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RESUMEN

Dunaliella salina es una microalga utilizada para la produccion de metabolitos de alto valor industrial y
farmacéutico. Se evalu6 el efecto combinado de la irradiancia y salinidad sobre el crecimiento, produccién de
pigmentos y composicion bioguimica de una cepa D. salina aislada de las salinas de Araya, a fin de contribuir
con el conocimiento de las respuestas fisiologicas de esta cepa ante cambios en las condiciones de su entorno.
Se busco, ademas, incrementar la variedad de especies microalgales nativas que puedan servir como fuentes de
bioproduccion para compuestos bioactivos, biomasa y metabolitos de aplicacion en la industria de alimentos
funcionales, farmacéuticos y biomedicina. Se realizaron cultivos discontinuos de la cepa de D. salina durante 22
d en medio f/2 Guillard (0,88 mmol.L* de nitrégeno) a 27 + 2°C, pH de 7,8; fotoperiodo 12 h luz: 12 h
oscuridad, aireacion continua (150 mL.L™) y en dos diferentes salinidades (40 y 250 UPS) e irradiancias (195 y
295 pmolphotons.m2.s?). Diariamente, se evalud el crecimiento poblacional y al final del ensayo se
determinaron los contenidos de biomasa, pigmentos, proteinas, lipidos y carbohidratos, asi como el tamafio
celular. La tasa de crecimiento de la nueva cepa de D. salina disminuy6 al aumentar la salinidad y la irradiancia.
Sin embargo, el tamafio celular, biomasa, contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos, carotenoides totales y
f-caroteno aumentaron al incrementarse la irradiancia y la salinidad. Ademas, se evidenci6 la potencialidad que
posee esta cepa para ser cultivada para la produccion de B-caroteno.

PALABRAS CLAVE: Microalgas, pigmentos, hipersalino, biotecnologia.

ABSTRACT

Dunaliella salina is a microalga used for the production of metabolites of high industrial and pharmaceutical
value. The combined effect of irradiance and salinity on growth, pigment production and biochemical
composition of this strain were evaluated in order to contribute to the knowledge of the physiological responses
of this new isolate of D. salina from Araya saltworks, to changes in the conditions of its environment. It was
aslo intendend to increase the variety of native microalgae species which can serve as sources of bioproduction
for bioactive compounds, biomass and metabolites of application in pharmaceuticals and biomedical industries.
Batch cultures of the strain of D. salina were conducted for 22 d at f/2 medium Guillard (0.88 mmol.L™? of
nitrogen) at 27 + 2°C, pH 7.8; photoperiod 12 h light: 12 h darkness, continuous aeration (150 mL.L") in two
salinities (40 and 250 UPS) and irradiances (195 and 295 pmolphotons.m2.s1). Population growth was
evaluated daily and at the end of the trial the contents of biomass, pigments, proteins, lipids, carbohydrates and
cell size were determined. The growth rate of the new strain of D. salina decreased with increasing salinity and
irradiance. However, cell size, biomass, content of proteins, lipids, carbohydrates, total carotenoids and f-
carotene increased with increasing irradiance and salinity. In addition, the potential of this strain for the
production of f3-carotene was shown.

KEY woRbps: Microalgae, pigments, hipersaline, biotechnology.

INTRODUCCION

El cultivo de las microalgas para la
produccion de metabolitos de interés industrial
ha tomado auge en los Ultimos afios. La
biotecnologia microalgal ha hecho grandes
avances y varias especies de microalgas de los
géneros Botryococcus, Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus y Spirulina se cultivan para
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producir proteinas, astaxantina, polisacéaridos,
vitaminas, minerales, esteroles, [-caroteno,
glicerol, productos quimicos finos y otros
compuestos bioldgicamente activos (Raja et al.
2007, Wijffels et al. 2013).

Una de las microalgas mas utilizadas por su
importancia comercial en la obtencién de
compuestos bioactivos es Dunaliella salina; los
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organismos de esta especie contienen entre 50 y
60% de proteinas en células verdes y alrededor
de 30% para células rojas-naranjas con un alto
contenido de carotenoides (Fimbres et al. 2010).
Esta especie presenta ademas en su composicion
un porcentaje considerable de pigmentos como
clorofila, asi como un amplio rango de
carotenoides y xantofilas incluyendo B-caroteno
y luteina, los cuales por su actividad
provitaminica tienen aplicaciéon tanto en la
industria alimentaria como en la farmacéutica
(Hejazi et al. 2002).

Dunaliella salina se puede encontrar en una
amplia gama de habitats marinos, como los
océanos, los lagos de salmuera, marismas y
lagunas saladas cerca del mar, sobre todo en los
cuerpos de agua que contienen mas de 2 M de
cloruro de sodio y altos niveles de magnesio
(Ben-Amotz 2004). Esta especie es capaz de
adaptarse a altas salinidades y tolerar un amplio
rango de condiciones ambientales, incluyendo
altas intensidades luminosas y temperaturas, asi
como deficiencias de nitrégeno y/o fosforo
(Lbpez et al. 2013).

La disponibilidad de nutrientes y la luz son
los principales factores que influyen sobre la
fisiologia de las microalgas. Mientras los
nutrientes son necesarios para la sintesis de
biomasa, la irradiancia y calidad de luz determina
la cantidad de energia disponible para actividades
metabdlicas (Vasquez et al. 2013), incluso las
microalgas pueden adaptarse a cambios de
irradiancia, originando variaciones considerables
en su composicion bioguimica y metabolismo
(S&nchez-Saavedra y Voltolina 2002).

Con base en lo anterior, la evaluacion de
microalgas de importancia comercial se lleva a
cabo con la finalidad de obtener las condiciones
Optimas que permitan optimizar la produccién de
biomasa en los cultivos, mediante la
manipulacién de la luz, pH, nutrientes, salinidad,
temperatura, entre otros factores que pueden
influir en el crecimiento y composicion
biogquimica de las mismas (Bermldez et al.
2002). A fin de contribuir con el conocimiento de
las respuestas fisiologicas de una cepa nativa D.
salina, aislada de Araya, ante cambios en las
condiciones de su entorno, se propuso evaluar el
efecto combinado de la irradiancia y salinidad
sobre su crecimiento, produccion de pigmentos y
composicién bioquimica; buscando ademas,
incrementar la variedad de especies de
microalgales nativas, de interés comercial, que
puedan servir como fuentes de bioproduccién
para compuestos bioactivos, biomasa vy
metabolitos de aplicacion en la industria de
alimentos  funcionales,  farmacéuticos vy
biomedicina.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion de la cepa de
Dunaliella salina

La cepa de D. salina fue aislada a partir de
muestras de agua provenientes de las salinas de
Araya, estado Sucre, Venezuela (10° 37 N; 64°
17 W), siguiendo la técnica de rayado en placas
con agar (Andersen 2005). Para su identificacion,
se usaron criterios morfoldgicos, fisioldgicos y
ultraestructurales, siguiendo recomendaciones de
Masyuk (1973). Después de su aislamiento, la
cepa se ha mantenido en el Banco de
Germoplasma de Algas de la Universidad de
Oriente, Venezuela, con el codigo BGAUDO-20,
bajo condiciones controladas de laboratorio (23 +
1°C, 100 pmol.photons. m=2.s?, fotoperiodo de
12 h luz: 12 h oscuridad) en medio f/2 Guillard
(Guillard 1975) a 37 y 250 UPS.

Condiciones de cultivo

La cepa de D. salina se someti6 a un periodo
de aclimatacion durante 30 d, en el cual la
microalga se cultivé en medio f/2 Guillard (0,88
mmol.L? de nitrégeno) a 27 + 2°C, pH de 7,8;
fotoperiodo 12 h luz: 12 h oscuridad, aireacion
continua (150 mL.LY) y en dos diferentes
salinidades (40 y 250 UPS) e irradiancias (195 y
295 umol.photons.m?2.s1). Posteriormente, se
realizaron por triplicado, durante 22 d, cultivos
discontinuos (2,5 L) a las mismas condiciones
sefialadas anteriormente, usando un in6culo de
105cel.mL™.

Parametros de crecimiento, tamafio, biomasa
celular y composicién bioguimica

densidad celular se
lo cual se tomaron

La evaluacion de la
realiz6 cada 24 h, para
muestras (1 mL), por triplicado de cada
tratamiento, y se fijaron con 50 pL de una
solucion de lugol al 10% para realizar el recuento
celular por microscopia optica, utilizando un
hematocitometro Neubaler de 0,01 mm de
profundidad. Con los datos obtenidos se
elaboraron las curvas de crecimiento y a partir de
éstas se determinaron las tasas instantaneas de
crecimiento (K), siguiendo las recomendaciones
en Madigan et al. (1999).

La determinacion de la biomasa seca se
realizo al final del ensayo mediante el sistema de
filtracion Millipore®©, para lo cual se filtraron 5
mL, por quintuplicado, de cada cultivo a través
de filtros de fibra de vidrio de Whatman GF/C
(1,2 pm de tamafio de poro), y posteriormente se
lavaron con 5 mL de formiato de amonio, 0,5
mmol.L* (pH 7,5) y secados hasta masa
constante a tratamiento de 60°C.
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La longitud de las células de D. salina se
determiné al final del ensayo, midiendo un total
de 100 células de cada tratamiento, usando un
microscopio Optico con micrometro ocular
incorporado, bajo un aumento de 400X.

Las muestras para los analisis bioquimicos (5
mL, por triplicado) se recolectaron al final del
ensayo, se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15
min y los pellets resultantes se conservaron a -
20°C, hasta el momento de los analisis
bioguimicos. Los pigmentos se extrajeron a partir
de los pellets de las microalgas, utilizando una
mezcla acetona: agua (90%). La determinacién
se realiz6 por espectrofotometria, usando las
ecuaciones descritas en Strickland y Parsons
(1960) y Jeffrey y Humphrey (1975) para la
cuantificacion de carotenoides totales y clorofila
a, respectivamente.

La identificacion y cuantificacion del B-
caroteno se realizd de acuerdo a Romero et al.
(2008), mediante cromatografia de liquidos de
alta eficacia, HPLC, a una longitud de onda de
440 nm, haciendo uso de un patrén comercial de
p-caroteno (Sigma St Louis, Mo, USA.) que
permitié calcular el factor de respuesta y el
tiempo de retencidn, identificar el pico
correspondiente a dicho caroteno en los
cromatogramas de las fracciones separadas y
calcular su concentracion en ng.mL™. Esta
concentracién, al dividirse por la densidad
celular correspondiente a 1 mL y multiplicarse
por 1000, quedd expresada en pg.cel™* (Vidussi et
al. 1996). Se utiliz6 un HPLC analitico marca
HP, serie 1050 con detector UV-Visible,
equipado con una columna de acero inoxidable
de 10 cm x 4,6 mm de diametro interno,
empacada con C8 MOS Hypersil (5 um de
tamafio de particula). Los pigmentos se eluyeron
sucesivamente con acetona:metanol (50:50)
durante 1 min; metanol por 18 min y
acetona:metanol (75:25) por 1 min a un flujo de
1 mL.min%. El volumen de inyeccién fue de 20
pL.

Los proteinas se analizaron de acuerdo Lowry
et al. (1951), los lipidos segin Bligh y Dyer
(1959) y Marsh y Weinstein 1966) y los
carbohidratos por el método descrito en Dubois
et al. (1956), utilizando como estandares
albimina bovina, tripalmitina y D-glucosa,
respectivamente.

Anadlisis estadisticos

Los datos de los parametros de crecimiento,
talla, biomasa, y contenidos de pigmentos,
proteinas, lipidos y carbohidratos se analizaron
usando un ANOVA doble (irradiancias y

salinidades) a un nivel del 0,05% de

confiabilidad (Sokal y Rolhf 1995).
RESULTADOS

Parametros de crecimiento, tamafio y biomasa
celular

El crecimiento de D. salina mostrd
diferencias significativas (P < 0,05) entre las
distintas salinidades e irradiancias y su
interaccion. El aumento de la salinidad
conjuntamente con la irradiancia produjo un
descenso de la densidad celular desde 1,6 + 0,02
X106 cel.mL™* (40 UPS y 195 umol photons m? s°
1) hasta 0,3 + 0,02 x108 cel mL™* (250 UPS y 295
umol photons m? s%). Similarmente, la tasa de
crecimiento instantaneo disminuyd al aumentar
la salinidad e irradiancia. La longitud celular
mostré diferencias significativas (P < 0,05) solo
en las salinidades, observandose que las células
de D. salina se hicieron més grandes (19,4 + 0,72
um) en la mayor salinidad probada (Tabla 1).

La biomasa celular fue influenciada
significativamente (P < 0,05) por la salinidad y la
irradiancia y su interaccion, encontrandose que al
aumentar la salinidad e irradiancia, este
parametro se incrementd, llegando a alcanzar un
valor maximo de 1478,1 + 0,87 pg.cel® a 250
UPS 'y 295 pmol photons.m2.s* (Tabla 1).

Contenido de pigmentos

El contenido de pigmentos presentd
diferencias significativas (P < 0,05) entre las
diferentes salinidades e irradiancias y su
interaccion. El incremento de la salinidad y de la
irradiancia  produjo una disminucién del
contenido de clorofila a, observandose sus
mayores valores (30,4 + 0,7 pg.cel™) a 40 UPS y
195 pmol photons m2s? Lo contrario se
observo con los carotenoides totales, 3-caroteno
y la relacion carotenoides/clorofila a, los cuales
alcanzaron sus valores maximos de 58,6 + 0,41
pg.cel’l; 27,8 + 1,4 pg.cel (1,9% con base a
masa seca) y 10,1; respectivamente en la mayor
salinidad e irradiancia evaluada (Tabla 2).

Contenido de
carbohidratos

proteinas, lipidos vy

Los componentes bioquimicos analizados en
los cultivos de D. salina mostraron diferencias
significativas (P < 0,05) entre las distintas
salinidades e irradiancias y su interaccion. Se
observa que el incremento de la salinidad e
irradiancia produjo un aumento en la
acumulacién de las proteinas, lipidos vy
carbohidratos, los cuales alcanzaron los mayores
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contenidos de 383,9 * 2,57 pg.cel? (26% con
respecto a la masa seca); 241,1 = 0,96 pg.cel?
(16% con respecto a la masa seca) y 742,9 + 2,48

pg.cel* (50% con respecto a la masa seca),
respectivamente en 250 UPS y 295umol
photons.m?2.s* (Tabla 2).

Tabla 1. Pardmetros de crecimiento, talla y biomasa celular de una cepa de Dunaliella salina, aislada de las salinas de
Araya, Venezuela, cultivada en diferentes salinidades (40 y 250 UPS) e irradiancias (195 y 295 pumolphotons .m2. s1).
Subindices iguales en una misma fila indican diferencias no significativas (P < 0,05).

Salinidad (UPS) 40 250
Irradiancias (umol photons. m2. s1) 195 293 195 293
Dmax (cel.Lt x 10°) 1,6 £0,022 1,0 £0,03° 0,5+0,03° 0,3 +0,02¢
K (div.dias?) 0,3+0,03? 0,4 +0,02° 0,2+0,02¢ 0,1+0,01¢
Longitud (um) 9,7 +0,31° 10,4 + 0,582 18,4 +2,91° 19,4 +£0,72°
Biomasa (pg.cel™) 112,3 £1,522 118,3 +3,90° 1402,6 £ 8,79° 1478,1 +0,87¢

Tabla 2. Contenido de pigmentos, proteinas, lipidos y carbohidratos (pg.cel™) de una cepa de Dunaliella salina aislada
de las salinas de Araya, Venezuela, cultivada en diferentes salinidades (40 y 250 UPS) e irradiancias (195 y 295
umolphotons.m2.s1). Subindices iguales en una misma fila indican diferencias no significativas (P < 0,05).

Salinidad (UPS) 40 250
Irradiancias (umolphotons.m2.s1) 195 293 195 293
Clorofilaa 30,4 £0,702 12,4 +0,80° 6,2 +0,15°¢ 5,8 +0,274
Carotenoides totales 1,2 +0,152 3,2 +0,10° 5,3 +0,08¢ 58,6 + 0,414
j-caroteno 0,1+0,012 1,2 +0,05° 2,2 +0,10° 27,8 + 1,409
Carotenoides/Clorofila a 0,04 0,30 0,90 10,10
Proteinas totales 40,5 + 0,662 39,8 +1,72b 363,5 + 2,95°¢ 383,9 2,574
Lipidos totales 11,1 +0,202 16,3 +0,38° 224,1 +£2,00° 241,1 + 0,964
Carbohidratos totales 29,2 + 0,902 33,2 +0,61° 546,2 + 1,90° 7429 + 2 484

DISCUSION

La cepa de D. salina, al ser expuesta a estrés
salino y luminico, modifica su contenido de
pigmentos, proteinas, carbohidratos y lipidos, asi
como su tamafio y parametros de crecimiento, lo
cual ha sido previamente reportado para esta
especie por otros autores (Ginzburg y Ginzburg
1981, Loeblich 1982, Al-HaSan et al. 1987).

El crecimiento poblacional de D. salina
disminuyd significativamente al aumentar la
salinidad y la irradiancia en los cultivos.
Resultados similares fueron encontrados por
Cowan et al. (1992), quienes demostraron que las
condiciones hipersalinas (1,5-4 M de NaCl)
disminuyen el crecimiento celular de esta
microalga. De igual forma, Serpa y Calderon
(2005), Dipak y Lele (2005), Garcia et al. (2007)
y Hosseinzadeh et al. (2012) -evidenciaron
disminucion del crecimiento de diferentes cepas
de D. salina al ser expuestas a altas salinidades.

El tamafio y la masa celular de D. salina se
vieron incrementados con el aumento de la
salinidad. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Garcia et al. (2007), quienes

encontraron que estas variables tienden a
incrementarse en esta microalga al aumentar la
salinidad del medio de cultivo. Fimbres et al.
(2010) sostiene que el incremento en el tamafio y
masa celular también puede ser debido a la
deficiencia de nitrégeno, situacion que pudiera
estar ocurriendo en esta investigacion, dado que
los cultivos de la nueva cepa de D. salina se hizo
en un medio con deficiencia de nitrato (0,88
mmol.LY). Estos cambios en D. salina expuesta a
altas salinidades estan bien documentados y se
deben al proceso de osmoregulacién, mediante el
cual las células regulan el incremento de soluto
en el medio a través de la sintesis interna de
glicerol (Avron y Ben-Amotz 1992, Raja et al.
2007). De hecho, la acumulacion de glicerol en
esta alga estd regulada por la actividad de agua
externa en lugar del efecto de un soluto
especifico (Shariati y Lilley 1994). En esta
condicién, el glicerol actta como un soluto
compatible que protege a las enzimas tanto de la
inactivacion como de la inhibicion (Telfer 2002).

Las mayores concentraciones de clorofila a se
obtuvieron en cultivos expuestos a bajas
salinidades e irradiancias. Masuda et al. (2003)
indicaron que bajas irradiancias inducen en las
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células de D. salina el incremento de clorofila a
con el fin de aumentar su capacidad de captacion
de luz. Por otra parte, los contenidos de
carotenoides totales y -caroteno mostraron una
tendencia inversa a la clorofila a.

Los mayores contenidos de carotenoides
totales (58,6 + 0,41 pg.cel™) se obtuvieron bajo
las condiciones mas estresantes evaluadas (250
UPS y 295 umol photons.m?.s). Marin et al.
(1998) al evaluar una cepa de D. salina,
procedente de una zona cercana al area de donde
se aisl6 la cepa en estudio, encontraron
contenidos de carotenoides totales entre 0,8-1,6
pg.celt. Estd marcada diferencia en la
acumulacién de este pigmento puede deberse a
las condiciones de cultivo utilizadas, dado que
estos autores cultivaron a esta cepa de D. salina
en niveles inferiores de salinidad (90-210 UPS) e
irradiancia (80 pumol photons.m2.s1).

La tendencia del incremento en la
acumulacién de pigmentos carotenoides en D.
salina expuesta a altas salinidades e irradiancias
pareciera ser un aspecto fisioldgico comin de
esta especie, sin importar su origen geografico
(Cifuentes et al. 2001, Fazeli et al. 2005). Los
contenidos de carotenoides aqui cuantificados
son superiores a los de Romero et al. (2008),
quienes reportan en D. salina cepa Coche, 24,8

pg.cel'l. Sin embargo, contenidos superiores de
este pigmento han sido obtenidos en otras cepas
de D. salina, por ejemplo Aguilar et al. (2004) y
Guevara et al. (2005) reportaron valores en

carotenoides totales de 124 pg.cel'1 en D. salina

(cepa Pert) y 106 pg.cel'1 en D. salina (cepa
Coche), respectivamente. Ellos sefialan que al
realizar cultivos de D. salina en condiciones
ambientales extremas se puede lograr la
obtencion de mayores concentraciones en
carotenoides. El incremento de los carotenoides
en conjunto con la irradiancia han sido atribuidos
a la sintesis de pigmentos fotoprotectores, como
las xantofilas, diadinoxantinas y diatoxantinas los
cuales juegan un rol fundamental en la
prevencion de dafios al aparato fotosintético
expuesto a elevadas irradiancias (Lavaud et al.
2002, Serpa y Calderén 2006).

Con respecto al contenido de [-caroteno,
Borowitzka et al. (1990), Gomez et al. (1992),
Lamers et al. (2010) y Arash et al. (2011)
sefialan que la acumulacidn de este pigmento por
D. salina esta fisioldgicamente relacionada con
la alta intensidad de luz y elevadas salinidades.
En esta investigacion el mayor contenido de -
caroteno (27,8 pg.cel™ =1,9% con respecto a la
masa seca = 47% con respecto a los carotenoides
totales) se obtuvo a la mayor salinidad e

irradiancia ensayada, valores que son mayores
que los obtenidos por Gémez et al. (1999),
quienes al cultivar en el medio Provasoli las
cepas chilenas CONC-001 y CONC-007 de D.
salina y D. bardawil, obtuvieron concentraciones
(con respecto al contenido de carotenoides
totales) de 41,2; 16,8 y 46,2%, respectivamente.
De igual forma, superan los valores obtenidos
por Dipak y Lele (2005), quienes reportan 8,28
pg.cel* en D. salina cultivada en alta irradiacion
y temperatura. Sin embargo, contenidos
superiores de B-caroteno han sido reportados por
Romero et al. (2008) en una cepa de D. salina,
procedente de las salinas de Coche, Venezuela
(54,3% con respecto al contenido de carotenoides
totales) y por Loeblich (1982) en D. salina,
UTEX 1644 (94% con respecto al contenido de
carotenoides totales). La acumulacion de f-
caroteno en D. salina se cree que estd
relacionada con el efecto protector de este
pigmento contra la produccion de oxigeno
singlete catalizada por la clorofila bajo alta
irradiancia. También se ha propuesto la hipotesis
de que el p-caroteno protege a la célula contra los
dafios de la alta irradiancia, al actuar como
pantalla que absorbe el exceso de luz (Ben-
Amotz y Avron 1983, 1989).

El aumento de los contenidos celulares de
proteinas, lipidos y carbohidratos al incrementar
la salinidad y la irradiancia en los cultivos del
nuevo aislado de D. salina esta en concordancia
con lo referido por Ben-Amotz et al. (1982) y Al-
HaSan et al. (1987). Estos investigadores
observaron  mayores  valores de  estas
macromoléculas en cultivos hipersalinos, las
cuales alcanzaron cifras de 30%, 18-22% y 11%,
respectivamente.

Finalmente, a pesar de que se establecen
comparaciones  entre el  contenido de
carotenoides de diferentes cepas de D. salina,
resulta dificil analizarlas en todos sus aspectos,
debido a que las respuestas en el crecimiento de
esta microalga, como lo informa Ben-Amotz
(1980), estan influenciadas por una serie de
factores que interactdan entre si.

Se concluye que el nuevo aislado de
Dunaliella salina, procedente de las salinas de
Araya, Venezuela, incrementa sus contenidos de
proteinas, lipidos, carbohidratos, carotenoides
totales y B-caroteno al ser cultivada a altas
irradiancias y salinidades. Ademas, se evidencio
la potencialidad que posee esta cepa para ser
cultivada para la produccion de -caroteno.
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