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Resumen. Se determiné el crecimiento y la composiciéon bioquimica de
tres cepas de Dunaliella salina (Las Peonias, estado Zulia; Coche, estado
Nueva Esparta; y Araya, estado Sucre), una de D. viridis (Araya) y una
cepa foranea D. bardawil (UTEX 2538), cultivadas en ambiente exterior.
La evaluacion de los cultivos fue mediante parametros poblacionales y
analisis del contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos, incluyendo el
perfil de acidos grasos. La maxima densidad celular la alcanz6 D. viridis

con valores de 3,90 x 106 cel mL™'. Las cepas analizadas mostraron
diferencias significativas (P < 0,05) en el contenido de proteinas, lipidos
y carbohidratos totales, cuyos porcentajes, en relacion a la biomasa seca,
variaron entre 38,3-52,8%; 7,7-10,8% y 8,4-12,7%, respectivamente.
Entre los acidos grasos poliinsaturados, las cepas D. salina Peonias,
Araya y Coche, mostraron como predominante al acido B-linolénico 18:3
(n-3), al igual que ocurri6 con la cepa D. bardawil UTEX 2538; mientras
que D. viridis Araya produjo en mayor cantidad el acido 16:4 (n-3). Se
evidencia el potencial, en cuanto al crecimiento, contenido proteico y
concentracion de acidos grasos poliinsaturados de 16 y 18 carbonos, que
presentan D. salina Araya y D. viridis Araya, al ser cultivadas en
condiciones exteriores con la finalidad de ser utilizadas como dietas en
organismos acuaticos de interés comercial. Recibido: 08 febrero 2007,
aceptado: 22 mayo 2007.
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GROWTH AND BIOCHEMICAL COMPOSITION OF
FOUR DUNALIELLA STRAINS TO BE USED IN AQUACULTURE

Abstract. We determined growth and biochemical content of four
Dunaliella strains in Venezuela: three Dunaliella salina strains from Las
Peonias, Zulia State; Coche, Nueva Esparta State; and Araya, Sucre State;
and one D. viridis strain from Araya, Sucre State. An exotic strain (D.
bardawil UTEX 2538) was used as a control. Microalgae were cultured in
outside conditions. Cultures were evaluated via population parameters, as
well as carbohydrate, and protein and lipid content, including the fatty
acid profile. Highest cell density (3.9 x 10° cells mL™") was achieved by
D. viridis. Protein (38.30-52.80%), lipid (7.70-10.80%), and total
carbohydrate contents (8.40—12.70%), in relation to dry weight, were
significantly different among all strains (P < 0.05). Concerning poly-
unsaturated fatty acids, D. salina strains from Las Peonias, Araya and
Coche produced B-linolenic acid 18:3n-3 in greater quantities, as well as
D. bardawil UTEX 2538, whereas D. viridis Araya produced the highest
content of 16:4 (n-3) acid. Based on their growth, higher protein content,
and high polyunsaturated fatty acid concentrations, with 16 and 18 carbon
atoms, the D. salina Araya and D. viridis Araya strains are excellent
candidates to culture in the field, for use in diets of commercial aquatic
organisms. Received: 08 February 2007, accepted: 22 May 2007.

Key words: Dunaliella salina, Dunaliella viridis, microalgae culture, fatty
acids, microalgae diets, aquaculture, Venezuela.

INTRODUCCION

El valor nutricional de las microalgas depende principalmente de su
contenido proteico, lipidico (especialmente acidos grasos) y de carbohidratos
(Napolitano et al. 1990). En general, entre los elementos nutricionales
requeridos en una microalga para asegurar tasas altas de supervivencia de
larvas de crustdceos y moluscos se encuentran un contenido proteico superior
al 25% en base a biomasa seca, 8-30% de carbohidratos y alrededor de un
10% de lipidos, especialmente los acidos grasos C20:5 n-3 y C22:6 n-6
(Robert et al. 2004). Por otra parte, también hay que tomar en cuenta otras
caracteristicas como el tamafo, la presencia de quetas y pared celular, las
cuales causarian problemas, debido a que dificultan su asimilacion por parte de
las larvas (Nufiez et al. 2002).



Vol. 41, 2007] Crecimiento y Bioquimica de Dunaliella 183

Existen gran cantidad de estudios sobre la microalga Dunaliella salina, la
mayoria enfocados a la produccion de carotenos (Borowitzka y Borowitzka
1988, Cifuentes et al. 1992, Hosseini y Mansour 2006). Estos estudios, en
Venezuela, por ejemplo, son relativos al analisis de la capacidad caroteno-
génica de la especie, caracterizando cepas de diferentes sistemas hipersalinos,
particularmente del nororiente (Guevara et al. 2005). De igual forma, Yépez y
Morales (1998) estudiaron a D. viridis, aislada de las salinas Las Cumaraguas,
estado Falcon. Otros estudios sobre estas especies de sistemas hipersalinos,
han sido enfocados a su utilizacion como alimento, particularmente en
invertebrados marinos, sugiriendo su utilidad ya sea como alimento directo o
complemento de dietas microalgales en funciéon de una mayor condicion de
larvas y otros estados de desarrollo (Boonyaratpalin et al. 2001).

Las cepas autoctonas de los sistemas hipersalinos de las costas
venezolanas (D. salina y D. viridis) han mostrado buen crecimiento a
salinidades de 35-40 PSU en cultivos a pequefia escala (Yépez y Morales
1998, Marin et al. 1998). Esta caracteristica, junto con la falta de pared celular,
lo cual permitiria una mayor digestibilidad por parte de larvas de
invertebrados, sugiere su posible utilizaciéon como alimento de los mismos. El
objetivo de este trabajo es evaluar el crecimiento y la composicion bioquimica,
incluyendo el perfil de 4cidos grasos de cuatro cepas de D. salina y D. viridis,
provenientes de sistemas hipersalinos de la costa de Venezuela y el de una
cepa foranea D. bardawil UTEX 2538, en cultivo masivo en ambiente exterior.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron tres cepas autoctonas de Dunaliella salina y una de
Dunaliella viridis procedentes de ambientes hipersalinos en la costa de
Venezuela, ademas de una cepa de Dunaliella bardawil (UTEX 2538), que
sirvid como referencia comparativa, debido a su amplio uso en numerosas
investigaciones.

Las cepas autoctonas estudiadas fueron D. salina Coche LAEP-21, aislada
de las salinas de Coche, estado Nueva Esparta (10°49'23" latitud Norte y
63°58'42" longitud Oeste), D. salina Peonias LAEP-12, aislada de las salinas
de Las Peonias, estado Zulia (10°45'15" latitud Norte y 71°38'42" longitud
Oeste) y D. salina Araya LAEP-44 y D. viridis LAEP-20 provenientes de las
salinas de Araya, estado Sucre (10°41'12" latitud Norte y 64°19'12" longitud
Oeste). Todas estas cepas forman parte del cepario permanente de microalgas
del Laboratorio de Acuicultura, extension plancton del Instituto Oceanografico
de Venezuela, Universidad de Oriente, Cumana, Venezuela.
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Todas las cepas se cultivaron en un sistema discontinuo en ambiente
exterior, durante los meses calidos del afio (julio-agosto 2004). La temperatura
de los cultivos vari6 entre 25,3 y 36,8 °C, mientras que la intensidad luminosa
estuvo entre los 136,7 y 371,0 pE m” s™. Se utilizaron recipientes de vidrio de
26 cm de diametro por 58 cm de alto con 10 L de agua de mar (37 PSU)
previamente filtrada a través de membranas Whatman GF/C de 0,45 pm de
porosidad, tratada con hipoclorito de sodio comercial (0,25 mL L") y
neutralizado con tiosulfato de sodio. Esta fue posteriormente enriquecida con
el medio Algal a una concentracion 4 mM de nitrato (Fabregas et al. 1984).
Los recipientes se protegieron con una malla comercial (Trical 60%) para
disrnlinuir la radiacion solar y se sometieron a una aireacion continua (200 mL
min").

Los cultivos se iniciaron con indculos en fase de crecimiento exponencial
a una densidad inicial de 3 x 10° cel mL™". Todos los cultivos se hicieron por
triplicado y se evalud el crecimiento durante 20 dias. El recuento celular se
llevo a cabo cada 48 h, usando un hematocitometro Neubauer de 0,1 mm de
profundidad. La tasa de crecimiento (K) y el tiempo de duplicacion (Td) se
calculd segun las recomendaciones en Madigan et al. (1999).

Cuando los cultivos alcanzaron la fase final de crecimiento exponencial,
se extrajeron muestras de 5 mL por triplicado de cada réplica de los cultivos,
para cada variable analizada. Estas muestras se centrifugaron a 4.000 rpm por
10 min a temperatura ambiente. La pastilla celular resultante se utilizé para la
determinacion de proteinas mediante el método de Lowry modificado por
Herbert et al. (1971), carbohidratos por el método fenol-sulfurico (Dubois et
al. 1956) y lipidos totales por el método de carbonizacion simple (Bligh y
Dyer 1959, Marsh y Weinstein 1966).

El extracto lipidico se esterifico (Sato y Murata 1988) para la
cuantificacion de acidos grasos, la cual se realizé mediante la inyeccion de 10
uL de muestra en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de
masa (Agilent 4890D) equipado con un detector de ionizacion a la llama (FID)
y una columna capilar HP- INNOWax (30 m x © 0,32 mm) y 0,50 um de
espesor de la fase liquida (Croslinked Polyethylene Glycol).

La identificaciéon de los acidos grasos se llevdo a cabo mediante la
comparacion de los tiempos de retencidon de un patron comercial de metil-
esteres de acidos grasos PUFA-3 (Metreya Inc., Pleasant Gap, PA, USA).

Para establecer si existieron diferencias significativas entre las cepas en
las variables de los parametros de crecimiento y la composicion bioquimica, se
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analizaron los valores alcanzados al final de la fase exponencial, indicativa de
consecha (dia 8), mediante un analisis de variancia de un factor (cepas). Las
variables que mostraron diferencias significativas (P < 0,05), se les aplicé un
analisis multiple de Scheffé en funcion de establecer diferencias entre las
cepas estudiadas. Previo a los analisis se comprobo la homogeneidad de
varianzas y distribucion normal de los datos segun Sokalf'y Rolf (1995).

RESULTADOS

Las microalgas D. viridis Araya y D. salina Araya alcanzaron las mayores
densidades celulares con valores de 3,90 + 0,05 x 10° y 3,7 + 0,06 x 10° cel
mL™, respectivamente; mientras que la cepa de D. salina (cepa Coche) apenas
logré mantener densidades similares a las del indculo inicial 0,36 + 0,05 x 10°
cel mL™ (Fig. 1).
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3 _
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151 D. salina Peonias

Densidad celular (cel.ml Tx 106)

0,5 1
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Figura 1. Crecimiento de cinco cepas del género Dunaliella en cultivos discontinuos
bajo condiciones naturales.

Se observaron diferencias significativas (P < 0,05) en la velocidad de
crecimiento (K) y el tiempo de duplicacion (Td) de las cepas. La mayor K y
menor Td, la presentd D. salina Araya con valores de 0,77 div dia™ y 1,31
dias, respectivamente. D. salina Coche mostro la tasa de crecimiento menor
(0,27 div dia') lo que se traduce en un mayor tiempo para duplicar su
poblacidn (3,76 dias; Tabla 1).
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Tabla 1. Densidad celular maxima, tasa de crecimiento (K) y tiempo de duplicacion
(Td) de Dunaliella en cultivos discontinuos bajo condiciones naturales. Letras
similares indican grupos estadisticamente iguales (P > 0,05).

Cepa K Td Densidad celular
(div dia™) (dias) maxima

(x 10° cel mL™)
D. bardawil UTEX 2538 0,47 +0,01°  2,12+0,02 2,00 +0,20°
D.salina Peonias LAEP-12 0,56 +0,02° 1,80 +0,02 1,60 + 0,03°
D. viridis LAEP-20 0,59 £0,02°  1,69+0,02 3,90 + 0,05
D. salina Coche LAEP-21 0,27 +0,01 3,76 +0,03 0,36 + 0,05
D. salina Araya LAEP-44 0,77 £0,02° 1,31 +0,01 3,70 + 0,06

La macromolécula con mayor concentracion en las cepas estudiadas fue
de origen proteico (Fig. 2), obteniéndose una proporcion entre 32% y 53%, en
contraste con los lipidos y carbohidratos que se encontraron en cantidades
cercanas al 10% de biomasa seca. D. salina Peonias fue la que presento el
mayor porcentaje de proteinas (P < 0,05), con valores cercanos al 52,8 +
2,41%, mientras que la cepa D. salina Araya presentd un 32,3 + 2,09%, lo que
la definié como la cepa con menor porcentaje de proteinas. Las cepas D.
bardawil UTEX 2538, D. salina Coche y D. viridis Araya presentaron porcen-
tajes (43% y 45%) estadisticamente iguales (P > 0,05).

El porcentaje de carbohidratos totales estuvo entre 4,36% (D. bardawil
UTEX 2538) y 13,2% (D. salina Araya), siendo ésta tltima, significati-
vamente superior al resto de las cepas (P < 0,05); mientras que en D. salina
Peonias y Coche no se registraron diferencias significativas (P > 0,05).

Los lipidos totales estuvieron entre 7,24% (D. viridis Araya) y 10,75% (D.
salina Coche). Dunaliella viridis y D. salina Araya presentaron las menores
proporciones de lipidos (7,24% y 7,69%), mientras que las cepas restantes
tuvieron mayor capacidad de lipogénesis, obteniendo cantidades significa-
tivamente mayores (P < 0,05) con valores entre 9,41% y 10,75% (Fig. 2).

En todas las cepas, el acido graso saturado con mayor abundancia fue el
palmitico (C16:0) y sus concentraciones fueron de 19,25; 20,25; 21,04; 23,32
y 24,65% para las cepas D. viridis Araya, D. bardawil UTEX 2538, D. salina
Peonias, D. salina Coche y D. salina Araya, respectivamente (Tabla 2). En
cuanto a los monoinsaturados, no se registraron mayores diferencias en las
concentraciones del C16:1 n-9 (2,10-3,08%) y el C18:1 n-9 (2,22-3,83%). Por
otra parte, solo se presentaron acidos grasos poliinsatuados de cadena entre 16
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Figura 2. Contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos de cinco cepas de Dunaliella
en cultivos discontinuos bajo condiciones naturales. Letras iguales indican grupos
estadisticamente iguales (P > 0,05).

y 18 carbonos, siendo el B-linolénico (C18:3 n-3) el encontrado en mayor
proporcion, en las cepas D. salina Peonias y Araya. El segundo poliinsaturado
mayor sintetizado fue el C16:4, donde D. viridis Araya mostr6 el mayor valor
y D. salina Araya present6 el menor valor (Tabla 2).

DISCUSION

Las diferencias presentadas en las velocidades de crecimiento (K) y los
tiempos de duplicacion (Td) de las cepas de Dunaliella corroboran lo
planteado por Borowitzka y Borowitzka (1988), quienes sugieren que no todas
las cepas de Dunaliella, aunque sean de la misma especie, poseen la capacidad
de responder de forma similar a las mismas condiciones de cultivo.

Los mayores valores de densidad celular de las cepas D. salina Araya y D.
viridis, muestran la potencialidad de estas cepas para ser cultivadas de forma
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Tabla 2. Valores promedios de acidos grasos, expresados en porcentaje de area,
presentes en cinco cepas de Dunaliella en cultivos discontinuos bajo condiciones
naturales.

Acidos Grasos D. D. Cepas de D. salina
bardawil viridis Peonias Coche Araya
¥ Saturados 21,76 19,94 21,44 24,33 26,51
14:0 0,85 0,18 0,20 0,51 1,24
16:0 20,25 19,25 21,04 23,32 24,65
18:0 0,66 0,51 0,20 0,50 0,62
¥ Monoinsaturados 7,22 7,79 6,12 8,87 6,58
16:1n-9 2,9 3,06 2,10 2,89 3,08
18:1 n-7 1,25 2.51 0,90 2,15 0,32
18:1 n-9 3,07 2,22 3,12 3,83 3,18
Y Poliinsaturados 69,74 71,66 71,31 65,36 65,44
16:2 n-6 5,40 5,10 2,35 3,25 4,90
16:3 n-3 1,95 2,85 2,75 2,65 1,89
16:4 n-3 21,15 22,75 21,54 18,25 16,58
18:2 n-6 14,91 15,66 15,45 13,43 14,24
18:3n-3 23,05 22,38 25,98 25,45 25,83
18:3 n-6 1,03 1,21 0,95 0,65 0,75
18:4 n-3 1,90 1,71 2,29 1,68 1,25
Total 98,72 99,39 98,87 98,56 98,53
YOtros 1,28 0,61 1,13 1,44 1,471

masiva bajo condiciones tropicales, permitiendo disminuir costos en la
produccion de larvas de organismos acuaticos, como por ejemplo de moluscos
y crustaceos, las cuales son alimentadas a través de cultivos masivos en
ambientes no controlados (Lora-Vilchis et al. 2004).

Las bajas densidades celulares obtenidas por D. salina Coche pueden ser
consecuencia del tamafio de las células ya que esta cepa presenta un mayor
volumen en comparacion con el resto (datos no mostrados); una hipdtesis
alternativa podria ser su procedencia, ya que la misma se aislo de un bloque de
sal, soportando y adaptandose fisiologicamente a altas salinidades (300 PSU),
muy por encima de la utilizada en el presente estudio (37 PSU). De esta
manera, ¢l proceso de adaptacion a nuevos ambientes puede ser dependiente
del origen de las cepas como lo sefiala Cifuentes et al. (1992) para cepas de D.
salina provenientes de ambientes hipersalinos del subtropico suramericano.
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Los porcentajes de proteinas obtenidos permiten suponer que la
concentracion de nitrato utilizada en los cultivos permiti6 la disponibilidad del
nitrogeno durante la fase exponencial y que dicho compuesto fue asimilado
por cada cepa de acuerdo a su metabolismo. Estos porcentajes se encuentran
dentro del margen con respecto a los valores presentados por Becker (1986),
quien menciond que las microalgas son una alta fuente de proteinas con
valores entre 30% y 65% de su biomasa seca. Por otro lado, Ben-Amotz et al.
(1982) compararon cepas de D. salina y D. bardawil encontrando entre un
30% y 50% de proteinas, para ambas especies. Igualmente, Renaud et al.
(1994) obtuvieron valores de 40,3 + 2,80% de la biomasa seca en D. salina,
los cuales asemejan a los presentados en este trabajo.

Desde el punto de vista nutricional, los porcentajes proteicos presentes en
las microalgas bajo estudio son de suma importancia debido a que en la
larvicultura, esta macromolécula juega un papel preponderante en el manteni-
miento, regeneracion de tejidos y crecimiento o formaciéon de nuevas
estructuras, asi como también aporta notables cantidades de energia para el
desarrollo normal de los organismos cultivados (Higuera 1989).

Las concentraciones de carbohidratos mostradas por las microalgas
analizadas son similares a los publicados por Renaud et al. (1994) quienes
mencionan que D. salina puede alcanzar valores de 11% con respecto a la
biomasa seca, al igual que lo hace Ben-Amotz et al. (1982) para D. bardawil.
En acuicultura, los carbohidratos no estin considerados como nutrientes
esenciales en la dieta de larvas de peces o crustaceos, ni tampoco se ha
establecido un requerimiento absoluto, pero su inclusion en la dieta podria
representar un ahorro con respecto a la utilizacion de las proteinas, la cual es la
fuente mas valiosa para el crecimiento en lugar de ser utilizada como fuente
energética.

Los porcentajes de lipidos alcanzados en el presente estudio son similares
a los presentados por Brown et al. (1989) y Becker (1994), quienes muestran
para D. salina, porcentajes de lipidos cercanos al 9% de su biomasa seca. En el
caso de D. bardawil y otras cloroficeas, Shifrin y Chisholm (1981) y Ben-
Amotz et al. (1982) indican que estos microorganismos logran acumular hasta
un 30% de lipidos totales, cuando son cultivados con deficiencia de nitrogeno.
Esta puede ser la razén del por qué la cepa de referencia en estudio presento
porcentajes bajos de lipidos. El aporte lipidico de las microalgas para ser
utilizadas como alimento, es de suma importancia, ya que entre ellos se
encuentran los triacilglicéridos, los cuales estan relacionados con el desarrollo
de larvas de moluscos bivalvos (Nevejan et al. 2003).
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Los perfiles de acidos grasos obtenidos en esta investigacion son similares
a los presentados por Ben-Amotz et al. (1985), donde mencionan que D.
salina tiene como mayor componente al C16:3. De igual forma, Renaud et al.
(1994) establecen que D. salina logra sintetizar mayoritariamente los acidos
grasos C16:0, C16:4 (n-3), C18:2 (n-6) y C18:3 (n-3). Al mismo tiempo, hacen
mencion que las cloroficeas se caracterizan por presentar altos niveles de
acidos grasos poliinsaturados (AGPs) con cadenas de 16 y/o 18 carbonos,
mientras que los AGPs de 20 y/o 22 atomos de carbono se encuentran como
constituyentes minoritarios y en algunos casos carecen totalmente de ellos, tal
y como se observéd en las cepas analizadas. Ademas, indican que D. salina
puede llegar a producir hasta un 78% de AGPs con respecto al total de acidos
grasos, valor que es muy cercano al obtenido.

En el presente estudio, al igual que en el de Mendoza (1999) se encontro
mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados que en otras investi-
gaciones (Mourente et al. 1990, Becker 1994, Renaud et al. 1994, y Caers et
al. 2002). Estas diferencias pueden estar relacionadas a factores genéticos, los
cuales han sido una explicacion de la variabilidad en la caroteogénesis de
cepas de Dunaliella salina (Gémez y Gonzalez 2001, 2005).

Un aspecto comun e importante es la presencia de los acidos grasos
linoleico C18:2 y linolénico C18:3, de las familias n-6 y n-3, respectivamente.
Estos acidos grasos son considerados esenciales debido a que los animales no
pueden sintetizarlos (Abalde et al. 1995), por lo que es de suma importancia
incluirlos en las dietas (Spector 1999).

La concentracion de las diferentes macromoléculas y acidos grasos
hallados en las cepas nativas, principalmente D. salina Araya y D. viridis
Araya, abren la posibilidad de utilizarlas como fuente nutricional en
acuicultura, en primer lugar por sus altos contenidos proteicos, los cuales
ayudan al acortamiento del tiempo para alcanzar la madurez, la fecundidad de
las hembras y el balance de energia en algunos bivalvos y camarones, ademas
de satisfacer los requerimientos nutritivos de larvas, postlarvas o reproductores
de diferentes especies (Benemann 1992, Farias y Uriarte 2001). Por otro lado,
la cantidad y calidad de las fracciones lipidicas que pueden ser consideradas
materia prima para la elaboracion de harinas, utilizadas como piensos
acuicolas y aceites que pueden suplantar los mencionados productos de origen
animal. Sumado a esto, distintos autores han enfatizado también la importancia
del suministro de una fuente adicional de acidos grasos poliinsaturados en los
cultivos de bivalvos, particularmente, los de cadenas con 20 o mas atomos de
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carbono, los cuales son imprescindibles durante el desarrollo embriolégico y
larvario de estos animales (Soudant et al. 1996, Jonsson et al. 1999).

Al comparar la composicion bioquimica de las microalgas analizadas con
otras microalgas comunmente utilizadas como alimento para larvas de
moluscos o crustaceos, por ser consideradas un buen alimento para éstos
(Brown et al. 1997, Martinez-Fernandez et al. 2004), todas las cepas
estudiadas presentan calidad bioquimica y por lo tanto adecuada calidad
nutricional. Sin embargo, D. salina Araya y D. viridis serian las recomendadas
para ser utilizadas como parte de la dieta en el cultivo de moluscos y
crustaceos, debido a su facilidad de crecimiento en ambiente exterior.
Finalmente, seria interesante llevar a cabo estudios donde se determine el
porcentaje de ingestion y digestion de estas microalgas por parte de diferentes
tipos de larvas, para asi establecer a que especies les favoreceria la adicion de
D. salina Araya y D. viridis Araya como parte de la dieta para su desarrollo.
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