UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK

FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES

Trabajo de Fin de Carrera Titulado:

“EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA
LIMONCOCHA COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE
BIOCOMBUSTIBLES”

Realizado por:

MARIA SOLEDAD SUBIA MUNOZ

Director del proyecto

Ing. MBA. Rodolfo Jefferson Rubio Aguiar

Como requisito para la obtencion del titulo de:

INGENIERA QUIMICA INDUSTRIAL

Quito, 3 de AGOSTO de 2017



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

DECLARACION JURAMENTADA

Yo. MARIA SOLEDAD SUBIA MUNOZ, con cédula de identidad 171668305-5,
declaro bajo juramento que el trabajo aqui desarrollado es de mi autoria, que no ha sido
previamente presentado para ningtin grado a calificacion profesional; y, que he
consultado las referencias bibliograficas que se incluyen en este documento. A través de
la presente declaracion, cedo mis derechos de propiedad intelectual correspondientes a
este trabajo, a la UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK, segtin lo establecido por la
Ley de Propiedad Intelectual, por su reglamento y por la normativa institucional

vigente.

ofsdatliddact)
MARIA SOLEDAD SUBIA MUNOZ

C.C: 171668305-5



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

DECLARATORIA
El presente trabajo de investigacion titulado:
“EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA
LIMONCOCHA COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE
BIOCOMBUSTIBLES.”

Realizado por:

MARIA SOLEDAD SUBiA MUNOZ
como Requisito para la Obtencion del Titulo de:
INGENIERA QUIMICA INDUSTRIAL
ha sido dirigido por el profesor
RODOLFO JEFFERSON RUBIO AGUIAR

quien considera que constituye un trabajo original de su autor

RODOLFO JEFFB{{SQ/ RUBIO AGUIAR

DIRECTOR



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

LOS PROFESORES INFORMANTES

Los Profesores Informantes:

PABLO CASTILLEJO

JOHANNA MEDRANO

Después de revisar el trabajo presentado,
lo han calificado como apto para su defensa oral ante

el tribunal examinador

Pablo Castillejo (JoHanna Medrano

Quito, 3 de Agosto de 2017



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

DEDICATORIA

A mi familia por todo el apoyo incondicional que me han brindado y quienes han sido una

parte fundamental en todo este camino.

A mis amigos por apoyarme en los buenos y malos momentos.

Vi



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

AGRADECIMIENTO

A mi familia por todo el amor y esfuerzo.

A mis maestros por impartirme los conocimientos necesarios para poder culminar con éxito
esta etapa de mi vida.

vii



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

viii



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES
Maria Soledad SUBIA MUNOZ:

Rodolfo Jefferson, RUBIO AGUIARY

! Universidad Internacional SEK, Facultad de Ciencias Naturales y Ambientales Quito,

Ecuador

“ AUTOR DE CORRESPONDENCIA: Ing. MBA Rodolfo Jefferson Rubio Aguiar,

Universidad Internacional SEK, Facultad de Ciencias Naturales y Ambientales, Quito

Ecuador

rodolfo.rubio@uisek.edu.ec

Titulo corto: EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS PARA LA

PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES.



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

RESUMEN

Se determinaron las mejores condiciones experimentales para la produccion y evaluacién de
la biomasa de microalgas provenientes de Limoncocha con el objetivo de comprobar si
pueden ser aprovechadas para la obtencién de biocombustibles. Adicionalmente se dio
seguimiento a diferentes cultivos con el fin de obtener la cinética de crecimiento de las
microalgas mediante conteo celular y establecer el rendimiento con el que se producen a
escala de laboratorio controlando las diferentes variables que intervienen en dicho proceso.
Una vez obtenida la biomasa en los fotobiorreactores se procedi6 a caracterizar con el fin de
conocer su composicion y contenido de lipidos y proteinas para saber si estos pueden ser una
opcidn en la generacion de biocombustibles de tercera generacion. En este trabajo, se presenta
la caracterizacion de lipidos microalgales por los métodos Soxhlet usando una mezcla binaria
de cloroformo/metanol como solventes, dando resultados de 16 % de lipidos totales para
Vischeria sp-Scenedesmus sp y 42% para el consorcio de Chlorella sp-Monoraphidium

Conturtum sp.

PALABRAS CLAVE: microalgas, biomasa, Limoncocha, lipidos, proteinas,

biocombustibles, cinética
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ABSTRACT

The best experimental conditions were determined for the production and evaluation of
microalgae biomass from Limoncocha Lagoon, to prove whether they can be used to obtain
biofuels. In addition, different microalgae cultures were monitored in order to obtain
microalgae growing kinetics by cellular count and establish their production yield at
laboratory scale by controlling different variables that intervene in the process. The biomass
obtained in the photo bioreactor were characterized to determine its composition as well as
lipids and protein contents, in order to check if these cultures could be an option for the
obtainment of third generation biofuels. In this research, lipid characterization of microalgae
was determined by Soxhlet method using a chloroform/methanol binary solution as solvent,
resulting 16 % of lipids for Vischeria sp-Scenedesmus sp and 42 % for Chlorella sp-

Monoraphidium Conturtum sp, respectively.

KEY WORDS: Microalgae, biomass, Limoncocha, lipids, proteins, biofuels, kinetics
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INTRODUCCION

En la actualidad el &rea energética enfrenta dos importantes problemas: la reduccion
de las reservas petroleras y el aumento de la emision de CO, causante del cambio climético.
Ambos resultados estan relacionados directamente con la utilizacion de fuentes de energia
derivadas de los combustibles fosiles. A partir de la revolucién industrial los gases de efecto
invernadero provenientes de los procesos industriales subieron drasticamente y solo hasta el
siglo XX es cuando la comunidad cientifica les atribuye las alteraciones producidas en los

ecosistemas y en poblacion humana (Ximhai, 2006).

El petréleo, carbdn y gas natural han sido las fuentes principales de energia en el
mundo representando aproximadamente el 80 % y aun para el afio 2030, las fuentes
renovables representaran una pequefia porcion de la energia global generada. Las
proyecciones a futuro para los combustibles derivados del petréleo son cada vez menos
prometedoras tomando en cuenta que los yacimientos restantes son mas complicados de
refinar por ser de crudo pesado y extrepesado, lo cual se refleja directamente en los costos de

produccién y en la rentabilidad de los mismos (Ximhai, 2006).

En el Ecuador, segun estadisticas del Banco Mundial, para el afio 2010 el 87,9 % de la
energia consumida provino de combustibles derivados del petréleo, tomando una tendencia
ascendente para los proximos afios (Banco Mundial, 2013). La economia de nuestro pais
dependen fuertemente de los combustibles fosiles y se sostiene mediante la exportacion de
crudo y la demanda de sus derivados que supera los 7000 millones de barriles de petréleo

segun datos del Banco Central del Ecuador en el 2012 y 2013 (Salas, 2015).

La generacion de nuevas fuentes de energias alternativas que no esten ligadas a los

combustibles fosiles resulta un desafio para la sociedad actual. En este contexto, son
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imprescindibles fuentes que sean eficientes para lograr competir con el mercado dominante
del petréleo y que pueden satisfacer la demanda generada por los consumidores. Como
consecuencia, se hace necesario la implementacion de estudios, andlisis y caracterizacion de
nuevas materias primas y métodos para la obtencion de combustibles sustentables que en un
futuro puedan reducir drasticamente la dependencia de estas fuentes contaminantes y poco

amigables con el medio ambiente (Salas, 2015).

Biocombustibles

A partir del afio 2008, la generalidad sobre los biocombustibles comenz6 a tomar
fuerza debido al aumento en los precios de los alimentos y los combustibles habituales
derivados del petréleo los cuales generan impactos ambientales y un deterioro de los
ecosistemas. Si bien es cierto este concepto y la idea de optar por este tipo de combustibles
hoy en dia es més fuerte, la investigacion tanto como la produccién de los mismos ha estado

presente desde el siglo X1X (Cotidiano, 2009).

Gobiernos como el de Estados Unidos y paises europeos han enfatizado la necesidad
de la generacion de energia a partir de biocombustibles como una fuente alternativa al uso de
combustibles fésiles. La propuesta de sustituir en un 20 % el consumo de energia tradicional
por la implementacion de combustibles de segunda y tercera generacion ha sido pronunciada
por paises como Estados Unidos con el fin de comenzar una transicion hacia las energias
“verdes”. Sin embargo, con esto se agudizé la competencia entre la utilizacion de estas
materias primas en la produccion de alimentos o de biocombustibles, pues estos se pueden
generar de los propios alimentos como el maiz, la cafia de azlcar, soya entre otros con el

consiguiente incremento de precios de estos alimentos basicos (Cotidiano, 2009).
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Los biocombustibles de primera generacion comprenden fuentes o materias primas de
origen agricola, las cuales contienen un alto contenido de almiddn, azlcares y aceites.

Algunas

de estas materias primas son la palma, soya, coco o semillas de girasol. Adicionalmente se
emplean de igual manera insumos de grasas animales derivados de la coccién o elaboracion

de solidos organicos (Maciel, 2009)

Materias primas agricolas y forestales como la celulosa son fuentes en la produccién
de biocombustibles de segunda generacion entre ellos el bagazo de la cafia de azUcar, trigo,
aserrin y hojas son ejemplos de materias primas de dichos combustibles. Los procesos que
intervienen en la produccién tienen un nivel méas alto de complejidad que los citados
anteriormente y con estos se logran producir etanol, metanol, gas de sintesis, biodiesel etc.,
que entre su ventaja principal se encuentra la reduccion de materias primas destinadas

principalmente al sector alimenticio (Maciel, 2009)

Finalmente los combustibles de tercera generacion son obtenidos a partir de materias
primas no destinadas a la alimentacion, son de crecimiento rapido y dentro de su composicion
contienen biomoléculas de alta densidad energética denominados asi “cultivos energéticos”.
Entre estas materias primas se encuentran los pastos perennes, arboles y algas verdes (Maciel,
2009). La gran esperanza se enfoca en los estudios que apuntan a esta clase de
biocombustibles usando la biomasa producida por estos microrganismos fotosintéticos
autotrofos o heterotrofos como son las microalgas, tomando en cuenta que facilitan el control
de las emisiones de CO, mediante la absorcion y biofijacion de cantidades significativas de

este gas de efecto invernadero durante su produccion y cultivo (Grunewald, 2011).

Se basan en las propiedades de sus materias primas y los procesos tecnoldgicos

empleados para su obtencidn. La materia prima de estos combustibles son las microalgas, la
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cuales apuntan a la generacién de una gran cantidad de biodiesel por unidad de area gracias a
su contenido de grasas el cual es mayor que muchas fuentes actuales y no compiten por el

terreno con cultivos de interés agronomico. (Gonz, Kafarov, & Guzm, 2009).

Tomando en cuenta que en el Ecuador se espera implementar politicas y estrategias
para el cambio de la matriz productiva, se estima que los biocombustibles aporten cada vez
mas en la generacion de energia para el sector de transporte urbano. En nuestro pais no
solamente hay una demanda no satisfecha en el area energética, sino que también existe un
gran desconocimiento sobre la generacion de combustibles empleado materias primas como
las microalgas por lo que dichos estudios aportaran significativamente en el complejo proceso
de implementar soluciones y alternativas al uso de energias provenientes del petréleo como

apuestas sostenibles a mediano y largo plazo (Andrade, 2013).

Con estos antecedentes la idea de la implementacién de microalgas con el objetivo de
la generacion de energia ha surgido con mas fuerza en los ultimos afios; su uso no solamente
implica ventajas energéticas, de igual manera contribuyen al control del efecto invernadero y
lluvia cida por ser fijadores de CO; y nitrogeno. En estudios recientes se ha extendido la idea
de usar la biomasa de estos microorganismos para la obtencién de nuevas fuentes alternativas
y sustentables de biocombustibles, proponiendo una solucién a varios problemas relacionados

al uso de combustibles derivados del petréleo (AST ingenieria S. L., 2013)

Por otra parte, la busqueda de fuentes energéticas que no demanden grandes
cantidades de tierra y propongan el uso mas eficiente del recurso hidrico ha puesto en plano
principal a los aceites de microalgas. Adicionalmente estos microrganismos tienen la
capacidad de convertir de forma eficiente el CO,, uno de los principales gases de efecto
invernadero, junto con la luz solar en biomasa y aceites que no compiten con las semillas

oleaginosas por la seguridad alimentaria para la poblacion. Existen varios estudios que
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proponen que el uso de biomasa de microalgas producira aproximadamente 10 veces mas

biodiesel por unidad de superficie que las fuentes actuales (Daniela et al., 2015).

Microalgas

Las microalgas son organismos autotrofos unicelulares, coloniales, filamentosos que
pueden habitar en numerosos medios acuaticos y ecosistemas dentro del planeta Tierra.
Presentan pigmentos fotosintéticos que les permiten realizan fotosintesis oxigénica y son
capaces de convertir la energia proveniente de la luz en energia quimica siendo cuatro veces
mas eficientes a la de las plantas. Uno de los roles fundamentales de estos microorganismos
radica en el hecho de ser los principales productores primarios de la cadena tréfica, siendo asi
pioneros en la formacion de la materia organica. Tomando en cuenta la diversidad de cepas
que existen, su tamafio puede oscilar en rangos de 5 a 50 pum aproximadamente y son los
organismos de crecimientos mas rapido en la tierra, desarrollandose asi en ambientes con pH

y temperatura variables (Segoviano & Islas, 2017)

Las microalgas son una fuente importante de biomoléculas y metabolitos que pueden
ser aprovechados en un sin numero de aplicaciones con el fin de obtener un beneficio
econdmico y generar energias alternativas. Dentro de su composicion se encuentran lipidos,
proteinas y carbohidratos y su contenido lipidico oscila entre 20 y 50 % en peso seco.
(Colorado, Moreno, & Pérez, 2013). La produccion de aceites derivados de microalgas es
mayor en comparacion a otras materias primas de origen vegetal empleadas en la elaboracion
de biocombustibles, ademas se necesita una menor superficie que otros cultivos agricolas

destinados al area energética (Ximhai, 2006)

El desarrollo de esta investigacion aportara informacion acerca de las condiciones de
cultivo, y la composicién y rendimiento de la biomasa de consorcios de microalgas

provenientes de Limoncocha para la obtencion de biocombustibles. Utilizando
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fotobiorreactores a escala de laboratorio para su posterior caracterizacion y su aplicacion en la
produccién de biocombustibles, determinar la cinética de crecimiento de las microalgas
mediante conteo celular y densidad dptica, establecer la productividad de biomasa seca en los
fotobiorreactores e implementar los métodos de caracterizacion en la cuantificacion de lipidos
totales, perfil lipidico y proteinas con el fin de generar soluciones para la disminucién de los
impactos generados por los combustibles fosiles en los ecosistemas y de esta forma contribuir
al mejoramiento de esta problematica.

Se conoce que las moléculas de triésteres de glicerilo pertenecientes a los aceites vegetales y
animales, intervienen en el proceso de transesterificacion para la produccién de
biocombustibles. Quimicamente, el biodiesel es una mezcla de ésteres de alquilo (metilo,
etilo, ...) que contienen largas cadenas de acidos grasos obtenidos tipicamente a partir de
recursos bioldgicos no toxicos, tales como los aceites vegetales. 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

biomoléculas. Por lo tanto se ha planteado la siguiente hipotesis:

La biomasa de consorcios de microalgas provenientes de la Reserva Bioldgica
“Limoncocha” puede ser aprovechada por su contenido de lipidos totales y perfil lipidico

para la produccion de biocombustibles de tercera generacion.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y muestreo de cepas

La reserva de Limoncocha estd ubicada a 210 km al este de Quito aproximadamente,

en la provincia Shushufindi , parroquia de Limoncocha (Ulloa, 1988).

El origen fluvial caracteristico de la laguna de Limoncocha viene formado a partir de un brazo
del rio Napo, y su temperatura media anual es de 24,9 °C. Por ser una zona rica en nutrientes
como fosforo y nitrogeno, la laguna de Limoncocha alberga una gran cantidad de
microorganismos como microalgas y cianobacterias. Y entre los géneros mas importantes se
encuentran Chlorella, Scenedesmus, Pandorina, Pediastrum para las microalgas y Microcystis,

Osillatoria y Anabaena para cianobacterias (Bravo, 2017).

Los puntos de muestreo fueron obtenidos de los afluentes y efluentes (Pishira y Playa Yacu)
ya que la unién de estos rios con la laguna provoca una mayor proliferacion de microalgas
debido a la cantidad de nutrientes vegetales presentes en el lugar. Existen especies que toleran
niveles de luz bajos (Valladares & Niinemets, 2008) y para su identificacion se tomaron

muestras de una zona profunda de Limoncocha. Los puntos para los muestreos fueron:

1. Punto 1: El Cafio;

2. Punto 2: Desembocadura del Pishira;

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

5. Punto 5: Muelle

10
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Figura 2 .Mapa de la Reserva Bioldgica Limoncocha

Fuente: MAE (2011).
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Medio de cultivo

Para la cinética de crecimiento celular se preparé el medio BBM (Bold’s Bosal Medium)

(Tabla 1) el cual contiene los siguientes stocks para su preparacion (Fraunhofer, 2005):

Tabla 1. Soluciones Stock para medio de cultivo BBM liquido

Solucion
Stock
SL1

SL?
SL3
SL4
SL5
SL6
SL7
SL8

SL9
SL10

e Solucién EDTA

Solucion
Stock
SL7

Componente Cantidad Volumen (para 1
litro)
NaNOs 259 10 ml
CaCl,.2H,0 2549 10 ml
MgS0,.7H,0 759 10 ml
K2HPO, 759 10 ml
KH,PO, 1759 10 ml
NaCl 2590 10 mi
EDTA solution see following recipe 1mil
Acidified iron see following recipe 1ml
solution
H3BO; 11,42 ¢ 1ml
Trace metals see following recipe 1ml
solution
Componente Cantidad (para 1
litro)
EDTA 50,00 ¢
KOH 31,00 ¢

e Solucién acidificada de hierro

Solucién
Stock
SLS8

e Solucién metales traza

Solucién

Componente Cantidad (para 100
FeS0O,4.7H,0 0,498 g
H,SO4 (96%) 0,1 ml
Componente Cantidad (para 1

12
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Stock litro)
SL8 ZnS04.7H,0 8,82 ¢
MnCl,.4H,0 1,44 g

MoO; 0,71 g

CUSO4.5H20 1,57 g
Co(NO3)2.6H,0 0,49¢

Se debe utilizar agua destilada y una vez preparado el medio el pH debe estar el rango de 5,5
a 6,6. Finalmente se debe esterilizar en el autoclave a 121 ° C durante 20 minutos para

posteriormente proceder a la siembra de las microalgas. (Fraunhofer, 2005).

Condiciones de cultivo
e Cultivo inicial

Para el primer batch se inocul6 100 mL en cada uno de los fotobiorreactores con un
namero inicial de 15157 cel/mL de las cepas Vischeria/Scenedesmus sp.
En el caso del segundo batch de microalgas se inoculé 50 mL en cada uno de los
fotobiorreactores con un nimero inicial de 2342 cel/ml de la cepas Chlorella/Monoraphidium

Contortum sp.

e [otobiorreactores

Reactores cilindricos de vidrio, transparentes y lisos con un volumen total de 4000 cc los
cuales contenian el medio BBM para el crecimiento de las microalgas. Para establecer la
cinética de crecimiento de cada uno de los fotobiorreactores se utiliz6 el modelo de

crecimiento exponencial N = N, = (2)™ en ambos consorcios de microalgas.
e Illuminacion

Entre los factores de crecimiento de estos microorganismos se podria considerar que la luz
es el principal componente limitante de los cultivos fotoautétrofos, ya que a diferencia de los

nutrientes y CO,, este no puede ser agregado al medio en exceso como los dos anteriores.

13
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Considerando que la energia luminica no se puede acumular, es un factor que debe ser

incorporada de forma continua (AST ingenieria S. L., 2013).

La energia luminica que se proporciond a las microalgas fue de forma artificial mediante
lamparas LED’S de en un fotoperiodo de 24 horas, las cuales se han determinado ser la fuente
mas eficiente y econdmica emitiendo mas del 98% de su luz entre 600 y 700 nm (AST

ingenieria S. L., 2013)

e Temperatura

El control de temperatura se realiz6 mediante la implementacion de un calefactor con el
fin de mantener un rango de temperatura estable durante el periodo de crecimiento celular
manteniendo una variacion de £2 °C en el proceso y controlando dicho pardmetro diariamente

mediante un sensor de temperatura.

e Aireacion

Se desarrolld un sistema de aireacion para la homogenizacion y oxigenacion de los
cultivos utilizando mangueras y alambre de acero inoxidable y un compresor modelo TIGER
de 50 litro de capacidad con el fin de evitar la sedimentacion de la biomasa en las paredes de
los fotobiorreactores y la distribucion homogénea de los nutrientes presentes en el medio

BBM.

Para el cultivo de los consorcios de microalgas se establecieron las siguientes condiciones de

iluminacién, temperatura, PH y aireacion:

Tabla 2. Condiciones de cultivo microalgas

lluminacion Lamparas LED’s
Temperatura 2842
PH 6,6
Aireacion Constante

14
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Conteo celular

Conteo celular mediante el uso de microscopio

Para el conteo celular se aplicaron dos métodos: se usé la camara de Neubauer como
método directo, la cual es una placa de cristal con forma similar al de un portaobjetos. En la
parte central de la placa existe una reticula cuadrangular. La reticula completa mide 3 mm x 3

mm de lado. Subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1mm de lado cada uno (Bastidas, 2011).

Figura 3. Detalle de la rejilla de una camara de Neubauer
Fuente: (Bastidas, 2011)

Para la realizacion del conteo celular en el microscopio se deben contar el nimero de
células presentes en los cuadrantes de color rojo considerando que para esto se enumeran las

celulas de los cuadrados mas pequefios realizandolo en forma de zigzag (Bastidas, 2011)

La siguiente formula segin (Bastidas, 2011) para sacar la concentracion de células por

mililitro es la siguiente:

Total células contadas x 10.000

Concentracion = — —
Numero de cuadrados x dilucién
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Determinacion de la concentracion celular por densidad optica

La concentracion celular se puede estimar de igual manera usando la densidad Optica
como un método indirecto y ciertamente menos preciso que el conteo celular en el
microscopio, sin embargo es una manera rapida de evaluar la concentracion del cultivo de
microalgas. Para la aplicacion de este método se debe establecer curvas de correlacion lineal
entre dos variables que en este caso son la concentracion celular obtenida mediante conteo

directo junto con la absorbancia (Arredondo-vega, 2007).

Para la determinacion de la longitud de onda algunos autores siguieren medir a 675 nm
siendo este valor cercano al pico de absorcion de la clorofila, lo cual evita que a
concentraciones bajas de microalgas se permita realizar la lectura con el minimo de errores
por lo tanto se usd ese valor para ambos consorcios de microalgas en la medicion de la

concentracion celular (Arredondo-vega, 2007).

Obtencion de biomasa seca

Una vez que se determind la culminacion de la fase exponencial de crecimiento celular
mediante conteo directo, se procedié a cosechar las microalgas. “Entre los métodos de
recuperacion de la biomasa se pueden encontrar centrifugacion, sedimentacion, filtracion,

flotacion y floculacion” (Hern, 2014).

Para la recoleccion de la biomasa se utilizo el método de centrifugacion siendo este
uno de los més eficaces, pero economicamente inviable a gran escala para la gran demanda de
energia que se requiere en dicho proceso. Se us6 una centrifuga modelo K de International
Equipment Co. de 1 litro de capacidad y ¥ HP para recolectar en pellets la biomasa separada
que posteriormente paso a disrupcion celular a -80°C vy al secado final en la estufa durante 1

hora a 105°C.
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Pretratamiento de la biomasa

Antes de proceder a la caracterizacion de la biomasa seca se debe acondicionar la
misma garantizando que ningun componente sea retenido por la pared celular de estos
microrganismos por lo tanto es imprescindible para la cuantificacion de lipidos y proteinas
romper dicha barrera. Para proceder a la evaluacion es necesario la disrupcion celular la cual
permite la cuantificacion de los componentes y biomoléculas en su totalidad facilitando el

proceso de extraccion.

Por tal razén es significativo tener en cuenta diferentes métodos para obtener el mejor
rendimiento en la caracterizacion, entre los mas destacados para romper la pared celular se
encuentran la deshidratacion por liofilizacién, congelamiento, reduccion de tamafio de
particula, ondas de ultra-sonido, y homogenizacién en alta presién, microondas y ultrasonido

(Oliveira-leite & Reis-, 2013).

En este caso, para realizar la disrupcién celular de los consorcios de microalgas
Vischeria/Scenedesmus sp y Chlorrella/Monoraphidium Contortum sp se tomaron las
muestras de biomasa siendo estas resuspendidas en una solucién buffer de extraccion para

posteriormente congelar a -80°C durante 24 horas.

Extraccién y cuantificacion de lipidos

Para la extraccion de lipidos se implementd el método estandar de extraccion de
muestras solidas conocido como Soxhlet. Su sistema se compone de un matraz, una camara de
extraccion y un condensador. Para la eleccion del solvente se busco el mejor rendimiento del
proceso de extraccion por lo tanto se utilizo una mezcla binaria cloroformo: metanol (1:2) con
el objetivo de captar los diferentes tipos de lipidos presentes en la biomasa de microalgas
(Garcia, 2011). Para la extraccion se hicieron ensayos por duplicado tomando en cuenta que

este método no presenta mayores errores en su aplicacion; inicialmente se secaron a 105°C
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dos balones de 500 mL en la estufa durante una hora para tomar el peso de los matraces sin

grasa.

Para cada extraccion se tomaron 5 gramos de biomasa seca de los diferentes
consorcios afiadiendo 300 mL la mezcla binaria de solventes en el matraz de extraccion. La
extraccion se realiz6 en un periodo de 8 horas garantizando que el proceso de sifonamiento
ocurra tres veces y una vez terminado el proceso se recuperé el solvente mediante destilacion
simple. Finalmente se pesan los balones con grasa para determinar el contenido lipido por

diferencia con la siguiente formula:

m2 —ml

% grasa cruda = — 100

m: peso de la muestra
m1: tara del matraz solo

m2: peso matraz con grasa

Perfil lipidico

Para realizar el perfil lipidico en la biomasa de microalgas se utiliz6 el método de
cromatografia en capa fina (T.L.C). Para la realizacion del perfil lipidico se usaron placas
preparadas de silica gel marca MERCK y una solucion de &cido bérico para su activacion en
la estufa a 120°C durante un periodo de una hora, para la preparacion de la solucion de acido

borico a 0,4 molar se uso las siguientes relaciones:

- PMdel H3BO3 = 61,83 gr/mol.

- Volumen=0,1L =100 ml.,

moles moles
= I :moles = M * L; moles = 0,4

x 01 L = 0,04 moles
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1297 goa_m0ls 54, de 4cido béri
mo —PM, , 61,83gr/m0l_ , gra,mOS e aclao borico

(Antequera & Martinez, 2006).

Para la preparacion de la muestra se tom6 10 gramos de biomasa seca de los dos
consorcios de microalgas y se agregé 300 pL de cloroformo: metanol (2:1). Se procedié a
centrifugar las muestras durante 5 minutos, se recolecté el sobrenadante y se realiz6 el mismo
procedimiento con el pellet de biomasa restante dos veces mas tomando un volumen de 300
pL de solvente en el primero y 400 pL en el segundo para sumar un volumen total de 1 mL de

sobrenadante transvasado (Antequera & Martinez, 2006).

Una vez activadas las placas en la estufa se sembrd la muestra a 1 cm del borde inferior
en fracciones de 2 pL hasta llegar a concentrar la muestra a 100 pL respetando el intervalo de
secado. Una vez realizada la siembra se procedi6 a la preparacion del solvente o fase movil de
la T.L.C con una mezcla de cloroformo/metanol/agua/ hidréxido de amonio (70:30:3:2), y se
culmind la corrida a 1cm del borde superior dejando secar las placas a temperatura ambiente

para su posterior revelado (Antequera & Martinez, 2006)

Una vez que se separaron los componentes se cred una atmosfera generalmente de yodo
con el objetivo de revelar las placas. Terminado el proceso se formaron complejos o bandas
coloreados con los diferentes componentes organicos presentes en la muestra en tonos

marrones y amarillos para su identificacion.

Como marcador para el perfil lipidico se utilizd lecitina de soya la cual tiene en su
composicion fosfatidilserina, fofatildilcoina, fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina con Rf
(Ratio of Front) de 0,13, 0,68, 0,20 y 0,75 respectivamente coincidiendo con datos propuestos

en la literatura (Tamargo-Santos, 2011).
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Rf= Distancia de la muestra desde el origen/Distancia del eluyente desde el origen (Sanchez,
2010)

Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se aplicd el método de Biuret. Para la aplicacion de
este método se realizO en primera instancia una recta estandar usando una solucién de
seroalbmina bovina (BSA), el cual se usa generalmente en este tipo de analisis (Keppy &

Allen, 2000).

Preparacion del reactivo de biuret

Se realiz6 en un matraz de 1000 mL con 700 mL de agua destilada y un iman agitador se lo
coloca en un agitador magnético. Se disuelven 3,8 g de CuSO4.5H,0 y 6,7 g de NaEDTA
mientras se realiza la agitacion, afiadir 200 mL de NaOH.5 N y adicionar 1g de KI. (Bravo,

2017).

Una vez preparado el reactivo de Biuret el cual se dejo 24 horas en reposo se
acondiciono las muestras de biomasa seca pesando 25 mg en 1 mL de buffer de extraccion
para proceder a medir en el espectrofotémetro a 570 nm. Basandose en la ecuacion de la recta
estandar de proteinas (Tabla 3) realizada con el indicador, en este caso, seroalbumina bovina,
se cuantificé el porcentaje de proteinas de las muestras de los diferentes consorcios de
microalgas. Las concentraciones utilizadas en la elaboracion de la recta estdndar fueron

realizadas a partir de 20 mg/L de proteina estandar de seroalbumina bovina.

Tabla 3. Recta estandar

Seroalbumina Buffer Biuret
puL extraccion pL mL
0 100 1
25 75 1
50 50 1
75 25 1
100 0 1
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Tabla 4. Datos para la elaboracion de la recta estandar

Absorbancia  Concentracién BSA

545nm mg/mL
0,000 0
0,073 0,5
0,122 1
0,183 1,5
0,237 2

Recta Estandar v-=o.1168x+0,0062
R?=0,9965
0,300

0,250
0,200
0,150
0,100
0,050

0,000
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracion mg/ml

Absorbancia 570 nm

Figura 4. Recta estandar cuantificacion de proteinas método Biuret

Caracterizacion de proteinas mediante electroforesis

El proceso de electroforesis consiste en la migracion de solutos ionicos cuando se
aplica un campo eléctrico desplazando de esta manera dichos componentes hacia el catodo y
anodo dependiendo de su carga, peso y estructura. Es un método muy aplicado al momento de
determinar acidos nucleicos y proteinas. Los analitos migran a través de un gel u otro tipo de
matriz porosa separandose en bandas las cuales son tefiidas con diferentes colorantes

facilitando asi la visualizacion para su posterior analisis e interpretacion.

Se prepard el gel de separacion (Tabla 5) respetando el intervalo de polimerizacién en
las placas de vidrio. Una vez polimerizado se procedio con el gel de stacking (Tabla 6) hasta
que ocurra el mismo proceso tomando en cuenta que se debe colocar el peine el cual formara

los compartimentos para las muestras a analizar.
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Para la preparacion de las muestras se aplicé un buffer de extraccion en 50 mg de
biomasa seca manteniéndose a -80°C durante un periodo de 24 horas para su posterior
rompimiento celular. Se tomaron una muestra de 7,5 L del homogenizado, del sobrenadante
y del pellet después de centrifugar durante 5 minutos. Es decir por cada consorcio de
microalgas se obtuvieron 3 muestras (H, S Y P) las cuales se mezclaron con 7,5 pL de
loading buffer 2x (Tabla 7) las cuales fueron colocadas en los compartimentos del gel de

stacking anteriormente preparado.

Finalmente se dejé correr hasta que las muestras alcanzaron el final del gel de
separacién y una vez culminada la electroforesis se aplico azul de Comassie con el objetivo de
teflir las bandas. Se aplicd solucién de destefiido (Tabla 8) en agitacién constante la cantidad
de veces que fueron necesarias hasta que el gel perdié el fondo azul para su analisis e
identificacion.

Tabla 5.Soluciones para la preparacion del gel de separacién en la cuantificacion de proteinas
mediante electroforesis

Gel de separacion

Agua destilada 2,05 mL
Mondomero Acrilam-Bis-Acrilam. 30% 1,65 mL
Buffer de separacion 1,25 mL
SDS 0,05 mL
PSA 10% 25 L
TEMED S5 pL

Tabla 6 .Soluciones para la preparacion del gel de stacking en la cuantificacion de proteinas
mediante electroforesis

Gel de Stacking

Agua destilada 2,4 mL
Monomero Acrilam-Bis-Acrilam. 30% 0,6 mL
Buffer de separacion 1,0 mL
SDS 0,04 mL
PSA 10% 25 pL
TEMED 5uL
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Tabla 7 .Reactivos para la preparacion del loading buffer 2x

Loading buffer 2X
Stacking buffer 2,5mL

SDS % 4,0 mL
Glicerol 1,0 mL
Bromofenol azul 2,0 mg
dithiothreitol 0,31¢g
ddh20 10,0 mL

Tabla 8 .Reactivos para la preparacion de la solucion de destefiido en la cuantificacion de
proteinas mediante electroforesis

Solucion de destefido

Metanol 30 mL
Acido acético 10 mL
Agua destilada 60 mL

23



EVALUACION DE BIOMASA DE MICROALGAS DE LA LAGUNA LIMONCOCHA
COMO MATERIA PRIMA PARA LA OBTENCION DE BIOCOMBUSTIBLES

RESULTADOS

Modelo y cinética de crecimiento (Vischeria/Scenedesmus sp)

Crecimiento exponencial

Cuando hablamos de microorganismos, el crecimiento se produce de manera
exponencial, es decir, es una progresion geométrica de base 2. Esto se explica de la siguiente
manera, cuando dos células se dividen se transforman en cuatro y dicho proceso se puede
expresar como 2! —» 22 .Cuando estas cuatro pasan a ocho de igual manera se representa
mediante 22— 2°y asi de manera sucesiva. La relacion directa entre el nimero de células que
existen en el inicio de un cultivo y al finalizar este periodo se puede expresar de la siguiente

manera en donde (Madigan, Martinko, & Parker, 2013).

N: nimero final de células
No: Nimero inicial de células

n: nimero de generaciones que han ocurrido

N = No * (2)"
log N = logN, + nlog?2
log N — logN, = nlog?2

log N — logN,
n=
nlog 2
_log N —logN,
"= T 0,301

n = 3,3 * (logN — log Ny,
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Figura 5 (a) Cinética de crecimiento del consorcio Vischeria/Scenedesmus sp en medio

Bold”s Bosal mediante conteo celular cultivo 2
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Figura 5 (b) Cinética de crecimiento del consorcio Vischeria/Scenedesmus sp en medio

Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 3
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Figura 5 (c) Cinética de crecimiento del consorcio Vischeria/Scenedesmus sp en medio
Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 6
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Figura 5 (d) Cinética de crecimiento del consorcio Vischeria/Scenedesmus sp en medio
Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 9
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Modelo y cinética de crecimiento (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)

Figura 6 (a). Cinética de crecimiento del consorcio Chlorella/Monoraphidium Contortum sp
en medio Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 1
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Figura 6 (b). Cinética de crecimiento del consorcio Chlorella/Monoraphidium Contortum sp
en medio Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 3
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Figura 6 (c). Cinética de crecimiento del consorcio Chlorella/Monoraphidium Contortum sp
en medio Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 6
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Figura 6 (d). Cinética de crecimiento del consorcio Chlorella/Monoraphidium Contortum sp
en medio Bold’s Bosal mediante conteo celular cultivo 8
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Densidad dptica correlacion (Vischeria/Scenedesmus sp)

Figura 7 (a). Correlacion de la concentracion celular del cultivo 2 en BBM vs la densidad Optica.
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Figura 7 (b). Correlacién de la concentracion celular del cultivo 3 en BBM vs la densidad éptica.
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Figura 7 (c). Correlacion de la concentracién celular del cultivo 6 en BBM vs la densidad 6ptica.
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Figura 7 (d). Correlacion de la concentracion celular del cultivo 8 en BBM vs la densidad optica.
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Densidad dptica correlacion (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)
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Figura 8 (c). Correlacion de la concentracion celular del cultivo 6 en BBM vs la densidad optica.
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Figura 8 (d). Correlacién de la concentracion celular del cultivo 8 en BBM vs la densidad éptica.
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Productividad de biomasa seca

o (Vischeria/Scenedesmus sp)
Tabla 9. Productividad biomasa seca consorcio Vischeria/Scenedesmus sp

Productividad g biomasa seca/L

g L g/L

Cultivo 2 3,0211 2,220 1,36

Cultivo 3 2,0567 2,714 0,75

Cultivo 6 2,4465 2,110 1,15

Cultivo 9 2,1456 2,234 0,96
Total 26,48

gramos
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o (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)

Tabla 10. Productividad biomasa seca consorcio Vischeria/Scenedesmus sp

Productividad g biomasa seca/L

g L g/L
Cultivo 1 3,0976 2,150 1,50
Cultivo 3 2,4279 2,180 1,42
Cultivo 6 3,2848 2,045 1,60
Cultivo 8 3,2357 2,53 0,95
Total 31,53
gramos

Cuantificacion de lipidos

o (Vischeria/Scenedesmus sp)

Tabla 11 (a). Ensayo 1 cuantificacion de lipidos totales consorcio
Vischeria/Scenedesmus sp

m: peso de la muestra g 5,00
m1: tara del matraz solo g 180,5498
m2: peso matraz con 181,3538
grasa g
Lipidos totales 16 %

Tabla 11 (b). Ensayo 2. Cuantificacion de lipidos totales consorcio
Vischeria/Scenedesmus sp

m: peso de la muestra g 5,00
m1: tara del matraz solo g 182,3525
m2: peso matraz con 183,1219
grasa g

Lipidos totales 15 %
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Tabla 11 (c). Produccion diaria de lipidos consorcio Vischeria/Scenedesmus sp

N° g L™ g L**dia™ lipidos g L™ **dia ™
Cultivo 2 1,36 0,11 0,018
Cultivo 3 0,75 0,06 0,010
Cultivo 6 1,15 0,09 0,015
Cultivo 9 0,96 0,08 0,012

o (Chlorella/Monoraphidium Contortum sp)

Tabla 12 (a). Ensayo 1 Cuantificacion de lipidos totales consorcio
Chlorella/Monoraphidium Contortum sp

m: peso de la muestra g 5,00
m1: tara del matraz solo g 189,0063
m2: peso matraz con 191,1002
grasa g
Lipidos totales 42 %

Tabla 12 (b). Ensayo 2. Cuantificacién de lipidos totales consorcio
Chlorella/Monoraphidium Contortum sp

m: peso de la muestra g 5,00
m1: tara del matraz solo g 179,1516
m2: peso matraz con 181,2157
grasa g
Lipidos totales 41 %

Tabla 12 (c). Produccion diaria de lipidos consorcio Chlorella/Monoraphidium
Contortum sp

N° gL g L*dia® lipidos g L™**dia
Cultivo 1 1,50 0,12 0,020
Cultivo 3 1,42 0,11 0,018
Cultivo 6 1,60 0,13 0,021
Cultivo 8 0,95 0,07 0,012

Perfil lipidico
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Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilcolina

Fosfatidilinositol

Fosfatidilserina

Figura 9. Identificacion de compuestos lipidicos empleando como marcador lecitina de soya

Tabla 13. Datos de los compuestos lipidicos relacionados por Cromatografia en Capa Fina

Rf M1 (Primer consorcio) M2 (Segundo consorcio)
Fosfatidilserina 0,13 - -

Fosfatidilinositol 0,20 0,25 0,23
Fosfatidilcolina 0,68 - 0,73
Fosfatidiletanolamina 0,80 0,83 0,82
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Cuantificacién de proteinas método biuret

Tabla 14. Contenido de proteinas en las muestras de ambos consorcios de microalgas

Consorcio Muestra Abs 570nm  Proteina mg Dilucion %

Proteina

Vischeria/Scenedes H1 0,210 1,74 0,08 0,17

mus sp S1 0,135 1,10 1,10 2,20

P1 0,169 1,39 0,34 0,69

Chlorella/Monorap H1 0,090 0,71 0,23 0,47

hidium Contortum S1 0,182 1,50 0,75 1,50

Sp P1 0,112 0,90 0,22 0,45

Cuantificacién de proteinas electroforesis

Figura 10. Gel de cuantificacion de proteinas mediante electroforesis
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DISCUSION

Cinética de crecimiento

En relacion al modelo de crecimiento del primero consorcio (Vischeria-Scenedesmus)
se puede observar en las figuras 5 (a) (b) (c) y (d) que las condiciones de cultivo
anteriormente citadas favorecieron el crecimiento de la cepa Vischeria sp estableciendo
mediante conteo celular el crecimiento exponencial de la misma en un periodo de cultivo de
12 dias. Por otra parte la cepa Scenedesmus sp a diferencia de la cepa anterior en las mismas
condiciones de cultivo no entr6 en fase exponencial de crecimiento representando en el

cultivo de mayor crecimiento el 28 % de las células totales.

Para la cinética de crecimiento del segundo consorcio de microalgas (Chlorella-
Monoraphidium Contortum sp) puede observar en las figuras 6 (a) (b) (c) y (d) que las
condiciones de cultivo anteriormente citadas favorecieron el crecimiento de la cepa
Monoraphidium Contortum sp estableciendo mediante conteo celular el crecimiento
exponencial de la misma en un periodo de cultivo de 15 dias. Por otra parte la cepa Chlorella
sp a diferencia de la cepa anterior en las mismas condiciones de cultivo no entré en fase
exponencial de crecimiento representando en el cultivo de mayor crecimiento el 6 % de las

células totales.

Correlacion densidad optica

En relacion a la medicion de la concentracion celular mediante el método indirecto de
densidad optica las figuras 7 (a) (b) (c) y (d) sugieren que el método no se ajusta de forma
precisa dando valores de la correlacion de 0,90; 0,93; 0,90 y 0,86 respectivamente para el

primer consorcio de microalgas (Vischeria/Scenedesmus sp).
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En relacion a la medicion de la concentracion celular mediante el método indirecto de
densidad Optica, las figuras 8 (a) (b) (c) y (d) sugieren que el método no se ajusta de forma
precisa dando valores de la correlacion de 0,88; 0,91; 0,92 y 0,94 respectivamente para el

segundo consorcio de microalgas.(Chlorella/Monoraphidium Contortum sp).

En el caso de la aplicacion de la densidad Optica como un método indirecto para estimar la
concentracion celular en los cultivos, los datos sugieren que dicho método no es viable
cuando no se tiene un cultivo axénico de microalgas, dando como resultado correlaciones

bajas.

Productividad de biomasa seca

Se pudo determinar la productividad de biomasa seca en los fotobiorreactores a los
cuales se les dio seguimiento estableciendo que para el primer consorcio de microalgas en un
periodo de 12 dias el cultivo de menor productividad fue de 0,75 g/L y el de mayor de 1,36
g/L dando un total en los 10 cultivos de 28,48 gramos de biomasa seca para su posterior

caracterizacién

La productividad de biomasa seca en los fotobiorreactores a los cuales se les dio
seguimiento para el segundo consorcio de microalgas en un periodo de 15 dias fue de 0,95
g/L para el de mejor productividad y el de mayor de 1,60 g/L. dando un total en los 10

cultivos de 31,53 gramos de biomasa seca para su posterior caracterizacion

Cuantificacion de lipidos

Para la extraccion y cuantificacion de lipidos totales mediante el método estandar
Soxhlet se determind que el porcentaje de lipidos totales contenidos en el primero consorcio
de microalgas (Vischeria-Scenedesmus) es de 16% con un periodo de extraccion de 8 horas en
una mezcla binaria de solvente cloroformo : metanol (1:2) realizando el proceso por

duplicado.
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El porcentaje de lipidos totales contenidos en el segundo consorcio de microalgas
(Chlorella-Monoraphidium Contortum sp) es de 42 % con un periodo de extraccién de 8
horas en una mezcla binaria de solvente cloroformo: metanol (1:2) realizando el proceso por

duplicado.

Perfil lipidico

Para el perfil lipidico la (tabla 13) muestra los Rf del indicador empleado en este caso
lecitina de soya el cual contiene fosfatidilserina, fofatildilcoina, fosfatidilinositol vy
fosfatidiletanolamina y comparandolos con las muestras M1 para el primer consorcio formado
por las cepas Vischeria/Scenedesmus sp sugiere la presencia de fosfatidilinositol y
fosfatidiletanolamina con Rf de 0,25 y 0,87 respectivamente. Para M2 correspondiente al
segundo consorcio formado por Chlorella/Monoraphidium Contortum sp se puede observar la
presencia de fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina con Rf de 0,23, 0,73 y

0,85 respectivamente.

Cuantificacion de proteinas Biuret y Electroforesis

Para la determinacion de proteinas mediante el método de Biuret se puede observar en
la (tabla 14) que para ambos consorcios el contenido total de proteinas es muy bajo dando un
2 % para el primero y 1 % para el segundo, sugiriendo que el pretratamiento de la muestra, es
decir el rompimiento de la pared celular, no se estd dando de manera eficiente por lo tanto no
se estdn cuantificando estas biomoléculas en su totalidad siendo el rendimiento de la

extraccion demasiado bajo.

Adicionalmente la cuantificacion de proteinas mediante electroforesis no fue viable ya
que no se logré romper la pared celular en su totalidad, comprobandose en el microscopio, es
decir que la muestra de proteinas de la biomasa no fue significativa impidiendo que el proceso

se desarrolle con eficiencia. Como se puede observar en la figura 9 no fue posible realizar la
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identificacion e interpretacion de las bandas mediante la aplicacion de la solucién de azul de

Comassie.
CONCLUSIONES

e Las condiciones de cultivo en medio BBM, pH 6,6, luz artificial continua (lamparas
LED’s) y aireacion 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.

¢ Sino se tiene un monocultivo o cultivo axénico 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.

e En relacion a la productividad de biomasa microalgal la implementacion de
condiciones de cultivo a escala de laboratorio produce buenos rendimientos en el
crecimiento celular de ambos consorcios de microalgas.

e 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

e En la extraccion de lipidos totales mediante el método 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.

e 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/hidréxido de amonio.

e Para la cuantificacion de proteinas mediante el método de Biuret los datos obtenidos

demuestran un contenido bajo en proteinas en ambos consorcios. Posiblemente se
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debe al pre tratamiento de la biomasa sugiriendo que la pared celular impide la
cuantificacion de proteinas en su totalidad.

e En la aplicacion del método por electroforesis no se logro interpretar e identificar las
bandas ya que el proceso de disrupcion celular mediante congelamiento no es eficiente
para los consorcios de microalgas formados por (Vischeria/Scenedesmus sp) vy
(Chlorella/Monoraphidium Contortum sp).

e Para posteriores estudios se debe aplicar otros métodos de disrupcién celular tal como
la aplicacion de enzimas o 4cidos que garanticen el rompimiento de esta barrera para

lograr con eficiencia la caracterizacion de biomasa de microalgas.
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ANEXQOS
Anexo A

A-1. Montaje del sistema de cultivo a escala de laboratorio

A-2. Cuantificacion de lipidos mediante el método estdndar Soxhlet
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A-4. Cromatografia en capa fina T.L.C
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A-4. Cuantificacidn de proteinas mediante electroforesis
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