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ABSTRACT

Temperature is a very important factor for the development of many micro and macroscopic
organisms, including microalgae. This factor is responsible for regulating the synthesis of
multiple macromolecules essential for their growth in natural and controlled environments.
In this study, we evaluated the effect of temperature on the growth and bromatological
composition of four microalgae (Asterionellopsis glacialis, Chaetoceros diversus,
Cryptomonas sp. and Tetraselmis suecica) isolated in coastal environments. The optimal
growth temperature was observed from 20 °C to 28 °C for three of the microalgae studied
and only C. diversus showed tolerance to 30 °C. The highest biomass and protein
concentration were obtained from A. glacialis and C. diversus. Cryptomonas sp. and T.
suecica showed the highest concentrations of carbohydrates, while the highest proportion
of lipids was observed in C. diversus and T. suecica. This work suggests the use of A.
glacialis and C. diversus for controlled cultivation and the obtaining of valuable molecules
with potential biotechnological use.

Keywords: Live food, microalgae biotechnology, primary metabolites.

Pérez-Castro et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2025, 10(3):36-47

36


mailto:victor@uagro.mx
mailto:perezdon2000@hotmail.com
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.29267/mxjb.2025.10.3.36-47&domain=pdf&date_stamp=2025-07-18
https://orcid.org/0000-0003-3928-6395
http://www.mexjbiotechnol.com/

RESUMEN

La temperatura es un factor de suma importancia para el desarrollo de multiples organismos
micro y macroscopicos incluyendo las microalgas. Este factor es el encargado de regular la
sintesis de multiples macromoléculas indispensables para su crecimiento en ambientes
naturales y controlados. En este estudio evaluamos el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento y composicién bromatoldgica de cuatro microalgas (Asterionellopsis glacialis,
Chaetoceros diversus, Cryptomonas sp. y Tetraselmis suecica) aisladas en ambientes
costeros. La temperatura 6ptima de crecimiento fue observada desde los 20 °C hasta los
28 °C para tres de las microalgas estudiadas y solo C. diversus mostré tolerancia a los
30°C. La mayor biomasa y concentracion de proteina en este estudio fueron obtenidas de
A. glacialisy C. diversus. Las especies Cryptomonas sp.y T. suecica mostraron las mayores
concentraciones de carbohidratos, mientras que la mayor proporcién de los lipidos
provinieron de C. diversus y T. suecica. Este trabajo sugiere la utilizacion de A. glacialis y
C. diversus para cultivos controlados y la obtencion de moléculas de valor con potencial
uso biotecnologico.

Palabras clave: Alimento vivo, biotecnologia de microalgas, metabolitos primarios.

1. Introduccién

Las microalgas eucariontas y procariontas son organismos fotosintéticos unicelulares
capaces de convertir el carbono atmosférico en moléculas organicas de alto valor que
tienen aplicaciones potenciales en el sector biotecnolégico (Hernandez-Pérez y Labbé,
2014; Wang et al., 2024). Estas microalgas crecen en diversos habitats acuaticos de forma
natural, pero también pueden ser cultivadas en instalaciones controladas o incluso al aire
libre, mejorando su crecimiento y composicion bioquimica (Campbell et al., 2011;
Cervantes-Urieta et al., 2020; Velazquez-Sanchez et al., 2023). Se ha demostrado que la
recuperacion de biomasa de microalgas puede superar las 280 toneladas de biomasa por
hectarea al afo (Benedetti et al., 2018) con tasas de crecimiento maximas de 0.17
divisiones por dia (div dia"), lo que representa un beneficio potencial en diversas areas de
comercializacion, como la alimentacion humana y animal, salud y bioenergia (Song et al.,
2014).

El valor nutricional de las microalgas depende de diversos factores enddégenos; entre los
mas importantes destacan la composicion bioquimica, el tamafo de las moléculas, la
facilidad de digestibilidad de sus consumidores y su inocuidad (Roy y Pal, 2015; Williamson
et al., 2024). Adicionalmente, este valor nutricional también esta influenciado por
condiciones ambientales, incluyendo la temperatura, luz, pH, nutrientes y COz2, entre los
mas importantes. La composicidon celular de estas microalgas consiste principalmente en
lipidos (7-65%), proteinas (5-74%), carbohidratos (8-69%) y otros metabolitos en
fracciones mas pequenas como pigmentos y vitaminas (1-14%) (Del Mondo et al., 2020;
Siddiki et al., 2022). Sin embargo, las altas temperaturas durante la produccion de estos
microorganismos pudieran estar relacionadas con una disminucion significativa en el
contenido de proteinas, junto con aumentos en lipidos y carbohidratos (Ras et al., 2013).
Contrariamente, estudios indican un aumento en el contenido de proteinas y la disminucion
en los carbohidratos en algunas especies (Akter et al., 2024). Por lo cual, la respuesta en
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la composicién bioquimica de las microalgas es diferencial ante diversos gradientes de
temperatura y otros factores ambientales asociados. Los cambios en los patrones climaticos
a corto plazo y la creciente presion poblacional han comprometido en gran medida a los
recursos alimentarios (agricultura, pesca y ganaderia) en todo el mundo, por lo que en un
futuro las microalgas podrian ser una fuente de alimento alternativo y funcional altamente
viable debido a su plasticidad ambiental (Assuncao et al., 2019).

Se conocen mas de 100,000 especies de microalgas en el mundo, de las cuales solo el 1%
han sido utilizadas con fines biotecnologicos (Guiry y Guiry, 2024). Actualmente existe un
incremento significativo en los estudios para la bioprospeccién acuatica, principalmente
enfocados a encontrar cepas microalgales con viabilidad biotecnolégica (Stirk y van Staden,
2022; Chirivi-Salomon et al., 2024). Sin embargo, y debido a la gran cantidad de especies
existentes, aun no se conoce exactamente el numero de especies que poseen
caracteristicas potenciales para su aprovechamiento, por lo que es importante seguir los
estudios al respecto. La finalidad de este estudio es evaluar el efecto de la temperatura en
la tasa de crecimiento y perfil bioquimico de cuatro microalgas cultivadas bajo condiciones
controladas.

2. Materiales y métodos
2.1. Obtencion y aislamiento de muestras

Se realizaron muestreos en tres sitios de las costas del Pacifico mexicano: Club de Yates
en la Bahia de Acapulco, Guerrero (16°50'13"N 99°54'17"W), Muelle Fiscal de la Bahia de
Manzanillo, Colima (19°3'18"N 104°18'562"W) y laguna de Cuyutlan, Colima (18°55'08"N
104°04'11"W). En cada sitio de muestreo se realizaron arrastres plancténicos superficiales
durante 3 min usando una red de plancton de 54 um. Todas las muestras fueron colocadas
en frascos herméticos y almacenados en una hielera a temperatura ambiente.

Para el aislamiento de las microalgas se utilizd la técnica de aislamiento por micropipeta
reportada por Andersen (2005). Las microalgas se identificaron bajo un microscopio 6ptico
binocular (Leica®, 1349521X, Buffalo, N.Y., USA) utilizando caracteres morfolégicos y
literatura especializada (Balech, 1988; Moreno-Ruiz et al., 1996).

2.2. Condiciones experimentales

Antes de los ensayos, todos los cultivos monoespecificos se mantuvieron bajo las
siguientes condiciones: medio de cultivo F/2 de Guillard (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA) en agua marina estéril a una concentracioén de 4 mL L', temperatura constante de 25
+ 0.5 °C, pH de 7.9, salinidad de 30-35 y un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad.

Para evaluar el efecto de la temperatura en el crecimiento de las microalgas, se
establecieron cultivos tipo batch monoespecificos por cuadruplicado con un volumen final
de 125 mL utilizando matraces Erlenmeyer. Todos los cultivos fueron cultivados a seis
temperaturas diferentes: 20, 22, 24, 26, 28 y 30 °C.
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2.3. Conteo y tasa especifica de crecimiento

Para cada seccion experimental se determind la concentracion celular (DC) mediante
conteos directos utilizando una camara de Neubauer de 0,1 mm?. Las muestras de cultivo
(0,5 mL) se tomaron cada 24 h y se fijaron con yodo-lugol al 25%. La concentracién celular
se calcul6 con la ecuacidn 1 propuesta por Vega y Voltolina (2007).

DC =N -10* -Dil (1)

Dénde DC = Concentracion celular (células mL™"), N = Promedio de células presentes en 1
mm? (0,1 uL), 10* = Factor de conversion de 0,1 yL a 1 mL, Dil = Factor de dilucion.

La tasa de crecimiento especifico de las microalgas se calcul6 utilizando la ecuacién 2
(Guillard, 1975).
o)
— NO
h=In t2—t2 (2)
Donde p = es la tasa de crecimiento especifico, N;: = densidad celular al dia 1 (1),

No = densidad celular al dia 0 (t2).
2.4. Analisis de composicion proximal

Todos los cultivos experimentales fueron cosechados utilizando un filtro Cuno de 1 ym de
poro. La biomasa obtenida fue lavada con agua destilada y se liofilizé en un liofilizador de
mesa (FreeZone-Labconco®). Las determinaciones bromatolégicas proximales se
efectuaron de acuerdo con los métodos propuestos por AOAC (2000).

2.5. Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de las distintas microalgas,
se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Adicionalmente se realizaron
pruebas de comparaciones multiples de Tukey para determinar grupos significativamente
diferentes. Previo al analisis de varianza se realizo el test de normalidad de Shapiro-Wilk y
el test de homogeneidad de varianza de Levene. Todas las pruebas se realizaron con un
nivel de significancia del 95% (a=0,05). Los graficos asociados se realizaron en RStudio
utilizando el paquete vegan y ggplot2 (R Core Team, 2023).

3. Resultados

El tiempo de cultivo para todos los experimentos fue de cinco dias. El crecimiento celular
de todas especies mostréd diferencias significativas entre las diferentes temperaturas
evaluadas (p<0.001). La mayor densidad celular de A. glacialis fue de 136.19 £ 3.81 y
95.68 cél x 10* mL" cuando se expuso a temperaturas de 26 y 30 °C y una tasa de
crecimiento 0.33 y 0.18 div dia', mientras que la baja densidad celular estuvo relacionada
significativamente (Fs,570)= 7.37, p = 0.001) con la menor temperatura experimental (20 °C)
con una produccién de 72.17 + 0.67 cél x 10* mL"y una tasa de 0.41 div dia (Fig. 1). El
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crecimiento 6ptimo de C. diversus ocurrié durante las menores temperaturas (20 y 24 °C)
con densidades celulares de entre 284 + 344 y 159.61 + 3.34 cél x 10* mL"
respectivamente (p<0.05). Asimismo, la tasa de crecimiento mostré6 una variacion
significativa de 0.28 a 0.44 div dia™' a temperaturas de 22 y 28 °C (F(5,570)= 6.80, p = 0.001).
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Fig. 1. Crecimiento celular de cuatro microalgas marinas expuestas a diversas
temperaturas. Las lineas representan las diferentes cinéticas de crecimiento y los puntos
muestran la dispersion de los datos alrededor de la media.

Fig. 1. Cell growth of four marine microalgae exposed to different temperatures. The lines
represent the different growth kinetics and the points show the dispersion of the data around
the mean.

Cryptomonas sp. aumento significativamente su produccion celular a los 28 °C con una
densidad de 71.48 + 0.63 cél x 10* mL" (F(5,570)= 3.01, p = 0.011) y una tasa de 0.29 div
dia™'. Las menores densidades ocurrieron a los 22 °C mostrando una densidad celular de
46.04 + 0.80 cél x 10* mL" y una tasa de crecimiento de 0.21 divdia™'. Contrariamente, en
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esta misma temperatura T. suecica aumento su densidad celular significativamente (Fs,570)
= 10.07, p < 0.001)) hasta por 374.91 + 0.63 cél x 10* mL-!, mientras que a temperaturas
superiores de 30 °C su crecimiento fue afectado, registrando una densidad celular de 79.71
+0.58 cél x 10* mL"y una tasa de crecimiento de 0.26 div dia™' (Fig.2).
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Fig. 2. Tasa de crecimiento de cuatro microalgas marinas cultivadas en sistemas batch.

Fig. 2. Growth rate of four marine microalgae cultured in batch systems.
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La microalga C. diversus registrd la mayor produccién de biomasa en peso seco durante la
ultima fase de crecimiento con 55.2 g, mientras que A. glacialis mostré un rendimiento de
38.2 g. Las especies Cryptomonas sp. y T. suecica mostraron los menores rendimientos
con 31.3 y 19.8 g de biomasa, respectivamente (Fig.3).
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Fig. 3. Rendimiento de biomasa de diversas especies de microalgas marinas.

Fig. 3. Biomass yield of different species of marine microalgae.

La composicion bromatolégica indicé que el mayor porcentaje de proteina fue para las
especies A. glacialis, C. diversus y T. suecica con 47.15, 47.08 y 46 .62 % y Cryptomonas
sp. con y 42.21 % respectivamente (p<0.05). Asimismo, estas especies presentaron los
mayores porcentajes de carbohidratos con 43.77 y 42.43 %, mientras que para A. glacialis
y C. diversus fue de 28.40 y 33.55 % respetivamente. La concentracion de lipidos fue similar
entre todas especies (p>0.05). El mayor registro fue para C. diversusy T. suecica con 8.50
y 8.46 %, contrariamente, A. glacialis y Cryptomonas sp. mostraron un menor porcentaje
con 6.03 y 7.92 % respectivamente. La mayor cantidad de cenizas fue registrada para A.
glacialis y C. diversus con 18.45y 10.87 % (Fig. 4).
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Fig. 4. Composicion bromatolégica de cuatro microalgas cultivadas en sistemas batch. Los
colores de las barras indican las diferentes especies de microalgas. Barra morada =
Cryptomonas sp., verde = A. glacialis, gris = T. suecica, amarilla = C. diversus. Las cifras
sobre las barras indican la significancia de los grupos a un nivel de confianza de 95%. Los
bigotes en las barras indican el error estandar.

Fig. 4. Bromatological composition of four microalgae grown in batch systems. The colors
of the bars indicate the different microalgae species. Purple bar = Cryptomonas sp., green
= A. glacialis, gray = T. suecica, yellow = C. diversus. The numbers in the bars indicate the
significance of the groups at a 95% confidence level. The whiskers on the bars indicate the
standard error.

4. Discusion

La temperatura es un factor importante en el crecimiento celular de microalgas (Adenan et
al., 2013; Barreto y Velasco, 2014). La mayoria de las especies de microalgas son capaces
de llevar a cabo la fotosintesis y la division celular en un amplio rango de temperaturas,
generalmente establecidas entre 15y 30 °C pero con condiciones éptimas entre 20y 25 °C
(Ras et al., 2013). Esto es consistente con lo reportado en este estudio, donde la
temperatura optima de crecimiento para las cuatro especies de microalgas fue menor a los
30 °C, particularmente T. suecica y C. diversus se desarrollaron de manera éptima a los 20
y 22 °C. Adicionalmente, todas las especies disminuyeron su crecimiento cuando fueron
sometidas a una temperatura de 30 °C con tasas de crecimiento de 0.18 div dia™. El
coeficiente de temperatura Q10 (aumento de crecimiento por un aumento de 10 °C en la
temperatura) indica que, temperaturas superiores a la 6ptima, la tasa de crecimiento de las
microalgas disminuye bruscamente (Ahlgren, 1987). Esto se explica generalmente por el
estrés térmico que puede afectar las funcionalidades de las enzimas relacionadas en la
inactivacién y desnaturalizacion o modificar las proteinas que estan involucradas en los
procesos fotosintéticos inhibiendo asi el crecimiento (Salvucci y Crafts-Brandner, 2004). El
mayor rendimiento de biomasa microalgal de A. glacialis y C. diversus pudiera ser atribuido
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a una sobreestimacion debido a que las diatomeas presentan una pared celular o frastula
de oOxido de silicio; esto también se refleja en la cantidad de cenizas presentes (> 10%). Sin
embargo, estos resultados son mayores a lo anteriormente reportado por Cervantes-Urieta
et al. (2020) para las especies Eupyxidicula turris, Trieres mobiliensis y Biddulphia alternans
con una estimacion maxima de 2.19 g de biomasa cultivada a las mismas condiciones de
cultivo. Contrariamente, las especies T. suecica y Cryptomonas sp. presentan una pared
celular conformada principalmente por celulosa y glicoproteinas, por cual las estimaciones
de biomasa pudieran ser mas certeras. En este estudio, C. diversusy A. glacialis mostraron
mayores valores de proteinas y carbohidratos respecto a lo documentado por Contreras-
Sillero et al. (2019), quienes reportaron una composiciéon de proteinas de 19.1, 22.8 y
29.1 %, mientras que la estimaciéon de carbohidratos fue de 8 a 9.2 % en tres morfotipos de
Chaetoceros sp. [Chaetoceros sp. (LPU-2), Chaetoceros sp. (LPU-4) y Chaetoceros sp.
(LPU3). Esto pudiera indicar una relacion estrecha entre la diversidad de especies y la
diversidad metabdlica de especies del género Chaetoceros. La proporcion de lipidos en
este estudio fue baja en comparacién a otros estudios realizados por Jamali et al. (2015),
quienes informan una produccién de lipidos de 16.3 % para C. muelleri, 17.4 % (Isochrysis
galbana)y 21 % para Tetraselmis tetrathele. La composicion baja de lipidos en este estudio
pudiera deberse a la etapa de cosecha de la biomasa microalgal. La mayor reserva de
lipidos en microalga se presenta en la etapa estacionaria, debido a que en esta etapa se
centra el mayor reservorio energético intracelular (You et al., 2020; Morales et al., 2021).

5. Conclusion

En los ultimos afos, la bioprospeccion de origen marino ha sido objeto de investigacion en
todo el mundo. Las microalgas marinas siguen siendo una prometedora fuente de
compuestos de alto valor para la industria biotecnoldgica. Sin embargo, y debido a su alta
riqueza de especies, es necesario seguir la busqueda de las mejores cepas nativas para
su aprovechamiento. En este estudio, todas las microalgas evaluadas se desarrollaron
dentro del gradiente de temperatura evaluado. Sin embargo, la temperatura éptima de
crecimiento de A. glacialis, Cryptomonas sp. y T. suecica no supero los 30 °C, mientras que
C. diversus fue capaz de desarrollarse a esta temperatura. Adicionalmente, esta especie
junto con A. glacialis fueron las mayores productoras de biomasa. Lo que sugiere su
potencial aprovechamiento para la obtencion de moléculas de valor. Lo anterior también fue
reflejado en la composicién bromatoldgica, debido a que fueron las principales especies
con un mayor porcentaje de proteinas, moléculas indispensables para el desarrollo de otros
organismos acuaticos.
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