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Resumen
Las microalgas marinas Chroomonas sp. y Chaetoceros sp. fueron crecidas en cultivos se-

micontinuos para estudiar el efecto de la tasa de renovación (5, 10 y 20%) en la productividad
celular y de metabolitos. Las máximas de densidad celular, masa seca, proteínas, clorofila a,
�-caroteno y lípidos de 101,6 ± 11,62 × 106 cel mL–1; 1,3 ± 0,10 mg mL–1; 402,4 ± 6,56; 30,9 ±
1,83; 11,3 ± 0,54 y 450,0 ± 11,14 µg mL–1, respectivamente se alcanzaron a la tasa de renova-
ción más baja para Chroomonas sp. Para Chaetoceros sp., los mayores valores de densidad ce-
lular, masa seca, proteínas, clorofila a y �-caroteno fueron de 6,1 ± 0,30 106 cel mL–1; 0,9 ± 0,10
mg mL–1; 306,5 ± 6,37; 12,19 ± 0,4 y 10,43 ± 0,1 µg mL–1 a la tasa del 10%. El contenido máximo
de lípidos se halló a la tasa del 20% con 480,7 ± 8,26 µg mL–1. Los mayores valores de productivi-
dad celular, masa seca y metabolitos se hallaron a la tasa de renovación del 20%. Estas mi-
croalgas muestran un alto potencial para la producción diaria de biomasa enriquecida con me-
tabolitos en función de la tasa de renovación en cultivos semicontinuos. Esta biomasa puede
ser usada en acuicultura para la alimentación de crustáceos y bivalvos.

Palabras clave: microalgas marinas, productividad, proteínas, tasa de renovación, culti-
vos semicontinuos.

Marine microalgae Chaetoceros sp. LAEP-35 y
Chroomonas sp. MOF-03 productivity in semicontinuous

culture of interest in acuaculture

Abstract
The marine microalgae Chroomonas sp. and Chaetoceros sp. were grown in semicontinu-

ous cultures in order to study the effect of renewal rate (5, 10 and 20%) on cell and metabolites
productivity. Maximal steady-state cell density, dry weight, protein, chlorophyll a, �-carotene
and lipid content of 101.6 ± 11.62 × 106 cell mL–1, 1.3 ± 0.10 mg mL–1,402.4 ± 6.56, 30.9 ± 1.83,
11.3 ± 0.54 and 450,0 ± 11.14 µg mL–1, respectively were achieved at lowest renewal rate for
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Chroomonas sp. For Chaetoceros sp., highest values of cell density, dry weight, protein, chloro-
phyll a and �-carotene were 6.1 ± 0.30 106 cell mL–1, 0.9 ± 0.10 mg mL–1, 306.5 ± 6.37, 12.19 ±
0.4 and 10.43 ± 0.1 µg mL–1 at 10% renewal rate, and maximum lipid content were at 20% re-
newal rate, with 480.7 ± 8.26 µg mL–1. Highest values of cell, biomass and metabolite productiv-
ity were found at higher renewal rate of 20%. These microalgae, as biological source of commer-
cially valuable compounds, show a high potential for biomass daily production enriched with
metabolites in function of renewal rate in semicontinuous cultures. This biomass can be used
in aquaculture for feeding for crustaceans and bivalves.

Keywords: Chroomonas, Chaetoceros, Productivity, Protein, Renewal rate, Semiconti-
nuous culture.

Introducción

Las microalgas marinas pueden ser
usadas como fuente de productos de alto va-
lor agregado como pigmentos, exopolisacá-
ridos, ácidos grasos y proteínas (1), y son
usadas actualmente como fuente de proteí-
nas y ácidos grasos para el cultivo de arte-
mias y bivalvos (2). Sin embargo, cada cepa
de microalga y tipo de producto requiere
procesos diseñados para incrementar la
producción de biomasa enriquecida (1).

El cultivo de microalgas es de gran im-
portancia para las granjas comerciales que
cultivan moluscos bivalvos marinos, debido
a que ellas son la principal y más convenien-
te fuente de alimento (2). Por lo tanto, la
composición de la dieta tiene una gran in-
fluencia en el crecimiento y sobrevivencia de
las larvas, y la selección de la microalga
apropiada es crucial para el éxito de estas
granjas (3).

Trabajos previos han demostrado el
potencial del uso de los cultivos semiconti-
nuos en la producción de microalgas mari-
nas debido a la simplicidad de operación del
sistema y la posibilidad de manipular la pro-
ductividad y la composición bioquímica de
la biomasa microalgal, a través de cambios
en los parámetros de cultivo como tasa de
renovación, concentración de nutrientes e
iluminación (3, 4).

La productividad de las microalgas en
cultivos continuos y semicontinuos es con-
siderablemente mayor que en los sistemas

convencionales discontinuos o batch; pero
la mayor parte de los estudios disponibles se
han realizado en estos tipos de cultivo, y po-
cos datos existen sobre la variabilidad bio-
química que puede ser generada a través de
la manipulación de las tasas de renovación,
concentración de nutrientes y otros pará-
metros de cultivo en cultivos semicontinuos
(4). Además, los estudios sobre la respuesta
del crecimiento y actividad metabólica de
Chroomonas bajo sistemas semicontinuos
son limitados (5), y sobre Chaetoceros exis-
ten algunos reportes (6).

Los cultivos discontinuos o batch han
sido tradicionalmente considerados como
los sistemas más apropiados para la pro-
ducción de metabolitos secundarios; pero
cuando la productividad de estos cultivos es
calculada dividiendo la concentración de los
metabolitos en fase estacionaria por el nú-
mero de días necesarios para alcanzar dicha
fase, la productividad obtenida en sistemas
semicontinuos es mucho mayor, y en mu-
chos casos mayor a la obtenida en fotobio-
reactores operados de forma continua (7).

En base a esto se hace necesario el ais-
lamiento y caracterización de cepas de mi-
croalgas autóctonas de ambientes salinos
para estudios fisiológicos, con el propósito
de evaluar su potencial para la producción
de compuestos de alto valor biotecnológico.
En el presente trabajo, las microalgas mari-
nas Chroomonas y Chaetoceros fueron eva-
luadas en cultivos semicontinuos para estu-
diar el efecto de la tasa de renovación sobre
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la productividad de celular, de biomasa,
proteínas, carbohidratos, lípidos y pigmen-
tos.

Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones
de cultivo

La microalga flagelada marina carente
de pared celular Chroomonas sp. MOF-03
(Cryptophyta), fue aislada de una laguna sa-
lada al norte de Maracaibo, Venezuela (10°
45’ 05’’ N, 71° 39’ 30’’ O). Por su parte, la dia-
tomea marina Chaetoceros sp. LAEP-35 (Ba-
cillariophyta) fue aislada del golfo de Caria-
co, Venezuela (10° 29’ 35’’ N, 62° 38’ 56’’ O).
Esta cepa de Chaetoceros posee buenas con-
diciones para la alimentación de larvas de
bivalvos (8). Chroomonas ha sido usada en
ensayos de alimentación de Artemia, con ex-
celentes resultados en cuanto a valor nutri-
cional (9).

Los cultivos por triplicado se crecieron
en frascos de 350 mL con 200 mL de agua
de mar estéril (salinidad 35‰) enriquecida
con nutrientes a una concentración de 8
mmol (nitrato) N L–1; con una relación N:P
de 20:1 (10). Los frascos fueron inoculados
a una densidad celular de 2 × 106 cel mL–1, y
mantenidos a 29 ± 2°C, aireación constan-
te, fotoperiodo 12:12 h y 156 µmol quanta
m–2 s–1 de irradiancia con lámparas fluores-
centes.

Cultivos semicontinuos

El régimen semicontinuo inició una vez
que los cultivos alcanzaron el pico de creci-
miento de la fase exponencial, renovando el
5, 10 y 20% del volumen de cultivo de forma
diaria. La renovación se llevó a cabo durante
las primeras horas del periodo de luz con
agua de mar estéril enriquecida con nu-
trientes a la concentración inicial. Los culti-
vos se mantuvieron en el sistema semiconti-
nuos durante 15 días, luego de alcanzar una
densidad celular de estabilización sin varia-
ciones significativas.

Medidas de crecimiento

La densidad celular se determinó por
recuento al microscopio usando un hema-
tocitómetro Neübauer. La biomasa se cose-
chó por centrifugación a 12 × 103 g por 10
min. Se utilizaron muestras congeladas a
–20°C para todos los análisis bioquímicos,
excepto para pigmentos, que se realizaron
con muestras frescas. La masa seca se de-
terminó usando un sistema de filtración
Millipore© con filtros de fibra de vidrio de
0,45 ìm, de acuerdo con el método de Utting
(11).

Análisis bioquímicos

El contenido de proteína fue determi-
nado por el método Folin modificado por
Herbert et al. (12). Los pigmentos fueron
medidos por cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC) usando en método des-
crito por Vidussi et al. (13). Se utilizó para
ello una columna Agilent Hypersil MOS (4,6
× 100 mm, 5 µm de tamaño de partícula),
con estándares para la calibración y cuan-
tificación de los pigmentos (clorofila a y
�-caroteno de Sigma, zeaxantina de DHI
Water & Environment).

Los carbohidratos fueron medidos por
el método de fenol-ácido sulfúrico (14). El
contenido de lípidos fue determinado por el
método de carbonización simple (15).

La productividad celular y de metaboli-
tos corresponde al número de células o la
concentración obtenida del metabolito, por
litro de cultivo, por día; y está relacionada
con la tasa de renovación aplicada al cultivo
(expresado como cel (o mg) L–1 d–1).

Análisis estadístico

Fueron llevados a cabo con el paquete
estadístico SPSS versión 10.0, utilizando un
análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
Sheffé para examinar las diferencias en den-
sidad celular y composición bioquímica en-
tre los tratamientos probados.
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Resultados y discusión

La densidad celular de estabilización
disminuyó con el aumento de las tasas de
renovación en los cultivos de Chroomonas
sp. Los mayores valores fueron alcanzados a
la tasa del 5% con 101,6 ± 11,65 cel mL–1

con diferencia significativa (p<0,05). Por
otro lado, Chaetoceros sp. mostró un au-
mento de la densidad celular con la tasa de
renovación entre 5 y 10%. La densidad celu-
lar más elevado de 6,1 ± 0,28 cel mL–1 se ob-
tuvo a la tasa del 10% (figura 1).

Chroomonas sp. y Chaetoceros sp. de-
mostraron su capacidad de mantener una
producción de biomasa diaria en cultivos se-
micontinuos a tasas de renovación bajas e
intermedias. Durante el régimen semiconti-
nuo, el cultivo puede ser manipulado con in-
greso diario de nutrientes, de acuerdo con la
tasa de renovación. Con este proceso, las
condiciones fisiológicas de las células se
mantienen similares a las células que se en-
cuentran en fase exponencial de crecimien-
to (16).

La tasa de renovación es una herra-
mienta valiosa para el control de la producti-
vidad de biomasa y metabolitos en microal-

gas durante la densidad celular de estabili-
zación en cultivos semicontinuos. Cada tasa
de renovación modula la actividad metabóli-
ca de las células en relación a la disponibili-
dad de nutrientes y la intensidad luminosa
efectiva (17). La alta eficiencia de la produc-
ción de biomasa de la microalga a las dife-
rentes tasas de renovación le permite alcan-
zar una tasa de crecimiento suficientemente
alta como para regenerar la población celu-
lar cada 24 h. Esta producción sostenida
aplica de igual forma al resto de los metabo-
litos (18).

Un aumento en la densidad celular de
estabilización con la tasa de renovación en
cultivos semicontinuos ha sido previamente
reportado en otras microalgas como Duna-
liella tertiolecta, Phaeodactylum tricornutum,
Isochrysis galbana, Porphyridium cruentum,
Nannochloropsis sp., y en otras cepas de
Chroomonas sp. y Chetoceros sp. (3, 5, 6, 16)
y en la cianobacteria Spirulina (19).

La masa seca disminuyó significativa-
mente (p<0,05) con la tasa de renovación en
los cultivos de Chroomonas sp., con los ma-
yores valores a una tasa de renovación del
10%, con 1,3 ± 0,10 mg mL–1. Los cultivos de
Chaetoceros produjeron los máximos de
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Figura 1. Densidad cellular de estabilización y masa seca de Chroomonas sp. y Chaetoceros sp. en cultivos

semicontinuos a diferentes tasas de renovación.



masa seca a 10% con 0,9 ± 0,27 mg mL–1

(p<0,05) (figura 1).

El contenido de clorofila a, �-caroteno y
proteínas fue inversamente proporcional a
la tasa de renovación para Chroomonas, con
los mayores valores de clorofila a de 30,9 ±
1,83, carotenoides de 11,3 ± 0,54 y proteí-
nas de 402,34 ± 6,56 µg mL–1; alcanzados a
la tasa de renovación más baja (5%) (figu-

ra 2). La misma tendencia se observó con los
lípidos y carbohidratos totales, de 450,0 ±
11,14 y 90,4 ± 3,66 µg mL–1, respectivamen-
te (p<0,05). Estos valores fueron 2,3; 2,75;
1,9; 1,3 y 1,8 veces mayores que los obteni-
dos a la tasa de renovación más alta para
clorofila a, �-caroteno, proteínas, car-
bohidratos y lípidos, respectivamente
(figuras 2 y 3).
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Para Chaetoceros sp. los mayores valo-
res de clorofila a, �-caroteno y proteínas se
obtuvieron a tasas de renovación interme-
dias (10%) con 12,2 ± 0,4; 10,4 ± 0,13 y
306,5 ± 6,37 µg mL–1, respectivamente y con
diferencias estadísticas significativas
(p<0,05). El contenido de lípidos fue mayor a
la tasa de renovación del 20% con 480,7 ±
8,26 µg mL–1, mientras que el de carbohi-
dratos fue mayor a 5% con 93,5 ± 4,52 µg
mL–1 (figuras 2 y 3).

Una disminución en el contenido de
pigmentos con el aumento de la tasa de re-
novación se observó en el presente estudio.
La elevada síntesis de clorofila a bajas tasas
de renovación es debida a la limitación por
luz (7). A tasas de renovación altas, se dispo-
ne de mayor irradiancia debido al incremen-
to del flujo de fotones. Así, la cantidad de
pigmentos necesarios para optimizar la tasa
de fotosíntesis es baja, lo que resulta en un
contenido bajo de pigmentos (7).

La disponibilidad de nitrógeno podría
ser otro factor que afecta la acumulación de
carotenoides en microalgas. Las altas con-
centraciones de nutrientes mejoran la acu-
mulación de luteína en la microalga Murie-
llopsis sp., lo cual puede reflejar una necesi-
dad de la síntesis continuada para el soporte
de la acumulación de este carotenoide (20).

El contenido de proteínas por Chroomo-
nas bajo el régimen semicontinuo depende
de la densidad celular. A la tasa de renova-
ción más baja, con las más bajas tasas de
crecimiento y concentración de nutrientes,
el contenido de proteínas es el más alto. En
cambio, a la tasa del 50%, las células se du-
plican a tasas de crecimiento y concentra-
ción de nutrientes más altas, el contenido de
proteínas es bajo. La disminución del conte-
nido de proteínas con la tasa de renovación
bajo condiciones saturadas de nitrógeno
también ha sido observada en la microalga
Nannochloropsis gaditana (4).

La disminución del contenido de car-
bohidratos con la tasa de renovación ha sido

descrita en la microalga Phaeodactylum tri-
cornutum (1). En cultivos a bajas tasas de re-
novación las células comienzan la acumula-
ción de sustancias de reserva en forma de
azúcares, tal como ocurre en cultivos masi-
vos a bajas concentraciones de nutrientes
(20). La productividad de carbohidratos y la
tasa de renovación son inversamente pro-
porcionales, debido a su uso como fuente
primaria de energía (1).

La productividad del sistema, medido
como las células producidas por litro de Cul-
tivo por día, fue mayor a la tasa de renova-
ción más alta. Los mayores valores de 6,6 ±
0,32 y 1,2 ± 0,32 109 cel L–1 d–1 se obtuvieron
a la tasa del 20% para Chroomonas sp. y
Chaetoceros sp., respectivamente (tabla 1).
De la misma forma, la máxima productivi-
dad de masa seca de 196,0 ± 16,00 y 156,0 ±
18,00 mg L–1 d–1, para estas microalgas, se
alcanzó a la mayor tasa de renovación del
20% (p>0,05, tabla 1).

Para estas microalgas, las máximas
productividades de metabolitos se alcanza-
ron a la tasa del 20%, con valores de 2,7 ±
0,16 y 2,3 ± 0,05 para clorofila a; 1,0 ± 0,06 y
1,7 ± 0,11 para �-caroteno; 42,2 ± 0,54 y
42,7 ± 1,55 para proteínas; 10,0 ± 0,56 y
13,1 ± 0,74 para carbohidratos; y 66,7 ±
2,96 y 96,1 ± 1,65 mg L–1 d–1 para lípidos, en
cultivos de Chroomonas sp. y Chaetoceros
sp., respectivamente (tabla 1).

Las altas productividades de proteínas
obtenidas a tasas intermedias de renova-
ción podrían indicar que estas microalgas
parecen optimizar la síntesis de proteínas a
esta tasa de renovación, lo cual es el princi-
pal factor relacionado con los cambios en el
contenido proteico en cultivos de microal-
gas (7).

El método semicontinuos es, por tanto,
considerado como una herramienta útil en
el cultivo de microalgas, rindiendo una cali-
dad nutricional apropiada para el desarrollo
normal de los organismos cultivados. Esto
es respaldado por los resultados obtenidos
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por Núñez y col. (8), que Chatoceros sp. es
una fuente alimenticia apropiada para la
alimentación de larvas de camarón (Litope-
naeus vannamei) con una alta tasa de sobre-
vivencia (76%). Por otro lado, el uso de otras
cepas de Chroomonas en ensayos de alimen-
tación de juveniles de Crassostrea gigas
produjo incrementos significativos en la bio-
masa (>50%) de estos bivalvos (21).

El uso de estas cepas de Chaetoceros y
Chroomonas como fuente de alimento de lar-
vas de bivalvos marinos es recomendado de-
bido a la fácil ingestión, gracias a su peque-
ño tamaño (cerca de 5 y 7 ìm), el cual está
dentro del rango sugerido por Doroudi y col.
(21), aunque es necesario determinar la di-
gestión y la asimilación de las mismas.

Los resultados sugieren que Chroomo-
nas sp. y Chaetoceros sp. pueden ser usadas
a tasas de renovación bajas e intermedias
para la producción diaria de pigmentos, pro-
teínas, carbohidratos y lípidos. Se demostró
que las tasas de renovación ejercen control
sobre la productividad y la composición bio-
química de la biomasa en cultivos semicon-
tinuos. Además es de gran interés deter-
minar el potencial de estas microalgas en el
cultivo de crustáceos y bivalvos.
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Tabla 1

Productividad celular (×109 cel L–1 d–1), masa seca, clorofila a, carotenoides, proteínas, carbohidratos

y lípidos (mg L–1 día–1) en cultivos semicontinuos a diferentes tasas de renovación (%)

de Chroomonas sp. y Chaetoceros sp.

Chroomonas sp. Chaetoceros sp.

5% 10% 20% 5% 10% 20%

Celular 5,1�0,58 5,3�0,23 6,6�0,32 0,2�0,02 0,6�0,03 1,2�0,32

Masa seca 66,0�5,00 94,0�13,00 196,0�16,00 28,0�5,00 91,0�12,00 156,0�18,00

Clorofila a 1,5�0,09 2,3�0,09 2,7�0,16 0,6�0,03 1,2�0,04 2,3�0,05

Carotenoides 0,6�0,03 0,8�0,02 1,0�0,06 0,5�0,02 1,0�0,01 1,7�0,11

Proteínas 20,1�0,33 29,9�0,31 42,2�0,54 15,6�0,26 30,7�0,64 42,7�1,55

Carbohidratos 4,5�0,18 6,0�0,48 10,0�0,56 4,7�0,23 8,3 ±.0,11 13,1�0,74
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