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INTRODUCCION

Area energética

Reducciodn de
reservas petroleras

Contaminacion/cambio
climatico

Biocombustibles

 Primera generacion
Segunda generacion
Tercera generacion




MICROALGAS

« Autdtrofos unicelulares, coloniales filamentosos

 Pigmentos fotosintéticos que les permiten realizan
fotosintesis oxigenica

« Fuente importante de biomoléculas y
metabolitos

« Lipidos, proteinas y carbohidratos

Tratamiento de
aguas residuales

Disminucion de
emisiones de CO,

« Facilitar el control de las emisiones de
carbono mediante absorcion y biofijacion de
grandes cantidades de CO2




HIPOTESIS

= Se conoce que las moléculas de triésteres de glicerilo pertenecientes a

los aceites vegetales y animales, intervienen en el proceso de
transesterificacion para la produccion de biocombustibles. Es por eso
que la biomasa de microorganismos como las microalgas es una
apuesta a largo plazo para el desarrollo de energias mas limpias al
tener en su estructura una cantidad importante de dichas biomoléeculas.

= La biomasa de consorcios de microalgas provenientes de la Reserva
Biologica “Limoncocha’” puede ser aprovechada por su contenido de
lipidos totales y perfil lipidico para la produccion de biocombustibles

de tercera generacion.




OBJETIVOS

= Objetivo General:

o Obtener biomasa de microalgas provenientes de la laguna de Limoncocha utilizando
fotobiorreactores a escala de laboratorio para su posterior caracterizacion y su aplicacion en la
produccion de biocombustibles

= QObjetivos especificos
o Cultivar diferentes cepas de microalgas controlando las variables de cultivo.

o Determinar la cinética de crecimiento de las microalgas mediante conteo celular y densidad
optica.

o Establecer la productividad de biomasa seca en los fotobiorreactores.

o Implementar los métodos de caracterizacion en la cuantificacion de lipidos totales, perfil lipidico
y proteinas.



METODOLOGIA

Area de estudio y muestreo de cepas

= Lareserva de Limoncocha esta ubicada a 210
km al este de Quito aproximadamente, en la
provincia  Shushufindi,  parroquia  de
Limoncocha.

Puntos de muestreo:

= Punto 1: El Cano;

= Punto 2: Desembocadura del Pishira;

= Punto 3: Desembocadura de Playa Yacu;
= Punto 4: Zona Profunda;

= Punto 5: Muelle
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OBTENCION Y PRE TRATAMIENTO DE BIOMASA

= Método de centrifugacion

= Centrifuga modelo K de International
Equipment Co. de 1 litro de capacidad y %
HP (Pellets)

= Secado en la estufa/planchas a 105°C.

= Disrupcion celular a -80°C (congelamiento)
= Solucion buffer de extraccion

= Caracterizacion




OBTENCION DE LIPIDOS TOTALES Y PERFIL LIPIDICO

Lipidos totales (Método Soxhlet) Perfil lipidico (Cromatografia de capa fina)

Duplicado con 5 g de

biomasa seca = Placas preparadas de
. silica gel
300 ml Extraccidn solvente J

(cloroformo: metanol 1:2) = 10 mg biomasa seca

= Cloroformo/metanol
fagua/ hidroxido de
amonio (70:30:3:2)

= |ecitina de soya

Recuperacion del solvente:
destilacion

%grasa cruda = m2-m1/m *100

m: peso de la muestra
m1: tara del matraz solo
m2: peso matraz con grasa




OBTENCION DE PROTEINAS

Meétodo Biuret Electroforesis
Recta Estandar y = 0,1168x + 0,0062
R2=0,9965
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Concentracién mg/ml

.. ] Gel de poliacrilamida
= Seroalbumina bovina (BSA)

50 mg de biomasa
= Espectrofotometro a 570 nm.

Muestras las cuales se mezclaron con 7,5 pL de loading buffer 2x



célulasl/ml

MODELO Y CINETICA DE CRECIMIENTO (VISCHERIA/SCENEDESMUS SP)

(Vischeria/Scenedesmus sp) 100 mL  :15157 cel/mL

Para establecer la cinética de crecimiento de cada uno de los fotobiorreactores se utilizé el modelo de crecimiento
exponencial N = N, * (2)"

Cultivo 2 Cultivo 6
6000000 2500000
N 148000
5000000 Ng 492000 2000000 hf e
N 4632000
4000000 n 3,33
n 321 £ 1500000
3000000 =
3 1000000
2000000
500000
1000000
0 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Dias Dias
—@— Vischeria Scenedesmus

—@— Vischeria Scenedesmus



MODELO Y CINETICA DE CRECIMIENTO (CHLORELLA/MONORAPHIDIUM

CONTORTUM SP)

Células/ml

Para establecer la cinética de crecimiento de cada uno de los fotobiorreactores se utilizé el modelo de crecimiento
exponencial N = N, * (2)"

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

0

-1000000

0

Cultivo 6
Ny 468000
N 5303030
n 3,48

(Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)
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Exponencial (Chlorella)

12

14

Células/ml

16
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n 441

6 8
Dias

—@— Chlorella ——®—— Monoraphidium Con.

10

12

14

16



Células/ml

CORRELACION DENSIDAD OPTICA

(Vischeria/Scenedesmus sp) (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)
Cultivo 3 Cultivo 8
2000000 6000000
[ ® [
y = 2E+06x - 59515 5000000 y = 4E+06x - 537275 .
1500000 R2=0,9374 ° R2 =0,9408
4000000
1000000
E 3000000
§ 2000000
500000
1000000
0 8
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000 0 e
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14
-500000 -1000000

Abosorbancia Absorbancia



PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA SECA

(Vischeria/Scenedesmus sp) (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)
Productividad g biomasa seca/L Productividad g biomasa seca/L
g L g/L g L g/L
Cultivo 2 3,0211 2,220 1,36 Cultivo6 | 3,2848 | 2,045 1,60
Productividad 26,48 Productividad | 31 53
bateh gramos bateh | 5ramos




LIPIDOS TOTALES

(Vischeria/Scenedesmus sp)
Ensayo 1

m: peso de la 5,00
muestra g
Lipidos totales 16 %
Ensayo 2
m: peso de la 5,00
muestra g
Lipidos totales 15 %

(Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)
Ensayo 1

m: peso de la 5,00
muestra g
Lipidos totales 42 %
Ensayo 2
m: peso de la 5,00
muestra g

Lipidos totales 41 %



PRODUCCION DIARIA DE LIPIDOS

(Vischeria/Scenedesmus sp) (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)

N° g*Lt |gLt*dia!|lipidos g L-'*dia N° gLt g L'*dia! lipidosg L'*dia
-1 -1

Productividad Productividad

Cultivo2| 1,36 0,11 0,018 Cultivo 6 1,60 0,13 0,021




PERFIL LIPIDICO

Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina

Fosfatidilinositol

Fosfatidilserina

Rf= Distancia de la muestra desde el
origen/Distancia del eluyente desde el origen

Rf M1 M?2
(Vischeria/Scenedesmu | (Chlorella/Monoraph
s sp) idium Contortum sp)
Fosfatidilserina 0,13 - -
Fosfatidilinositol | 0,20 0,25 0,23
Fosfatidilcolina 0,68 - 0,73
Fosfatidiletanolami | 0,80 0,83 0,82

na




Absorbancia 570 nm

PROTEINAS METODO BIURET

Recta Estandar

\ ]

E\]

0,5 1 15 2 2,5
Concentracién mg/ml

y =0,1168x + 0,0062
R2=0,9965

Consorcio Muestra Cantidad Abs570nm %
mg Proteina
Vischeria/Scened M1 50 0,135 2,20
esmus sp
Chlorella/Monor
aphidium M2 50 0,182 1,50

Contortum sp




PROTEINAS ELECTROFORESIS

a °* Pretratamiento
de la biomasa

La resistencia de la pared
celular al rompimiento no
permite liberacion de los

componentes de las

microalga

e Gel de
eletroforesis

* Interpretar e
indentificar las
bandas

Medios quimicos: Tratamiento
con solventes organicos, con
alcalisis, con acidos

Medios fisicos: ondas de ultra-
sonido, homogenizacion en
alta presion, o microondas

Medios enzimaticos: lisis
enzimatica



CONCLUSIONES

= Las condiciones de cultivo en medio BBM, pH 6,6, rango de
temperatura de 262 °C, luz artificial continua (lamparas LED’s) y
alreacion constante favorecen el crecimiento exponencial de la cepa
Visheria sp en el primer consorcio de microalgas y de la cepa

Monoraphidium Contortum sp para el segundo consorcio de
microalgas.

= S| no se tiene un monocultivo o cultivo axenico de microalgas es
posible que la aplicacion del método indirecto para la determinacion
del crecimiento celular mediante densidad optica no sea viable, dando
como resultado correlaciones bajas.



CONCLUSIONES

= En relacibn a la productividad de biomasa microalgal Ila
Implementacion de condiciones de cultivo a escala de laboratorio
produce buenos rendimientos en el crecimiento celular de ambos
consorcios de microalgas.

= Para el periodo de cultivo el inoculo inicial es un factor esencial para
el comienzo o arranque de la fase exponencial de crecimiento de las
microalgas en los fotobiorreactores, siendo este de 12 a 15 dias hasta
alcanzar la fase estacionaria.



CONCLUSIONES

= En la extraccion de lipidos totales mediante el metodo Soxhlet el
segundo consorcio compuesto por Chlorella/Monoraphidium
Contortum sp tiene mejores rendimientos en la produccion de
biocombustibles debido a su alto contenido de lipidos totales.

= Mediante la cromatografia en capa fina T.L.C es posible la identificacion
de lipidos anfipaticos como son los fosfolipidos contenidos en la biomasa
de consorcios de microalgas, usando lecitina de soya como indicador y
una fase movil de cloroformo/metanol/agua/hidroxido de amonio.



CONCLUSIONES

= El método fisico de congelamiento como pretratamiento de la biomasa de
microalgas no logra el rompimiento de la pared celular, por lo tanto los
datos obtenidos en la cuantificacion mediante el método de Biuret y
electroforesis demuestran un contenido bajo en proteinas en ambos
CONSOrCIOoS.



RECOMENDACIONES

= Para determinar la mejor cepa de microalgas en la produccion de biocombustibles es
necesario obtener un monocultivo o cultivo axénico de dichos microorganismos mediante
los procesos de aislamiento como son el aislamiento con pipeta, diluciones seriadas o
alslamiento mediante placas de agar

= Para posteriores estudios se debe implementar otros metodos de disrupcion celular tal
como la aplicacion de enzimas o acidos que garanticen el rompimiento de esta barrera
para lograr con eficiencia la caracterizacion de biomasa de microalgas.

= Si bien es cierto mediante la T.L.C se puede determinar el contenido de fosfolipidos en la
biomasa de microalgas, analisis como la cromatografia de gases determinara el perfil de
acidos grasos, los cuales intervienen directamente en la reaccion de transesterificacion en
la produccion de biodiesel
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