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Energías Renvoables (Biocombustibles). 

Resumen: En la presente investigación se evaluó crecimiento celular de la microalga Chlorella vulgaris a diferentes espectros de luz (blanca, azul, 
violeta, roja) a 100 μmol m-2 s-1 en fotobiorreactores (FBR) de columna de burbujeo; finalizando cada experimento se realizó la extracción de la 
biomasa centrifugando el medio de cultivo a 4,000 rpm por 10 min. Se observaron máximos crecimientos celulares de 1.33x10-7 cel mL-1 de luz 
blanca, 8.83x10-6 cel mL-1 luz azul, 9.88x10-6 cel mL-1 roja y 7.50x10-6 cel mL-1 luz violeta y una tasa máxima de crecimiento específico μ=0.0229 d-

1. Por el alto crecimiento celular se puede indicar que no hubo daño por fotoinhibición; el máximo crecimiento celular, así como el mayor consumo 
de N-NH4+ (60%) se presentaron en condiciones de luz blanca. 
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Evaluation of the microalgal growth in Chlorella vulgaris in a bubble column 
photobioreactor under different light spectra. 

Abstract: In the present investigation, cell growth of the Chlorella vulgaris microalgae was evaluated at different light spectra (white, blue, violet, 
red) at 100 μmol m-2 s-1 in bubble column photobioreactors (PBR); At the end of each experiment, the biomass extraction was carried out, 
centrifuging the culture medium at 4,000 rpm for 10 min. Maximum cell growths of 1.33x10-7 cell mL-1 white light, 8.83x10-6 cell mL-1 blue light, 
9.88x10-6 cell mL-1 red and 7.50x10-6 cell mL-1 violet light and maximum specific growth rate μ = 0.0229 d-1, were observed. Due to the high cell 
growth it can be indicated that there was no damage by photoinhibition; the maximum cell growth, as well as the highest consumption of N-NH4+ 
(60%), occurred in white light conditions. 

Keywords: Chlorella vulgaris, photobioreactor, light. 

Introducción 

Muchos países han buscado fuentes de energía alternativas que sean sustentables y limpias; dentro de estas fuentes 
de energía renovables existen los biocombustibles que son de gran interés, ya que propician una reducción de las 
emisiones de gas de efecto invernadero (Mata et al., 2010). El biodiesel es un combustible líquido que recibe un gran 
interés debido a sus ventajas sobre el diésel fósil, (Demirbas, 2010). 
 
Las microalgas son más viables como materia prima y alternativa para la obtención de biomasa para la producción de 
biocombustibles, debido a su crecimiento, no requiere grandes extensiones de tierras como los cultivos 
convencionales, utilizan aguas residuales o marinas sin competir con la alimentación humana, (Abomohra et al., 2013), 
al igual muchas especies de microalgas tienen un corto tiempo de duplicación con una alta eficiencia de fijación de CO2 
de más de 10 veces en comparación con las plantas mayores como lo especifica Kim et al. (2017), ya que a diferencia 
de la biomasa lignocelulósica, las microalgas pueden producirse en estanques o biorreactores, minimizando el impacto 
de la producción de biomasa en la agricultura, pueden producirse durante todo el año, sus estructuras de pared celular 
no contienen lignina, que forma una barrera física para la hidrólisis enzimática (kim et al., 2014). 
 
Las microalgas son fotoautótrofas, esto quiere decir que pueden utilizar la luz como única fuente de cuyas 
características espectrales y cantidad pueden afectar su fotosíntesis, tasa de crecimiento y composición de los 
componentes celulares, lo que afecta su valor nutricional para su uso energía (Mata et al., 2010). A su vez la calidad de 
la luz juega un papel importante en la composición bioquímica de la microalga, (Muller-Feuga et al., 2003; Dubinsky y 
Stambler, 2009). La luz roja está relacionada con una alta eficiencia de conversión de carbono de las células de 
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microalgas, mientras que las enzimas clave en la acumulación de triglicéridos de la fotosíntesis están controladas por 
la longitud de onda de la luz azul (Yan et al., 2016). 
 
En estudios sobre la comercialización de microalgas como biomasa Chlorella, Scenedesmus y Chlamydonas se conocen 
como los candidatos más apropiados para la materia prima de microalgas a base de carbohidratos en la producción de 
bioetanol (Brányiková et al., 2011; Cheng et al., 2011). Además, se sabe que el estrés ambiental cambia la composición 
de las microalgas y debe tenerse en cuenta para maximizar el contenido de carbohidratos de las microalgas. También 
que el control de factores ambientales como los nutrientes, la luz y la temperatura en el cultivo afectan tanto al 
crecimiento de las algas como a la composición de la biomasa. Por lo antes mencionado se estudió el efecto de la 
exposición a diferentes espectros de luz, utilizando la microalga Chlorella vulgaris, como una alternativa para el 
crecimiento celular en fotobiorreactor de columna de burbujeo. Estos resultados servirán para que más adelante sean 
de utilidad para continuar con todo el proceso de esta investigación, ya que se pretende evaluar las condiciones más 
aptas para la producción de Biodiesel y Bioetanol por la microalga Chlorella vulgaris, considerando el tipo de luz que 
brinde los mejores rendimientos a partir de la biomasa obtenida (Datos preliminares: Martínez-de la Cruz, 2021). 

Materiales y Métodos 

La microalga se aclimató a condiciones de cultivo de luz blanca continua (100 μmol m-2 s-1), en los laboratorios de la 
Facultad de Química de la Universidad Autónoma del Carmen, en Cd. del Carmen, Camp. México; para el medio de 
cultivo se requieren las siguientes soluiones: cinco soluciones de sales, una de metales traza (medio f/2 de Guillard y 
Ryther), (Guillard y Ryther, 1962) y una de vitaminas: NH4Cl, 15.6 mg L-1; NaCl, 7.0 mg L-1; CaCl2, 4.0 mg L-1; MgSO4 7H2O, 
2.0 mg L-1; KH2PO4, 15.0 mg L-1; la solución stock de los metales traza se prepararon soluciones independientes para 
cada metal traza: CuSO4·5H2O, 0.98 g L-1; ZnSO4·7H2O, 2.20 g L-1; CoCl2 ·6H20, 1.0 g L-1; MnCl2 ·4H2O, 18.0 g L-1; 
NaMo·2H2O, 0.63 g L-1; se disolvieron 3.15 g de FeCl3.6H2O y 4.36 g de Na2.EDTA+ en 900 mL de agua destilada, para 
agregar 1 mL de cada una de ellas a la solución de EDTA mencionada, se aforó a 1 L y se agitó. La solución alcanzó un 
pH igual o menor a 2 (Robles-Heredia, 2014). Para la preparación de la solución con vitaminas se utilizó un producto 
comercial (vitamina FORZE VF Q-10) para obtener una concentración de tiamina 4.33 g; se extrajo el contenido de 3 
cápsulas, el cual se mezcló en 100 mL de agua destilada, posteriormente se filtró para evitar la presencia de residuos 
sólidos y se mantuvo en refrigeración continua (Ruiz-Marín et al., 2010). 
 
Se utilizaron 4 fotobiorreactores utilizando botellas de PET con un volumen de 2.5 L de medio de cultivo en cada uno; 
para cada FBR se utilizaron 2 botellas del mismo material con capacidad de 1 L, una con 500 mL de agua destilada y la 
segunda con 500 mL de agua clorada al 20%; para la aireación y mezclado, se utilizaron dos bombas de aire para pecera 
ELITE 799, mangueras de 4 mm para inyectar el aire en la botellas con agua destilada y posteriormente conectarse al 
FBR con el medio y las células, de tal modo que se realice el proceso de mezclado; el aire expulsado del FBR, se hizo 
pasar a una solución clorada contenida en una segunda botella, (Robles-Heredia, 2014); Tres FBR fueron forrados con 
una capa de un derivado de celulosa la cual absorberá la luz y la reemite a distintas longitudes de onda: blanca (400-
750 nm), azul (450-500 nm) y roja (620-750). A su vez se utilizaron 5 Barras LED en la parte trasera y 5 en la delantera, 
en los lados se utilizaron 3 lámparas fluorescentes de 1.3 W de 0.55 M de largo, distribuidas de manera vertical, con la 
finalidad de obtener 100 µmol m-2 s-1. El flujo de aireación se mantendrá de manera constante a 2.5 vvm con la finalidad 
de mantener un mezclado homogéneo en el cultivo de acuerdo a la Figura 1. 
 

 

Figura 1. Ensamblado de los fotobiorreactores desde el compresor hasta la botella contenedora de cloro. 
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La densidad celular se verificó cada 24 h, mediante conteo celular con cámara Neubauer Hematocitómetro de 0.1 mm 
de profundidad; se tomó 1 mL de muestra de cultivo y posteriormente se colocó en la cámara para ser observada al 
microscopio con un lente de 40x, posteriormente se realizó el conteo celular, como se presenta en Ecuación 1. 
 

DE (FGH IJ−1)= EéHKHLM FNOPLQLM R 10,000 (1) 
 
Para el método de biomasa peso seco se filtró un volumen de 10 mL del medio con biomasa microalgal utilizando un 
filtro a peso constante, como se presenta en Ecuación 2. El filtro con la muestra se introdujo en una estufa por 24 h a 
130 oC, después de este tiempo se colocó en un desecador hasta que alcanzó la temperatura ambiente, el filtro se pesó 
y mediante diferencia de pesos se obtuvo el valor de la biomasa en peso seco de la muestra, donde BPS es biomasa 
peso seco, PF1 es filtro con biomasa, PF0 filtro sin biomasa y v es el volumen del medo filtrado de la muestra en mL 
(Robles-Heredia, 2014). 
 

STU(VJ−1)= TW1−TW0X∗1000 (2) 
 
Para realizar la determinación de consumo de nitrógeno se filtró 50 mL de medio de cultivo agregándole 4 gotas de 
H2SO4, para mantenerse en refrigeración. Posteriormente se dividió en 2 muestras en matraces a 25 mL, a cada una se 
le agregó 5 mL de solución amortiguadora de boratos y 4 gotas de NaOH 6N. Después se preparó en 2 matraces 25 mL 
de solución indicadora de ácido bórico, a cada uno se les agregó 3 gotas de indicador Shiro Toshiro; las muestras de 
cultivo se destilaron en equipo Buchi micro kjeldahl y se colectaron 50 mL en los matraces con la solución de ácido 
bórico se tituló o estandarizó cada una de las muestras con H2SO4 0.02 N hasta que la solución cambio de verde a 
morado. La concentración de N-NH4

+ se determinó como se presenta en Ecuación 3: 
 

Y −YZ! =
XNHKIGO	QG	LF[QN	VLMPLQN	R	0.02YR14

XNHKIGO	QG	IKGMP^L
R1000 (3) 

 
El medio se centrifugó a 4,000 rpm por 10 min para concentrar la biomasa microalgal. La biomasa recuperada, se 
congeló a -4.0°C para su conservación, posteriormente se liofilizó por un lapso de 3 días y se mantuvo en refrigeración 
constante (Ruiz-Marín et al., 2010). Al finalizar el medio se centrifugará a 4,000 rpm por 10 min para concentrar la 
biomasa microalgal, se recolectarán 5 mL de cultivo de microalgas por centrifugación a 3000 rpm durante 10 min. Para 
conocer si existió diferencia significativa en los resultados obtenidos, se realizó análisis de varianza (por sus siglas en 
ingles ANOVA) para conocer si se obtenía una diferencia significativa en los resultados se utilizaba la prueba Tukey.   

 

Resultados y Discusión 

En la Figura 2 se muestran las gráficas de crecimiento celular de cada experimento por cada 24 h. Como se puede 
apreciar se indica el desarrollo celular expresado en células x mL-1 vs tiempo en horas por cada experimento. 
 
Se observa una fase de adaptación en los 4 cultivos, seguido de una fase exponencial muy prominente en el cultivo con 
luz blanca, seguido del cultivo con luz azul, posteriormente los cultivos con luz roja y violeta, presentan un 
comportamiento similar de crecimiento, lo que puede sugerir de acuerdo a la literatura que en relación al desarrollo 
celular, la microalga se adapta mejor a las condiciones de luz blanca, tomando en cuenta las longitudes de onda y el 
metabolismo celular para que se presente esta situación, además de lo relacionado al tipo de mezclado por la aireación 
suministrada que se mantuvo constante a 2.5 vvm. De igual manera es importante señalar que los resultados son muy 
bajos comparados con otros estudios realizados, tomando en cuenta condiciones similares (Lysenko et al., 2021; 
Sadeghizadeh et al., 2017; Xin et al., 2017, Li et al., 2019).  
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Figura 2. Gráficas de crecimiento celular (cel x mL-1) vs Tiempo (h) 

En la Tabla 1 se indican los resultados de los parámetros de densidad celular, tasas específicas de crecimiento (μ) y 
consumo de nitrógeno de los experimentos realizados; en la cual se puede observar que, comparando estos cuatro 
experimentos por triplicado, los mejores resultados se observaron en el experimento con espectro de luz blanca, 
obteniendo una densidad celular de 1.33x10-7 cel mL-1 y una tasa específica de crecimiento de 0.0229 d-1, así como un 
consumo de nitrógeno del 60%, siendo los máximos valores alcanzados del proceso de cultivo. Los experimentos a luz 
roja, azul y violeta tuvieron un consumo menor del 45-50% de nitrógeno amoniacal y su máxima densidad celular estuvo 
en el rango de 7.50 a 9.88 x (10-6 cel mL–1), mientras que μ estuvo en el rango de (0.160 a 0.0168 d–1), se realizó una 
prueba de ANOVA para conocer si existió una variación significativa en los resultados, si se encontraba una diferencia 
significativa en los resultados se utilizaba la prueba Tukey, en la cual se pudo observar que los resultados en crecimiento 
celular y consumo de nitrógeno de los experimentos con luz roja, azul y violeta no tuvieron diferencias significativas 
(P≥0.05). Los resultados obtenidos de crecimiento y remoción de nitrógeno (N-H4

+), fueron bajos a los reportados por 
Yan et al. (2016), mientras que Sadeghizadeh et al. (2017) reportan en sus estudios una densidad celular mayor a 17x106 
cel mL-1, una tasa especifica de crecimiento mayor de 0.1800 d-1 y consumos de (N-NH4

+) del 90% ; esto sugiere que al 
haber un aumento en la densidad celular, las células de microalgas consumen el N-NH4

+ de su medio, siendo lo esperado 
en estos casos de cultivos con microalgas, ya que entre mayor número de células menor la cantidad de nutrientes de 
medio  (Robles-Heredia, 2014; Haro y Perales, 2015; Kee-Lam et al., 2016). De acuerdo a los resultados obtenidos de 
crecimiento celular, como se puede observar, no hay fase de estabilidad, por lo que sería recomendable continuar el 
cultivo hasta llegar a dicha fase. (Datos preliminares: Martínez-de la Cruz, 2021). 

Tabla 1. Experimentos en diferentes espectros de luz suministrados, datos promedio de máxima densidad celular, tasa de 
crecimiento específico μ, consumo de nitrógeno y biomasa peso seco X. 

Equipo Espectro de luz Máxima densidad 
celular (cel mL-1) 

µ(d-1) Consumo N-
NH4 (%) 

(X) gL-1 

FBR Blanca 1.33x10-7 a 0.0229±1.16 a 60.00± 21.31a 1.26±0.28 a 
Azul 8.83x10-6 b 0.0168±0.90 b 50.00± 17.91b 0.894±0.47 b 
Rojo 9.88x10-6 b 0.0162±1.00 b 49.00± 16.54b 0.890±0.66 b 

Violeta 7.50x10-6 b 0.0160±0.86 b 45.00± 17.68b 0.80±0.84 b 
*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (p≥0.05); (± Desviación estándar). 

Conclusiones 

En general se concluye que el espectro de luz blanca es el más adecuado para producción de biomasa microalga 
comparada con los otros espectros utilizados, la cual tiene una diferencia importante en los resultados obtenidos de 
las densidades celulares (1.33x10-7 cel mL-1), así como en la reducción de nitrógeno amoniacal (60% N-NH4

+). 
 
Estos resultados preliminares son necesarios para interpretar, en relación al crecimiento celular y los otros parámetros 
indicados, las condiciones de cultivo y tipo de luz que será la más apta para determinar la producción de biodiesel y de 
bioetanol en la microalga Chlorella vulgaris, siendo lo que se pretende obtener como finalidad principal de este estudio. 
Para esto de igual modo se estará utilizando la biomasa en primera instancia para conocer la productividad de lípidos 
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y posteriormente, la misma biomasa libre de lípidos se aprovechará para obtener bioetanol a partir de fermentación 
con levadura. De aquí la importancia de conocer en primer lugar estos resultados, para continuar con el desarrollo del 
trabajo de investigación. 
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