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Produccion de compuestos fendlicos por cuatro especies de microalgas marinas

sometidas a diferentes condiciones de iluminacion
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RESUMEN. Algas y microalgas son productoras de compuestos antioxidantes como respuesta protectora al
dafio producido por estrés (radiacion UV, variacion de temperatura, iluminacion excesiva, entre otros). En el
presente estudio, se evalud en condiciones de laboratorio el contenido de fenoles totales en cuatro especies de
microalgas marinas: Chaetoceros muelleri (Lemmermann, 1898), Thalassiosira weissflogii (Grunow, 1977),
Dunaliella tertiolecta (Butcher, 1959) y Tetraselmis chuii (Butcher, 1959), sometidas a diferentes condiciones
de iluminacion por efecto del material de las unidades de cultivo (recipientes de vidrio transparente y de plastico
azul). Los fenoles totales fueron extraidos y se cuantificaron mediante espectrofotometria. Independiente de la
condicion de iluminacién, el mayor nimero de células se encontré en D. tertiolecta y C. muelleri con 904.000
y 965.000 cél mL?, respectivamente. La concentracion de fenoles totales (NgEAG g™ peso seco) fue diferente
entre especies; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas respecto a la condicién de iluminacion.
Los extractos de D. tertiolecta cultivada en vidrio y T. chuii cultivada en plastico, mostraron el mayor contenido
de fenoles (1,54 y 1,52 mgEAG g peso seco, respectivamente). Se concluye que la produccién de compuestos
fenolicos fue mayor en los cultivos con microalgas verdes, independientemente de la condicién de iluminacion.

Palabras clave: microalgas verdes, diatomeas, fenoles, biomasa, acuicultura.

Production of phenolic compounds by four species of marine microalgae
under different light conditions

ABSTRACT. Algae and microalgae produce protective antioxidant compounds in response to damage for stress
(UV radiation, temperature variation, excessive light and others). In the present study, the total phenol content
in four species of marine microalgae Chaetoceros muelleri (Lemmermann, 1898), Thalassiosira weissflogii
(Grunow, 1977), Dunaliella tertiolecta (Butcher, 1959) y Tetraselmis chuii (Butcher, 1959), grown at different
illumination rates due to the materials of the containers (carboy of clear glass and carboy of blue plastic), was
evaluated under laboratory conditions. The total phenols were quantified by spectrophotometry. Independently
of illumination condition, the greatest number of cells was found in D. tertiolecta and C. muelleri (904,000 and
965,000 cells mL%, respectively). The concentration of total phenols (mg EAG g) was different among species,
but not among illumination condition. Extracts of D. tertiolecta grown in glass and T. chuii grown in plastic
containers, showed the highest content of phenols (1.54 and 1.52 mg EAG g, respectively). It was concluded
that the production of phenolic compounds were higher in green microalgae, independently of the illumination
condition.

Keywords: green microalgae, diatoms, phenols, biomass, aquaculture.

INTRODUCCION ciones de tabletas, capsulas y liquidos. También son
incorporadas en pastas, bocadillos, dulces en barra 'y en

Actualmente las microalgas son comercializadas como
alimento natural o suplemento en la alimentacion del
ser humano; se venden frecuentemente en las presenta-

Corresponding editor: Erich Rudolph

bebidas, ya sea como suplemento nutricional o como
fuente de colorante natural para estos alimentos
(Akpolat, 2008). En los cultivos larvarios de crustaceos
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y moluscos se emplean como alimento las microlgas
Chaetoceros muelleri, Dunaliella tertiolecta vy
Tetraselmis chuii (Lépez-Elias et al.,, 2013a).
Thalassiosira pseudonana (Cleve, 1873) ha sido
aplicada con éxito en la acuacultura de peneidos
(Garcia et al.,, 2012). Los principales sistemas de
produccion de microalgas son los estéticos secuenciales
y se utilizan como unidades de produccion recipientes
de vidrio y de plastico. Los fotobiorreactores son
disefiados indistintamente en cualquiera de estos
materiales (Ugwo et al., 2008). Segin Gomez et al.
(1994) y De Oliveira et al. (1999) el crecimiento
celular es similar en ambos tipos de recipientes. Las
microalgas producen gran variedad de compuestos
conocidos como metabolitos secundarios. Entre estos
Gltimos se encuentran compuestos bioactivos produ-
cidos por vegetales como mecanismos de defensa; su
importancia radica en la accion antioxidante y
antagonista de radicales libres. Actualmente el estudio
de las microalgas se enfoca principalmente en sus
compuestos fendlicos (Martinez et al., 2002). Estos
compuestos, diversos en estructura y funcion, son
sintetizados por el organismo en cultivo al final de la
fase de crecimiento exponencial y en la fase
estacionaria (Robbins, 2003).

La produccion de los compuestos fendlicos ha sido
relacionada al efecto de la iluminacion, siendo afectada
tanto por exceso de la misma como por la radiacion
ultravioleta (UV). Segin Copia et al. (2012) la
radiacion UV produce, como una defensa antioxidante,
un incremento en la produccion de los compuestos
fendlicos en Chlorella sp. Los resultados de Abdala-
Diaz et al. (2014) sugieren que el aumento de
compuestos fendlicos observados en Cystoseira
tamariscifolia (Hudson, 1950) estaria asociado a su
exposicién a alta iluminacion y a radiacion UV. Los
compuestos fendlicos han sido investigados debido a
sus diversos beneficios para la salud humanay de otros
animales, ya que actian como antioxidantes,
antiinflamatorios, agentes cardiovasculares, y como
productos para el tratamiento del cancer y la diabetes
(Acosta-Estrada et al., 2014). Los compuestos
fendlicos son parte del complejo mecanismo de defensa
de las microalgas y por lo tanto son acumulados en
respuesta al estrés por luz UV (Duval et al., 2000), entre
otros factores. A la fecha se ha evaluado la actividad
antioxidante de algunas especies de microalgas
pertenecientes a los géneros Botryococcus, Chlorella,
Dunaliella, Nostoc, Phaeodactylum, Polysiphonia,
Scytosiphon, Spirulina (Hajimahmoodi et al., 2010;
Medina et al., 2014). A pesar de su actividad
antioxidante, los compuestos fenélicos de las microalgas
no han recibido suficiente atencién debido a sus bajas
concentraciones. Solo algunos estudios recientes han

investigado sistemas mas eficientes en la produccion de
compuestos fenolicos para uso farmacéutico (Kepekgi
& Saygideger, 2012). Estos estudios se han enfocado
en mejorar las técnicas de extraccion y en concentrar en
las microalgas dichos compuestos fendlicos (Custddio
etal., 2012; Saranya et al., 2014).

En este trabajo se evalu6 la biomasa y concentracién
de compuestos fendlicos de cuatro microalgas marinas
utilizadas en el cultivo larvario de especies acuicolas:
Chaetoceros muelleri, Thalassiosira weissflogii,
Dunaliella tertiolecta y Tetraselmis chuii, sometidas a
diferente condiciones de iluminacién.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de las microalgas utilizadas en este trabajo
provienen del cepario de microalgas del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior
(CICESE) de Ensenada, Baja California, México. En
este estudio se utiliz6 un disefio experimental factorial
de 2x4 en un arreglo completamente al azar (dos
condiciones de iluminacién producto de los materiales
de cultivo y cuatro especies de microalgas), por
cuadriplicado. Las microalgas se cultivaron en un
medio estandar (f/2 de Guillard & Ryther, 1962). Los
cultivos se desarrollaron bajo condiciones de
laboratorio por seis dias. Se utilizé una fuente de luz
fria, que emiti6 274,2 umol m? s, Como unidades de
cultivo se usaron recipientes de vidrio transparente
(RVT) y de plastico azul (RPA). La intensidad
luminosa al interior de ellos se midié con un fotometro
Light Meter. Para los dos tipos de materiales se midid
la absorbancia con un espectrofotémetro a longitudes
de onda entre 400 y 700 nm. Los recuentos celulares se
realizaron cada 24 h con un hematocitémetro de 0,1 mm
de profundidad bajo un microscopio compuesto. La
férmula para realizar el calculo fue:

n° cel mL™ = (n° células totales/n° de cuadros contados)
x 10.000

Determinacion de la biomasa

Al concluir los cultivos se floculé la biomasa,
utilizando sulfato de aluminio (0,15 g L™); posterio-
rmente la biomasa se congel6 a -80°C en un
ultracongelador. Las muestras congeladas, debido su
alto contenido de humedad, se liofilizaron a -40°C hasta
peso constante durante 7 a 10 dias. Para homoge-
nizarlas se molieron en un mortero, se colocaron en
frascos de plastico de boca ancha forrados con papel
aluminio, se adiciond gas nitrdgeno, se cerraron y las
tapas se sellaron con papel parafilm; luego se
almacenaron en un congelador a -40°C. El peso seco de
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la muestra se ajustd para eliminar el equivalente al
sulfato de aluminio agregado al momento de la
floculacion.

Extraccion de fenoles

Para la extraccion de fenoles, se pesaron por triplicado
2 g de la microalga liofilizada en una balanza analitica
(precisién 0,01 mg). Se agregaron 10 mL de etanol al
100% y se homogenizaron a 13.500 rpm por 1 min en
un homogenizador de tejidos. A continuacion se
sonicaron por 1 h, se centrifugaron a 4.500 rpm por 10
min a 10°C en una centrifuga refrigerada. Se filtraron
en papel Wathman N°1, se recolectd el filtrado en
recipientes de 50 mL y se adiciond gas nitrégeno para
crear una atmoésfera inerte. Los residuos se extrajeron
de acuerdo a la metodologia propuesta por Kahkonen et
al. (1999) y Lopez et al. (2011).

Cuantificacion de los compuestos fenélicos

La determinacién de los compuestos fenolicos se
realiz6 en el Laboratorio de Biologia y Bioquimica de
Plantas del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo A.C. (CIAD), de acuerdo al método
colorimétrico descrito por Singleton et al. (1999). Los
resultados se expresaron como miligramos de
equivalentes de acido galico por gramo de peso seco
(mg EAG g* peso seco).

Analisis de datos

Las curvas de crecimiento se trazaron con los datos
promedio. Previo al andlisis de datos se aplicé la prueba
de normalidad y homogeneidad de varianza. Para el
analisis del contenido de compuestos fenolicos se
realizé un anélisis de varianza de dos vias a un nivel de
significancia de P < 0,05; donde los factores fueron la
condicién de iluminacion (material de los contenedores
para los cultivos) y la especie de microalga. Cuando
hubo diferencia significativa, se efectuaron compara-
ciones de medias por la prueba de rangos multiples de
Tukey a un nivel de significancia del 5%. Los datos
fueron procesados con el programa estadistico
Statistica (StatSoft) para Windows.

RESULTADOS

Absorbancia de las unidades de cultivo

Los valores de absorbancia de las unidades de cultivo
(RVT y RPA), presentaron diferencias. Para los RVT
se registré una absorbancia entre 0,71 y 0,81 y para
RPA de 0,20 a 0,28. Por consiguiente, la intensidad
luminosa varié entre 111y 114 pmol m2stenlos RVT
y entre 86 y 87 umol m?stenlos RPA.

Concentraciones celulares

El crecimiento poblacional no presentd diferencias
significativas (F = 18, P > 0.05) entre los cultivos
realizados en RVT y en aquellos realizados en RPA;
solo se observo una ligera tendencia a ser mayor en los
primeros (Fig. 1). La densidad celular final en D.
tertiolecta fue de 1,24x10° y 0,74x10° cél mL* al ser
cultivada en RVT y en RPA, respectivamente. Mientras
que para T. chuii fue de 1,01x108y 0,50x10° cél mL*
para ambos tipos de contenedores, respectivamente.
Asi mismo, en las diatomeas se observo que la densidad
celular final en los cultivos de T. weissflogii fue de
2,25x106 cél mLten RVT y 2,02x10° cél mL en RPA.
Mientras que para C. muelleri fue de 1x10° cél mL?y
0,93x10°% cél mL? en los cultivos en RVT y RPA,
respectivamente (Fig. 2). El nlmero de células
obtenidas al final del cultivo, fue mayor en los RVT que
en los RPA (F = 10, P < 0,001), independiente de la
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Figura 1. Concentraciones finales diarias de los cultivos
de D. tertiolecta y T. chuii en recipientes de vidrio
transparente y de plastico azul.
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Figura 2. Concentraciones finales diarias de los cultivos
de C. muelleri y T. weissflogii en recipientes de vidrio
transparente y de plastico azul.
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especie de microalga; aunque fue mas evidente en el
caso de las microalgas verdes (D. tertiolecta y T. chuii).
El mayor nimero de células se observé en los RPA y
en los RVT en D. tertiolecta con 0,75 y 1,06x10° cél
mL?y en C. muelleri con 0,93 y 1,0x108 cel. mL?,
respectivamente (F =58, P < 0.01). La biomasa himeda
recuperada de los cultivos fue similar en ambas
condiciones de iluminacion (RVT y RPA). Sin
embargo, al comparar la biomasa producida entre
especies de microalga, se encontraron diferencias
significativas (F = 18, P < 0,05). La menor biomasa se
logré con las microalgas verdes D. tertiolecta y T. chuii
cuyos promedios fueron 266 y 346 g L7
respectivamente; mientras que la mayor se obtuvo con
las diatomeas C. muelleri y T. weissflogii con
promedios 839 y 865 g L%, respectivamente (Tabla 1).
El contenido de fenoles totales de las diferentes
especies de microalgas, en las dos condiciones de
cultivo, fluctud entre 0,32 y 1,54 mg EAG g™ de peso
seco. Se encontraron diferencias significativas (P <
0,05) entre las especies de microalgas (F = 34,46, P <
0,001). Los extractos de D. tertiolecta cultivada en
RVT y T. chuii cultivada en RPA, mostraron el mayor
contenido de fenoles, 1,54 y 152 mg EAG g%,
respectivamente. EI menor contenido se encontrd en C.
muelleri cultivada en RPA con 0,32 mg EAG gty T.
weissflogii cultivada en RVT con 0,58 mg EAG g*. Al
contrastar las condiciones de iluminacién, no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al
contenido de fenoles, aunque se aprecié una tendencia
a ser ligeramente mas alto en los RVT.

DISCUSION

Se ha documentado que la condicién de iluminacion
tiene un efecto directo en el desarrollo de las micro-
algas, por su incidencia en la actividad fotosintética asi
como en la produccion de componentes celulares
especificos. Singh & Singh (2015) encontraron que
algunas especies de microalgas verdes, rojas, diatomeas
y cianobacterias se desempefian mejor dentro de un
cierto rango de iluminacién y que cantidades mayores
0 menores de estas microalgas, se traducen en una
menor tasa de replicacion y/o crecimiento celular. En
esta investigacion no se present6 estrés por ilumi-
nacion, sin embargo, se encontré que la mayor
produccion de biomasa y compuestos fenolicos se
registré en los recipientes de vidrio, que fue el material
que permitio el mayor paso de la irradiancia. Ademas,
se encontro que las cloréfitas mantienen la cantidad de
biomasa y compuestos fenolicos totales similares en los
RVT yen los RPA, lo cual sugiere que su rango 6ptimo
de desarrollo, estd comprendida entre las condiciones
de iluminacidn prevalentes en ambos recipientes. En

vegetales se ha encontrado que la cantidad y la calidad
de la iluminacién inducen al metabolismo de los
compuestos secundarios (compuestos fendlicos como
el acido benzéico y el cindmico que son originados de
la biosintesis del aminoacido aromatico I-fenil-alanina)
por activacion de los fotoreceptores (Robbins, 2003).
En Cystoseira tamariscifolia (Hudson, 1950) la mayor
concentracion de compuestos fendlicos se encontré en
la seccion apical, probablemente debido a que estos
compuestos fendlicos funcionan como un mecanismo
de proteccién para esta seccidn que estd mas expuesta
a una mayor intensidad luminosa y de radiacion UV
(Abdala-Diaz et al., 2014).

En general, la concentracion celular fue mas alta en
condiciones de mayor iluminacion (RVT) en
comparacién a condiciones de menor iluminacidn
(RPA). De Oliveira et al. (1999) reportan la misma
tendencia en dos especies de Spirulina, al comparar
cultivos efectuados en recipientes de plastico y de
vidrio. Por otro lado Lemus et al. (2006) reportaron
para C. muelleri, cultivada en recipientes de vidrio en
sistema semicontinuo, concentraciones celulares de 1,8
a 2,2x10% cél mL?, estos valores son mayores a los
obtenidos en esta investigacion. Esta diferencia se
puede atribuir al sistema de cultivo estatico utilizado en
el presente trabajo. Moheimani (2013), cultivé las
microalgas verdes Chlorella sp. y Tetraselmis suecica
(Kylin) Butch, 1959, en fotobioreactores al exterior. La
concentracion celular final promedio de los cultivos de
T. suecica fue de 1,02x10° cél mL™ a los 10 dias de
cultivo, mientras que en los cultivos de Chlorella sp. se
registraron valores entre 16 y 22x10° cél mL™. Los
resultados obtenidos con T. suecica fueron similares al
obtenido en el presente trabajo para T. chuii a los 6 dias
de cultivo en RVT al interior. Esto indica que en
cultivos bajo condiciones de laboratorio, se pueden
lograr densidades celulares similares a las obtenidas al
exterior, siempre y cuando los recipientes sean de
materiales como el vidrio transparente, donde la
absorbancia sea baja y permita un mayor paso de luz.

La concentracion celular reportada por Lopez-Elias
et al. (2013b), en un cultivo de D. tertiolectaen RVT al
interior fue de 1,28x10° cél mL™, valor similar al
registrado en el presente estudio para Dunalliela sp.
(1,24x10° cél mL™). Por otro lado, Rosales-Loaiza et
al. (2008) cultivaron Dunaliella viridis (Teodoresco,
1906) en un sistema semicontinuo al exterior bajo dos
condiciones de iluminacion (116 £ 8 y 139 + 22 umoles
m2 seg?), obteniendo a baja iluminacion concentra-
ciones entre 1,49x10°y 1,99x10° cél L™ dia™X. Moheimani
(2013) cultivé microalgas verdes al exterior, y obtuvo en
T. suecica una biomasa de 121 hasta 170 mg L dia™.
Esta biomasa es menor a la que se logré en T. chuii en
este trabajo, que como promedio llegd a 345 mg L dia™.
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Tabla 1. Biomasa, nimero de células y fenoles totales producidos por especie cultivada en recipientes de vidrio trasparente
y de plastico azul. RPA: recipientes de plastico azul, RVT: recipientes de vidrio transparente. Letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05).

) Nuamero de células (cel mL?)
Especie

Biomasa (g mLt) Fenoles totales (mg EAG g)

RPA RVT RPA RVT RPA RVT
Thalassiosira weissflogii 203,000 + 68,0002 226,000 + 11,0002 639 +309%¢ 1,091 £433¢ 0.58 +0.0571% 0.84 +£0.08372
Tetraselmis chuii 504,000 + 93,000 686,000 + 32,0000 352 + 121 339 + 762 1.52 +0.0837¢ 1.52 £ 0.0837¢
Dunalliela tertiolecta 746,000 + 208,000t 1,063,000 + 160,000¢ 250 + 352 281 + 592 1.25+0.1125% 1.54 +0.1133¢
Chaetoceros muelleri 931,000 + 132,000¢ 1,000,000 + 26,200¢ 866 + 243¢ 812 + 97bc 0.32 £ 0.02962 0.64 +0.04822

Estas diferencias probablemente se deban a que en este
estudio las condiciones fueron controladas y mas
estables. La cantidad de compuestos fendlicos totales
fue dependiente de la especie de microalga. Ademas, se
observé una tendencia a ser mayores en los cultivos
efectuados en los RVT, debido a que la iluminacion
recibida fue mas alta (112 umol m? s™). Esto concuerda
con lo reportado por Kepekci & Saygideger (2012)
quienes encontraron en cultivos de Spirulina platensis
(Gomont) Geiter, 1925, efectuados en una cdmara con
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad con radiacion
de 40, 60 y 120 pmol m? s a 30°C, que a ilumi-
naciones mayores de 120 umol m?s-1, obtuvieron las
mayores cantidades de compuestos fenolicos con un
promedio de 49,83 mg EAG g*. Arezki et al. (2001)
mencionan que la iluminacion favorece el incremento
en compuestos fendlicos y una disminucion de la
actividad de la peroxidasa, que causa un decremento del
crecimiento y en un posterior aumento de compuestos
antioxidantes como los fenoles.

En las plantas se ha encontrado que a mayor
iluminacion, aumenta en sus vacuolas la cantidad de
compuestos fendlicos del tipo de los flavonoides. La
produccion de fenoles es un mecanismo de defensa
contra el exceso de oxigeno producido durante el
proceso de fotosintesis. Estos compuestos son
generados cuando los organismos fotosintéticos son
expuestos a cantidades altas de irradiancia. Ademas, el
exceso de iluminaciéon provoca un aumento en la
formacidn de radicales libres, por lo que la respuesta de
defensa de los organismos fotosintéticos consiste en un
aumento de la expresién genética para la biosintesis de
compuestos flavonoides, que a su vez son compuestos
antioxidantes (Agati et al., 2013). Por ello, es factible
encontrar un aumento de estos compuestos a
iluminaciones mayores, como ocurrio en este trabajo en
el caso de las irradiancias registradas con los reci-
pientes de vidrio transparentes. En las escasas
investigaciones relacionadas al efecto de la irradiancia
en la produccion de carotenos y compuestos fenolicos
en diatomeas, se ha visto que aumentan las cantidades
de compuestos antioxidantes, debido a que en su habitat
natural requieren de estos compuestos para protegerse

del exceso de irradiancia y de la radiacién UV (Kadono
etal., 2015).

Saranya et al. (2014) encontraron que Chaetoceros
calcitrans (Paulsen), Isochrysis galbana (Parke, 1949)
y Chlorella salina (Butcher, 1952) producen compuestos
antioxidantes como carotenos y otros compuestos
fendlicos que tienen propiedades antioxidantes. Goiris et
al. (2012) evaluaron la capacidad antioxidante,
contenido de carotenoides y fenoles totales de tres
especies de microalgas, encontrando un contenido de
fenoles totales de 1,71 mg EAG g™ en T. suecica y 1,84
mg EAG g* en C. calcitrans. Estos resultados son
similares a los obtenidos en esta investigacion para las
mismas especies. Wang et al. (2009) comprobaron que
la extraccidn de los compuestos fendlicos de la biomasa
de muchas especies de algas fue mayor con acetona al
70% que solamente con agua, por ello en esta
investigacion también se hizo una extraccion con
acetona. Li et al. (2007) evaluaron la capacidad
antioxidante y contenido de fenoles totales en 23
especies de microalgas, encontrando valores de 3,59 a
60,35 mg EAG g, lo que concuerda con los valores
obtenidos en este estudio. Finalmente, los resultados
obtenidos sobre fenoles totales (0,32-1,54 mg EAG g*),
son superiores a los obtenidos por Copia et al. (2012)
(0,1y 0,4 mg EAG g?) en Chlorella sp. bajo estrés por
radiacion UV.

CONCLUSIONES

La mayor concentracion de células totales se obtuvo en
los cultivos de D. tertiolecta y C. muelleri, indepen-
dientemente del tipo de recipiente de cultivo. La
concentracion mas alta de fenoles totales se encontr6 en
los cultivos de las microalgas verdes, independiente de
las condiciones de iluminacion durante el cultivo.
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