella sp.16 la aparición
de un color de verde-amarillo en cul-
tivos deficientes en nitrógeno. Sin
embargo, al comparar los tratamien-
tos B y D, este último con un creci-
miento del alga relativamente eleva-
do, se observó que ambos contenían
el mismo suministro de nitrógeno
aportado por la goma de A. tortuosa;
la diferencia radicó en la presencia
de fosfato en el tratamiento D, el cual
podría desempeñar un papel funda-
mental en la captación de nitrógeno
por parte de las células de las algas.
Se ha reportado que la incorporación
y asimilación del nitrógeno se esti-
mula con el suministro de ATP vía
fosforilación.17

A partir de estos resultados, se
infiere que el fósforo actúa como ele-
mento limitante para el crecimiento
de Chlorella sp. en el tratamiento B.

CONCLUSIONES
Los resultados demuestran que

los substratos preparados a partir del
exudado gomoso de A. tortuosa, per-
miten el crecimiento adecuado de
Chorella sp. La posible substitución
del medio sintético por los medios C

y D tiene un alcance importante para
el cultivo de las algas microscópicas,
debido a que su preparación se basa
en un producto natural, de fácil ob-
tención y económico.
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