INVESTIGACION

Crecimiento y biomasa de Dunaliella sp.
cultivada en medios limitantes en nitrégeno

RESUMEN

Las microalgas se han empleado en la alimenta-
cién del ser humano y en la acuacultura para ali-
mentar diversos organismos marinos, es por ello
que el objetivo de la investigacion fue evaluar la
produccién de biomasa de Dunaliella sp. en me-
dios limitantes en nitrogeno. Los cultivos se rea-
lizaron en garrafones con 15 L, por cuadriplicado
en condiciones de laboratorio en medios limitan-
tes de nitrégeno (f/4, f/6 y 1/8) en comparacion
con un medio control (f/2). Los cultivos fueron
crecidos por 10 dias con aireacion e iluminacién
constante, diariamente se realizaron conteos celu-
lares, medicion de luz, temperatura y pH. La bio-
masa fue determinada en la fase logaritmica final
y estacionaria. Se encontré que las concentracio-
nes celulares fueron mayores en el medio control
con un promedio de 1.2 x 10° cél/mL, mientras
que en los medios limitantes (f/6 y /8) se alcanz6
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en promedio una concentracion entre 0.5 y 0.3 x
10° cél/mL. La produccion de biomasa aumentd
de 100 a 436 pg/cél conforme disminuy6 la can-
tidad de nitrégeno en el cultivo. Se concluye que
en los medios limitantes de nitrégeno, las células
incrementan su biomasa en comparacion con el
control.
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biomasa, medio limitante en nitrégeno

ABSTRACT

Microalgae are used as food for human being
and in aquaculture to feed diverse marine organ-
isms. The aim of this investigation was evaluated
biomass production of Dunalella sp. in limited
nitrogen mediums. Cultures were carried out on
quadruplicate 15 L carboys, under laboratory con-
ditions with mediums limited in N (f/4, /6 y {/8)
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compared with a control medium (f/2). The cul-
tures were growth for 10 days with aeration and
constant illumination. The cell density, light in-
tensity, temperature and pH were measured daily.
The biomass was determined in the final log and
stationary phases. It was found that the highest cell
concentrations were recorded in the control with
an average of 1.2 x 10° cells/mL, while the medi-
ums /6 and /8 reached an average concentration
between 0.5 and 0.3 x 10° cells/mL. Biomass pro-
duction at the end of the cultures increased from
100 to 436 pg/cell while nitrogen concentration
decreased. In conclusion N limited medium pro-
duced more biomass than a control medium.
Keywords: Culture medium, Dunaliella, biomass,
medium limited in N.

INTRODUCCION

El fitoplancton marino tiene un papel clave en la
productividad de los océanos constituyendo la
base de la cadena alimenticia (Thurman y Truji-
llo, 1997; Miranda y col., 1998). Asi mismo, las
microalgas constituyen la base nutritiva de los
organismos cultivados en las primeras etapas de
vida (Bermudez y col., 2002).

Las microalgas contienen una amplia variedad de
componentes quimicos entre los que se encuen-
tran los carotenoides, ficobilinas, dcidos grasos,
polisacdridos, vitaminas, minerales, esteroles y
otros compuestos bioldgicamente activos (Remay
Gouveia, 2005; Yasar y Sevket, 2006), por lo que
han sido utilizadas durante mucho tiempo para la
alimentacién animal y humana (Garcia-Gonzilez
y col., 2005). En base a lo anterior, la evaluacién
de microalgas de importancia comercial se lleva
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a cabo con la finalidad de obtener las condiciones
Optimas que permitan alcanzar una mayor pro-
duccién de biomasa en los cultivos, mediante la
manipulacién de la luz, pH, nutrientes, salinidad,
temperatura, entre otros factores que pueden in-
fluir en el crecimiento y composicion bioquimica
de las mismas (Bermudez y col., 2002).

Uno de los géneros de microalgas mds utilizados
por su importancia comercial en la obtencion de
compuestos bioactivos es Dunaliella; los organis-
mos de éste género contienen entre 50 y 60% de
proteina en células verdes en base al peso seco y
alrededor de 30% para células rojas con un alto
contenido de carotenoides. Las especies de Dun-
aliella presentan ademds en su composicion, un
porcentaje considerable de pigmentos como clo-
rofila asi como un amplio rango de carotenoides
y xantofilas incluyendo [-caroteno y luteina, los
cuales por su actividad provitaminica tienen apli-
cacion tanto en la industria alimentaria como en
la farmacéutica (Hernandez-Nazario y col., 1999).
Para obtener una mayor produccién de biomasa
en estos organismos, se recomiendan los cultivos
semicontinuos, en los cuales se mejora la eficien-
cia en la productividad y la composicion bioqui-
mica debido a la tasa de renovacién de agua y de
los nutrientes (Bermudez y col., 2002).

Diversos estudios han demostrado que la pro-
duccién de carotenoides en Dunaliella puede
optimizarse mediante variaciones de salinidad,
intensidad luminosa, temperatura y limitacion de
nutrientes (Guevara y col., 2005). Uno de los nu-
trientes mds importantes en el crecimiento de las
microalgas, es el nitrégeno (Serpa-Ibdnez y Cal-
derén-Rodriguez, 2006), por lo que es importante
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evaluar la influencia de éste elemento en el creci-
miento poblacional y composicién bioquimica de
las células (Bermudez y col., 2002). La presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el cre-
cimiento y la biomasa celular en cultivos masivos
de Dunaliella sp. bajo condiciones de laboratorio,
empleando medios de cultivo limitantes en nitré-
geno para producir células con mayor biomasa,
que pueden ser fuente de com-
puestos antioxidantes.

microalgas mds utilizados

MATERIALES Y METODOS

La especie seleccionada para
esta investigacion fue la mi-
croalga marina Dunaliella sp.
Los cultivos se mantuvieron por
cuadriplicado en el laboratorio
de acuacultura del Departamento
de Investigaciones Cientificas y
Tecnoldgicas de la Universidad
de Sonora en garrafones de 20
litros de capacidad, conteniendo
15 litros de cultivo con airea-
cién, temperatura e iluminacion
constantes. Los medios de cul-
tivo utilizados fueron el medio
/2 de Guillard y Ryther (1962)
como medio control (nitratos:
75 mg/L) y los medios {/4 (37.5
g/L), f/6 (25 g/L) y f/8 (18.75
g/L) como medios limitantes en nitrégeno; el res-
to de los componentes (minerales y vitaminas)
se mantuvieron en las mismas concentraciones
que en el medio f/2. Los cultivos crecidos con
los medios f/2 y f/4 se inocularon con 50,000 cél/
mL, mientras que /6 y {/8 fueron inoculados con
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Uno de los géneros de

por su importancia
comercial en la obtencion
de compuestos bioactivos
es Dunaliella; los
organismos de éste género
contienen entre 50 y 60%
de proteina en células
verdes en base al peso
seco y alrededor
de 30% para células
rojas con un alto
contenido de

carotenoides.

40,000 y 30,000 cél/mL respectivamente, debido
a que la limitacion mayor de N, provocd que no
se alcanzaran a tener concentraciones celulares
elevadas. Los cultivos fueron mantenidos por 10
dias, diariamente se realizaron conteos celulares,
ademds se midieron luz, temperatura y pH, al final
de la fase logaritmica y en la fase estacionaria se
estimo la biomasa en picogramos por célula (pg/
cél). La temperatura fue medida
con un termémetro de mercurio
convencional (-20 a 110°C), la
iluminacién con un fotdmetro
marca Extech Instruments y el
pH con un potenciometro portatil
marca Hanna Instruments pHep,
previamente calibrado con bu-
ffers de 7.0 y 10.0. Los conteos
celulares se llevaron a cabo con
un hematocitometro de 0.1 mm
de profundidad en un microsco-
pio compuesto a 10x y muestras
fijadas con lugol al 1% (Ander-
sen, 2005). La biomasa se de-
termind gravimétricamente, por
diferencia de peso entre el filtro
sin y con muestra de microalga
secada en una estufa de labora-
torio convencional a 60°C por
6-8 horas (Sorokin, 1973), para
lo cual se filtraron por duplicado
entre 150 y 250 mL de cultivo en
filtros GFC de fibra de vidrio previamente precali-
brados. En la determinacion de cenizas se us6 una
mufla a 480°C por 8 horas, y la materia orgénica
fue obtenida mediante la diferencia del peso seco
y las cenizas. La informacién de la concentracion
celular fue tratada con estadistica descriptiva (pro-



medio, desviacion estdndar), ademas se realizé un
analisis de varianza de dos vias (medios de cultivo
y edad) para determinar las diferencias entre tra-
tamientos en cuanto a la concentracion celular y
la biomasa seca. El andlisis de pendientes se llevo
a cabo utilizando una comparacién de regresion
lineal simple (Zar, 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION
Temperatura y pH

La iluminacion en los medios de cultivo se man-
tuvo constante, mientras que la temperatura varié
minimamente en un rango entre 26 + 1 °C, lo cual
tedricamente no debid tener efectos en el creci-
miento, ya que con diversos estudios se ha demos-
trado que las especies de Dunaliella poseen un
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amplio rango de tolerancia a la temperatura, con
un intervalo optimo de crecimiento entre 20 y 40
°C (Garcia-Gonzdlez y col., 2000). Por ejemplo,
Abu-Rezq y col. (2010), cultivaron dos cepas de
D. salina a diferentes temperaturas, observando
que el patrén de crecimiento decrecia conforme
aumentaba la temperatura, lo cual indicé que el
rango Optimo para estas microalgas se encuen-
tra entre 20 y 32 °C. En lo que respecta al pH,
éste tendi6 a aumentar del principio al final de los
cultivos con un valor inicial de 8.7 y final de 9.0
(Fig. 1), atribuyéndose este aumento al efecto de
la fotosintesis principalmente (Riley y Chester,
1971). Ben-Amotz (1989) afirma que el pH 6pti-
mo para el crecimiento de Dunaliella se encuentra
entre 7.0 y 9.0, lo cual coincide con este estudio
en donde el mdximo crecimiento se observd un
pH cercano a 9.0.

Figura 1. Fluctuacién diaria del pH en los cultivos crecidos con los medios de cultivo {/2, f/4, /6 y /8.
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Figura 2. Concentraciones celulares diarias de los medios de cultivo /2 y {/4.
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Figura 3. Concentraciones celulares diarias de los medios de cultivo /6 y {/8.
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Concentraciones celulares

El crecimiento de los cultivos fue relativamen-
te constante y ascendente hasta el dia 5y 6 en
los medios /2 y f/4, mientras que los otros dos
medios ascendieron suavemente y con concen-
traciones celulares mds bajas (Figs. 2 y 3). Las
concentraciones celulares alcanzadas en las fases
logaritmica final y estacionaria de los tratamientos
(f/4,1/6 y £/8) fueron menores en comparacion con
el medio control (f/2) (F=102.78,p < 0.0001). La
méxima densidad celular en el medio {/2 fueron li-
geramente mayores de 1.2 x 10°cél/mL, mientras
que en el medio f/4 se mantuvo entre 0.7 y 0.8 x
10°cél/mL y en los medios /6 y f/8 fluctud entre
0.3 y 0.5 x 10%cél/mL (Tabla I). En investigacio-
nes realizadas por Véasquez-Sudrez y col. (2007)
con D. salina, se obtuvieron concentraciones en-
tre 0.36 y 1.6 x 10° cél/mL, lo cual concuerda con
esta investigacion.
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Al evaluar el desarrollo de los cultivos mediante
un andlisis de pendiente no se encontraron dife-
rencias significativas (P=0.05) en el crecimiento
inicial, entre el medio control y los medios /4, {/6
y 1/8, mientras que en el crecimiento final existie-
ron diferencias significativas (p < 0.05) entre los
medios /2-f/4 (t=2.72) y {/2-1/8 (t=2.44).

Produccion de biomasa seca

La produccion de biomasa por célula fue aumen-
tando de 100 a 436 pg/cél conforme se disminuia
la cantidad de nitrégeno en el medio de cultivo
(Tabla II). Estos resultados concuerdan con lo re-
portado por Fabregas y col (1985), en donde la
produccién de biomasa se ve afectada por la con-
centracion de nutrientes.

Tabla 1. Concentracion celular de los medios de cultivo /2,
f/4, /6 y 1/8 en las fases logaritmica final y estacionaria

Medio No. Cél/mL

Logfinal Estacionaria

1,202,125¢ 1,246 875¢

/2 (+88.,412) (£129,271)

793,125¢ 685.416¢

f/4 (+95,145) (x190,153)

512,812¢ 442,187

f/6 (+49,438) (+95,571)

343,125° 281,250?

1/8 (£53234) (+28.,596)

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 2. Peso seco, cenizas y materia orgdnica (en picogramos/célula) de los medios de cultivo /2,
t/4,1/6 y 1/8 en las fases logaritmo final y estacionaria.

Peso seco Cenizas MO
Medio

Logfinal Estacionaria Logfinal Estacionaria Logfinal Estacionaria

/2 100.83¢ 103.78° 28.32¢ 31.52¢ 72.50¢ 7225

(x11.75) (x15.19) (*3.77) (£3.25) (+10.32) (x12.30)

/4 139.03° 288.31¢ 54 .20° 136.57< 84.83° 151.74¢

(x20.9) (83.4) (x15.04) (£65.95) (x15.22) (x17.75)

f/6 164.28° 318.161 62.64° 154.37¢ 101.65¢ 163.80¢

(£24.69) (£69.48) (x14.00) (£52.44) (x12.11) (x18.35)

/8 217.59¢ 436.44¢ 104.88¢ 260.14¢ 112.71¢ 176.30¢

(+49.56) (+98.11) (35.01) (£79.67) (x15.32) (x20.92)

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

Lépez-Sanchez en 1999 estudid la variacion esta-
cional de la produccion de biomasa en dos especies
de microalgas (Dunaliella y Chaetoceros) cultiva-
das en laboratorio e invernadero, encontrando para
Dunaliella valores de biomasa (123.58 pg/cél),
cenizas (52.91 pg/cél) y materia orgdnica (70.67
pg/cél) similares a los reportados en esta investi-
gacion para el medio control (103.78+15.19 pg/
cél, 31.52+3.25 pg/cél y 72.25+12.30 pg/cél, res-
pectivamente) (Tabla II). Sin embargo, cabe men-
cionar que a diferencia de este estudio, el men-
cionado autor utiliz6 como medio de cultivo el
medio f de Guillard y Rhyter (1962). A la fecha no
existen reportes que expliquen el incremento de
biomasa con respecto a la disminucién de nitro-
geno en el medio de cultivo; sin embargo, autores
como Tillberg y Rowley (1989) y Said (2009), que
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estudiaron el efecto de la limitacion de fosforo en
el medio de cultivo en las especies Scenedesmus
y Dunaliella parva, respectivamente, observaron
que esta condicion provoca cambios morfologi-
cos y un incremento en el tamano celular, lo cual
indica que la célula utiliza estos cambios como
estrategia para poder sobrevivir en un ambiente
deficiente de nutrientes. En investigaciones sobre
el efecto de la salinidad en el volumen celular y la
osmorregulacion de las microalgas, autores como
Reed y col. (1980) y Hellebust y Iftikhar (1984),
han encontrado que el tamafio celular de las algas
tiende a incrementarse al aumentar la salinidad del
medio de cultivo, mientras que en esta investiga-
cién ocurrié un incremento en el tamafio debido
a la carencia de nitrogeno en el medio de cultivo.



CONCLUSIONES

Los medios limitantes en nitrogeno propician
un incremento en la biomasa de Dunaliella sp.,
comparada con un medio rico en nutrientes (f/2).
Ademas del incremento en el tamaifio de la célula,
debe existir una variacion en los compuestos bio-
activos, que deben ser estudiados a detalle.
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