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Resumen

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, que utilizan energia luminica y didxido de
carbono (CO») para crecer, liberando oxigeno a la atmosfera. Esto puede ser aprovechado a escala
industrial para mitigar las emisiones de CO,, y al mismo tiempo obtener una biomasa microalgal de
alto valor. En esta oportunidad, en la Bodega Casimiro Wines (Angaco, San Juan), se acopld un
fotobiorreactor batch inoculado con Chlorella sp. (FAUBA-17) a un tanque de fermentacion de 300L
inoculado con Saccharomyces cerevisiae comercial y mosto de uvas blancas. Se monitore6 la
temperatura y la densidad (°Bé) de la fermentacion vinica, y la concentracion celular (N°cél/mL) y
el pH del fotobiorreactor. Luego de dos semanas de fermentacion, se cosecho la biomasa de Chlorella
sp. y se analizé su perfil de pigmentos. Se procedio a la ruptura celular y extraccion de los pigmentos,
con una técnica en caliente, empleando etanol durante 1h a 60°C. Una vez hecho esto se procedio
con la identificacion de pigmentos utilizando la técnica de Cromatografia en Placa Fina (TLC), con
una Placa PET con Gel de Silice (Fluka) y acetato de etilo:hexano (8:2) como fase mévil. Luego de
transcurridos 10min, se logré apreciar la presencia de clorofila a, clorofila b y carotenoides. Estos
pigmentos naturales pueden ser utilizados en la industria de alimentos en reemplazo de pigmentos
sintéticos. Este trabajo confirma la importancia de la implementacion de fotobiorreactores en la
industria local, propiciando la transferencia del conocimiento cientifico al sector industrial,
fomentando el desarrollo sostenible y la economia circular de los procesos.
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INTRODUCCION

Los pigmentos son cruciales para el metabolismo
fotosintético de las microalgas y también proporcionan
actividades antioxidantes para proteger a las células de
los dafios (Fig. 1) [1]:
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Fig. 1. Pigmentos de microalgas.

Los pigmentos microalgales se explotan en diversas
industrias, como colorantes alimentarios y productos
para la salud. Comercialmente los pigmentos que
tienen mayor interés son: Clorofilas a y b de Chlorella
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(hasta un 4,5% peso seco); B-caroteno a partir de la
microalga Dunaliella salina (14 % peso seco);
Astaxantina de color rojo-rosado proveniente de
Haematococcus pluvialis (0.2-5.0% peso seco); luteina
de color amarillo que se encuentra en Scenedesmus,
Chlorella, Muriellopsis spp; y ficocianina de Spirulina
spp. Y ficoeritrina de Porphyridium spp [1].

Para la deteccion e identificacion de estos pigmentos
suelen utilizarse técnicas cromatograficas. La
cromatografia en capa fina (TLC) es una técnica de
laboratorio, sencilla y de bajo costo, que permite
separar los componentes de la mezcla mediante
migracion diferencial a través de un lecho plano de una
fase estacionaria, con la fase modvil fluyendo por
fuerzas capilares. Una vez completada Ila
cromatografia, los solutos se detectan en la superficie
de la placa de capa fina [2]. La TLC se puede utilizar
para analizar casi cualquier clase de sustancia,
incluidos lipidos, nucleétidos, glucodsidos,
carbohidratos, acidos grasos, alcaloides, fenoles,
pesticidas, esteroides y glucosidos [3].

»econfedi




20

© 3 CAEDI

OBJETIVOS

Extraer e identificar los pigmentos fotosintéticos de
la biomasa de Chlorella sp. (FAUBA-17) generada en
el proceso de biocaptacion del CO, proveniente de la
fermentacion vinica.

MATERIALES Y METODOS
1) Preparacion de inoculo de Chlorella sp.

Se adquirio6 la cepa Chlorella sp. (FAUBA-17) de la
Coleccion de Cultivos de Microalgas de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (CCM-
FAUBA). Se desarroll6 el indculo en la sala de cultivo
de microalgas del Instituto de Ingenieria Quimica,
Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional de San
Juan (IIQ-FI-UNSJ), utilizando Medio Basal de Bold
(MBB) [4], a 25°C con una irradiacion continua de luz
de 240pmol.m™.s”', durante 15 dias. Luego, se hizo
observacion microscopica y recuento celular en camara
de Neubauer.

ii) Biocaptura de CO, en la Bodega Casimiro
Wines.

El inoculo preparado se utilizd para realizar la
biocaptura del CO, proveniente de la fermentacion
vinica en la Bodega Casimiro Wines (Angaco, San
Juan). Se trabajo a temperatura ambiente de /8°C, con
un [0%v/v del in6éculo en MBB, operando dos
fotobiorreactores tubulares verticales (volumen total de
7L cada uno) acoplados al tanque de fermentacion
vinica de 300L. La fermentacion vinica se realizd con
mosto de uva blanca inoculado con levadura
Saccharomyces  cerevisiae comercial (midiendo
temperatura y densidad en °Bé). El fotobiorreactor se
oper6 en modo batch durante /6 dias. Se cosecho la
biomasa de microalgas y se traslado al laboratorio del
IIQ-FI-UNSJ para su analisis.

iii) Extraccion e identificacion de pigmentos de
biomasa de Chlorella sp.

Se procedid a la ruptura celular de la biomasa de
microalgas segun [5]. Se colocé 15mL de suspension
de microalgas en tubo falcon y se centrifugdé a 3500
rpm durante 10 min. El precipitado de microalgas se
lavé dos veces en agua destilada resuspendiendo
mediante agitacion en vortex y centrifugacion a 3500
rpm durante 10 min. Se elimin6 el sobrenadante y se
transfirié el precipitado a eppendorf de 2 mL con el
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agregado de 1 mL de etanol y se agit6 en vortex. Se
cubrid6 el tubo con papel aluminio y se incubd en bafio
de agua a 60 °C durante 1 h. Se enfrid y se centrifugo a
3500 rpm durante 10 min. El sobrenadante quedo
enriquecido con los pigmentos fotosintéticos. La
identificaciéon de los pigmentos se realizdO como se
muestra en la Fig. 2 utilizando la técnica de
Cromatografia en Placa Fina (TLC), con una Placa PET
con Gel de Silice (Fluka) y acetato de etilo:hexano (8:2)
como fase mévil [6]:
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Fig. 2. Pasos para separacion de pigmentos de
microalgas con TLC.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo una concentracion celular de Chlorella sp.
de 2.57 x 107 célmL y se realizd observacion
microscépica para identificar su morfologia (Fig. 3):

g P
)
- o 7N

ol

Fig. 3. In6culo de microalga y observacion
microscépica en 100X.

Para su uso en el fotobiorreactor se ajustdo la
concentracion del indculo a 1 x 10° cél/mL. Luego del
proceso de biocaptura del CO, de la fermentacion
vinica en Bodega, se cosecho la biomasa de microalgas
en una concentracion promedio entre ambos reactores
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de 1.05 g/L, siendo este rendimiento reportado en
bibliografia como un valor aceptable y esperable.

Aplicando la técnica de extraccion de pigmentos, se
constato la solubilidad de las clorofilas y carotenoides
en etanol, un solvente amigable con el medio ambiente,
evitando el uso de solventes organicos mas
contaminantes.

La cromatografia en capa fina revelo la presencia de
los pigmentos extraidos de la biomasa de microalga
biocaptadora del CO, proveniente de la fermentacion
vinica (Fig. 4).
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Fig. 14. Placa de TLC con los pigmentos separados.

Clorofila 'y carotenoides son los pigmentos
dominantes presentes en las microalgas verdes. Gracias
a la aplicacion de la técnica TLC y a la bisqueda de
cromatogramas en bibliografia [7], se pudo identificar
la presencia de clorofila a, clorofila b y B-caroteno en
la cepa Chlorella sp. (FAUBA-17) estudiada.

CONCLUSIONES

Las técnicas de laboratorio desarrolladas permitieron
identificar los principales pigmentos fotosintéticos de
la biomasa de microalgas biocaptadoras de CO; en la
Bodega. Luego de una produccion a escala y de una
etapa de purificacion, dichos pigmentos podrian
utilizarse como colorantes naturales en sustitucion de
los pigmentos sintéticos actualmente utilizados en
alimentos, otorgandole un uso comercial a la biomasa
generada. Como trabajo futuro se pretende analizar el
contenido de proteinas, lipidos e hidrato de carbono de
la biomasa microalga, para definir otras aplicaciones.
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