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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el crecimiento de 7. suecica en condiciones
fotoautotroficas, fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas. Se utilizé glucosa (5
g/L) como fuente de carbono organico en los cultivos fotoheterotroficos, heterotroficos y
mixotroficos y se utilizd bicarbonato de sodio (0.6 g/L) como fuente de carbono
inorganico en los cultivos fotoautotréficos y mixotréficos. Respecto a la fuente de
energia, todos los cultivos fueron expuestos a iluminacion (2000 lux) con fotoperiodo de
12:12 h de luz:oscuridad, a excepcion del cultivo heterotrofico que se desarrolld en
completa oscuridad cubierto con papel aluminio. Los resultados de todos los parametros
medidos demostraron que el tratamiento mixotréfico promueve mayor densidad celular
(3.63 x10° cél/mL), biomasa (2.38 g/L), mayor tasa de crecimiento especifica (0.198),
mayor tasa de duplicacion celular (0.286) y mayor productividad (0.313) respecto a todos
los demas tratamientos evaluados. El andlisis estadistico (Anova y Tukey) indic6 que el
cultivo mixotrofico y fotoheterotrofico fueron significativamente superiores, seguido del
cultivo fotoautotrofico, control y heterotréfico. En conclusion, el crecimiento de 7.

suecica es mayor cuando se cultiva en condiciones mixotroficas.

Palabras clave: modos troficos, crecimiento microalgal, mixotrofia, heterotrofia,

autotrofia.



ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the growth of 7. suecica under
photoautotrophic, photoheterotrophic, heterotrophic and mixotrophic conditions. Glucose
(5 g/L) was used as organic carbon source in the photoheterotrophic, heterotrophic and
mixotrophic cultures and sodium bicarbonate (0.6 g/L) was used as inorganic carbon
source in the photoautotrophic and mixotrophic cultures. Regarding the energy source,
all cultures were exposed to illumination (2000 lux) with 12:12 h light:dark photoperiod,
except for the heterotrophic culture which was grown in complete darkness covered with
aluminum foil. The results of all measured parameters showed that the mixotrophic
treatment promoted higher cell density (3.63 x10° x10°¢ cells/mL), biomass (2.38 g/L),
higher specific growth rate (0.198), higher cell doubling rate (0.286) and higher
productivity (0.313) with respect to all other treatments evaluated. Statistical analysis
(Anova and Tukey) indicated that the mixotrophic and photoheterotrophic cultures were
significantly superior, followed by the photoautotrophic, control and heterotrophic
cultures. In conclusion, the growth of 7' suecica is higher when grown under mixotrophic

conditions.

Keywords: trophic modes, microalgal growth, mixotrophy, heterotrophy, autotrophy.



I. INTRODUCCION

El sector de cultivo de microalgas enfrenta desafios en la produccion de biomasa
(Ismail & Zokm, 2025), al tiempo que surge una creciente demanda de materias primas
sostenibles para reemplazar a las no renovables. La problematica vinculada a la demanda
de alimentos, energia y agua podria encontrar una solucion prometedora y sostenible en
la biomasa microalgal debido a que es una materia prima energética capaz de satisfacer

las necesidades presentes y futuras de biorecursos (Wibisono et al., 2019).

A partir de las microalgas se obtienen productos farmacéuticos, cosméticos,
pigmentos, acidos grasos, biofertilizantes, biocombustibles, alimento para animales,
agentes antimicrobianos y antivirales. Ademas, se emplean en el tratamiento de aguas
residuales, la eliminacion de contaminantes, la biomitigacion de CO2 y para producir
compuestos con aplicaciones en medicina humana (Abreu et al., 2022; Huang et al.,

2024).

Los nutrientes organicos e inorganicos provenientes de desechos o subproductos
industriales son clave para cumplir los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda
2030, centrados en prevenir y reducir la contaminacion por nutrientes (Naciones Unidas,
2018). Aprovechar desechos y subproductos industriales no solo contribuye a prevenir la
potencial contaminacién ambiental, sino que aporta recursos nutricionales de bajo costo
para la produccion de microalgas generando ademas beneficios econdmicos (Sarma et al.,
2021). Por ello, diversos estudios han evaluado fuentes organicas como la glucosa,
acetato, fructuosa, glicerol, sacarosa, lactosa, suero de leche y vinasa comparando su
efecto en el crecimiento autotrofico, heterotrofico y mixotréfico de distintas especies de

microalgas (Abreu et al., 2022).

La identificacion de fuentes rentables de nutrientes aprovechables en la

produccion de biomasa microalgal resulta crucial para la sostenibilidad de esta actividad.
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Por ello, es fundamental comprender como el crecimiento de las microalgas se ve
afectado por diferentes fuentes de energia y nutrientes orgdnicos € inorgédnicos
(Nicodemou et al., 2022). La presente investigacion busca determinar la condicion
nutricional que aumente el crecimiento de 7. suecica. A partir de ello, se pueden aplicar
diferentes fuentes alternativas de nutrientes de bajo costo para lograr una mayor

productividad.

Las microalgas destacan como fuente prometedora de materia prima para el
abastecimiento sostenible de productos comestibles (Ijaola et al., 2024) y no comestibles,
como los biocombustibles (Rengarajan et al., 2024). Tetraselmis suecica es una microalga
marina principalmente cultivada como alimento en la acuicultura para especies como
tilapia debido a que mejora el crecimiento y por su apreciable actividad antimicrobiana,
ha demostrado ser una valiosa fuente de bioactivos con importancia farmacéutica (Abdel-
Tawwab et al., 2024; Guzman et al., 2019). Ademas, también es utilizada como alimento
para larvas de bivalvos y como suplemento alimenticio para crustaceos, ya que ha
demostrado tener efectos positivos en el crecimiento, supervivencia y utilizacion de
nutrientes (Rizwan et al., 2018; Sharawy et al., 2020). En Peru, el IMARPE (2022) utiliza
esta especie como alimento para Brachionus plicatilis, Artemia franciscana y Apocyclops

spartinus.

En el ambito de la biorremediacion el cultivo de Tetraselmis suecica crece
eficazmente en aguas residuales municipales, bioacumula plomo y produce abundantes
carbohidratos aprovechables para bioetanol (Al-Jaryan et al., 2024; Reyimu & Ozgimen,
2017). En resumen, 7. suecica es una especie importante por su amplia utilizacion en la
acuicultura, la industria alimentaria y la biorremediacion, convirtiéndose en un recurso

renovable de gran interés.



Problema de investigacion

(Cudl es el crecimiento de 7. suecica en condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas,

heterotroficas y mixotroficas?
Hipotesis de investigacion

El cultivo mixotrofico de 7. suecica tiene mayor crecimiento que los cultivos

fotoautotrofico, fotoheterotréfico y heterotrofico.
Objetivo general

Evaluar el crecimiento de 7. suecica en condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas,

heterotroficas y mixotroficas.
Objetivos especificos

Determinar la densidad celular de 7. suecica en condiciones fotoautotroficas,

fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas.

Determinar la biomasa de 7. suecica en condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas,

heterotroficas y mixotroficas.

Determinar la tasa de crecimiento especifica (), la tasa de duplicacion celular (k) y la
productividad (P) de T. suecica en condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas,

heterotroficas y mixotroficas.

10



II. MARCO TEORICO

Los modos tréficos son las diferentes estrategias nutricionales que las microalgas
son capaces de utilizar para su crecimiento. Estas estrategias se diferencian por el tipo de
fuente de energia y de carbono que utilizan. Las dos principales son la autotrofia y la
heterotrofia, de las cuales se derivan la fotoautotrofia, fotoheterotrofia, quimioautotrofia,

quimioheterotrofia y mixotrofia (Dragone, 2022).

Principal fuente de carbono

co, Compuestos organicos
autotrofos heterétrofos
Fuente de
energia
Quimico Quimioautétrofos Quimioheterétrofos

« Heterotrofia

Mixotrofia

Figura 1. Clasificacion de categorias nutricionales para microalgas (adaptado de Dragone,

2022)

Las estrategias nutricionales mas estudiadas de las microalgas son la
fotoautotrofia, heterotrofia y mixotrofia. De las cuales, la fotoautotrofia es la mas
utilizada en la produccién mundial de microalgas a escala industrial (Ruiz et al., 2022).
La produccion comercial de microalgas autotroficas se situa alrededor de las 20 000
toneladas anuales en peso seco (Benemann et al., 2018). El cultivo fotoautotréfico

consiste en utilizar luz como fuente de energia y CO> como fuente de carbono (Ijaola et

11



al., 2024). La produccion autotrofica es el método méas sencillo y econémico para generar
biomasa microalgal, pues prescinde de fuentes de carbono orgéanico, reduce el riesgo de

contaminacion bioldgica y tiene bajos costos operativos. (Ruiz et al., 2022).

En el cultivo heterotrofico las microalgas pueden crecer en la oscuridad utilizando
compuestos organicos como fuentes de carbono y energia (Mehariya et al., 2024).
Principalmente este modo de cultivo se emplea para obtener altas concentraciones de
lipidos para la produccion de biocombustible (Gong et al., 2024). Comunmente este tipo
de cultivo se desarrolla en fermentadores con un suministro peridodico o continuo de
fuentes de carbono (por ejemplo, glucosa, acidos grasos volatiles) para generar biomasa
con alto contenido de lipidos para la posterior produccion de biocombustibles (Nguyen et

al., 2022).

El cultivo mixotréfico consiste en la combinacion de la autotrofia y heterotrofia,
es decir, es la utilizacion de la fotosintesis y formas alternativas de adquisicion de carbono
a partir de compuestos organicos (Mufioz-Marin et al., 2024). Villanova & Spetea (2021)
describen a la mixotrofia como el modo tréfico que se desarrolla en presencia tanto de
luz como de carbono orgénico, gracias a la activacion simultanea tanto de la respiracion
como de la fotosintesis. Ademds, mencionan que la mixotrofia es un modo sinérgico
debido a permite el intercambio de energia (ATP) entre el cloroplasto y la mitocondria,

lo cual, estimula el crecimiento, la produccion de carbohidratos y lipidos.

En términos de productividad, los cultivos mixotroficos son los més productivos,
seguidos por los heterotroficos y los autotroficos, presentando ventajas y desventajas en
cada tipo de cultivo. Ademas, no todas las microalgas estan habilitadas para asimilar
compuestos organicos, sin embargo, el género Tetraselmis ha demostrado poder asimilar
estos compuestos (Penhaul Smith et al., 2021). Por ejemplo, se han obtenido mayores
tasas de crecimiento, mayor biomasa y acumulacion de lipidos en cultivos mixotroficos

12



comparados con cultivos fotoautotroficos y heterotroéficos en diferentes especies de
microalgas, incluido el género Tetraselmis (Chan et al., 2025; Proietti Tocca et al., 2024).
Cao et al. (2023) investigaron a C. vulgaris en diferentes condiciones de cultivo y
encontraron que produccion de biomasa fue de 3.1, 2.5 y 0.5 g/L en su cultivo
mixotrofico, heterotréfico y fotoautotrofico, respectivamente. Maroneze et al. (2025) han
informado concentraciones de biomasa de Galdieria sulphuraria de 5.96 y 7.99 g/L en
su cultivo heterotréfico y mixotrofico, respectivamente. Mientras que los cultivos
fotoautotrofico y mixotrofico de Tetraselmis sp. han alcanzado concentraciones de
biomasa de 1.73 y 2.03 g/L, respectivamente (Lari et al., 2019). Dang et al. (2022)
obtuvieron concentraciones de biomasa de 1.88 y 2.55 g/L en cultivos fotoautotroficos y
mixotroficos de Tetraselmis sp con suplementacion de nitrato, respectivamente.
Stegemiiller et al. (2024) investigaron el crecimiento de Haematococcus lacustris en
condiciones fotoautotroficas, mixotroficas y heterotroficas, evaluando cuatro fuentes de
carbono (acetato, metanol, glucosa y glicerol) y distintas intensidades luminicas. Hallaron
que la mixotrofia con acetato alcanzo6 la mayor tasa de crecimiento (0.91) y toler6 hasta
un 30% mas de intensidad luminica que la fotoautotrofia, ademas de presentar un

crecimiento 1.8 veces mayor que la suma de la heterotrofia y fotoautotrofia.

Silkina et al. (2025) investigaron las combinaciones de modos nutricionales
(autotréfico, mixotrofico y heterotrofico) en un cultivo de S. obliquus y hallaron que el
modo mixotréfico y heterotréfico alcanz6 mayores concentraciones de biomasa (7.2—-10.5
g/L) y un contenido proteico del 44%, superando asi al modo autotrofo (32% de proteina).
Ademas, se removid el 100% del azacar residual en 72 h y se duplicaron las tasas de

eliminacion de amonio y fosfato respecto al cultivo autotrofo.

Los cultivos autotréficos y heterotroficos comparten algunas rutas metabodlicas y

activan diferentes rutas propias de cada metabolismo, ya que, la energia y el carbono
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provienen de fuentes organicas e inorganicas. En el caso del metabolismo mixotrofico,
este estd compuesto por la suma de todas las rutas metabolicas autotroficas y
heterotroficas (Abreu et al.,, 2022). Pero ademés la principal razén por la cual la
mixotrofia es el modo nutricional que mayor crecimiento promueve para la gran mayoria
de microalgas es que permite una interaccion sinérgica entre el metabolismo autotrofico
y heterotrofico (Shan et al., 2023). Por ejemplo, Vidotti et al. (2020) evidenciaron que
aumentar el contenido de carbono inorganico en cultivos fotoautotroficos mejora la
eficiencia de fijacion de carbono y la respiracion aerobica. Segun estos autores, esta
mejora se atribuye al incremento de CO: en el medio, que acelera el metabolismo del
ciclo de Calvin y, por tanto, potencia la sintesis de sustancias bioactivas en el cloroplasto.
Por otro lado, se ha descubierto que aumentar el contenido de carbono organico en el
medio tiene un efecto positivo en ciclo de Krebs, lo que probablemente contribuye al

aumento de la produccion de biomasa en cultivos mixotroficos (Gao et al., 2021).
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III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Procedencia de la microalga, aislamiento y adaptacion de los cultivos

Tetraselmis suecica fue obtenida a partir de un cultivo liquido proporcionado por
el Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa.
Se realiz6 un doble aislamiento consecutivo en placas Petri, utilizando agar bacteriologico
(1 %) y agua de mar estéril enriquecida con medio Guillard (1 mL/L). El cultivo en agar
del segundo aislamiento fue escalado progresivamente a cultivo liquido (10, 100 y 250

mL).

El cultivo escalado a 250 mL fue dividido en cinco subcultivos: control,
fotoautotrofico, fotoheterotréfico, heterotrofico y mixotrofico, con el objetivo de adaptar
a las microalgas a las condiciones especificas de cada tratamiento. El proceso de
adaptacion consistid en exponer a cada cultivo de microalgas a las condiciones descritas
en latabla 1. Esta adaptacion se llevd a cabo durante cuatro semanas de cultivo, realizando

un desdoble semanal.

Para iniciar la fase de experimentacion, las microalgas adaptadas, en fase de
crecimiento exponencial fueron cosechadas mediante centrifugacion a 3500 rpm durante
5 min. La biomasa cosechada fue inmediatamente resuspendida en agua de mar estéril,
obteniéndose cinco cultivos iniciales, cada uno correspondiente a un tratamiento

especifico.
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3.2. Fuente de carbono organico e inorganico

El carbono organico utilizado en los cultivos fotoheterotroficos, heterotroficos y
mixotroficos fue D-glucosa (99 %) (Sigma-Aldrich) en una concentracion de 5 g/L, dosis

optima para Tetraselmis, segin lo recomendado por Lari et al, (2019).

El carbono inorgénico utilizado en los cultivos fotoautotroficos y mixotréficos fue
bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich) en una concentracion de 0.6 g/L, dosis determinada

a partir de preensayos (Anexo 3).
3.3. Obtencion y tratamiento del agua de mar

El agua de mar utilizada fue recolectada de la playa "El Dorado", ubicada en el
distrito de Nuevo Chimbote (9° 11' 15" S; 78° 33' 55" O). Se someti6 a un doble filtrado
mediante una bomba de vacio manual (ROCKER) utilizando papel filtro de 20 um y 8
um. Posteriormente, el agua fue desinfectada con hipoclorito de sodio al 4 % en una
proporcion de 0.5 mL/L, dejando actuar durante 30 min. El cloro residual se neutralizd
con tiosulfato de sodio al 28% en una proporcion de 0.5 mL/L. A continuacion, el agua
fue esterilizada en autoclave a 121 °C y 1 atmosfera durante 30 min. Finalmente, el agua
autoclavada se someti6 a radiacion UV durante 20 min en una cdmara de flujo laminar

(BIOBASE).
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3.4. Condiciones de los cultivos experimentales

Los cultivos experimentales se llevaron a cabo en matraces de 500 mL de
capacidad con 200 mL de volumen de trabajo y una densidad celular inicial de 0.5x10°
cél/mL. Todos los tratamientos se mantuvieron en un fotoperiodo de luz:oscuridad de
12:12 con luz fluorescente de 2000 lux de intensidad, a excepcion del tratamiento
heterotrofico que se desarrolld en completa oscuridad, para lo cual, los matraces fueron
totalmente cubiertos con papel aluminio (Fig. 2). Se utilizé medio de cultivo Guillard (1
mL/L), la temperatura ambiente fue mantenida a 25° C mediante aire acondicionado y la

agitacion de los cultivos se realizé manualmente tres veces al dia.

Figura 2. Matraces de los tratamientos experimentales en el séptimo dia de cultivo.
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3.5. Disefio experimental

El estudio consistié en la evaluacion de cinco condiciones nutricionales de
crecimiento. Para lo cual, cada cultivo experimental fue expuesto a diferentes

combinaciones de fuentes de energia y carbono tal como se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones nutricionales de los cultivos experimentales.

Tratamiento Fuente de energia Fuente de carbono
Control Luminica -
Fotoautotrofico Luminica Inorganico
Fotoheterotrofico Luminica + Organica Organico
Mixotréfico Luminica + Organica Organico + Inorganico
Heterotrofico Organica Organico

Fuente de carbono inorgéanico: Bicarbonato de sodio (0.6 g/L)

Fuente de carbono organico: Glucosa (5 g/L)

3.6. Densidad celular

La medicion de la densidad celular de los cultivos (cél/mL) se realizé segun el
procedimiento descrito por Ynga & Nifio (2019). Para ello, se utiliz6 una camara
Neubauer MARIENFELD de 0.1 mm y un microscopio optico NIKON ECLIPSE 119c.
Los conteos se realizaron diariamente a las 12:00 horas, tomando muestras de cada unidad
experimental, las cuales fueron fijadas acido acético (vinagre). El calculo se llevo a cabo
sumando las cifras obtenidas de los cuatro cuadrantes externos de la camara Neubauer,

estos datos fueron reemplazados en la siguiente férmula:

N = (3CéL.C/4) = 10000

Doénde:
N: Numero de células por mililitro

> Ce€1.C: Suma de células de los cuadrantes externos de la cdmara de Neubauer
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3.7. Biomasa

La biomasa de los cultivos se determiné mediante método gravimétrico. Se
tomaron muestras de 50 mL de cada cultivo en tubos de centrifuga (Corning) previamente
pesados (Figura 3). Se centrifugaron los tubos a 6500 rpm por 4 min desechando
inmediatamente los sobrenadantes. Luego, los tubos con la biomasa htimeda fueron
secados en estufa por 12 h a 60° C y se volvieron a pesar con la biomasa seca. La cantidad
de biomasa (g/L) se determind por la diferencia de peso entre los tubos con biomasa seca

y los tubos sin biomasa.
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Figura 3. Muestras de 50 mL de los cultivos experimentales para la determinacion de la

biomasa.
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3.8. Indicadores de crecimiento

Adicionalmente, con los resultados de densidad celular se calculd la tasa de
crecimiento especifico (¢) segun Tang et al. (2011), la tasa de division celular (k) segiin
Teo et al. (2014) y la productividad (P) segiin Ogbonna et al. (2024) con las siguientes

formulas:

Donde:

Xo y X1 representan a la concentracion inicial y final de la densidad celular (cél/mL),

respectivamente.

Toy Tirepresentan al dia inicial y final del cultivo, respectivamente.

3.9. Medicion de pH y temperatura

Diariamente a las 12:00 h se midieron la temperatura y el pH con un

multipardmetro digital EZODO 8200M (sensibilidad + 0.2 °C y + 0.01 pH).

3.10. Analisis estadistico

La normalidad de los datos se comproboé mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Para evaluar las diferencias significativas (p > 0.05) entre los tratamientos, se llevo a cabo
un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Para establecer diferencias significativas
entre los tratamientos se realizd la prueba de Tukey. Todo el andlisis estadistico y las

figuras se realizaron con el software R Studio.
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IVv. RESULTADOS
4.1. Densidad celular

La figura 4 muestra la densidad celular de los cultivos experimentales de 7.
suecica (x10° cél/mL). En el dia 10 de cultivo la mayor densidad celular se registr6 en la
condiciéon mixotrofica (3.63 x10° cél/mL), seguida de la fotoheterotrofica (3.17 x10°
cél/mL), sin diferencias significativas entre ambas. La condicion fotoautotrdfica presentd
un crecimiento intermedio (2.33 x10¢ cél/mL), mientras que las condiciones control (1.58
x10¢ cél/mL) y heterotrofica (1.43 x10° cél/mL) mostraron los valores mas bajos, sin
diferencias significativas entre ambas. Los resultados destacan el mayor crecimiento de

la condicién mixotrofica y fotoheterotréfica respecto a los demads tratamientos.

4,0 + =Control

== Fotoautotrofico
— 35 + ,
g == Fotoheterotrofico
% 30 4 —Mixotrofico
% == Heterotrofico
525+
E
O
(]
3 20 +
4]
w2
5
a 1.5 +
1.0 + T
T
1 1 1
0.5 +
0.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias

Figura 4. Densidad celular de 7. suecica en condiciones fotoautotroficas,

fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas.
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4.2.Indicadores de crecimiento

Los resultados de tasa de crecimiento especifico (i), tasa de division (k) y
productividad (P) se presentan en la Tabla 2. Los valores presentan diferencias
significativas entre las condiciones de cultivo para los tres indicadores evaluados (p <

0.05).

Los resultados de los tres indicadores de crecimiento muestran que todos los
tratamientos presentan diferencias significativas entre si. La condicion mixotrofica y
fotoheterotrofica muestran los valores mas altos en todos los indicadores. La condicion
fotoautotrofica presenta valores intermedios. Por ultimo, la condicion de control y

heterotrofica presentan los valores mas bajos.

Tabla 2. Tasa de crecimiento especifico (u), tasa de division celular (k) y productividad
(P) de T. suecica cultivada en condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas,

heterotroficas y mixotroficas.

Indc:)l;:a Control Fotoautotrofico  Fotoheterotrofico  Mixotrofico  Heterotrofico
u 0.115+0.005°  0.154 +0.008° 0.185+0.004°  0.198 £0.007° 0.105 £ 0.006%
k 0.165 + 0.007% 0.222 + 0.012b 0.267 + 0.005° 0.286 £ 0.010° 0.151 £0.015%

P 0.108 + 0.008" 0.183 +0.020° 0.267 +0.012° 0.313 +£0.025° 0.093 +0.015%

Los valores con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p <0.05)
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4.3. Biomasa

La figura 5 muestra los resultados de biomasa final (g/L) de los cultivos
experimentales de 7. suecica (dia 10). La condicién mixotréfica obtuvo la mayor cantidad
de biomasa con un valor 2.38 g/L, seguido por la fotoheterotréfica con 2.21 g/L, sin
diferencias significativas entre ambas. Por otro lado, las condiciones heterotroficas,
fotoautotroficas y de control fueron estadisticamente similares entre si, con valores de

1.24 ¢/L, 0.95 g/L y 0.94 g/L, respectivamente.

30 T
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b
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a
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0.0

Control Fotoautotrofico Fotoheterotrofico  Mixotrofico Heterotrofico

Biomasa (g/L)
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S
!

T

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (p <0.05).

Figura 5. Biomasa final de 7. suecica cultivada en condiciones fotoautotrdficas,

fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas
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44. pH

La tabla 3 muestra los valores de pH de los cultivos experimentales de 7. suecica
en los diez dias de cultivo. Se puede observar que los cultivos con bicarbonato y sin
glucosa (control y fotoautotréfico) mantienen valores alcalinos que oscilan entre minimo

de 8.49 y un méaximo de 9.20.

Por otro lado, los cultivos con glucosa, pero sin bicarbonato (heterotréfico y
fotoheterotrofico) presentan valores 4cidos y ligeramente alcalinos oscilando entre 6.96
y 8.45. Por ultimo, el cultivo con glucosa y bicarbonato (mixotréfico) fue el tratamiento
que mantuvo los valores de pH maés estables con una ligera tendencia a la alcalinidad

entre 7.84 y 8.68.

Tabla 3. pH de los cultivos de 7. suecica cultivada en condiciones fotoautotroficas,

fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas.

, pH
bia Control Fotoautotrofico Fotoheterotréfico Mixotrofico Heterotrofico
0 8.49+0.04*° 8.30+0.02° 742 +0.02°  8.00+0.03° 7.29+0.03¢
1 9.14+£0.08° 8.71 +£0.05° 720+£0.01>  7.84+0.04° 6.96+0.01¢
2 9.16+0.01° 891+0.01° 748 +0.08°  8.06+0.01° 7.15+0.18¢
3 9.18+0.01*  9.20+0.05° 7.80£0.04>  8.11+0.03° 7.13+0.03¢
4 9.01+0.04" 9.01=+0.02° 7.96+0.04>  8.18+0.03 7.35+0.01¢
5 9.12+0.03* 9.18+0.04° 8.14+0.01°  8.25+0.03¢ 7.27+0.04¢
6 8.92+0.04° 9.03+0.02° 8.30+£0.03°  8.38+0.12° 7.45+0.05¢
7 895+0.01* 9.01+0.01° 8.28+0.04°  8.38+0.04° 7.06+0.08¢
8 8.92+0.04* 8.96+0.02° 827+0.03°  8.51+0.04° 7.10+0.05¢
9 9.14+0.04* 9.10+0.02° 8.45+0.04>  8.68+0.10° 7.03+0.04¢
10 9.08+0.02*  9.10+0.07° 8.13+£0.03°  8.57+0.06° 6.98+0.02¢

Los valores con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p <0.05).
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4.5. Temperatura

La figura 6 muestra la dindmica de la temperatura en los cultivos experimentales
de T. suecica durante diez dias. Los valores de las curvas de temperatura de los
tratamientos heterotrofico, fotoautotréfico, fotoheterotrdéfico y mixotréfico fueron
similares, variando entre un minimo de 22.3 °C y un maximo de 23.2 °C. El tratamiento
control fue el Gnico cultivo que mostrd valores ligeramente menores de temperatura
respecto a los demds, entre 22.2 y 22.5 °C. Pero en general todas las diferencias de

temperatura entre todos los tratamientos fueron menores a 1°C.

26 T e==Control
== Fotoautotrofico
== Fotoheterotrofico
257 e Mixotrofico
= Heterotrofico
24 +

Temperatura (°C)
[\®]
(8]
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Figura 6. Dindmica de la temperatura de los cultivos de 7. suecica cultivada en

condiciones fotoautotroficas, fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas.
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4.6. Correlacion entre los parametros

La figura 7 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson entre la densidad
celular, la biomasa, el pH y la temperatura. En resumen, el analisis muestra que todas las
correlaciones entre los pardmetros de crecimiento y los pardmetros fisicoquimicos fueron
débiles (-0.227 a 0.229), lo que indica que los pardmetros fisicoquimicos no tuvieron

influencia significativa sobre los parametros de crecimiento.

Densidad celular -
(x106 cel./mL)
Biomasa (g/L) -
pH (unidades) 0.229** 0.205
Temperatura (°C) - 0.109 0.157 -0.277%**
| | | |
D&‘Fﬂ‘figﬁﬁ? Biomasa (g/L) pH (unidades) Temperatura

(°C)
Figura 7. Relaciones entre la densidad celular, biomasa, pH y temperatura de los cultivos

de T. suecica en diferentes condiciones troficas (***p<0.001).
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V. DISCUSION

Los resultados de biomasa demuestran la superioridad del cultivo mixotrofico
alcanzando 2.38 g/L, seguido por el fotoheterotréfico con 2.21 g/L, el heterotrofico con
1.24 g/L, el fotoautotrofico con 0.95 g/L y el control con 0.94 g/L (Figura 5). Esto
probablemente se debid a que los tratamientos con carbono organico (glucosa) inducen
en las microalgas efectos de gigantismo celular, el cual es un aumento del volumen celular
que contribuye a que las células pesen mas (Bhatnagar et al., 2010). Y también genera la
produccion de polisacaridos extracelulares (EPS) que son compuestos ricos en

carbohidratos que contribuyen al aumento de biomasa (Babiak & Krzeminska, 2021).

Similares resultados han sido reportados por Yeesang & Cheirsilp (2014) quienes
obtuvieron 2.46 g/L en mixotrofia, 1.75 g/L en heterotrofia y 1.14 g/L en autotrofia de B.
braunii. Al igual Gim et al. (2014) informaron 2.33 g/L en mixotrofia, 2.20 g/L en
heterotrofia y 1.10 g/L en autotrofia de S. obliquus. Por ultimo, Sajadian et al. (2018)
obtuvieron 3.91 g/L en mixotrofia, 2.47 g/L en heterotrofia y 1.52 g/L en autotrofia de C.

vulgaris.

Los resultados de densidad celular obtenidos en este estudio demuestran que el
cultivo mixotréfico (3.63 x10° cél/mL) de T. suecica fue significativamente mayor que el
cultivo fotoautotrofico (2.33 x10° cél/mL), control (1.58 x10°% cél/mL), y heterotréfico
(1.43 x10° cél/mL), pero similar estadisticamente al cultivo fotoheterotréfico (3.17 x10°
cél/mL) (Figura 4 y anexo 1). Las posibles explicaciones del porque se obtiene mayor
crecimiento con cultivos mixotroficos son muy variadas debido a la amplia investigacion
sobre los modos nutricionales de las microalgas (Proietti Tocca et al., 2024). En la
practica, se puede indicar que el crecimiento depende principalmente de la fuente de
carbono organico utilizado y de la especie cultivada (Patel et al., 2021). En términos de
metabolismo, Shan et al. (2023) explican que existen tres mecanismos sin€rgicos que

27



ocurren durante la mixotrofia: la sinergia del metabolismo del carbono, la sinergia del
metabolismo energético y la reutilizacion del dioxido de carbono, que en conjunto

permiten que el cultivo mixotrdéfico sea mas productivo en términos de crecimiento.

En ese sentido, el cultivo mixotrofico al contar con un suministro de carbono
organico e inorgéanico (glucosa y bicarbonato) probablemente pudo haberse beneficiado
de la sinergia del metabolismo del carbono. Debido a que como explican Liu et al. (2009)
suministrar carbono organico (glucosa) promueve la via glucolitica y el ciclo de los dcidos
tricarboxilicos, lo que genera metabolitos como G3P y F6P que mejoran indirectamente
la actividad del ciclo de Calvin. Ademas, el suministro de carbono inorgénico segin
Vidotti et al. (2020) favorece la eficiencia del ciclo de Calvin y la respiracion aerdbica.
Respecto a la energia, el mayor crecimiento del tratamiento mixotroéfico también pudo
deberse a la combinacion de la energia luminica y quimica que presenta esta condicion
(Tabla 1). Esta combinacion de fuentes de energia segin explica Bazdar et al. (2018)
estabiliza la produccion de ATP debido a que integra los metabolismos autotrofico y
heterotrofico. Por ultimo, nuestro cultivo mixotroéfico probablemente también pudo
haberse beneficiado del proceso de reutilizacion de CO». Debido a que como explican
Cecchin et al. (2018) las microalgas que son expuestas a compuestos organicos pueden
activar una ruta metabolica heterotréfica que fija CO,, facilitando asi su reutilizacion y
reduciendo su pérdida. Ademas, Liu et al. (2022) también explican que el modo
mixotrofico promueve altos niveles de expresion de anhidrasa carbonica y RuBisCO, lo
cual produce la reutilizacion del CO; y en consecuencia se genera una mayor produccion
de biomasa. De igual forma es conveniente contrastar con un analisis de transcriptoma
que mecanismos metabolicos se estan llevando a cabo cuando las microalgas estan en
condiciones mixotroficas para poder comprender a que se debe especificamente el mayor

crecimiento.
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La similitud entre los resultados de densidad celular y biomasa entre el cultivo
mixotrofico y el fotoheterotrofico podria explicarse por el hecho de que ambas
condiciones son muy similares, diferencidndose tnicamente por la adicién de carbono
inorganico (tabla 1). Sin embargo, aunque el cultivo fotoheterotrofico no tuvo adicion de
carbono inorganico (bicarbonato), las microalgas pudieron haber utilizado el carbono
inorganico (CO2) que se disuelve naturalmente en el medio, en dicho caso, ambas
condiciones podrian considerarse mixotréficas debido a que cuentan con todas las fuentes
de energia y carbono necesarias (figura 1) (Dragone, 2022). Debido a esta similitud,
muchas investigaciones no suelen tratar la fotoheterotrofia como una condicion adicional
a evaluar, sino que se centran en las tres condiciones que mas se diferencian entre si:

fotoautotrofia, heterotrofia y mixotrofia (Wang et al., 2014) .

En cuanto al cultivo fotoautotrofico, se observo un crecimiento medio (2.33 x10°
cél/mL), ya que los valores de densidad celular fueron inferiores que los cultivos
mixotroficos y fotoheterotroficos, pero superiores a los del cultivo control y heterotrofico
(Figura 4). Esto podria sugerir que 7. suecica al ser una microalga principalmente
autotrofica, su crecimiento dependeria en mayor medida de fuentes inorgdnicas de

carbono y energia para realizar la fotosintesis (Kurniawan et al., 2025).

El cultivo heterotrofico fue el tratamiento que obtuvo la menor densidad celular
(1.43 x10° cél/mL) esto podria indicar que 7. suecica no crece de forma éptima en
completa oscuridad. Sin embargo, el cultivo heterotrofico de 7. suecica ya ha sido
exitosamente desarrollado por Azma et al. (2010) quienes ademas establecieron un
extenso protocolo para adaptar a esta especie a condiciones de completa oscuridad, dicho
protocolo consiste en una reduccion progresiva del fotoperiodo durante mas de dos meses
0 1650 h. Por su parte, Parra-Riofrio et al. (2020) mejoraron dicho protocolo reduciendo

las horas necesarias para adaptar a esta especie a condiciones de completa oscuridad a
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1080 h y demostraron que el cultivo heterotrofico de 7. suecica es superior en crecimiento
al cultivo fotoautotrofico. Por ende, la baja densidad celular de nuestro tratamiento
heterotrofico podria deberse a que las células probablemente no se adaptaron
Optimamente a las condiciones de oscuridad debido a la corta duracioén de nuestro periodo

de adaptacion (1 mes o 672 h).

En general, considerando todos los pardmetros de crecimiento evaluados,
atribuimos la superioridad del cultivo mixotréfico a su capacidad de suministrar
simultdneamente carbono inorganico y organico, asi como a la combinacién de energia
luminica y quimica que este modo de cultivo provee. Adicional a los objetivos de esta
investigacion, se pudo determinar la concentracion dptima de bicarbonato de sodio para
promover el crecimiento de 7. suecica, mediante ensayos preliminares realizados antes

del proceso experimental, cuya dosis se establecié en 0.6 g/L (Anexo 3).

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes en el cultivo
de microalgas, ya que influye en la tasa de crecimiento, el tamafio celular, la composicion
bioquimica y en la demanda de nutrientes (Chowdury et al., 2020). 7. suecica ha
demostrado crecer de manera Optima en temperaturas ambientales de 25 y 30° C, por lo
que se puede indicar que es una microalga de habitat euritérmico (Sas et al., 2021). En
esta investigacion, el analisis estadistico indic6 que el tratamiento control fue
significativamente diferente a los demds tratamientos. Sin embargo, todos los
tratamientos se mantuvieron en rangos estables de 22 y 23 °C con variaciones menores a
1°C durante todo el periodo de experimentacion (Figura 6). Ademas, el andlisis de
Pearson demostrd correlaciones muy bajas entre los parametros fisicoquimicos (pH y
temperatura) y los parametros de crecimiento (figura 7). Lo que sugiere que las
diferencias significativas de crecimiento no podrian ser atribuidas a las variaciones de

temperatura o pH.
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El pH es un pardmetro fisico de gran importancia en los cultivos de microalgas,
ya que, determina la solubilidad de minerales y CO2 (Qiu et al., 2017), altera la biomasa
y el rendimiento lipidico (Brindhadevi et al., 2021) y afecta a la composicion bioquimica
de las microalgas (Jabir et al., 2021). Al igual que en este estudio, Zhang et al. (2020)
utilizaron glucosa y bicarbonato en su cultivo mixotrofico de C. vulgaris e informaron
que el pH del medio oscil6 entre 8.0 a 10.7 unidades. Nuestros resultados sobre la
dindmica del pH demostraron que el cultivo con bicarbonato (fotoautotrofico) tuvo un
medio alcalino. En contraste, los cultivos con glucosa (fotoheterotréfico y heterotréfico)
se acidificaron ligeramente. El cultivo mixotréfico que combind bicarbonato y glucosa
tuvo un pH ligeramente alcalino y su dindmica fue muy estable durante todo el periodo
de experimentacion (Tabla 3). Este efecto tampon en el pH del medio mixotréfico puede
atribuirse al uso de bicarbonato como fuente de carbono inorgénico que ademas presenta
otras ventajas para el cultivo como aumentar la utilizacién del carbono y una alta

solubilidad en el medio (Yang et al., 2024).
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VI. CONCLUSIONES

> La densidad celular de T. suecica fue mayor en el tratamiento mixotrofico (3.63
x10% cél/mL) y fotoheterotrofico (3.17 x10° cél/mL) (p<0.05). Seguido de los
tratamientos fotoautotréfico (2.33 x10° cél/mL), control (1.58 x10° cél/mL) y

heterotrofico (1.43 x10° cél/mL).

> La biomasa de 7. suecica alcanzo su valor mas alto en el tratamiento mixotrofico
(2.38 g/L) y fotoheterotrofico (2.21 g/L) (p<0.05). Seguido de los tratamientos

heterotrofico (1.24 g/L), fotoautotréfico (0.95 g/L) y control (0.94 g/L).

> La tasa de crecimiento especifica (u) de T. suecica resulté mayor en el tratamiento
mixotrofico (0.198) y fotoheterotrofico (0.185) (p<0.05). Seguido de los tratamientos

fotoautotrofico (0.154), control (0.115) y heterotréfico (0.105).

> La tasa de duplicacion celular (k) de 7. suecica resultd mayor en el tratamiento
mixotrofico (0.286) y fotoheterotrofico (0.267) (p<0.05). Seguido de los tratamientos

fotoautotrofico (0.222), control (0.165) y heterotréfico (0.151).

> La productividad (P) de T. suecica resulto mayor en el tratamiento mixotroéfico
(0.313) y fotoheterotrofico (0.267) (p<0.05). Seguido de los tratamientos fotoautotrofico

(0.183), control (0.108) y heterotrofico (0.093).

> La mixotrofia fue el modo de cultivo que mayor crecimiento promovio para todos

los pardmetros medidos siendo superior a todos los demads tratamientos.
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VII. RECOMENDACIONES

> Prolongar y estandarizar la fase de adaptacion heterotréfica seglin el protocolo

recomendado para 7. suecica.

> Investigar los mecanismos moleculares que permiten el mayor crecimiento de los
cultivos mixotroficos (reutilizaciéon del CO,, sinergia del metabolismo energético y

sinergia del metabolismo del carbono).
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Anexo 1. Densidad celular de los cultivos de 7. suecica cultivada en condiciones

IX.

ANEXOS

fotoautotroficas, fotoheterotroficas, heterotroficas y mixotroficas.

Densidad celular (x10° cél/mL)

bia Control ~ Fotoautotrofico Fotoheterotrofico Mixotréfico Heterotréfico
0 0.50+0.00 0.50+0.00 0.50 £ 0.00 0.50+0.00 0.50=+0.00
1 050+£0.02 0.55+0.03 0.46 +0.04 0.54+0.02 0.62+0.08
2 0.68+0.08 0.81£0.06 0.84 £ 0.02 0.90+0.05 0.71+£0.08
3 0.82+0.11 1.01 £0.10 1.12+0.03 1.11+£0.04 0.70+0.11
4 098+0.06 1.16=0.10 1.77£0.11 2.00+0.10 0.70+£0.13
5 1.02+0.03 1.19+0.13 2.06 £0.02 225+0.19 0.72£0.10
6 1.17+0.11 1.60 £ 0.07 2.50 £0.09 264+0.18 0.95+0.11
7 1.17+0.05 1.65+0.07 2.58 £0.02 321+0.14  1.12+0.19
8 1.23+£0.05 1.59 £0.02 2.76 £0.16 299+0.12 1.06+0.03
9 1.21+0.15 1.75+£0.13 2.88+0.14 3.17+0.14 1.12+0.15
10 1.58+0.08 2.33+0.20 3.17+0.12 3.63+0.25 1.43+0.15
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Anexo 2. Media y desviacion estandar de la tasa de crecimiento especifico (A), tiempo
de duplicacion (B) y productividad (C) de T. suecica cultivada en condiciones

fotoautotroficas, fotoheterotroficas, heterotréficas y mixotroficas.
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Anexo 3. Densidad celular de 7. suecica cultivada con diferentes concentraciones

de bicarbonato de sodio.

Densidad celular (x10° cél/mL)

Dia
0.3 g/L 0.6 g/L 1.2 g/L 24 ¢g/L
0 0.50+0.00 0.50£0.00 0.50+0.00 0.50+0.00
I 052+0.01 0.51£0.05 0.57+0.01 0.50+0.01
2 055+0.08 0.53+£0.10 0.60+0.02 0.51+0.05
3 060+0.11 0.87+£0.04 0.88+0.03 0.50+0.04
4 084+0.10 1.01£0.12 1.19+£0.16 0.50+0.03
5 1.01+0.03 1.57+£0.04 1.46.£0.08 0.51+0.10
6 127+0.08 196+0.08 1.63+0.03 0.49+0.11
7 154+0.14 232+£0.10 1.87+0.09 0.51+0.07
8 1.98+£0.05 2.55+0.07 2.00+0.12 0.51+0.06
9 2144£0.09 288+£0.16 2.11+0.06 0.52+0.08
10 2.15+£0.12 3.09+0.05 2.23+0.07 0.53+0.02
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