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RESUMEN
En este trabajo se describe la técnica de inmovilización de microalgas en esferas de alginato de calcio. Se emplearon las especies 
Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris, se determinó la estabilidad de las esferas, la cinética de crecimiento y la concentración 
de las microalgas en el interior de las esferas. Chlorella vulgaris alcanzó mayores densidades poblacionales y tasas de crecimiento 
más altas cuando se inmovilizó en concentraciones del 10 % v/v con el alginato (1,31*106 cél/ml). Para Scenedesmus ovalternus se 
observó una mayor densidad poblacional y una mayor tasa de crecimiento cuando se inmovilizó en concentraciones del 20 % v/v 
(7,06*105 cél/ml). Estos resultados son útiles para aplicaciones prácticas de las algas encapsuladas, tales como el biomonitoreo o 
la biorremediación.
Palabras clave: alginato de calcio, Chlorella vulgaris, microalgas inmovilizadas, técnica de inmovilización, Scenedesmus ovalternus.

ABSTRACT
This paper describes the immobilization technique of microalgae in calcium alginate beads. Scenedesmus ovalternus and Chlorella 
vulgaris species were used. The stability of beads, the kinetics of growth and the concentrations of microalgae inside the beads were 
determined. The higher density and the upper growth rate of Chlorella vulgaris occurred when it was immobilized in alginate at a 
concentration of 10 %v/v (1,31*106 cél/ml). Scenedesmus ovalternus achieved a higher population density and an elevated growth rate 
when it was immobilized at a concentration of 20 % v/v (7,06*105 cél/ml). These results are useful for subsequent applications of the 
encapsulated algae, such as biomonitoring and bioremediation.
Keywords: calcium alginate, Chlorella vulgaris, immobilization technique, immobilized microalgae, Scenedesmus ovalternus.
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INTRODUCCIÓN
El acelerado aumento de la población humana genera 
graves procesos de deterioro y contaminación de los 
sistemas acuáticos, tales como la eutrofización, lo que a su 
vez favorece los florecimientos algales (Roldán y Ramírez, 
2008). La abundancia de ciertas algas puede reflejar el estado 
trófico de un sistema acuático, ya que son muy sensibles a 

los contaminantes y reaccionan rápidamente ante diferentes 
concentraciones de nutrientes (Pinilla, 2000; Roldán y 
Ramírez, 2008). Los estudios realizados en Colombia sobre 
el papel bioindicador de las algas son relativamente pocos 
debido a los dispendiosos procedimientos de colecta e 
identificación y a los complejos factores que las afectan. 
Las microalgas inmovilizadas en cápsulas de alginato de 
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calcio permiten el biomonitoreo del estado trófico de una 
forma más confiable (Twist et al., 1998). La inmovilización 
de microalgas surgió hace más de 20 años en Canadá (La 
Noüe y Proulx, 1988), donde se usaron para el tratamiento 
de aguas residuales. Otros trabajos iniciales fueron los de 
Van Donk et al. (1992), Van Donk et al. (1993) y Faafeng 
et al. (1994). Se destaca el estudio de Twist et al. (1998), 
quienes encapsularon algas en alginato adheridas a láminas 
de nylon y establecieron la influencia de los nutrientes sobre 
el crecimiento algal como un mecanismo de monitoreo del 
estado trófico. El presente trabajo buscó adaptar la técnica 
de inmovilización con Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris 
en esferas de alginato de calcio y establecer la cinética de 
crecimiento de estas especies, como base para un nuevo 
sistema de biomonitoreo del estado trófico.

Se emplearon las cepas nativas LAUN 001 (Scenedesmus 
ovalternus Chodat) y LAUN 002 (Chlorella vulgaris Beijerinck), 
del Laboratorio de Cultivo de Microalgas (LCM) del 
Departamento de Biología de la Universidad Nacional de 
Colombia, en donde se desarrollaron todos los experimentos 
en 2011. Los cultivos sólidos de cada especie se disolvieron 
en Medio Basal de Bold (BBM), de donde se tomaron 5 mL 
y se llevaron a 200 mL en el mismo medio de cultivo. Esta 
mezcla se utilizó como inóculo inicial para la producción de 
biomasa algal a mayor escala. Los cultivos fueron tipo batch 
en recipientes de vidrio de 375 y 2000 mL, con bombeo de 
aire atmosférico permanente, temperatura de 23 °C ± 2 ºC, 
iluminación artificial con intensidad lumínica de 60 μEm-2s-1 
y fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad.

La elaboración de las esferas de alginato con microalgas 
se basó en los procedimientos descritos por Bashan (1986), 
González y Bashan (2000) y de-Bashan y Bashan (2010) 
con los siguientes ajustes: la solución de alginato de sodio 
fue del 4 % (León, 2004) y se preparó con agua destilada 
estéril. La mezcla se agitó vigorosamente durante una hora 
(Bashan, 1986) y los grumos remanentes se disolvieron por 

calentamiento en microondas por 30 s, tantas veces como 
fue necesario hasta obtener una solución homogénea. 
Esta solución se dejó en refrigeración entre 12 y 36 h para 
eliminar las burbujas. La mezcla de alginato con las algas se 
realizó con una jeringa estéril de 1 mL; para ello se colocó 
la alícuota del cultivo algal en un vaso de precipitado (1, 2 
o 5 mL para obtener mezclas de algas-alginato al 10, 20 
y 50 %, respectivamente), se completó a 10 mL con BBM 
estéril, se agregaron 10 mL del alginato de sodio al 4 % p/v 
y se mezcló manualmente. Este procedimiento se realizó en 
una cámara de flujo laminar. Las concentraciones del 10 
% correspondieron a 3,53*105 células/ml de S. ovalternus 
y 1,31*106 células/ml de C. vulgaris; las del 20 % fueron de 
7,06*105 células/ml de S. ovalternus y 2,63*106 células/ml de 
C. vulgaris; y las del 50 % fueron 1,77*106 células/ml de S. 
ovalternus y 6,58*106 células/ml de C. vulgaris. De la mezcla 
alginato-microalgas se tomó un volumen con una jeringa 
estéril de 1 mL y se formaron gotas (Bashan, 1986; González 
y Bashan, 2000) que se hicieron caer en una solución al 2 % v/v 
de CaCl2 (González y Bashan, 2000; de-Bashan et al., 2002a; 
de-Bashan et al., 2008), cuya temperatura estaba entre 1 y 3 
°C (León, 2004). Las esferas formadas se mantuvieron en la 
solución de CaCl2 durante 60 minutos (Bashan et al., 2002). 
Luego se colocaron en recipientes de 375 mL, dentro de los 
cuales se redujo la intensidad de la aireación para evitar 
la fricción entre las esferas. En cada ensayo se cultivaron 
200 esferas distribuídas en seis recipientes de 375 mL (dos 
réplicas para cada una de las tres densidades mencionadas 
anteriormente), cada uno con 200 mL de BBM.

La cinética de crecimiento se basó en el conteo de algas 
de cada cultivo, cada 24 horas durante todo el período 
de cultivo (diez y ocho días para S. ovalternus y C. vulgaris, 
respectivamente). Para ello se tomaron diariamente nueve 
esferas de cada cultivo y se disolvieron individualmente en 
bicarbonato de sodio al 4 % p/v a temperatura ambiente 
(Yabur et al., 2007; de-Bashan et al., 2008). Para facilitar la 

Figura 1. A. Curvas de crecimiento poblacional de Scenedesmus ovalternus para los diferentes tratamientos. Se indica la desviación estándar 
(barras verticales). B. Curvas de crecimiento poblacional de Scenedesmus ovalternus ajustadas mediante el programa Table Curve 2D.

A. B.
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solubilidad de las esferas, se agitaron vigorosamente en un 
Shaker rotatorio a 100 rpm (Bashan, 1986; Bashan et al., 
2002a) durante 15 minutos. De cada esfera disuelta se colocó 
0,1 mL en una cámara de Neubauer para hacer el conteo 
en un microscopio de luz (de-Bashan et al., 2004). Para S. 
ovalternus se contaron las células de los cenobios. Se utilizó 
el programa Table Curve 2D (v5.01), que permite ajustar 
automáticamente la curva de crecimiento a la ecuación 
integral más apropiada. Se realizaron análisis de varianza de 
una vía (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %, para 
determinar las diferencias entre los tratamientos. Las tasas 
de crecimiento se determinaron con la ecuación μ= ln Nt(1) 
– ln Nt(2)/ΔT, en donde Nt(1) y Nt(2) son respectivamente 
la población promedio máxima (día diez para S. ovalternus 
y ocho para C. vulgaris, inicio de la fase estacionaria de 
crecimiento en la que el número de células fue relativamente 
constante) y mínima (densidad inicial del cultivo) en cada 
uno de los ensayos. El tiempo de duplicación Td (días) se 
calculó con la ecuación Td = 0,6931*μ.

Los resultados mostraron que el crecimiento poblacional 
de las dos especies inmovilizadas fue diferente para cada 
concentración ensayada (10, 20 y 50 % v/v). S. ovalternus 
creció más cuando la concentración inicial fue del 20 % 
v/v (7,06*105 células/mL) (Figs. 1A- 1B). Para C. vulgaris el 
crecimiento fue mayor cuando se partió de una concentración 
celular del 10 % v/v (1,31*106 células/mL) (Figs. 2A- 2B). 
Las curvas de crecimiento poblacional sin ajustes de cada 
tratamiento permitieron establecer los parámetros que 
se observan en la Tabla 1. Según estos resultados, para S. 
ovalternus el mejor coeficiente de determinación (R2) se logra 
con la ecuación de crecimiento del tratamiento dos y para C. 
vulgaris con el tratamiento uno. Las ecuaciones y las curvas de 
crecimiento ajustadas al modelo logístico con el programa 
Table Curve 2D (Tabla 2), dejan ver con mayor claridad 
la dinámica poblacional de las algas. En todos los casos, 
las curvas sigmoidales de crecimiento tuvieron coeficientes 
de determinación superiores a 0,9. Bajo estos modelos 
ajustados S. ovalternus tuvo la tasa de crecimiento más alta 

Figura 2. A. Curvas de crecimiento poblacional de Chlorella vulgaris para los diferentes tratamientos. Se indica la desviación estándar (barras 
verticales). B. Curvas de crecimiento de Chlorella vulgaris ajustadas mediante el programa Table Curve 2D.

Tabla 1. Ecuaciones de crecimiento y coeficientes de determinación (R2) obtenidos a partir de las curvas de crecimiento no ajustadas de 
Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris en los diferentes tratamientos.

Scenedesmus ovalternus

Tratamiento Ecuación de la curva de crecimiento R2

1 y = 7,1461x–10,769 0,901

2 y = 9,7846x–12,016 0,914

3 y = 8,2569x–3,3761 0,768

Chlorella vulgaris 

Tratamiento Ecuación de la curva de crecimiento R2

1 y = 47,724x–42,602 0,948

2 y = 25,962x–12,514 0,934

3 y = 29,029x + 24,231 0,893

A. B.
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con el tratamiento tres, pero con un R2 menor; la mejor 
curva de crecimiento fue la del tratamiento dos (Fig. 1B). 
Por su parte, el crecimiento más rápido y el mayor R2 de C. 
vulgaris se logró con el tratamiento dos, pero la mejor curva 
de crecimiento se obtuvo en el tratamiento uno (Fig. 2B).

Scenedesmus ovalternus es una especie muy abundante 
y frecuente en aguas ricas en nutrientes, principalmente 
nitrógeno (Wehr y Sheath, 2003), de tal forma que 
aprovecha bien los recursos que le provee el medio BBM. 
Consecuentemente, sus tasas de crecimiento fueron 
relativamente altas en todos los tratamientos. Bajo 
condiciones de laboratorio Twist et al. (1998) encontraron 
que a mayor cantidad de nutrientes la especie S. subspicatus 
embebida en alginato de calcio tiene un crecimiento más 
elevado, lo que corrobora los resultados de la presente 
investigación. Cabría esperar una mejor curva de crecimiento 
cuando S. ovalternus se inmoviliza en concentraciones del 50 
% v/v (tratamiento tres). Esto no ocurre probablemente 
porque se presenta una fuerte competencia por los 
nutrientes, la luz y el espacio, lo que limita el desarrollo de 
la población. Es probable que S. ovalternus se vea favorecida 
cuando se inmoviliza en concentraciones intermedias, no 
solo porque habría una menor competencia intraespecífica, 
sino por un mejor posicionamiento de las células en la 

matriz de alginato. En un estudio sobre la ultraestructura 
de las esferas de alginato (Lebsky et al., 2001), se evidenció 
que las microalgas se distribuyen uniformemente dentro de 
la matriz de alginato en las cavidades formadas durante el 
proceso de solidificación. Por otra parte, el hecho de que 
S. ovalternus sea un organismo cenobial no parece influir en 
su reproducción, como ha sido establecido por Reynolds 
(2006) al comparar las tasas de crecimiento de muchas 
especies coloniales y unicelulares.

En el caso de C. vulgaris, una baja población inicial parece 
reducir la competencia por los recursos, lo que favorecería 
una curva de crecimiento más elevada. C. vulgaris es una 
especie común y frecuente en aguas con baja concentración 
de nutrientes (Wehr y Sheath, 2003), en las que generalmente 
presenta bajas abundancias. Reynolds (2006) indica que la 
tasa de crecimiento de Chlorella sp. es una de las más altas 
entre las microalgas planctónicas, pues en condiciones de 
laboratorio llega a 1,8 d-1. Esta prominente capacidad de 
reproducción le permite crecer eficientemente ante una 
elevada cantidad de nutrientes como los que le ofrece 
el BBM. De otro lado, una menor densidad microalgal 
inicial permitiría un mejor posicionamiento de las células 
al interior de las esferas, lo que mejoraría el crecimiento 
de C. vulgaris, como parece suceder en el tratamiento uno. 

Tabla 2. Densidad inicial (Nt2) y máxima (Nt1), velocidad especifica de crecimiento (μ) y coeficiente de determinación (R2) de Scenedesmus 
ovalternus y Chlorella vulgaris, calculados con el programa Table Curve 2D. Las ecuaciones de crecimiento obtenidas con el programa son las que mejor 
se ajustan en cada tratamiento.

Scenedesmus ovalternus

Tratamiento Nt2
(células/ esfera)

Nt1
(células/ esfera)

Ecuación de la curva  
de crecimiento μ d-1 R2

1 813 81544 y = 7,3171x–11,223 0,634 0,949

2 828 86975 y = 9,5678x–12,298 0,769 0,925

3 580 63737 y = 7,7937x–5,2042 1,004 0,938

Chlorella vulgaris

Tratamiento Nt2
(células/ esfera)

Nt1
(células/ esfera)

Ecuación de la curva  
de crecimiento μ d-1 R2

1 13619 490918 y = 48,396x–40,868 0,5849 0,968

2 5896 207684 y = 28,425x + 24,997 0,7672 0,992

3 35641 330939 y = 23,558x–6,7075 0,4286 0,962

Tabla 3. Velocidad específica de crecimiento (μ) y tiempo de duplicación (Td) de las curvas de crecimiento de Scenedesmus ovalternus y Chlorella 
vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato de calcio en las distintas concentraciones ensayadas.

Tratamiento

Scenedesmus ovalternus Chlorella vulgaris

Tasa de 
crecimiento

(μ d-1)

Tiempo de 
duplicación  

(Td d-1)

Tasa de 
crecimiento

(μ d-1)

Tiempo de 
duplicación  

(Td d-1)

1 0,4092 0,2836 0,4897 0,3394

2 0,4126 0,2859 0,3964 0,2747

3 0,3890 0,2696 0,2273 0,1575
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El tamaño de las esferas es por tanto un factor que podría 
limitar el crecimiento poblacional de las algas. Se observó 
que en los últimos días de los cultivos las esferas adquirieron 
una coloración verde muy intensa debido a la altísima 
concentración algal. En estas condiciones es posible que las 
microalgas no tengan el espacio suficiente para expandirse 
a través de la matriz del polímero. No se sabe si esta 
alta concentración celular pueda propiciar o acelerar la 
desintegración de las esferas, pero se evidenció que después 
de diez días de cultivo éstas empiezan a disolverse.

Los parámetros poblacionales calculados manualmente 
(Tabla 3) muestran que S. ovalternus tuvo un crecimiento más 
rápido y una tasa de duplicación mayor en el tratamiento 
dos. C. vulgaris tuvo mejores resultados en el tratamiento 
uno. Los tiempos de duplicación de las dos especies fueron 
menores cuando las densidades iniciales fueron altas 
(tratamiento 3). El análisis de varianza (ANOVA) indicó 
que los tratamientos presentaron diferencias significativas 
en cuanto al número de células por esfera, para las dos 
especies estudiadas (F=230; p=6x10-8 para C. vulgaris y 
F=246; p=2x10-7 para S. ovalternus).

La adaptación en Colombia de la técnica de inmovilización 
de microalgas que se describió en este trabajo, constituye una 
base para realizar estudios más eficientes de biomonitoreo 
del estado trófico y de otros tipos de contaminación. La 
utilización de cepas nativas elimina la necesidad de adaptar 
previamente especies foráneas a las condiciones locales 
de la comunidad algal. Se evita también el uso de algas 
potencialmente peligrosas, como por ejemplo cianobacterias 
tóxicas (Twist et al., 1998). Además, se superan algunas 
limitaciones de los métodos fisicoquímicos, que solo evalúan 
las condiciones del momento en que se toman las muestras 
de agua, y de los métodos biológicos convencionales, que 
muestran una gran variabilidad que hace muy difícil su 
interpretación. En suma, esta nueva metodología permitiría 
la implementación de un método biológico, rápido, repetible 
y comparable entre los distintos ecosistemas acuáticos, 
manteniendo las mismas características de la prueba. 
Se disminuiría así considerablemente la incertidumbre 
en el establecimiento del estado trófico y del grado de 
contaminación en general de los ecosistemas acuáticos. Los 
trabajos de Delgadillo (2013) y Pineda (2014) constituyen 
los primero acercamientos con esta perspectiva. Además 
del monitoreo de la contaminación, las algas inmovilizadas 
pueden tener nuevas aplicaciones biotecnológicas, tales 
como la biorremediación o la obtención de metabolitos y 
otros productos.
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