Revista Tecnologia y Ciencia Universidad Tecnoldégica Nacional *

Produccion de Compuestos
Organicos de Valor Comercial

a partir de la Biomasa Microalgal
de Scenedesmus Dimorphus

Resumen: Las microalgas son una prometedora fuente de compuestos orgdnicos de valor comercial, ya que su cultivo se
puede integrar con el aprovechamiento de corrientes residuales industriales, potenciando tanto la sustentabilidad como la
rentabilidad de los procesos productivos.

En este trabajo se estudié el rendimiento de extracciones secuenciales, con solventes n- hexano, etanol y acetona, de la
biomasa de Scenedesmus dimorphus, cultivada en condiciones control y de estrés nutricional. El contenido lipidico fue de
162,6 mg/g y 265,8 mg/g respectivamente. Se observa que, sometido a falta de nutrientes, el cultivo produce una acumula-
cién no solamente de lipidos (aumento de 344% p/p), sino de carbohidratos, astaxantina y sus ésteres.

Los resultados muestran que a partir de cultivos de S. dimorphus es posible obtener distintos metabolitos orgdnicos de
interés, con métodos y solventes de extendido uso industrial, que no son los que frecuentemente se encuentran en la
bibliografia de estudios microalgales.

Palabras Claves: Scenedesmus dimorphus, biorrefineria, microalgas, carotenoides.

Abstract: Microalgae are a promising source of commercial organic compounds since its culturing could be integrated to
existing industrial processes, promoting joint goals of sustainability and profitability.

Yield of serial extractions with n-hexane, ethanol and acetone of Scenedesmus dimorphus was studied. Samples of algal
biomass cultured under normal and stressed conditions were taken and lipid content obtained was 162,6 mg/g and 265,8
mg/g, respectively. It was also observed that culture deprived from nutrients not only accumulates lipids (344% w/w increase)
but also carbohydrates, astaxanthin and its esters.

Results show that it is possible to obtain different organic products from S. dimorphus cultures, with solvents and techni-
ques commonly used in the industrial field but rarely found in microalgae current bibliography.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El extendido uso de microorganismos que existe en
biotecnologia, se debe, principalmente, a su activo meta-
bolismo y a la posibilidad que tienen éstos de crecer en
condiciones simplesy de bajo costo (Vilchez etal. (1997)).

Dentro de este grupo, se encuentran hoy en activo
desarrollo, las microalgas. Son organismos unicelulares
fotosintéticos, con o sin nucleo, que vienen siendo culti-
vadas hace mucho tiempo, dado su eficiencia en convertir
la energia solar en un gran ntimero de metabolitos de
interés comercial (Borowitzka y Moheimani (2013)).

Ma3s recientemente, han recibido atencién como una
prometedora fuente sustentable de lipidos y carbohi-
dratos para la produccién de biocombustibles, ya que
pueden crecer en tierra no apta para la agricultura,
usando agua no potable y producir aceites mucho mas
eficientemente que las plantas superiores oleaginosas
(Chisti (2007), Fon Sing et al. (2013)). Inicialmente,
el biodiesel era el producto principal buscado, pero
desde el afio 2012, un gran ndmero de compaiiias
comenzaron a orientarse al desarrollo de estrategias
de produccién tanto de biocombustibles como de
otros productos derivados de microlagas a los efectos
de alcanzar negocios rentables. Estos productos invo-
lucran nutracéuticos, productos quimicos especiales y
para el cuidado personal elaborados a partir de caro-
tenos, xantdfilas, proteinas y carbohidratos microal-
gales (Brennan y Owende (2010)).

El abanico de productos posibles de obtener, se
debe, por un lado, a que la composicién bioquimica de
la biomasa algal puede ser manipulada variando las
condiciones de crecimiento, induciendo el enrique-
cimiento de determinada fraccién biomolecular en el
cultivo que después sera extraido. Por ejemplo, la limi-
tacion en el suministro de nutrientes, especialmente
nitrégeno y fésforo, puede aumentar el contenido

de lipidos o de carbohidratos que luego pueden ser
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convertidos en biocombustibles (biodiesel de aceites
microalgales o bioetanol de sus carbohidratos). Por
otro lado, la biomasa extraida, agotada, puede ser
utilizada para suplementar biofertilizantes o alimento
animal, agregando un porcentaje de rentabilidad
mayor al proceso.

Algunos de estos compuestos, conocidos como
carotenos y xantofilas, son un grupo de moléculas
ampliamente utilizadas como pigmentos, que en
recientes estudios comenzaron a destacarse por sus
propiedades antioxidantes (Rodic et al. (2012)). Las
microalgas son una fuente natural de éstos, ya que los
mismos conforman las organelas celulares encargadas
de recibir fotones para el proceso de fotosintesis.
Investigaciones demuestran que el a- y [-caroteno,
el licopeno y la astaxantina protegen las células y
tejidos de las especies dafiinas de radicales oxigeno,
como oxigeno singulete, radicales peroéxido, y nitré-
geno reactivo (Di Mascio et al. (1989), Krinsky y Yeum
(2003), Stahl y Sies (2003), Kim et al. (2009)).

Este disefio de biorrefineria, es decir, el aprove-
chamiento integral de los cultivos microalgales para
obtener energia, biocombustibles y productos de alto
valor agregado a través de la transformacion de la
biomasa (Bharathiraja et al. (2015)) esta destinado a
ser una de las formas mas sustentables y adecuadas
de produccién, ya que todo el proceso es neutral en
emisiones de carbono y puede ser acoplado al sanea-
miento ambiental.

Pero para que este concepto de uso integral tenga
sentido, es necesario estudiar y establecer un mapa
claro del proceso asi como de los productos a obtener
(Trivedi et al. (2015)). Es decir, serd necesario el
estudio de la mejor secuencia en el procesamiento de
la biomasa para obtener maximo rendimiento de los

productos elegidos a un costo aceptable.
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Mucha de la investigacion orientada al estudio de la
produccion y cultivo de microalgas esta confinada alas
condiciones de laboratorio (de-Bashan et al. (2002)).
Los métodos y reactivos utilizados alli no son facil-
mente transferibles a la industria, en algunos casos. A
veces dado su elevado costo y otras dada su elevada
toxicidad, ya que implica operadores con mayor grado
de formacién para tareas sencillas, debido a los reque-
rimientos de higiene y seguridad laboral. El estudio y
desarrollo de procedimientos de procesamiento de la
biomasa algal teniendo en cuenta la futura apropia-
cion de dichas técnicas por parte de la industria, es
fundamental para la factibilidad de la transferencia
tecnolégica al medio.

Scenedesmus dimorphus es una microalga que,
junto con Chlorella sp., corresponden a las mas utili-
zadas desde hace tiempo en el tratamiento de aguas
residuales (Zeng et al. (2015)). Una de las razones que
llevan a elegir Scenedesmus sp. es su flexibilidad a
adaptarse a la variable disponibilidad de nitrégeno y
fésforo que presentan regularmente en las aguas resi-
duales a lo largo del tiempo.

Aunque Scenedesmus dimorphus no es una de las
microalgas mas cominmente explotadas en la produc-
cion de carotenoides, también los acumula bajo condi-
ciones de induccidn (estrés) y es una microalga que se
recupera rapidamente a la fase de crecimiento normal
luego que las condiciones de stress desaparecieron
(Qin et al. (2008)). Por ello, aunque poco estudiada, se
trata de una especie muy interesante a los fines de las
estrategias de integracion de procesos antes mencio-
nadas (Zhang et al. (1997)).

El objetivo de los andlisis presentados aqui, fue
evaluar el rendimiento de la biomasa algal de Scene-
desmus dimorphus, en la producciéon de lipidos

(aceites, carotenoides) y de carbohidratos, en condi-
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ciones de crecimiento normal y en condiciones de
estrés nutricional, utilizando para ello solventes
empleados industrialmente para la extraccién, pero
que no son los que usualmente se describen en la
bibliografia sobre estudios con microalgas (Molina

Grima et al. (2013), Burja et al. (2007)).
METODOLOGIA
Cultivo

En el presente trabajo se utilizé biomasa microalgal
de la especie Scenedesmus dimorphus, cepa aislada
de un efluente urbano local. El cultivo se realiz6 en la
ciudad de Buenos Aires, durante los meses de junio-
agosto de 2015, con temperaturas y luz impuestas por
el ambiente, en un fotobiorreactor tubular de 70 Litros
con aireacion constante y sin inyeccién de diéxido de
carbono. El medio de cultivo se preparé siguiendo la
receta de Bold’s Basal (Nichols y Bold (1965)) prepa-
rado en agua corriente sin esterilizar.

Al final del periodo de crecimiento exponencial, un
tercio del cultivo de microalgas fue separado (cosecha)
y floculado por elevacion del pH a 13 con el agregado de
NaOH, luego de lo cual se agit6 durante 10 minutos a una
velocidad de entre 30 y 80 rpm. Finalizada la agitacién se
dejoé sedimentar alrededor de 30min. La pasta floculada
fue filtrada y secada en estufa a 602C, con vacio, obtenién-
dose asi la biomasa algal para su extraccion.

El volumen de un tercio no cosechado del cultivo, se
conservd dentro del fotobiorreactor y fue sometido a
estrés mediante dilucién del mismo con dos tercios de
agua corriente, sin adicién de macronutrientes (NaNO3 ni
NaH2PO4) ni de micronutrientes. Las microalgas fueron
cultivadas en estas condiciones por 10 dias, momento que

coincide con el comienzo de declinaciéon del nimero de
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células en el cultivo. Para esta determinacion, diariamente
se realizaron conteos del nimero de células en hemocito-
metro bajo microscopio (Moheimani et al. (2013)).
Finalizado este periodo, las microalgas estresadas
fueron cosechadas y tratadas de la misma manera

antes descrita.
Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos de la biomasa algal
seca, se llevd a cabo en proceso batch con solventes
n-hexano, etanol y acetona, calidad pro-analisis, en
este orden. Consisti6 en colocar 1g de biomasa en un
tubo de ensayo y 5omL del primer solvente en cuatro
porciones, molturando la biomasa con una varilla de
vidrio, luego del agregado de cada porcion. La mezcla
de solvente y compuestos extraidos (extractivo)
obtenida con este primer solvente es separada de la
biomasa y el solvente de cada extraccion, recuperado
mediante rotavapor. El extracto libre de solvente obte-
nido es pesado y el contenido de extraibles, en cada
solvente, se expresa en porcentaje en base seca. Sobre
la masa residual se repite este procedimiento con el
segundo solvente y finalmente con el tercero.

La secuencia de solventes presentada, fue estu-
diada y puesta a punto en un trabajo anterior (Castro
et al. (2015)), donde se realizaron extracciones de la
misma biomasa con todas las posibles combinaciones
de secuencia para los tres solventes. Los rendimientos
del extractivo obtenido en cada caso fueron evaluados,
resultando mas eficiente la extraccion realizada como

se describié mas arriba.
Determinacion de Porcentaje de Extractivo

La evaluacién cuantitativa de los componentes
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extraidos por los diversos solventes (extractivos) se
realizé por gravimetria. El extractivo resulta de pesar
el tubo de ensayo (extraccion batch) vacio y después

de evaporar el solvente.

Caracterizacion y Cuantificacion de Lipidos

La caracterizacién de los diferentes grupos de
componentes presentes en los extractivos se realiz6
por cromatografia en placa delgada (TLC por sus
siglas en inglés), por comparacién con muestras
patrén conocidas y con TLCs publicadas en la biblio-
grafia consultada (Jaime et al. (2010)).

La cromatografia en placa se utilizé para evaluar
cualitativamente la presencia de carotenos y xant6-
filas asi como la presencia de lipidos saponificables y
el orden de elucidn. Esta técnica se realizé sembrando
los patrones y las muestras en Cromatofolios AL TLC
20 x 20 silicagel 60 F254 utilizando n-hexano:éter
etilico (10+3) y n-hexano:acetona (7+3) como
eluyentes y permanganato de potasio acidificado al
1% como revelador.

Los patrones fueron obtenidos de sus fuentes
naturales mas frecuentemente mencionadas en la
bibliografia y por comparaciéon con publicaciones
de procesos de obtencién de los mismos en las
condiciones utilizadas para este estudio (Jaime et
al. (2010)), a saber: el B-caroteno fue obtenido del
extracto de zanahoria; el licopeno, del extracto de
tomate; la luteina, del extracto de huevo; las cloro-
filas y feofitina, del extracto de espinaca; el aceite, de
un patrén de aceite de girasol y la astaxantina, del
extracto de salmoén rosado. La metodologia de extrac-
cion fue la misma que se menciond anteriormente
para las muestras, pero en este caso se separan los

patrones por cromatografia en columna.
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Determinacion de Carbohidratos

La determinacién de carbohidratos se llev6 a cabo
por la técnica de Kochert (1978) modificada por Ben
Amotz et al. (1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

La biomasa algal de Scenedesmus dimorphus
presenté un contenido lipidico promediode 162,6 mg/g
de biomasa seca, cuando fue cultivada en condiciones
de control (Tabla 1). De los cuales, 41 mg/g de biomasa
seca corresponden a la fase extraida con hexano, es
decir, la fase conteniendo los aceites que pueden ser
utilizados para la generaciéon de biocombustibles. El
contenido lipidico se incrementé en un 344% cuando
el cultivo fue sometido a estrés nutricional, llegando
a 265,8 mg/g biomasa seca. Estudios de otros autores
con Scenedesmus dimorphus, por ejemplo, Lee, Yoo
et al. (2010), obtuvieron 133 mg/g de biomasa seca,
realizando pre-tratamientos intensivos de ruptura de
pared celular a la biomasa y utilizando los solventes
metanol y cloroformo, que son, desde un punto de
vista industrial, comparativamente téxicos y de mayor

costo que los utilizados en el presente estudio. En el
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mismo trabajo, la microalga de mayor produccién de
lipidos, Botryoccocus braunii, tuvo resultados de 320
mg/g de biomasa seca.

Los resultados del presente estudio resumidos en
la Tabla 1, muestran que la situacién de estrés nutri-
cional no solamente indujo la mayor sintesis lipidica,
sino también se evidencié un aumento en el contenido
de carbohidratos. Los carbohidratos provenientes de
microalgas, consisten principalmente en celulosa y
almidones sin lignina, por ello, pueden ser una fuente
directa de carbono para la industria de la fermenta-
cion (Yen etal. (2013)).

La induccion de una fase de estrés puede permitir
el doble aprovechamiento de la biomasa algal, tanto
para la extraccién de lipidos como se discutié anterior-
mente, como la obtencidn de carbohidratos sin lignina
para la generacién de bioetanol.

Por otra parte, dado el potencial de significancia
que tienen los carotenoides y la posibilidad de
obtener éstos de microalgas cultivadas en efluentes
no peligrosos (Zhou et al. (2015)), evaluar un método
eficiente para su extraccion a bajo costo haria posible
la transferencia masiva de este tipo de tecnologia
para biorremediacidn, lo cual ademas de permitir el

cumplimiento de la legislacion vigente para descargar

% Extractivo sobre Masa Inicial Total Lipidos Carbohidratos
Solvente
[% p/p] [mg/g muestra] | [mg/g muestra]
Fase hexani 41
Scenedesmus dimorphus ase hexanica ’
en fase de crecimiento Fase etandlica 10,9 162,6 + 4,1 220+ 3,5
(Control) .
Fase acetoénica 1,2
Scenedesmus dimorphus Fase hexanica 14,1
|n fase deissiresida Fase etandlica 10,4 265,8+ 4,8 420+ 3,8
nutrientes
Fase acetonica 2,0

Tabla 1. Contenido de lipidos y carbohidratos del cultivo de S. dimorphus en fase de crecimiento (control) y en fase de estrés
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efluentes a cursos de aguas, tendria una ventaja de
rentabilidad asociada.

Una sintesis del disefio de proceso buscado en
este trabajo, dentro del concepto de biorrefineria, se

expresa en la Figura 1.

Biomasa Algal —e Aceites + Biomasa
Agotada
|

)
Carvtenos . Biomasa
Xantofilas Agotada
.
Carbohidratos
Bioetaol

Alimento
Animal

Figura 1. Biorrefineria Microalgal: produciendo mdltiples
productos de biomasa algal.

Mediante la extracciéon con hexano se favoreci6 la
recuperacion de los lipidos saponificables y la fraccion
de a- y B- caroteno. La elucién con hexano:éter, permitio6
la mejor separaciéon de estas sustancias del resto de
los carotenoides. Esto deberd ser tenido en cuenta al
momento de realizar un fraccionamiento de compo-
nentes en columna cromatogréafica (Figura 2.ayb).

Las placas reveladas con permanganato de potasio
(Figura 2 - Placas rosadas) permiten observar la frac-
cion de lipidos saponificables (aceites) presentes en la
muestra que, por ser incoloros, no se observan en las
placas sin revelar (Figura 2, placas blancas).

Comparando los resultados de las muestras del
cultivo sin estresar (Figura 2 ay c) con las muestras del
cultivo estresado nutricionalmente (Figura 2 b y d) se
puede evidenciar cualitativamente el aumento signifi-
cativo de estos componentes, al evaluar el tamafio de
la “mancha” del extractivo hexanico en comparacion
con la “mancha” del patrén de aceite.

Cuantitativamente, esta diferencia se presenta
en la Tabla 1. En la misma tabla, se evidencia que la

extraccidn con los solventes etanol y acetona, permite
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aumentar el rendimiento global (mayor porcentaje de
extraibles) de las muestras. También se recuperan con
estos solventes, las fracciones mas polares (ésteres
de astaxantina, luteina, etc). Esto se visualiza en las

Figuraz cyd.

Lipidos

\ Saponificables

! ~
:\ _____ :... ) | - "R‘L
PA PC EH PA PC EH
(@) (b) Esteres de
astaxantina
_caroteno
-
R €
- -
-
: & &
PA PCEH EH
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Figura 2. Cromatografias en capa delgada (TLC) de los extractos de los
cultivos de Scenedesmus dimorphus en fase de crecimiento (ay c) y
en fase de estrés nutricional (b y d). Los patrones de aceite (PA) y de
carotenoides (PC) se siembran en simultaneo para permitir la compa-
racion de los componentes del extractivo obtenido con n-hexano (EH)y
el obtenido con la secuencia n-hexano/etanol (EHE). Luego, las mues-
tras de cada extractivo son eluidas con hexano:éter etilico (arriba) y
en otro caso, con n-hexano:acetona (abajo). Se aprecia que, segun los
solventes utilizados para la extraccion, se favorece la separacion de
los compuestos menos polares, como B-caroteno (c, linea punteada)
o los mas polares como clorofilas, luteina, feofitinas (c, linea entera).
Las mismas TLCs son reveladas con permanganato de potasio (placas
rosadas) que permite observar la fraccién incolora de lipidos saponifi-
cables (aceites) presentes en la muestra (a y b linea entera) y el incre-
mento de los mismos en el cultivo estresado (b, placa rosada). También
se evidencia la producciéon de mono y diésteres de astaxantina en el
cultivo estresado (d, lineas entera y punteada).

Los ésteres de astaxantina, de elevado valor comer-
cial hoy en dia, debido a sus multiples propiedades

antioxidantes, son principalmente obtenidos de la

PRODUCCION DE COMPUESTOS...



Revista Tecnologia y Ciencia

microalga Haematoccocus pluvials (Liu (2003)). Pero
en el caso de este estudio, las muestras del cultivo estre-
sado de S. dimorphus mostraron una acumulacién signi-
ficativa de los mismos (Figura 2 b y d). La identificacion
se realizé por comparacién con los patrones descritos
y con TLCs realizadas en idénticas condiciones encon-

tradas en la bibliografia (Jaime et al. (2010)).

CONCLUSIONES

Los grupos de sustancias obtenidas por extraccién
secuencial de biomasa microalgal de S. dimorphus
con los solventes n-hexano, etanol y acetona, eviden-
ciaron cuali- y cuantitativamente diferentes grupos de
sustancias lipidicas de interés bioenergético, alimen-
ticio, farmacéutico y cosmético. El contenido lipidico
obtenido de la biomasa control, 162,6 * 4,1mg/g
muestra, y de la biomasa estresada, 265,8 * 4,8 mg/g
muestra, comparativamente con la bibliografia exis-
tente, se evalian como adecuados rendimientos de
produccioén, sobre todo teniendo en cuenta que esta
especie de microalga esta especialmente indicada para
procesos de tratamiento de efluentes.

La biomasa agotada ain puede ser fuente de carbo-
hidratos parala obtencion de bioetanol o complemento
del alimento animal. La misma present6 un contenido
de 220 * 3,5 mg/g muestra, biomasa control, y de 420
* 3,8 mg/g muestra, biomasa estresada.

Enlabiomasa estresada el contenido de la fraccion de
aceites y a/[3 caroteno aument6 en un 344% y ademas,
se indujo la produccién de astaxantina, mono- y diés-
teres. Estos compuestos tienen un alto valor comercial
y son resultados alentadores para el desarrollo de una
estrategia de integracion de procesos de produccion de
biomasa con una biorrefineria microalgal.

Dado que gran parte de nuestro pais pertenece al

CUELLO, GORI, MOHEIMANI, CHAMORRO

Universidad Tecnoldgica Nacional *

denominado “Cordén Solar” (International Energy
Agency (2011)), es decir, que recibe radiacién directa
de entre 2000 y 3000 KWH/m2 por afo, adecuada
para el cultivo de microalgas (Comprehensive Oil
Algae Report (2015)), y que las mismas pueden ser
utilizadas para alcanzar objetivos conjuntos de remo-
cién de nutrientes de aguas residuales y obtencion
de metabolitos de interés comercial a partir de la
biomasa algal alli cultivada, el disefio de procesos inte-
grados donde los sistemas de tratamiento de efluentes
sean productores de la materia prima de una biorrefi-
neria microalgal es parte de un enfoque de integracion
para que Produccién y Ambiente no sean dos ambitos
excluyentes del otro.

Los resultados obtenidos son muy alentadores en
este momento en que, mundialmente, se persigue la
produccion de compuestos organicos de valor comer-
cial, mediante procesos integrados, sustentables
ecoldgicamente y rentables econdmicamente.

El estudio del desempefio de esta microalga en
aguas residuales que no contengan metales pesados
en comparacion con los resultados aqui presentados,
permitird establecer la base de una ecuacién econoé-
mica para dar sustento al disefio y optimizacién de
una biorrefineria microalgal acoplada a servicios de

tratamiento de efluentes.
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