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EFECTO DE UN CARBON SUBBITUMINOSO SOBRE EL CRECIMIENTO Y
CONCENTRACION DE PIGMENTOS DE Dunaliella salina (TEODORESCO,
1905) CULTIVADA EN FOTOBIORREACTOR DE MULTIPLES
CAMARAS OSCILANTES

EFFECT OF SUBBITUMINOUS COAL ON GROWTH AND PIGMENTS CONCENTRATION
OF Dunaliella salina (TEODORESCO, 1905) CULTIVATED IN PHOTOBIOREACTOR
MULTIPLE CHAMBERS OSCILLATING

Euler Gallego, Lena Manjarrez, Leidys Herrera y Edgardo José Leal

RESUMEN

Se estudio el efecto de un carbén subbituminoso sobre el crecimiento y produccion de pigmentos de Dunaliella salina cultivada
en fotobiorreactor de multiples cdmaras oscilantes (FMCO) en condiciones de campo abierto. Se realizaron cinco tratamientos
de CSM (10, 20, 30, 40, 50, 60 mg/L) y un control, cada uno por triplicado. El crecimiento poblacional se evalué mediante
conteo celular y el contenido de pigmentos se realizé mediante técnicas espectrofotométricas. Los resultados indicaron que el
tratamiento de 20 mg/L de CSM produjo un mayor estimulo sobre el crecimiento de la microalga con 6.50 + 0.77 x 10° cel.ml
!, tasa especifica de crecimiento de (1) 0.52 + 0.03 div/dia y tiempo de duplicacién de (Td) de 1.33 + 0.04 dias. Asi mismo,
evidencié un mayor aumento en la concentracién de clorofila y carotenoides totales por volumen de cultivo en la fase logaritmica,
con 12.6 + 0.26 y 0.50 + 0.04 ug/ml, respectivamente. Estas concentraciones presentaron una correlacion significativa con
la mdxima densidad celular de D. salina en funcién de los tratamientos con el CSM con una Tyne, e = 0-918 Y otrar o o
.= 0.919 a un nivel de significancia de p < 0.01. El efecto positivo sobre el crecimiento de la cepa se explica probablemente por
las propiedades fisicas y quimicas del material carbonoso. Los resultados demostraron la factibilidad de utilizar este carbén
como un substrato apropiado para el crecimiento de la microalga, siendo una alternativa innovadora y menos costosa para la
obtencion de importantes metabolitos.

PALABRAS CLAVE: Carbdn subbituminoso, Dunaliella salina, pigmentos, fotobiorreactor

ABSTRACT

It was studied the effect of subbituminous coal on growth and pigments concentration of dunaliella salina cultivated in
photobioreactor multiple chambers oscillating (FMCO) under open field conditions. Five treatments of CSM (10, 20, 30, 40,
50, 60 mg/L) and a control were performed, each in triplicate. Population growth was assessed by count cell, and the pigment
content was performed by spectrophotometric techniques. The results indicated that treatment of 20 mg/L of CSM produced
a greater stimulus on microalgae growth with 6.50 + 0.77 x 10° cel.ml, specific growth rate (i) 0.52 + 0.03 div/day and
duplication time (Td) of 1.33 + 0.04 days. Also there was a greater increase in total chlorophyll and carotenoids per volume of
culture in the logarithmic phase, with 12.6+0.26 and 0.50 + 0.04 pg/ml, respectively. These concentrations show a significant
correlation with maximum cell density of D. salina on function to the treatments of CSM with r, ;. .. .= 0.918 and withr,
woe = 0919 at a significance level of p <0.01. The positive effect on the growth strain is probably explained by the physical
and chemical properties of the carbonaceous material The results demonstrated the feasibility of using this coal as a suitable
substrate for the microalgae growth, being an innovative alternative and less costly to obtain important metabolites.
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EFECTO DE UN CARBON SUBBITUMINOSO SOBRE EL CRECIMIENTO Y CONCENTRACION DE PIGMENTOS DE DUNALIELLA SALINA

INTRODUCCION

En las tltimas cuatro décadas, las microalgas han
adquirido un creciente interés en diversos campos de la
economia, especialmente en la industria de alimentos
saludables, concentrados para animales, productos
farmacéuticos y cosméticos (Gavrilescu y Chisti, 2005;
Mendiola, 2007; Mimouni et al., 2012; Priyadarshani y
Rath, 2012). Sin embargo, los rendimientos de cultivos
a gran escala de microalgas no son tan eficientes
comparados con los microorganismos heterotréficos.
No obstante, el cultivo industrial de las microalgas
apenas se encuentra en los albores de desarrollo, estado
que motiva el desarrollo de procesos biotecnoldgicos
innovativos que incrementen la eficiencia productiva de
los microorganismos fototréficos (Norsker et al., 2011)-

Entre los esfuerzos investigativos que buscan lograr la
mayor eficiencia productiva en cultivos de microalgas,
se destacan el uso de nuevos materiales minerales,
orgdnicos o de compleja combinacién quimica (organico/
inorgdnico). Se ha demostrado que sustancias tales
como acidos htumicos (Sun et al., 2005), fitohormonas
(Tarakhovskaya et al., 2007), zeolitas (Nieves, 2000;
Leal et al., 2004) actian como sustancias estimulantes
del crecimiento poblacional de determinadas especies
de microalgas en cultivos, aunque se ha experimentado
con otras bastante efectivas y de amplio espectro para
su aplicacion en los cultivos de muchas especies, son
costosas y no asequibles comercialmente (Jezequiel et
al., 2000; Nishibori et al., 2009).

Dunaliella salina, microalga sintetizadora natural de
[B-caroteno -un metabolito secundario-, es cultivada
industrialmente para la produccién y comercializacién
de este importante pigmento que posee propiedades
nutricionales y terapéuticas (Dipak y Lele, 2005). En
la actualidad, se han realizado diversas estrategias de
cultivo de D. salina para maximizar la produccién de
[-caroteno, aunque, sin lograr rebasar los mayores limites
alcanzados, debido a que las altas tasas de crecimiento no
corresponden con una mayor acumulacién intracelular
de B-caroteno (Ben-Amotz y Avron, 1983). Sin embargo,
se ha observado que una mayor produccion de biomasa
incrementa el contenido de B-caroteno por volumen de
cultivo (Guedes et al., 2011).

Estudios realizados con una variedad de carbén
fésil (subbituminoso) procedente de los yacimientos
carboniferos de Montelibano (departamento de
Cérdoba, Colombia) o CSM, han demostrado que el uso
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de particulas de este carbdn en bajas concentraciones
-20 a 60 mg/L- en cultivos de D. salina en condiciones
de laboratorio, ejerce un efecto optimizador sobre el
crecimiento poblacional de la cepa (Gémez, 2000; Gallego
et al., 2005; Gallego et al., 2007). El propdsito de este
estudio fue probar el efecto del CSM sobre el crecimiento
y concentracion de pigmentos cloropldsticos en una cepa
nativa de D. salina aislada de las salinas de Manaure
(departamento de La Guajira, Colombia) cultivada en
fotobiorreactor de miltiples camaras oscilantes bajo
condiciones de campo y expuesta a la incidencia de
la luz solar. Este estudio proporciona informacién
innovadora sobre una alternativa tecnoldgica para el
campo de la biotecnologia de microalgas que redunda
en beneficios relacionados a la disminucién de costos
para la produccién de biomasa de D. salina rica en
metabolitos valiosos comercialmente.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de la cepa

La cepa de D. salina se aislé a partir de muestras de
agua colectadas de las piscinas artificiales de las salinas
de Manaure ubicada en el litoral marinocostero del
municipio de Manaure, ubicado a los 11°46’ 31.8”N
y 72°27’ 30.5”0. Las muestras de agua natural de las
salinas fueron colectadas en el fondo y en la superficie
de los estanques, mediante frascos de vidrio de 500
ml previamente esterilizados y rotulados que fueron
introducidos hasta llenar 300 ml. Las muestras fueron
colectadas a comienzos de enero de 2011, fecha que
coincide con la época de sequia tardia, alta irradiacién
solar, temperatura de la capa superficial del agua
de aproximadamente 60°C y salinidad total a una
concentracion de 4.0 M. El material recolectado se
almacené en una nevera y fue trasladado al area de
microbiologia del laboratorio del Instituto de Estudios
Ambientales y Aprovechamiento de Agua de la
Universidad de la Guajira (INESAG). Para obtener cultivos
monoalgales de D. salina se llevd a cabo la combinacién
de dos métodos de aislamiento: pipeteo capilar y rayado
en placas de agar (Moreno y Albarracin, 2012).

Material carbonoso utilizado

El material carbonoso utilizado fue colectado de los
yacimientos carboniferos del municipio de Montelibano,
departamento de Cérdoba-Colombia, localizados a los
9°36’N y 37°59°0. Esta variedad de carbdn fésil ha sido
tipificado quimicamente con base a la norma ASTM
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como un carbdn subbituminoso (Montero et al., 1998).
Las muestras en bruto de carbén traidas de la mina
fueron sometidas a procesos mecdnicos de molienda y
tamizaje hasta obtener particulas promedios de 1.0 +
0.01 mm de didmetro en el Laboratorio de Carboquimica
del Grupo de Investigacion del Carbén de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad del Atldntico. Luego, se
seleccionaron 100 g de particulas que se adicionaron a
500 ml de agua destilada con el fin de liberar el material
acidulante, para lo cual se monitored diariamente el pH
(pHmetro WTW 315i) durante 20 dias, periodo en el que
se estabiliza el pH hasta un valor de 4.0 £ 0.13 (Gallego
et al., 2007). La composicion quimica del carbén fue
certificada por BSI, Inspectorate Barranquilla-Colombia
Ltda (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion en cenizas y 6xidos del CSM utilizado en
los bioensayos.

ANALISIS MINERAL DE CENIZAS, % peso seco

Componente Material calcinado

Silice (SiO,)

Alumina (ALO,) 23.46
Titanio (TiO,) 1.95
Oxido férrico (Fe,0,) 13.86
Lima (Ca0) 9.17
Magnesio (MgO) 3.57
Oxido de sodio (Na,0) 2.61
Oxido de potasio (K,0) 1.09
Oxido de manganeso o1l
(Mn,0)

Pentéxido fosfato (P,0,) 0.28
Triéxido de sulfuro (SO,) 16.13

Medio de cultivo

Se emple6 el Medio Johnson modificado J/1 y
esterilizado previamente con base en la mezcla de
macronutrientes, micronutrientes y hierro con EDTA;
medio especifico para microalgas del género Dunaliella
(Borowitzka, 1988).

Biorreactor utilizado

Se utiliz6 un fotobiorreactor de multiples cdmaras
oscilantes -FMCO- (Figura 1); una version tecnoldgica
modificada del original disenado por Leal y Mancilla
(2001). Este modelo de biorreactor se utilizé debido a
que presenta un efectivo y eficiente sistema controlado
de agitacion del cultivo. El aparato consiste en una
estructura metdlica rectangular que proporciond soporte
a dos bandejas, cada una con cabida a 18 cdmaras de
cultivo. Las cdmaras fueron construidas de material
acrilico transparente con dimensiones de 28 cm de
longitud por 7.0 cm de altura con una geometria ovoide-
rectangular con capacidad volumétrica de 1.2 L; en
cada extremo un orificio conectado a un tubo de PVC
x 12 c¢m de altura con filtros de algodén compactado
de forma que este facilitara el intercambio gaseoso
con la atmésfera y la cdmara. Las dos bandejas con
sus respectivas camaras de cultivo fueron agitadas por
un movimiento tipo oscilante, proporcionado por un
tubo tipo eje del que pendian; el movimiento del eje
era impulsado por un sistema mecatrénico de biela-
manivela con motor de %2HP de fuerza y un variador
de frecuencia para regular el movimiento oscilante.

Figura 1. Vista lateral del FMCO utilizado en los bioensayos.

Diseiio experimental

El experimento se realizd en condiciones de campo
abierto en predios del Laboratorio de Ciencias Bioldgicas
y Aplicadas de La Universidad de La Guajira. Los
cultivos experimentales de D. salina efectuados en
las cdmaras del fotobiorreactor consistieron en cinco
tratamientos de 20, 30, 40, 50 y 60 mg/L de particulas
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promedios de 1.0 £ 0.01 mm de didmetro de CSM. Los
tratamientos con CSM se hicieron por triplicado, mds
un tratamiento control sin CSM, para un total de 18
cultivos experimentales. El crecimiento de las células
de D. salina se hizo mediante las técnicas de cultivo
discontinuo (Abalde et al., 1995). Los pardmetros de
cultivo aplicados a los tratamientos fueron los siguientes:
a) medio de cultivo J/1; b) volumen de cultivo 0.8 L; c)
luz solar atenuada con polisombra para un promedio
diario de intensidad luminica de 420 + 0.012 pE m?
s''; d) fotoperiodo natural; e) pH inicial de 8.2 + 0.23;
f) promedio diario de temperatura ambiental: externa a
los cultivos 32 + 0.52°C, e interna de los cultivos 28 +
0.02°C; g) cultivos agitados diariamente con aplicacion
de 80 oscilaciones/min durante las 12 horas del periodo
luminico solar; h) concentracién salina: 1.0 M de NaCl;
y, i) densidad celular de D. salina 2 + 0.10 X 10* cel.
ml! (Cifuentes et al., 1996).

Determinacion de los parametros
crecimiento

Densidad celular

El crecimiento de D. salina en relacidén con las
concentraciones de CSM, se realizé mediante recuento
celular diario y a la misma hora, con una cdmara
Neubauer (células.ml?) en microscopio 6ptico binocular
desde el primer dia hasta alcanzar la fase temprana
estacionaria. La densidad celular, tasa especifica de
crecimiento y tiempo de duplicacidn se estimé segin
la metodologfa de Guillard (1973).

Determinacion de la produccion de
pigmentos

La determinacion de la concentracién de clorofila a y
b, y carotenoides totales de D. salina en los cultivos
experimentales se efectud durante la fase de crecimiento
logaritmica segin la metodologia de (Wegmann y
Metzner, 1971). La concentracién de los pigmentos de
clorofila a y b se calculd segtin ecuacion de Jeffrey y
Humphrey (1975), y para determinar la concentracién de
carotenoides totales se utilizd la ecuacién de Strickland
y Parson (1972).
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Anadlisis estadistico

Se realizaron comparaciones de los pardmetros de
crecimiento y produccion de los pigmentos cloroplasticos
de los cultivos de D. salina en funcién de la cantidad
adicionada de CSM mediante el modelo I ANOVA, una
vez se comprobaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad. Se aplico la prueba de comparaciones
multiples de Tukey para la diferencia entre las medias.
Mediante coeficiente de correlacién de Pearson se
estableci6 la relacidn entre la produccién de pigmentos
fotosintéticos y las densidades celulares con los
tratamientos. Se utilizd el software SPSS Statistics 17.0.

RESULTADOS
Crecimiento

El tratamiento de 20 mg/L de CSM alcanz6 el mayor
rendimiento en relacién con densidad celular con una
MDC de 6.50 £ 0.77 x 10° cel.ml", coincidiendo con
la mds alta tasa especifica de crecimiento (j1) de 0.52
+ 0.03 div/dia y el menor tiempo de duplicacién (Td)
de 1.33 + 0.04. Los tratamientos de 30, 40 de CSM y
el control presentaron unas MDC de 4.87 + 0.27, 5.50
+ 0.15y 5.17 £ 0.17 x 10° cel.ml” respectivamente; a
su vez obtuvieron valores de (1) y (Td) relativamente
similares, a excepcién del de 40 mg/L de CSM
que presenté el menor (u) con 0.20 + 0.01 div/
dia y el mayor (Td) con 3.46 + 0.16 dias (Tabla 2).
Durante los primeros cinco dias la cepa presenté un
crecimiento lento coincidiendo con la fase de latencia;
posteriormente se observd el aumento acelerado de
las densidades celulares indicando la fase logaritmica
en la que se presentaron las MDC de la mayoria de los
tratamientos entre los dias 14 y 17, con excepcién del
tratamiento 20 mg/L de CSM que lo obtuvo en el dia
11 (Figura 2).

Los datos de crecimiento de D. salina en relacién con
los tratamientos con CSM presentaron normalidad y
homogeneidad de varianzas (S-K=0.754; p>0.05;
Levene= 2.491; p= 0.442>p=0.05). En tanto que el
ANOVA mostré que las particulas de CSM produjeron
efectos sobre el crecimiento de D. salina cultivada en
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el FMCO en condiciones de campo abierto (F=15.909;
p <0.05). El test de Tukey indicé que el tratamiento de
20 mg/L de CSM difiere significativamente (p < 0.05),
lo que significa que este presentd la mayor densidad
promedio de D. salina en el experimento (Tabla 2).

Concentracion de pigmentos

Durante la fase logaritmica, D. salina presentd la mayor
produccion de clorofila total y carotenoides totales por
volumen en relacién con las concentraciones de CSM.

Los tratamientos 20 y 40 mg/L de CSM alcanzaron los
mayores contenidos de clorofila total con 12.6 + 0.26
y 12.30 + 0.06 pg/ml, respectivamente. Mientras que
con 60 mg/L de CSM se produjo el menor contenido con
7.43 £ 0.22 pg/ml. El tratamiento de 20 mg/L de CSM
presentd el mayor contenido de carotenoides totales por
volumen con 0.50 + 0.04 pg/ml, siguiendo de forma
descendente con los tratamientos 30, 40 mg/L de CSM
y el control. Los valores mds bajos fueron alcanzados
con los tratamientos de 50 y 60 mg/L de CSM, con 0.34
+ 0.02y0.30 £ 0.01 pg/ml respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2 Pardmetros de crecimiento y concentracion de pigmentos de D. salina en relacién con los tratamientos con CSM.

Tratamientos MDC £ DS n Td CTFL CTsFL
(mg/L) (10° cel.ml™) (div/dia) (dias) (ng/ml) (ng/ml)

20 6.50 + 0.77% 0.52 + 0.03* 1.33 £ 0.04° 12.6 £ 0.26* 0.50 + 0.04*

30 4.87 + 0.27° 0.39 + 0.017® 1.77 £ 0.02° 10.94 + 0.10% 0.45 + 0.04°

40 5.50 £ 0.15° 0.20 + 0.01¢ 3.46 + 0.16% 12.3 £ 0.06* 0.43 + 0.03°

50 4.41 £ 0.27° 0.33 + 0.02° 2.10 £ 0.24° 9.76 + 0.36° 0.34 £ 0.02°

60 3.75 £ 0.27° 0.34 + 0.036° 2.03 + 0.10° 7.43 £ 0.22° 0.30 + 0.01¢

Control (0) 5.17 £ 0.17° 0.37 + 0.13° 1.87 £ 0.08" 10.14 £ 0.05° 0.40 + 0,02°

MDC =Maxima densidad celular, 1 =Tasa especifica de crecimiento, Td =Tiempo de duplicacién, CTFL = Clorofila total en fase logaritmica,
CTsFL = Carotenoides totales en fase logaritmica. Valores expresados en + DS; Test de Tukey: Los valores que presentan diferente letra suscrita en la misma

columna revelan diferencia significativa (p <0,05).

Densidad celular (1 x 106 cel.ml!)
w

Tiempo (dias)

<+-20mg/L +30mg/L +40mg/L --50mg/L —60mg/L -+Control

m 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 2. Crecimiento discontinuo de D. salina en funcién de las concentraciones de CSM cultivada en un FMCO.
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El indice de correlacién de Pearson calculado entre
las variables MDC, produccién de clorofila total y
carotenoides totales de D. salina durante la fase
logaritmica en funcién del CSM, indica que la MDC
de la microalga en esta fase presenta una correlacion
significativa con el contenido por volumen de clorofila
total y carotenoides totales: 1, ... = 0918 yr,
=0,919 con niveles de significancia (p <0.01).

carot. totales

DISCUSION
Crecimiento

Entre todas las comparaciones, la cepa de D. salina
presenta diferencias en relacién con las velocidades
de crecimiento (1) y los tiempos de duplicacién (Td),
corroborando 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 iguales
condiciones de cultivo.

Preliminarmente, Gémez (2000) utilizé particulas de
CSM en estado natural y modificado quimicamente
-sulfonado y nitrogenado- en cultivos discontinuos
de una cepa de D. salina aislada de las salinas de
Galerazamba (Dpto. del Atldntico), y reportd que el
CSM en estado natural a una dosis de 20 mg/L influyé
en el aumento de la poblacién celular a un 95 % en
relacion con el cultivo control alcanzando una MDC
en fase estacionaria temprana de 87.16 + 0.23 x 10
cel.ml. Seguidamente, Gallego et al. (2005) en dos
bioensayos consecutivos determinaron el efecto de
concentraciones de CSM en su estado natural sobre el
crecimiento y produccién de pigmentos de una cepa de
D. salina aislada de las salinas de Tasajeras (Dpto. del
Magdalena). En el primer bioensayo obtuvieron una
MDC de 3.98 + 0.45 x 10°cel.ml" con 50 mg/L de CSM;
lo que represent6 un 65 % de mayor rendimiento con
respecto al cultivo control con 2.40 + 0.12 x 10°cel.ml;
y en el segundo, en el cual se ampliaron los intervalos
de concentracién (45, 50 y 55 mg/L), evidenciaron que
el tratamiento de 45 mg/L produjo el mayor rendimiento
del cultivo con una MDC de 4.22 £ 0.56 x 10 cel.ml,
con un 21 % de rendimiento sobre el cultivo control, y
con una MDC de 3.49 + 0.76 x 10°cel.ml™.

Luque et al. (2008) evaluaron el efecto sobre el
crecimiento y la produccién de pigmentos de las
concentraciones de 45 y 55 mg/L de CSM en estado
natural, adicionadas en cultivos a gran escala de D.
salina en un medio de cultivo no convencional (0.34
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ml/L de fertilizante agricola Nutrifoliar + 1.5mM
de KNO,), y obtuvieron una MDC de 2.82 + 0.34 x
10° cel.ml! a una concentracién de CSM de 45 mg/L.
Con especial atencién, la MDC alcanzada durante la
fase exponencial tardia del tratamiento de 20 mg/L
de CSM con una densidad de 6.50 + 0.77 x 10° cel.
ml, superé las obtenidas en los estudios anteriores, lo
cual sugiere que el CSM ejerce una influencia positiva
sobre el crecimiento de D. salina cultivada a diferentes
concentraciones de particulas, tipos de medios y sistemas
de cultivos. Esta condicion se debe probablemente a las
condiciones de cultivo establecidas en sus respectivos
disenos experimentales, como el pH e inéculo inicial,
tipo de mezclado y turbulencia, tratamiento del CSM y
condiciones ambientales que afectan directamente los
pardmetros de crecimiento de la cepa.

El proceso de pretratamiento del CSM previo a su adicién
en los cultivos, especificamente la inmersién de las
particulas en agua destilada durante 20 dias -periodo
en el que la solucion acuosa alcanza la estabilidad
del pH-, secado por 24 horas a 60°C y esterilizado en
autoclave por 2 horas, probablemente coadyuvd en
el aumento del grado de oxidacién de la estructura
carbondcea y con ello en la concentracién de grupos
carboxilicos (COOH) que se constituyen en sitios activos
para el intercambio iénico (Angulo et al., 2005). El
efecto positivo de la adicién de particulas de CSM en
la solucién nutriente de esta prueba, que indujo a un
mayor crecimiento poblacional de D. salina, se puede
explicar probablemente por la capacidad de intercambio
iénico del CSM que fue mejorada al ser oxidado.

Los esfuerzos en el desarrollo de procesos tecnolégicos,
que brinden un mejoramiento eficiente del rendimiento
de los cultivos microalgales fundamentados en el uso
de sustancias inertes con propiedades estructurales
especificas como el intercambio idnico, regulacién de pH
del cultivo y capaces de formar complejos micelares como
fuente intermediaria de macro y micronutrientes, se han
venido incrementando en los ultimos afios (Andrade et
al., 2009; Amaro et al., 2011; Ortiz et al., 2012).

En relacién al uso de carbén fésil como sustancia
estimulante del rendimiento poblacional en los
cultivos de microalgas con fines biotecnoldgicos, las
investigaciones reportadas indican que este tépico
apenas estd en su inicio, teniendo en cuenta que
existen muchas variedades de carbén natural, y
ademds, estos carbones fdsiles estan siendo modificados
quimica y fisicamente para la obtencién de derivados
aplicados en actividades agrondmicas y en procesos
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de descontaminacion (Hayes y Graham, 2000; Sharif
et al., 2002).

En lo concerniente al uso de sustancias derivadas de
material carbonoso, se ha reportado que extractos de
dcidos humicos solubles en agua derivados de fuentes
del lignito natural oxidado (leonardita), adicionadas a
bajas concentraciones (1, 10 y 100 ppm) en Chlorella
vulgaris en condiciones de oscuridad, coadyuvaron al
crecimiento y sintesis de clorofila del alga, lo cual fue
atribuido a la habilidad del extracto de suministrar
Fe** al alga (Pouneva, 2005). De igual forma, se ha
experimentado con extractos de dcidos humicos del
suelo para enriquecer medios de cultivos que estimulan
el crecimiento de microalgas marinas (Perumal y
Subramanian, 1989), donde el componente htiimico
actué como un material quelante con la propiedad de
disminuir la toxicidad o aumentar la disponibilidad de
los elementos trazas en los medios de cultivo.

Teniendo en cuenta la compleja composiciéon quimica
natural del CSM, y con respecto al contenido del andlisis
mineraldgico de este carbdn, se encontré una gran
variedad de cenizas de 6xidos y especies de azufre que
podrian ser fuente de elementos micronutrientes para
D. salina. Ademds, al comparar el contenido mineral
de este carbén con otras sustancias inertes de origen
mineral, por ejemplo, con productos de naturaleza
zeolitica o zeolitas naturales (Nieves, 2000; Fachini y
Vasconcelos, 2006), se observa que este tipo de material
carbonoso contiene una importante cantidad y variedad
de dxidos en su estructura. Sumado a lo anterior, los
carbones subbituminosos son carbones heterogéneos
conformados por una red entrecruzada y conjunto de
diversos componentes de cardcter alifdtico-aromatico
que le brindan la propiedad de intercambiador natural
(Colpas et al., 2000). Estas propiedades fisicoquimicas
observadas del CSM, son unas de las posibles causas
que inciden en acelerar e incrementar el crecimiento
poblacional de D. salina, razén por la cual este tipo
de carbén es una sustancia adecuada para el uso y
aplicacién en procesos biotecnoldgicos de cultivos de
microalgas y probablemente en otros campos acuicolas.

De acuerdo con Gallego et al. (2007), otra hipdtesis
que explicaria el marcado crecimiento poblacional
de D. salina estaria dado por el desencadenamiento
de una serie de mecanismos quimicos, que ligados al
rango, estructura y contenido de minerales podrian
interactuar con los nutrientes del medio J/1. En este
caso, se cree que las particulas de CSM han podido
actuar como un material de intercambio inico, capaz

de suministrar, captar y/o intercambiar iones con la
solucién nutriente y de favorecer asi la disponibilidad
de los mismos para el metabolismo nutricional de la
microalga, asi como también de reaccionar con las
sales del medio y retransformarlas en componentes mas
simples que influyan favorablemente sobre la capacidad
de asimilacién de los elementos nutrientes de D. salina.

Cabe aclarar, que el mecanismo real sobre cdmo los
grupos funcionales presentes en el carbdn realizan el
intercambio idnico con los cationes del medio J/1, aun
no esta totalmente esclarecido, lo cual, siguiendo las
recomendaciones planteadas por Arteca (1996), obliga
a ampliar la base de estudios sobre nuevas sustancias y
sobre las causas que inciden en los mejores rendimientos
observados en el cultivo de organismos fotosintéticos.
Del mismo modo, se requiere ampliar la base de estudios
realizados con las sustancias carbonosas aplicadas en
cultivos de microalgas, ya que como se indic6, existen
muchas variedades de carbones fdsiles que pueden
ser modificados quimicamente con fines aplicados en
cultivos de microorganismos fotosintéticos.

No siendo objeto de andlisis el tipo de biorreactor
utilizado, el sistema de agitacion del FMCO descrito por
Leal y Mancilla (2001) resulté apropiado para coadyuvar
en el efecto del CSM sobre el crecimiento de D. salina. El
tipo de agitacion turbulento proporcionado por el FMCO
-diferente al de flujo laminar caracteristico de los cultivos
movidos mediante uso de bombas hidrdulicas- permite
homogenizar el mezclado de la solucion del cultivo, asi
como ejercer una activa y azarosa circulacién de las
particulas de CSM en las cdmaras de cultivo. Ademds,
posibilita potenciar de manera favorable la interaccién
de diversos factores fisicoquimicos y bioingenieriles que
inciden en el proceso fotosintético, en el metabolismo
general y en el crecimiento poblacional de las microalgas,
tales como régimen de luz (Niels, 2008; Ferndndez et
al., 2010), asimilacion de nutrientes, remocion de
oxigeno fotosintético, incremento de la temperatura, y
fotooxidacion (Chini et al., 2000; Contreras et al., 2003;
Chisti, 2007).

En relacién con lo expuesto, se propone la continuacién
de este estudio para dilucidar los mecanismos fisicos
y quimicos involucrados en la interaccién entre las
particulas carbonosas (CSM), el medio de cultivo y
las células de D. salina. Asi mismo, extender estas
investigaciones a otros tipos de sustancias carbonosas
y especies microalgales de interés para las industrias
alimenticia, farmacéutica y cosmética del pafis.
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Concentracion de pigmentos

Con base en las condiciones de cultivo establecidas en el
experimento, la produccién elevada de clorofila total por
volumen cultivo en relacién con las bajas producciones
de carotenoides, tanto en la fase logaritmica -entre los
dias 8y 16- como en la estacionaria final -dias 16 hasta
el 18-, se deduce que dichos valores fueron determinados
por el tamafio de inéculo utilizado en los bioensayos, el
cual pudo haber influenciado la eficiencia fotosintética
de la cepa en el cultivo (Cifuentes et al., 1996), como
también el suministro de nutrientes que en niveles
optimos -KNO, 1.0g (10mM) y KH,PO, 0.025 g- influye
directamente sobre el incremento del contenido de
clorofila, concomitante al rendimiento poblacional
(Serpa y Calderén, 2006). Del mismo modo, el medio
de cultivo utilizado (Borowitzka y Borowitzka, 1988),
las condiciones fisicoquimicas como pH de 8.20 +
1.10, salinidad 37%o (58 g/L de NaCl), y temperatura
de 26.5 £ 0.2 °C, sugeridas por otros autores, también
mostraron producciones de clorofila total por volumen
superior a carotenoides (Gémez, 1997; Guevara et al.,
2005; Venkatesan et al., 2013).

La amortiguacién de la alta intensidad luminica solar
incidente a las cdmaras de cultivo mediante uso de
polisombra, pudo haber tenido el efecto de producir altos
valores en la relacion clorofila/carotenoide respecto a los
tratamientos con CSM, hecho que se explica con base
en la capacidad adaptativa de la microalga, por ejemplo
en el aumento del ndmero de unidades fotosintéticas
(Fakowski, 1980). Las variaciones del contenido de
pigmentos se expresan como cambios especificos en
el tamano y el nimero de la unidad fotosintética por
célula, la cual comprende los centros de reaccidn,
en conjunto con las moléculas de clorofila-pigmento
antena, los pigmentos accesorios y los transportadores
de electrones. Para las especies del género Dunaliella,
los reportes indican que a baja intensidad luminosa
la microalga experimenta un aumento en el ntimero
de unidades fotosintéticas por célula. Estudios de la
intensidad luminosa en diferentes cepas de Dunaliella
demostraron que se presenta un efecto acumulativo
de la intensidad luminosa sobre el crecimiento de la
microalga (Ginzburg, 1988).
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