Bol. Inst. Oceanogr. Venezuela, 47 (1): 67-76 (2008); 2 Figs., 4 Tbs.

CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES TOTALES
Y B-CAROTENO EN DOS CEPAS DE DUNALIELLA SALINA
(CHLOROPHYTA, VOLVOCALES)
AISLADAS DE LAGUNAS HIPERSALINAS DE VENEZUELA.

LoryMAR RoMERO!, MIGUEL GUEVARAZ, HAYDELBA D’ ARMAS? & CESAR LODEIROS?

Post-Grado en Ciencias Marinas, Universidad de Oriente, Cumana, Venezuela.
lolyrome@gmail.com

2Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad de Oriente, Cumand, Venezuela.

®Escuela de Ciencias, Departamento de Biologia, Universidad de Oriente, Cumand, Venezuela.

RESUMEN: Dunaliella salina es una microalga que se caracteriza por soportar condiciones de cultivo extremas, ya que es
capaz de producir ciertos compuestos organicos, como los carotenoides, que le confiere la capacidad de fotoproteccion. Las
salinas de Araya y Coche representan zonas geograficas con potencial de explotacion para el cultivo de esta microalga, por
brindar factores estresantes, como altas intensidades de luz y salinidad, entre otros; que son capaces de inducir la produccion de
carotenoides. Para el presente estudio se utilizaron como biomasa de partida, cultivos unialgales de D. salina, cepa Araya y
cepa Coche, con densidades celulares conocidas, cultivadas bajo condiciones controladas de laboratorio (26UC, fotoperiodo
12:12, iluminacion de 10000 lux y aireacion constante de 200 ml.min') y una salinidad de 200 UPS. Para la seleccion del mejor
sistema de extraccion de carotenoides totales se utilizaron tres mezclas de solventes (acetona/agua, acetona/metanol y
tetrahidrofurano/etanol), en tres proporciones distintas (50/50, 70/30 y 90/10) y se evaluaron basandose en el contenido de
carotenoides totales que éstas lograron extraer, resultando acetona/metanol 90/10 el mejor sistema de solventes, para ambas
cepas. La separacion e identificacion de los carotenoides totales y B-caroteno se realizd mediante cromatografia de capa fina,
CCF, y cromatografia de columna, CC, lograndose agrupar las fracciones segun los factores de reparto de cada eluato y
comparacion de los R, con los de un patron comercial de B-caroteno. El posterior analisis de las fracciones provenientes de la
separacion por CC, mediante HPLC permiti6 cuantificar el contenido de B-caroteno presente en las mezclas de carotenoides
totales extraidos de cada cepa, resultando D. salina, cepa Coche, la mayor productora de B-caroteno (54,3%, con relacion al
contenido de carotenoides totales).

Palabras clave: B-caroteno, carotenoides totales, CCF, CC, HPLC.

ABSTRACT: Dunaliella salina is a microalga which, due to its ability to produce photoprotective organic compounds
such as carotenoids, is able to withstand extreme conditions. The salt beds of Araya and Coche, due to stress factors such
as high salinity and light intensity and other factors that induce carotenoid production, are potentially exploitable for the
cultivation of this microalga. For this study, unialgal populations of both Coche and Araya strains of D. salina of known cell
density, cultivated under controlled laboratory conditions (26UUC, photoperiod 12:12, illumination of 10,000 lux, constant
aeration of 200 ml.min"', and a salinity of 200 UPS) were used as the starter biomass. Three solvent mixtures (acetone/
water, acetone/methanol, and tetrahydrofurane/ethanol) in three proportions (50:50, 70:30, and 90:10) were used to select
the best system of total carotenoid extraction, acetone/methanol 90:10 resulting the most high-yielding solvent system
for both strains. Separation and identification of total carotenoids and a-carotene was done using thin layer chromatography
(TLC) and column chromatography (CC), grouping the samples according to each eluate, and comparing them to the R, of
commercial a-carotene. The subsequent analysis of the fractions from the CC separation allowed for quantification of the
a-carotene present in the total carotenoid content of each strain, Coche resulting the most high-yielding (54.3%).

Key words: a-carotene, total carotenoids, TLC, CC HPLC.
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INTRODUCCION

El B*-caroteno (C, H,,) es un carotenoide, soluble en
solventes no polares (éter de petrdleo, cloroformo,
acetona, y benceno) e insoluble en agua. Por sus largos
sistemas de dobles enlaces conjugados, el B-caroteno es
extremadamente reactivo y, consecuentemente, inestable
en presencia de agentes fisicos (luz, oxigeno y calor) y
quimicos (4cidos y alcalis), pudiendo experimentar
fotoisomerizacion cis-trans y oxidacion (Menpoza et al.
1996). El B-caroteno es el precursor de la vitamina A e
interviene en muchos procesos vitales: promueve la
resistencia de los organismos a los procesos degenerativos
asociados con el envejecimiento, disminuye el riesgo de
padecer enfermedades de la piel y cardiovasculares, entre
otros (Mathews-RotH 1985; LarscHa 1990; HEMAISWARYA
& DoBLE 2006; Raia etal. 2007).

Hasta ahora, la mayor fuente natural de B-caroteno se
ha reportado en la microalga Dunaliella salina, la cual
posee la habilidad de acumular grandes cantidades de
dicho tetraterpeno (10 al 14% de su masa seca) cuando se
somete a condiciones de cultivo estresantes (MAsSYUK
1973; BEN-AMOTZ & AVRON 1982), seguida por D. parvay
D. tertiolecta, con 9% de su masa seca y D. viridis, con
0,07% de B-caroteno y carotenoides mixtos (MouLTON et
al. 1987; MourtoN & Burrorp 1990). La acumulacion de B-
caroteno por D. salina esta fisiologicamente relacionada
con la alta intensidad de luz, la deficiencia de nutrientes y
otras condiciones estresantes de cultivo, como las bajas
y/o altas temperaturas y elevadas salinidades, entre otros
(Ben-Amotz 1987; Borowitzka et al. 1990; MouLtoN &
Burrorp 1990).

Los carotenoides totales, y en especial el B-caroteno,
han sido obtenidos, a partir de D. salina, por varios
autores, utilizando solventes orgdnicos para su
extraccién, y métodos espectrofotémetricos y
cromatograficos para su cuantificacion. Al respecto,
DowminGuEz (1999) reporta que para microalgas marinas
de pared 14bil se pueden realizar extracciones de
pigmentos con acetona/metanol (2:1). De igual forma,
FABrEGAS et al. (1998), recomiendan la utilizacion del
mismo sistema de solventes, solo que en otras
proporciones (1:2) para la extraccion de pigmentos como
la clorofila a, astaxantina, B-caroteno y luteina. Otros
autores, han utilizado con mucho éxito acetona/agua, 90/
10 (Ciruentes etal. 1996;2001), etanol (Gomez et al. 1992)
y tetrahidrofurano/etanol 15% (Borowitzka et al. 1990).
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La mayoria de los trabajos desarrollados en Venezuela,
relacionados con la extraccidon y cuantificacion de
carotenoides y B-caroteno, se han realizado, en su mayoria,
con cepas no autoctonas de Dunaliella salina, donde la
determinacion de éstos, solo se ha llevado a cabo por
métodos espectrofotométricos (MoRALES 1995; LEAL 1996;
GuevaAra et al. 2005; Dusois 2006). El objetivo de la presente
investigacion fue cuantificar el contenido de carotenoides
totales y 3-caroteno por métodos espectrofotométricos y
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia, (HPLC),
respectivamente, de dos cepas nativas de D. salina, con
la finalidad de analizar la potencialidad de estas cepas
como organismos productores de 3-caroteno.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de la presente investigacion se
utilizaron dos cepas de Dunaliella salina (cepa Araya,
LAEP-44 y cepa Coche, LAEP-21, aisladas de las Salinas
de Araya, 10°37’ Lat. N; 63°7° Long. Wy Coche, 10°47’
Lat. N; 63°59’ Long. W, Venezuela, respectivamente), las
cuales forman parte de la coleccion de cultivos
permanentes del Laboratorio de Acuicultura, del Instituto
Oceanografico de Venezuela, de la Universidad de
Oriente.

Ambas cepas fueron cultivadas en agua de mar (200
UPS) filtrada a través de filtros GF/C, esterilizada en
autoclave (120°C/15min/15psi) y enriquecida con medio
Algal con una concentraciéon de 0,5 mM de nitrato
(FABreGas etal. 1984). Los cultivos (500 ml, por triplicado)
con aireacion constante de 200 ml.min', se iniciaron con
8x10° cel.ml! y se sometieron a condiciones controladas
de laboratorio (26°C, fotoperiodo 12:12 e iluminacion de
10000 lux) durante 20 dias.

La evaluacion de la densidad celular y la masa seca de
los cultivos, se realiz6 a través del contaje en una camara
de Neubatier y por gravimetria, respectivamente.

Para las extracciones de los carotenoides totales de las
dos cepas de D. salina, se probaron tres mezclas de
solventes: acetona/agua, acetona/metanol y
tetrahidrofurano/etanol, en tres proporciones cada una,
50/50,70/30y 90/10 V/V, dado a que en estos sistemas de
extraccion (mezclas y proporciones) se han obtenido los
mayores rendimientos de carotenoides (JIMENEZ & NIEL
1990; BorowiTzka et al. 1990; RopriGuez 1999;
Borowitzka 2005).
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Labiomasa (procedente de la filtracién de 5 ml de cultivo,
por triplicado), cosechada al final del ensayo (20 dias), se
sometio a extraccion durante 24 h a 4°C, con 5 ml de cada
una de las proporciones de las mezclas de solventes, y
posteriormente se les midi6 la absorbancia a 480 nm, debido
a que, en analisis previos, el B-caroteno (B-caroteno
estandar, isdbmero todo trans), en todos los sistemas de
extraccion ensayados, mostrd los maximos de absorcion a
esta longitud de onda.

La cuantificacion del contenido de carotenoides totales,
en cada uno de los sistemas de extraccion, se realizo por
espectrofotometria segiin STRICKLAND & PARSONS (1972) y
los resultados obtenidos se contrastaron a través de una
analisis de varianza de dos factores (factor 1: mezclas de
solventes y factor 2: proporciones) de acuerdo a SoKAL &
RoLF (1991).

Elsistema de extraccion que proporciond la mayor cantidad
de carotenoides totales, de acuerdo al analisis de varianza
aplicado, se seleccion6 para realizar las sucesivas
extracciones de estos pigmentos, los cuales se fraccionaron a
través de cromatografia de capa fina, CCF, sobre silica gel,
para escoger el orden de elucion de los solventes a utilizar
posteriormente en su separaciéon por cromatografia de
columna, CC. Los sistemas de solventes empleados en la
CCF fueron: acetona/hexano 70/30, acetona/hexano 2/98,
acetona/éter de petroleo 5/95 y éter de petrdleo. La separacion
de las distintas fracciones del extracto de carotenoides totales
se realizo en una columna empacada con silica gel 60, 0,063-
0,200 mm. Larecoleccion de los eluatos se realizo cada 5 ml o
cuando se presentd una banda muy definida.

Identificacion y Cuantificacion de -caroteno

La identificacion y cuantificacion del B-caroteno se
realiz6 mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia,
HPLC, auna longitud de onda de 440 nm, haciendo uso de
un patrén comercial (Sigma St Louis, Mo, USA.) que
permiti6 calcular el factor de respuesta y el tiempo de
retencion, identificar el pico correspondiente a dicho
caroteno en los cromatogramas de las fracciones separadas
y calcular su concentracién en ng/ml (Fig.1). Esta
concentracion, al dividirse por la densidad celular
correspondiente a 1 ml y multiplicarse por 1000, quedo
expresada en picogramo.célula™ (pg.cel!) (Vipbussi et al.
1996). Se utiliz6 un HPLC analitico marca HP, serie 1050
con un 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 tamaio 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 inyeccion fue de 20 pl.

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de las cepas de Dunaliella salina:

Los valores de densidad celular y masa seca de los
cultivos de Dunaliella salina, al final del ensayo (fase
estacionaria), se muestran en la Tabla 1.

Extraccion y cuantificacion de carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales por célula,
extraidos de las cepas Araya y Coche, se muestra en la
Tabla 2. Se observo que los mayores contenidos de
carotenoides totales se lograron extraer con la mezcla
acetona/metanol, en proporcion de 90/10, excepto en la
mezcla tetrahidrofurano/etanol, donde la extraccion se
obtuvo con la proporcion 70/30. Amedida que se disminuyd
la proporcion del solvente mas polar en las mezclas
acetona/agua y acetona/metanol se obtuvo mayores
contenidos de carotenoides totales. Entre las cepas
analizadas, Coche se perfila como la mas productora de
carotenoides, debido a que mostrd en acetona/metanol
(90/10) un contenido de carotenoides totales 12% mayor
que el obtenido en la cepa Araya.

Seleccion del mejor sistema de extraccion

Las concentraciones de carotenoides totales
obtenidos en las dos cepas de D. salina en los diferentes
sistemas de extraccion (mezclas y proporciones) mostraron
diferencias significativas (P<0,05), siendo acetona/
metanol 90/10 el sistema que logr6d extraer la mayor
cantidad de estos pigmentos. Lo anterior puede deberse
a que en este sistema de solventes los dipolos entre el
oxigeno y el carbono del grupo cetdnico y otro entre el
oxigeno y el carbono del grupo alcohol pueden
interaccionar por atraccion electrostatica, con los dipolos
transitorios que se forman a lo largo de la estructura de
los carotenoides, cuya nube electronica esta deslocalizada
por toda la estructura, interaccionando con los carbonos
que actuan como centros positivos presentes en las
moléculas de acetona y metanol. Adicionalmente, esta el
hecho de que entre las moléculas de los distintos
carotenoides polares y no polares existen fuerzas de Van
der Waals que, en cierta forma, influyen en la extraccion
de los carotenoides no solubles en los solventes polares.
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Fig. 1. Protocolo de extraccion, separacion y cuantificacion de B-caroteno de D. salina, cepas Araya y Coche.

En la mezcla acetona/agua también se forman dipolos
entre el oxigeno y carbono de grupo cetonico, pero éste se
ve influenciado por la presencia del agua, que en cierta
manera, por su condiciéon de solvente muy polar y
posibilidad de formar puentes de hidrogeno, neutraliza el
dipolo creado en la acetona. La estructura del
tetrahidrofurano puede estar influyendo en la eficiencia
de este solvente para cumplir la funcidn de extraccion, ya
que éste es un compuesto con una estructura ciclica, donde
existe mayor impedimento estérico a la hora de las posibles

TABLA 1. Densidad celular (cel.ml") y masa seca (mg.ml"' de
cultivo) de las cepas Araya y Coche de Dunaliella salina al final
del ensayo (fase estacionaria).

Cepas Densidad celular (promedio + DS) ~ Masa seca (promedio = DS)
Araya 150 000 +2500 0,4 + 0,08
Coche 185 000 + 1500 0,5 + 0,04
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interacciones electrostaticas que se pueden presentar con
las estructuras de los carotenoides, ademas de que el
dipolo que forman los electrones desapareados del oxigeno
se reparte entre sus dos carbonos vecinos.

Los contenidos de carotenoides totales obtenidos en
esta investigacion en acetona/metanol, 90/10 (Araya: 21,5
pg.cel’; Coche: 24,8 pg.cel!) son superiores a los citados
por MARiN et al. (1998), quienes obtuvieron 0,8-1,6 pg.cel'
en cepas originarias de las salinas de Araya (Venezuela).
Sin embargo, se ha demostrado que al realizar cultivos de
D. salina en condiciones ambientales extremas pueden
lograrse concentraciones superiores de carotenoides,
como se resefla en AGUILAR et al. (2004) y Guevara et al.
(2005), quienes al utilizar salinidades superiores 200 UPS
reportaron valores de carotenoides totales de 124 pg.cel”
Yen D. salina (cepa Peru) y 106 pg.cel! en D. salina
(cepa Coche), respectivamente.

La mezcla acetona/metanol (90/10), con similar
polaridad a la mezcla acetona/agua (90/10) ha sido
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TABLA 2. Concentracion promedio de carotenoides totales por
célula (pg.cel! = DS) extraidos de D. salina, cepas Araya y Coche.

Cepas
Mezclas Proporciones

Araya Coche
50/50 0,5+ 0,05 0,9+0,14
Acetona/Agua 70/30 11,6 £ 0,46 17,7+ 0,17
90/10 189+081 203 +0,22
50/50 17,0+ 042  23,6+0,18
Acetona/Metanol 70/30 20,0 = 0,67 24,0 £ 0,67
90/10 21,5+ 0,30 24,8 +£0,21
50/50 7,5+ 0,22 8,5 + 0,24
Tetrahidrofurano/Etanol 70/30 12,9 £ 0,41 19,3 £ 0,36
90/10 6,7 + 0,68 13,4 +£0,19

referida como un sistema eficiente de extraccion de
carotenoides. Asi, por ejemplo, CiFUeNTES et al. (1996) y
Gomez et al. (2003) al utilizar esta mezcla de solvente
reportaron en cepas de D. salina procedente de las costas
chilenas, valores de carotenoides de 110,9 — 124,0 pg.cel 'y
26,9 pg.cel’, respectivamente. Por otra parte, la mezcla
acetona/metanol (2/1 y 1/2) también ha brindado excelentes
resultados en la extraccion de los pigmentos clorofila a,
astaxantina, -caroteno y luteina (FABREGAS et al. 1998;
DoMiNGUEZ, 1999).

Separacion de los carotenoides por cromatografia
de capa fina, CCF y cromatografia de columna, CC.

Durante el desarrollo de la CC del extracto de carotenoides
totales extraidos de D. salina, cepa Araya, se obtuvieron 38
eluatos, cuyo monitoreo, mediante CCF, permitio agruparlos
en 8 fracciones (Tabla 3). Se recuper6 el 49,8% del material
cromatografiado. Al aplicar CC al extracto de carotenoides
totales extraidos de D. salina, cepa Coche, se obtuvieron 45
eluatos, cuyo monitoreo, mediante CCF, permitio agruparlos
en § fracciones (Tabla 3). Se recuper6 el 43,0% del material
cromatografiado.

Con base a lo anterior y por la inestabilidad que
presentan los carotenoides y en especial el B-caroteno, el
primer solvente de elucion empleado en la columna
cromatografica fue el éter de petroleo. Al utilizar inicialmente

el solvente menos polar se garantiz6 que entre los primeros
eluatos de la columna se encontrara el B-caroteno,
disminuyendo su tiempo de exposicion ante los agentes
fisicoquimicos que pueden modificar o degradar su
estructura. La composicion de la mezcla de elucion fue
variada, modificando a su vez, las polaridades de las
mezclas, para lograr separar los carotenoides mas polares,
como es el caso de las xantofilas, y otros pigmentos que
se encontraban presentes en los extractos de cada cepa.

Separacion y cuantificacion de B-caroteno por HPLC

Para el analisis de los cromatogramas obtenidos en
cada una de las ocho (8) fracciones de los extractos de D.
salina, cepa Araya y cepa Coche, se realizaron tres
corridas de un patrén de B-caroteno ultrapuro para HPLC,
apartir del cual se obtuvo el tiempo de retencion estandar
(t=16,831 min, Fig. 2A). Fueron realizadas 21 corridas en
total, de las cuales tres correspondieron al analisis del
patron de B-caroteno, dos de los extractos crudos de D.
salina, cepa Araya (Fig. 2B) y cepa Coche (Fig. 2C) y 16
correspondientes a las fracciones separadas por CC. Para
ambas cepas, el mayor contenido de B-caroteno (Tabla 4)
se encontrd en la fraccion 3 (Coche: 46,22%; Araya:
16,51%)).

Los contenidos de B-caroteno obtenidos en este
trabajo con la cepa Coche (54,3%) superan los obtenidos
por GoMmez et al. (1999), quienes al cultivar en el medio
Provasoli (McLacHLAN 1973) las cepas chilenas CONC-
001 y CONC-007 de D. salinay D. bardawil, obtuvieron
concentraciones de 41,2; 16,8 y 46,2%, respectivamente.
Estas diferencias en el contenido de B-caroteno pueden
deberse a la salinidad utilizada (125 UPS), la cual es menos
estresante que la usada en la presente investigacion.

El incremento de la salinidad en los cultivos de D.
salina, conjuntamente con el aumento de la iluminacion,
promueven una mayor acumulacion de 3-caroteno. Asi
por ejemplo, LoesLicH (1982) determiné que el -caroteno
representd el 94% del total de los carotenoides totales
extraidos de D. salina, UTEX 1644, al cultivarlaa 21500
luxya250 UPS.

Las diferencias en el contenido de carotenoides y [B-
caroteno entre las cepas Araya y Coche de D. salina
probablemente han sido generadas evolutivamente por
las condiciones ambientales estresantes presentes en las
zonas de origen. En este sentido, CIFUENTEs et al. (1992)
informaron que las condiciones ambientales de un habitat
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TABLA 3. Resultados de la cromatografia de columna del extracto crudo de carotenoides totales producidos por D. salina, cepas
Araya y Coche.

Masa (mg) de las

Cepas  Fraccion  Eluato Rf Solventes fracciones +0,01

Araya 1 1-2 0,96 Eter de petroleo 1,6
0,57

3-6 0,56 Eter de petroleo 3.7

3 7 0,22 Eter de petroleo 1,0
0,52

4 8-23 0,64 Eter de petroleo/acetona 95/5-90/10 2,9

5 24-27 0,55 Eter de petroleo/acetona 90/10 0,5

6 28 0 Eter de petroleo/acetona 90/10 1,0
0,57
0,90

7 29-31 0 Eter de petroleo/acetona 90/10 1,1
0,57

8 32-38 0,63 Hexano/acetona 1,0

70/30-50/50

Coche 1 1-3 0,29 Eter de petroleo 0,1

2 4 0,62 Eter de petroleo 1,2
0,74
0,98

3 5 0 Eter de petroleo 4,7
0,29
0.63

4 6-7 0 Eter de petroleo/acetona 95/5 3,6
0,62

5 8-17 0,62 Eter de petroleo/acetona 95/5 8,0

Eter de petroleo/acetona 90/10

6 18-28 0 Eter de petroleo/acetona 90/10 1,8
0,63
0,99

7 29-32 0 Hexano/acetona70/30 0.4
0,99

8 34-45 0 Hexano/acetona 50/50 0.4
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Fig. 2. Cromatogramas por HPLC del patron de B—caroteno (A),
los extractos crudos de carotenoides totales de las cepas Coche (B)
y Araya (C) de Dunaliella salina.

TABLA 4. Concentracion (pg.cel'y porcentaje) de a-caroteno
extraido de D. salina, cepa Araya y cepa Coche, determinado
por HPLC.

Cepas Carotenoides B-caroteno (pg.cel-1)  B-caroteno*® % total
totales (pg.cel-") [3-caroteno
Araya 21,5 F1:0,1404 0,653 39,7
F2:1,9353 8,997
F3:3,5522 16,513
F4:2,8153 13,088
F5:0,0901 0,419
F6:0,0031 0,014
F7:0,0002 0,001
F8:0,0001 0,002
Coche 24,8 F1:0,2057 0,829 543
F2:1,4200 5,724
F3:11,4648 46,216
F4:0,2739 1,104
F5:0,1024 0,413
F6:0,0061 0,025
F7:0,0005 0,002
F8:0,0002 0,001

determinado pueden, en parte, ser las responsables del
desarrollo de la carotenogénesis en una cepa particular
de D. salina. Esta hipdtesis se encuentra soportada con
nuestros resultados, ya que la cepa Coche fue obtenida
del interior de un bloque de sal, mientras que la cepa Araya
se aislé de muestras de agua con concentraciones salinas
superiores a 30% de NaCl. El resto de las condiciones
ambientales (iluminacion y temperatura) fueron similares.

Otro factor que pudiera estar involucrado en las
diferencias de la produccion de carotenoides totales y B-
caroteno por parte de las cepas Coche y Araya seria la
presencia de diferencias genéticas intraespecificas, tal y
como ha sido reportado en otras cepas de D. salina por
GonzALez etal. (1999) y GomEez & GonzALEZ (2001). Por lo
que seria interesante realizar estudios adicionales donde
se utilicen métodos moleculares basados en el ADN, para
confirmar esta hipotesis.

CONCLUSIONES

El sistema de solventes que logr6 extraer mayor
cantidad de carotenoides de las cepas Araya y Coche de
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D. salina, fue acetona/metanol 90/10. D. salina, cepa Coche,
es capaz de producir mayor cantidad de carotenoides totales
que la cepa Araya. El B-caroteno natural producido por las
cepas Arayay Coche, al aplicarle CC y CCF, se encuentra en
mayor proporcion en los eluatos obtenidos con el solvente
éter de petroleo. Mediante HPLC se logrd separar y
cuantificar el B-caroteno presente en la mezcla de
carotenoides totales producidos por D. salina, cepa Araya
y Coche, resultando esta tltima mayor productora de este
pigmento, con una concentracion de 54,3%, con relacion al
contenido de carotenoides totales, lo cual la sugiere como
una fuente potencial de B-caroteno natural.
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