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Resumen de tesis que presenta Karolina Casian Gonzalez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia Celular y Molecular.

Bioprospeccion de microalgas con potencial para la produccion de biodiésel

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra
Directora de tesis

El uso indiscriminado de las fuentes de energia no renovables, aunado a los problemas ambientales
derivados de su uso, ha llevado a la busqueda de alternativas en los suministros energéticos, siendo las
energias renovables una opcién que se ha perfilado y ha ganado fuerza en las ultimas décadas. El biodiésel
es un biocombustible liquido que asemeja las caracteristicas de diésel convencional, sin embargo, es
importante contar con un sistema de produccion técnica y econdmicamente viable, donde la seleccién de
la especie con que se produce el biodiésel juega uno de los papeles fundamentales. Es por lo anterior que
se plantea como objetivo la bioprospeccién de especies de microalgas con alto contenido de lipidos y
acidos grasos saturados para la producciéon de biodiésel. Las especies a evaluar fueron aisladas de cuerpos
de agua de la peninsula de Baja California, las cuales actualmente forman parte de la coleccién del
Laboratorio de Biotecnologia de Algas del CICESE. Fueron seleccionadas diez especies de microalgas,
cultivadas bajo las mismas condiciones en cultivos monoespecificos, de los cuales se evalud su biomasa
para seleccionar aquella especie que serd inducida a la sobreproduccién de lipidos para producir biodiésel.
Después del analisis preliminar de las diez especies de microalga, Chlorella autotrophica fue la especie con
las mejores caracteristicas para la sobreproduccion de lipidos y acidos grasos saturados, dado su mayor
tasa de crecimiento (1.327 divisiones dia™), mayor proporcién de 4cidos grasos monosaturados (44.66%),
mayores indices de productividad de biomasa (0.21 g L' dia) y lipidos (0.03 g L dia), asi como mejores
propiedades de biodiesel, alcanzando un nimero de cetanos de 56.9. Para el ensayo de sobreproduccion
de lipidos y acidos grasos saturados, la especie C. autotrophica fue inducida a estrés por salinidad, resultd
en un incremento en la productividad de biomasa en los tratamientos (15 y 30 g L™ de NaCl) pero sin
incremento significativo en la productividad de lipidos y el numero de cetanos. Los resultados indican que
C. autotrophica es halotolerante y potencial especie para la produccién de biodiésel.

Palabras clave: Biodiésel, microalgas, bioprospeccion, lipidos, acidos grasos saturados, salinidad.
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Abstract of the thesis presented by Karolina Casian Gonzalez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life in Sciences with orientation in Cellular and Molecular Microbiology.

Bioprospecting of microalgae with potential for the production of biodiesel

Abstract approved by:

Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra
Thesis Director

The indiscriminate use of non-renewable energy sources, together with the environmental problems
derived from their use, has led to the search for alternatives in energy supplies, with renewable energies
being an option that has emerged and has gained strength in recent decades. Biodiesel is a liquid biofuel
that resembles the characteristics of conventional diesel, however, it is important to have a technically
and economically viable production system, where the selection of the species with which the biodiesel is
produced plays a fundamental role. For this reason, the objective of bioprospecting microalgae species
with a high content of lipids and saturated fatty acids for biodiesel production. The species to be evaluated
were isolated from water bodies of the Baja California peninsula, which are currently part of the collection
of the Algae Biotechnology Laboratory of CICESE. Ten species of microalgae were selected, cultivated
under the same conditions in monospecific crops, of which their biomass was evaluated to select the
species that will be induced to overproduce lipids for the production of biodiesel. After the preliminary
analysis of the ten species of microalgae, Chlorella autotrophica was the species with the best
characteristics for the overproduction of lipids and saturated fatty acids, given its higher growth rate
(1.327 day* divisions), higher proportion of fatty acids monounsaturated (44.66%), higher indices of
biomass productivity (0.21 g L day?) and lipids (0.03 g L'? day), as well as better biodiesel properties,
which reached a number of cetanes of 56.9. For the overproduction test of lipids and saturated fatty acids,
the species C. autotrophica was induced to stress by salinity, resulting in an increase in biomass
productivity in the treatments (15 and 30 g L™ of NaCl) but without an increasingly significant in lipid
productivity and cetane number. The results indicate that C. autotrophica is halotolerant and a potential
strain for biodiesel production.

Keywords: Biodiesel, microalgae, bioprospecting, lipids, saturated fatty acids, salinity.
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Capitulo 1. Introduccion

El biodiésel es un biocombustible liquido, resultado de una reaccidn de transesterificacion en la que lipidos
reaccionan con etanol en presencia de calor y un catalizador para obtener como producto principal ésteres
etilicos de acidos grasos (Taparia et al., 2016). La produccién de biodiésel proviene de cualquier material
gue contenga 4cidos grasos, ya sea unido a otras moléculas o presentes como moléculas libres, donde la
eleccién de la materia prima se basa en variables tales como la disponibilidad local, el costo econémico, el

apoyo del gobierno y el rendimiento como combustible (Yuan et al., 2019).

El biodiésel se puede clasificar como biocombustible de primera, segunda o tercera generacién en funcién
de sus materias primas o tecnologias de produccién. Los biocombustibles de primera generacion,
provienen principalmente de cultivos alimenticios como la cafia de azucar, el maiz, el almidén y aceites
vegetales o grasas animales. El inconveniente con la produccidon de biodiésel a partir de cultivos
alimentarios, es que tienen una capacidad limitada para alcanzar objetivos de sostenibilidad y compiten
con la seguridad alimentaria. Los combustibles de segunda generacién se obtienen generalmente de
materias primas no comestibles, como paja de trigo, madera y desechos sélidos. Estos pueden evitar
muchos de los problemas que enfrentan los de primera generaciéon al producir biocombustibles a partir
de residuos agricolas y forestales en lugar de reservas de alimentos. Sin embargo, la falta de materiales
disponibles para la produccidn de biodiésel en muchos paises es una limitante. En contraste, el biodiésel
obtenido a partir de fuentes no comestibles y no agricolas se clasifican como tercera generacion, siendo
las microalgas una de las mejores opciones para su produccién. Muchas especies de microalgas muestran
potencial de altos rendimientos y la capacidad de crecer en tierras no cultivables (Islam et al., 2017).
Ademas, los cultivos de microalgas pueden realizarse con aguas residuales, brindan la ventaja de usar
nutrientes que pueden causar eutrofizacidn y las microalgas actian como elementos de biodepuracion

(Chisti, 2007).

La utilizacién de microalgas para la generacion de biodiésel presenta ventajas tales como un alto contenido
lipidico en su estructura, su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, su rapida generacion de
biomasa, capacidad de fijar CO,, su utilidad en el tratamiento de aguas residuales y el hecho de que no
compite por suelos cultivables ni con alimentos. Sin embargo, es necesario volver técnica y
econdmicamente viable la produccidn, con la mejora de ciertos aspectos del proceso, como aumentar la
productividad de biomasa microalgal con el mayor contenido de lipidos del perfil adecuado, disefiar

biorreactores que ofrezcan costos de inversidn y de operacién competitivos, disefiar nuevos procesos para
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la generacidn de co-productos de alto valor agregado, por mencionar algunos (Fernandez-Linares et al.,

2012; Hassan y Kalam, 2013; Mahmoud et al., 2015; Chen et al., 2018).

El término microalgas engloba un grupo muy diverso de microorganismos fotosintéticos unicelulares,
procariotas (cianobacterias) y eucariotas, que se localizan en habitats diversos tales como aguas marinas,
dulces, salobres, residuales o en ambientes humedos, bajo un amplio rango de temperaturas, pH y
disponibilidad de nutrientes. Algunos autores sostienen que existen unas 40,000 especies de microalgas,
mientras que otros hablan de 100,000 tipologias, de las cuales se desconoce su composicion bioquimica y
metabolismo. Aproximadamente el 80% de la produccion industrial actual de microalgas, esta basada en

el cultivo de Unicamente 3 a 5 especies (Muriana, 2016).

Entre la vasta diversidad de microalgas, solo unos pocos miles de especies se mantienen en todo el mundo
en colecciones de cultivos de microalgas y solo unos cientos han sido investigados (Olaizola, 2003). Por lo
gue el aislamiento y la caracterizaciéon de nuevas especies de microalgas debe ser un esfuerzo continuo

para detectar especies con potencial para la produccion de biodiésel (Hu et al., 2008).

En la peninsula de Baja California, se han llevado a cabo estudios de microalgas endémicas, los cuales
brindan el perfil de acidos grasos (Correa-Reyes et al., 2009; Jiménez-Valera y Sdnchez-Saavedra, 2016).
Esto estudios son importantes como un primer paso para seleccionar aquellas especies de microalgas que
cuenten con altos contenidos de lipidos y perfiles adecuados de acidos grasos para la produccién de
biodiésel (Greenwell et al., 2010). Ademas, es posible aprovechar la capacidad de adaptabilidad de las
microalgas, modificando la concentracién y composicion de lipidos mediante la optimizacion de variables
ambientales que incrementaran los indicadores de crecimiento (Brennan y Owende, 2010). En condiciones
Optimas de crecimiento, se producen grandes cantidades de biomasa microalgal, pero con contenidos
lipidicos relativamente bajos. En contraste, bajo condiciones ambientales desfavorables o de estrés,
muchas microalgas alteran sus rutas biosintéticas de lipidos hacia la formacién y acumulacién de lipidos
neutros, principalmente en forma de triglicéridos, lo que permite que las microalgas puedan soportar estas
condiciones adversas. Los principales estimulos quimicos son la deficiencia de nutrientes (nitrégeno,
fésforo, azufre y silice), la salinidad, el pH del medio de cultivo, y los estimulos fisicos como la temperatura,

composicion espectral de la luz e irradiancia (Cobos-Ruiz et al., 2015).

La seleccion de estimulos por medio de variables ambientales influird en la sintesis y acumulacion de

lipidos y productos de alto valor por parte de microalgas, por lo tanto, es importante el desarrollar diversas
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estrategias de induccién por estrés para manipular y optimizar los procesos de cultivo para mejorar la

eficiencia de la bioproduccion (Chen et al., 2017).

Los lipidos producidos por las microalgas determinan las propiedades quimicas del biodiésel, siendo los
lipidos saturados aquellos con mejores resultados. El nimero de cetanos, medida de la calidad de
encendido del combustible segun el retraso de encendido en un motor, es una de las propiedades mas
importantes a determinar en la calidad de un combustible, cuanto mayor sea el valor, el biodiésel sera de

mejor calidad, ademas de que se disminuyen las emisiones de éxidos de nitrégeno (Conley, 2012).

1.1 Antecedentes

La bioprospeccidn se define como una exploracidén de recursos bioquimicos econédmicamente valiosos de
la naturaleza a través de una busqueda sistematica y organizada de organismos ricos en dicho contenido

(Santhakumaran et al., 2019).

Estudios referentes a la bioprospeccion de especies para la produccion de biodiésel han sido realizados,
los cuales se centran en el aislamiento y la identificaciéon de especies de algas capaces de producir una
cantidad sustancial de lipidos, con una tasa de crecimiento rdpida y tolerancia a las condiciones

ambientales (Ratha y Prasanna, 2012).

Alam et al. (2019) reportaron el aislamiento, identificacion y caracterizacién de 32 especies de microalgas
de diferentes habitats con distintas caracteristicas fisico-quimicos, en este estudio los cultivos fueron
expuestos a tres diferentes temperaturas (12, 20y 35 °C) con el fin de evaluar su efecto en el crecimiento,
produccién de biomasa y lipidos. Las respuestas a la temperatura variaron para cada especie, pero en

general, la temperatura éptima fue la de 20 °C.

Las algas oleaginosas producen solo pequefias cantidades de triacilglicérido (TAG) en condiciones 6ptimas
de crecimiento o condiciones ambientales favorables. El interés en las microalgas para la produccion de
biodiésel se debe al alto contenido de lipidos de algunas especies, y al hecho de que la sintesis de lipidos,
especialmente de los TAG no polares, que son el mejor sustrato para producir biodiesel, puede ser
modulada por condiciones de crecimiento variables. Una opcion para mejorar el flujo metabdlico en la

biosintesis de lipidos, es aplicar estrés fisiologico y producir biodiésel a partir de microalgas que acumulan
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grandes cantidades de lipidos (Ratha y Prasanna, 2012). Dichas inducciones se presentan al cultivar las
microalgas en condiciones de estrés de irradiancia, espectros de luz, ciclos luz-obscuridad, nutrientes,

temperatura, pH y salinidad.

Han sido realizados numerosos estudios que prueban que cultivos en condiciones de estrés modifican el
crecimiento y composiciéon de las microalgas, lo cual puede producir beneficios en la produccién de

biodiésel o algln otro producto de interés (Nagappan et al., 2019; Poh et al., 2020).

Se ha encontrado que la irradiancia tiene un afecto en la composicién de diversas especies de microalgas,
la produccion de los lipidos y acidos grasos utiles para la produccion de biodiésel se mejora en irradiancias

medias-altas, que van desde los 100 hasta los 900 umol m?2 s (He et al., 2015; Kim et al., 2019).

En cuanto al efecto de la luz en los cultivos de microalgas, no solo la irradiancia es participe, indicadores
como las longitudes de onda y los fotoperiodos luz-obscuridad han sido estudiados (Sirisuk et al., 2018).
Hultberg et al. (2014) realizaron un estudio con la clorofita Chlorella vulgaris la cual fue expuesta a luz
monocromatica a seis diferentes longitudes de onda con el objetivo de estudiar su efecto en la produccion
de biomasa y el contenido de acidos grasos, siendo los tratamientos con luz amarilla y blanca aquellos que

presentaron los mayores valores.

La composicion del medio y la concentracién de los nutrientes son importantes en los cultivos de
microalgas, la adecuada eleccién de éstas variables puede beneficiar el crecimiento y composicion
bioquimica, incremento en la productividad de biomasa y lipidos (Araujo et al., 2011). Por ejemplo, en
estudios con nitrégeno, en algunas especies de microalgas se ha encontrado que una menor concentraciéon
de nitrégeno favorece la produccion de lipidos y tiende a disminuir el grado de insaturacion de estos (Zhu
et al., 2014; Yodsuwan et al., 2017). Qari y Oves (2020) reportaron un aumento en la cantidad de acidos
grasos saturados y monosaturados al cultivar el alga verde Chlamydomonas reinhardtiise en medio

limitado de fosfato.

Los estudios de cultivos bajo condiciones de estrés se han realizado al considerar uno o varios factores. El
efecto combinado de alta irradiancia y la limitaciéon de nitrégeno en cultivos de diversas especies de
microalgas ha sido evaluado, estos trabajos reportan que dichas variables causan un efecto que promueve
un aumento en el crecimiento y la biosintesis de lipidos en las células de microalgas. Sin embargo, es
importante realizar estudios en cada especie de microalga, ya que se ha observado una respuesta especie

especifica a las diversas variables ambientales. En los estudios de Yuan et al. (2019) y Ho et al. (2012),
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trabajaron con microalgas de la clase Chlorophyceae que en principio comparten una variedad de
caracteristicas, no obstante, al ser inducidas a distintas condiciones de cultivo mostraron diferencias,
Scenedesmus obliquus presentd mejores resultados en cuanto a crecimiento y contenido de lipidos en 400
umol m2 st; mientras que para Dunaliella salina una irradiancia de 800 pmol m2 s presenté mejores

resultados en crecimiento y con 100 pmol m2 s se obtuvo alto contenido de lipidos.

El efecto de la salinidad ha sido reportado en microalgas marinas y algunas especies dulceacuicolas. Pandit
et al. (2017) cultivaron Chlorella vulgaris y Acutodesmus obliquus en condiciones de estrés por salinidad,
con este estudio demostraron que hay un incremento en el contenido de lipidos y mejora en la
composicion de acidos grasos al incrementar los saturados, este incremento impacta de manera positiva
las propiedades del biodiesel, tal como reportan los autores, donde a mayor salinidad obtuvieron un mayor
numero de cetanos; siendo todas ellas caracteristicas buscadas en la produccién de biodiesel. Por otra
parte Huang et al. (2019), realizaron cultivos en medios definidos ricos en nitrégeno y experimentaron con
variaciones de salinidad y fuentes de nitrégeno para promover el crecimiento celular. Se ha reportado que
inducir cultivos de microalgas a estrés por salinidad conlleva a un incremento en la produccién de lipidos,
sin embargo esta misma salinidad puede afectar el crecimiento y disminuir la produccién de biomasa, por
lo que el proceso de dos fases ha sido un método implementado para incrementar tanto el contenido de
lipidos como el de biomasa, siendo considerado un método potencial para mejorar la produccién de

biodiésel (Pancha et al., 2015; Wang et al., 2016; Nagappan et al., 2019).

El proceso de cultivo en dos fases o etapas es un método ya estudiado que permite el aumento del
contenido de lipidos disminuyendo los efectos negativos en el crecimiento celular. La primera implica el
cultivo de células de microalgas en condiciones de nutrientes suficientes para estimular un mayor
crecimiento; luego las células se exponen a factores de estrés para la acumulacion de lipidos (Mathimani
et al., 2018). Gour et al. (2020) realizaron un estudio que tuvo como objetivo poner a prueba el proceso
de cultivo en dos etapas y optimizar el estrés por salinidad en los medios de cultivo para un crecimiento
maximo, acumulacién de biomasa y productividad de lipidos de Scenedesmus sp. y Chlorella sp.,
obteniendo el mayor contenido de lipidos a 0.16 M de NaCl. Por su parte, Sukacova et al. (2020) tuvieron
como objetivo identificar las condiciones dptimas de cultivo de Chlorella pyrenoidosa para maximizar el
crecimiento y produccion de lipidos, pero ademas reportaron al desarrollo de una estrategia de cultivo
bifasico aplicable al proceso de cultivo sin la necesidad de la recoleccién de células entre la primera y la
segunda fase de cultivo. Mientras que Anand et al. (2019) realizaron cultivos de dos etapas de
Scenedesmus vacuolatus expuestos a distintas concentraciones de tres diferentes sales (cloruro de sodio,

cloruro de magnesio y cloruro de calcio), donde evaluaron la tasa de crecimiento, contenido de pigmento,
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acumulacién de cuerpos lipidicos y perfil de acidos grasos. Las condiciones dptimas de cultivo que
promuevan el crecimiento y produccion de lipidos dependen de cada especie, pero el uso del método de
dos fases con estrés por salinidad se ha reportado con resultados favorables en el cultivo de microalgas

con potencial para la produccién de biodiesel.

1.2 Justificacion

El uso intensivo de fuentes no renovables y debido a la demanda de energia a gran escala, ha aumentado
la amenaza de crisis energéticas mundiales, incluso se estima que, para 2050, la mayor parte de las
reservas de combustibles fésiles se agotaran. El uso de combustibles fésiles genera problemas ambientales
causados por la emision de gases de efecto invernadero (GEl). La produccién de biodiésel a partir de
microalgas se presenta como una alternativa para reducir las emisiones de GEl y satisfacer las crecientes
demandas de energia (Mandotra et al., 2016). Las ventajas mas evidentes del biodiésel es que se trata de
una sustancia biodegradable, no explosiva, no inflamable, renovable, no tdxica, cuya combustidon genera
bajos niveles de emisiones en gases de efecto invernadero como CO,, NOx, SOx y material particulado
(MP), reduce las emisiones de particulas sélidas menores a 10 micrones (PM10), mondxido de carbono
(CO) y 6xidos de azufre (SOx), peligrosos agentes contaminantes. Ya que, al ser un combustible oxigenado,
el biodiésel tiene una combustion mds completa que el diésel, mejorando por eso la composicidn de las

emisiones (Llanes-Cedefio et al., 2017).

La bioprospeccion de especies de microalgas es importante para seleccionar aquellas con las cuales se
logre optimizar la produccion de biodiésel, esto por medio del estudio de especies que crezcan
rapidamente y produzcan alta cantidad de biomasa y tengan niveles elevados de los compuestos de
interés. Diversos estudios han reportado especies de microalgas potenciales para la produccién de
biodiésel, sin embargo, deben ser realizados mas trabajos ya que se ha observado una respuesta especie
especifica (Araujo et al., 2011; Nascimento et al., 2013; Lee et al., 2014; Cobos et al., 2017). La realizacion
de este trabajo, dara informacidn del potencial de produccidn de biodiesel con microalgas de la peninsula

de Baja California.



1.3 Hipoétesis

Las microalgas expuesta a una alta irradiancia y salinidad incrementaran la produccidn de lipidos y la

sintesis de acidos grasos saturados.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Bioprospeccion de especies de microalgas con alto contenido de lipidos y dcidos grasos saturados para la

produccién de biodiésel.

1.4.2. Objetivos especificos

e Evaluar la produccién de biomasa y composicién proximal de diez especies de microalgas

mantenidas en condiciones de cultivo.

e Maedir el perfil de dcidos grasos de las especies de microalgas y seleccionar la que presente mejores

caracteristicas para la produccion de biodiésel.

e Con la especie de microalga seleccionada evaluar la induccidn de la sobreproduccién de lipidos y

acidos grasos saturados mediante variaciones en la salinidad.

e Evaluar la calidad del biodiésel producido con la especie de microalga inducida a la
sobreproduccidon mediante el efecto de la salinidad.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Seleccidn de especies

Fueron seleccionadas 10 cepas de microalgas de la coleccién del Laboratorio de Biotecnologia de algas del
CICESE (Tabla 1). Para su seleccion se realizd una revision de la literatura, teniendo como consideraciones
el crecimiento, composicidon proximal con mayor proporcién de lipidos y perfil de acidos grasos, se

buscaron aquellas especies con mayor cantidad de acidos grasos saturados.

Tabla 1. Especies de microalgas seleccionadas para los ensayos de caracterizacion.

Clase Especie
Bacillariophyceae Amphora sp. (cepa 3)
Bacillariophyceae Cymbella sp. (cepa 2)
Chlorodendrophyceae Tetraselmis suecica
Chlorophyceae Chlorella autotrophica
Chlorophyceae Dunaliella bardawil
Cyanophyceae Aphanocapsa marina
Cyanophyceae Geitlerinema lemermanii
Cyanophyceae Komvophoron sp.
Cyanophyceae Phormidium sp.
Xanthophyceae Heterococcus sp.

2.2 Mantenimiento de cepas

Las cepas de las especies de microalgas con las que se trabajé en los ensayos se mantuvieron en el
Laboratorio Himedo del Departamento de Acuicultura del CICESE. Para los cultivos se utilizaron sistemas
por lotes, monoespecificos, no axénicos en matraz Erlenmeyer de 150 ml con 100 ml de medio “f” (Guillard
y Ryther, 1962). Las condiciones ambientales de mantenimiento fueron una irradiancia de 50 umol m2 s’
! iluminacién continua y temperatura de 20 * 1 °C. El agua utilizada para preparar el medio de cultivo fue
agua de mar o bien agua dulce de la tuberia de uso doméstico, esto en dependencia de las caracteristicas
de cada especie. Para el mantenimiento de las cepas, se realizd un recambio de medio, al usar un 10% a
20% del volumen del cultivo como indculo, esto en dependencia de las caracteristicas de crecimiento de

cada especie.



2.3 Cultivo masivo de diez especies

Se realizaron cultivos monoespecificos, no axénicos y en sistemas por lotes para cada una de las especies
de microalgas seleccionadas. Los cultivos se realizaron por triplicado en matraz Fernbach de 1 L con 800
ml de medio “f” (Guillard y Ryther, 1962), los cuales fueron previamente esterilizados en una autoclave a
121 °Cy 1.05 kg m2 de presién. Los cultivos se mantuvieron en el Laboratorio Himedo del Departamento
de Acuicultura del CICESE, y las condiciones de mantenimiento fueron una irradiancia 200 umol m=2 s
provista por luz blanca fluorescente (General Electric® FA0D-EX), temperatura de 20 + 1 °C y agitacion

manual diaria.

2.4 Evaluacion de la biomasa

Se evalud la produccién de biomasa celular de cada cultivo en fase estacionaria con la finalidad de

comparar las caracteristicas de crecimiento de cada especie de microalga.

2.4.1 Conteo y tamaiio celular

Para cada cultivo se tomé diariamente una alicuota de 3 ml para la medicidn de densidad éptica (DO) a
680 nm en un espectrofotdmetro Hach modelo 6000, y para la mediciéon de pH con un potenciémetro

OHAUSO Starter 3000, las mediciones se realizaron hasta el dia en que se cultivd cada especie.

Con los datos de DO, fueron realizadas las curvas de crecimiento, ademas, se calculé la tasa de crecimiento
(1) y el tiempo de duplicacidon (Tg) de cada especie al utilizar las ecuaciones (1) y (2) propuestas por Fogg

y Thake (1987):

W= logz(N2)—logz(Nq)
-4

(1)

Tg = (2)

1
1!

En donde N; y N, fueron el nimero de células en el dia inicial (t1) y en el dia final (t,), respectivamente.
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Para el conteo de células fueron tomadas alicuotas de 1 ml de cada cultivo al inicio (dia 0) y al dia de la
cosecha y que correspondio al dia 6, 8 0 10, basado en el alcance de la fase estacionaria de la curva de
crecimiento de cada especie. Las muestras colectadas para conteo y medicion del tamafio de las células
fueron preservadas con Ligol. El conteo de las células se realizd con un hematocitdmetro de 0.1 mm y un
microscopio compuesto Olympus CX31. La medicidn del tamafio celular se efectué con la ayuda de una
camara Evolution MP Color y el software Imagine Pro Discovery versidon 5.1, con objetivo de 40x de un

microscopio compuesto Olympus CX31.

2.4.2 Peso seco total, cenizas y peso seco organico

Se siguid la metodologia propuesta por Sorokin (1973) y se calculd el peso seco total, cenizas y peso seco
orgdanico. Se tomaron 15 ml de cada cultivo y se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio de 47 mm
previamente pesados (Whatman GF/Cy de 1 um de abertura de poro). Para obtener el peso seco total,
los filtros se mantuvieron en estufa a 60 °C hasta alcanzar un peso constante. El contenido de cenizas se
cuantifico al evaluar después de incinerar el filtro con la muestra en una mufla a 470 °C por 4 h. El peso
seco organico se obtuvo por la diferencia entre los valores de peso seco total y el peso de las cenizas. Los
pesos fueron evaluados con una balanza analitica (Mettler Toledo XS105), por triplicado o hasta alcanzar

un peso constante por filtro.

Peso seco total = Peso seco del filtro + Muestra (3)
Peso de cenizas = Peso despues de incinerar muestra — Peso del filtro (4)
Peso seco organico = Peso seco total — Cenizas (5)

2.4.3 Pigmentos

Los pigmentos se estimaron por medio del filtrado de 5 ml de muestra a través de filtros de fibra de vidrio
de 25 mm (Whatman GF/Cy de 1 um de abertura de poro). Para el calculo de pigmentos se utilizéd 7 ml de
acetona al 90%, siguiendo el procedimiento descrito por Parsons et al. (1984) basado en técnicas
espectrofotométricas. Para la cuantificacion de los pigmentos se utilizé el espectrofotémetro Hach modelo

6000.
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2.4.4 Fotosintesis

Se midié la fotosintesis con un fluorimetro de pulso de amplitud modulada (Junior PAM Walz), con la

finalidad de conocer la respuesta de cada especie a la irradiancia.

Para la realizacién de curvas de fotosintesis se tomaron 15 ml de cada cultivo. La muestra se mantuvo en
obscuridad por 15 min. Se colocé la fibra dptica para la medicién en los tubos con la muestra y se ajustaron
los parametros de ft (intensidad de la sefial a través de la fibra), el tiempo entre mediciones y la ganancia
en el software del Junior PAM para proceder con las mediciones. Con el equipo se obtuvieron las curvas
de luz para cada especie y en base a éstas se realizé el calculo de los indicadores fotosintéticos: maxima
tasa de transporte de electrones (ETRmsx), eficiencia fotosintética (a), irradiancia de saturacion luminica
(Ex) y maxima produccion fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) a partir del calculo de absortancia con el
uso del programa Solver (Lépez-Figueroa com. Personal, 2018) y al siguir el método de Eilers y Peeters
(1988). Para los calculos de los indicadores fotosintéticos fue necesario evaluar la absortancia de las células
de cada cultivo, para lo cual se realizé un espectro de absorcién in vivo en un intervalo de 350 a 750 nm

con un espectrofotémetro Hach modelo 6000.

2.4.5 Composicion proximal

Por medio de métodos espectrofotométricos se evalud el contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos.
Para lo cual fueron tomados 10 ml de cada cultivo en fase estacionaria, filtrados a través de filtros de fibra
de vidrio de 25 mm (Whatman GF/C y de 1 um de abertura de poro), los cuales se lavaron con agua

destilada. Los filtros se almacenaron en tubos Eppendorf a -20 °C hasta su analisis.

2.4.5.1 Carbohidratos

Para la evaluacién de carbohidratos se utilizd acido sulfurico para la extraccion, siguiendo el método
descrito por Whyte (1987). La cuantificacion se realizé con fenol de acuerdo a lo descrito por Dubois et al.

(1956) y Malara y Charra (1972a). Se construyé una curva de calibracién con glucosa (99%).
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2.4.5.2 Proteinas

Las proteinas fueron extraidas siguiendo el método de Malara y Charra (1972b), utilizando hidréxido de
sodio (NaOH) en distintas concentraciones, con 100 °C de incubacién y distintos tiempos, esto
dependiendo de la microalga (Tabla 2). La cuantificacidn se realizé con el reactivo Folin-Ciocalteau segun
el método de Lowry et al. (1951). La construccién de la curva de calibracion fue con albumina de bovino
(98%).

Tabla 2. Condiciones de extraccion de proteinas para cada especie de microalga.

Especie NaOH Tiempo (min)
Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 0.2 20
Cymbella sp. (cepa 2) 0.2 20

Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 0.1 10

Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 1.0 60
Dunaliella bardawil 0.1 60
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 0.2 20
Geitlerinema lemermanii 0.2 20
Komvophoron sp. 0.2 20
Phormidium sp. 0.2 20
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 0.1 10

2.4.5.3 Lipidos
Los lipidos se extrajeron con una mezcla de cloroformo-metanol-agua, siguiendo el método de Bligh y Dyer

(1959), y la cuantificacion de lipidos se realizd por el método de Pande et al. (1963). La construccion de la

curva de calibracién fue con tripalmitina (99%).

2.4.6 Perfil de acidos grasos

Durante la fase estacionaria del crecimiento, se tomé una alicuota de cada cultivo. Se concentrd la biomasa

de células por medio de una centrifuga Eppendorf 5810R a 4 °C y 4000 rpm por 10 min. El paquete de la
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biomasa de células se congelé a -80 °C hasta realizar la liofilizacién a -50 °Cy 0.11 kg cm? de presién con

un liofilizador Labconco modelo 6.0.

Se pesaron alicuotas de 50 mg de biomasa liofilizada en viales ambar de 5 ml previamente lavados con
detergente Alconox® y calcinados en una mufla a 470 °C, donde se realizé la extraccidn de lipidos por el
método de Folch et al. (1957), utilizando una solucion de diclorometano-metanol (2:1) mas BHT

(Butilhidroxitolueno) al 0.01%.

La saponificacion de los lipidos se realizd con una solucién de 0.3 N de KOH metandlico al 90%, una vez
agregada la solucién se dejo en bafio maria por 30 minutos a 60 °C. Cuando las muestras se encontraron
a temperatura ambiente, se adicionaron 600 ul de agua y 400 pl hexano, para la extraccion de los lipidos
insaponificables, los cuales se presentaban en la capa superior de la muestra. La muestra colectada se

acidificé con HCI 6N y se agregd hexano para la separacién de los lipidos saponificables.

La metilacidn de las muestras se realizé por el método de Metcalfe et al. (1966) y la composicién de los
acidos grasos se analizd con un cromatografo de gases (Agilent Technologies 7890A), con una columna
capilar (Agilent J&W GC Columns, 123-3232 DB-FFAP de 30 m de longitud por 320 um de diametro, y grosor
de la pelicula de 0.25 um), y un detector de flama ionizado, como gas de acarreo se utilizé hidrégeno. El
volumen de inyeccidn de la muestra fue de 1 pl, con concentracién de 10 mg ml™?. La temperatura inicial
del horno fue de 120 °C, se aumentd hasta llegar a 190 °C (9 °C min™!), posteriormente se incrementd la
temperatura hasta 230 °C (3 °C min!) donde se mantuvo por 4 min. La identificacién de los &cidos grasos
se realizé por la comparaciéon de los tiempos de retencién con los del estandar, 37 “Component Supelco®
FAME Mix SIGMA”. Las cantidades de acidos grasos de las muestras se calcularon por medio del programa

MATLAB®.

Ademas, fueron calculadas las proporciones de acidos grasos saturados e insaturados (RSU), asi como de
la proporcion de acidos grasos insaturados (RU), esto de acuerdo a las ecuaciones (6) y (7) propuestas por

Sanchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020).

_ Y. SFA
RSU = Y MUFA+Y, PUFA (6)
RU = Y MUFA @)

= YPUFA
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Donde SFA corresponde a los acidos grasos saturados, MUFA a los acidos grasos monosaturados y PUFA a

los acidos grasos poliinsaturados.

2.5 indices de calidad

Se evalué la productividad en contenido de peso y de lipidos de cada especie de microalga. Asi como las
propiedades del biodiesel mediante el calculo del indice de saponificacidn, indice de yodo y numero de

cetanos.

2.5.1 Productividad

La productividad se determind con respecto a biomasa y lipidos en cada una de las especies de microalgas.
Para la productividad de biomasa el calculo se realizé relacionando la concentracion celular y el peso seco
total por dia. Mientras que la productividad de lipidos se calculd con la relaciéon de productividad de

biomasa y el contenido lipidico. Siendo utilizadas las siguientes ecuaciones:

Productividad de biomasa = Tasa de crecimiento (1 dia™) X Peso (g L™1) (8)

Productividad de lipidos = Tasa de crecimiento (1 dfa™!) x Lipidos (g L™1) (9)

2.5.2 Propiedades del biodiésel

Para la evaluacidn de las propiedades del biodiesel fue utilizado el perfil de dcidos grasos de cada especie
de microalga, con lo cual se calculé el indice de saponificacién (SV), indice de yodo (IV) y numero de

cetanos (CN), con las ecuaciones descritas por Gopinath et al. (2009):

560 X F
MW

SsvV=)>» (10)
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IV — Z 254-;/[(\/1:/)( D (11)
_ sas8) _
CN = (46.3 T ) (0.225 x IV) (12)

Donde F indica el porcentaje de cada acido graso, MW corresponde a la masa molecular del acido graso

(gramos mol?) y D es el nimero de dobles enlaces.

2.6 Sobreproduccidn de lipidos y acidos grasos

Fue seleccionada una especie de microalga del total evaluadas como se ha descrito en la seccién 2.3. El
criterio para seleccionar la especie para inducir a la sobreproduccion de lipidos fue con base en la que
obtuvo los mayores valores de tasa de crecimiento, mayor fotosintesis, mayor proporcion de lipidos y
perfil de dcidos grasos con mayor proporcion de acidos grasos saturados, mayor productividad y mayor

valor en el nUmero de cetanos.

La especie de microalgas seleccionada se llevé a un proceso de cultivo de dos fases. En la primera fase, se
promovio el crecimiento celular al tener los cultivos en las condiciones descritas en la seccidn 2.3, esta
primera fase se mantuvo durante 3 dias, tiempo en que la especie de microalga alcanza la fase estacionaria
de cultivo. En la segunda fase, la especie de microalga se mantuvo en distintas concentraciones de
salinidad para inducir la sobreproduccién de lipidos y acidos grasos saturados. A los cultivos se les
suministro, por triplicado, cloruro de sodio (NaCl) en una concentracién de 0, 15 y 30 g L, que en

molaridad corresponden a 0, 0.21y 0.41 M.

2.6.1 Evaluacion de la sobreproduccién de lipidos y acidos grasos

Para cada condicién de cultivo experimental se realizé la cosecha de biomasa en dias alternos a partir de
la segunda fase de cultivo, de la cual se evalué el conteo del nimero de células, tamafio celular, la tasa de
crecimiento, peso seco total, cenizas y peso seco organico, pigmentos, fotosintesis, composicidon proximal,
perfil de dcidos grasos, productividad y propiedades del biodiésel, por medio de las metodologias descritas

en las secciones 2.4 a 2.5.
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2.7 Analisis estadistico

Para todos los analisis se probaron las hipdtesis que fundamentan la estadistica paramétrica y que son la

normalidad de los datos y la homogeneidad de varianzas (Zar, 2010).

Se utilizé un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via para identificar las diferencias para cada una de las
variables de respuesta, tasa de crecimiento, peso seco total, cenizas, peso seco organico, clorofila a,
clorofila b, clorofila c, carotenoides, fotosintesis (o, ETRmax, Ex Yy Fv/Fm), carbohidratos, proteinas, lipidos,

perfil de acidos grasos, productividad de biomasa y lipidos de las diez especies de microalgas evaluadas.

Se utilizd un ANOVA de una via para evaluar el efecto de la salinidad para cada una de las variables de
respuesta, concentracion de células, tasa de crecimiento, tiempo de generacidn, tamano celular, peso seco
total, cenizas, peso seco organico, clorofila a, clorofila b, clorofila ¢, carotenoides, fotosintesis (o, ETRmax,
Ex y Fv/Fm), carbohidratos, proteinas, lipidos, perfil de dcidos grasos, productividad de biomasa y lipidos,

asi como propiedades del biodiesel de la especie de microalga evaluada.

Se considerd un nivel de confianza de 95%, y en caso de haber diferencias significativas se utilizé una
prueba a posteriori de Tukey. Para el analisis de datos se utilizdé el paquete de programas STATISTICA®

version 10 (StatSoft, 2015).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Evaluacidn de los cultivos de las diez especies
3.1.1 Crecimiento de las microalgas
Los valores de pH del medio de cultivo de las especies cultivadas en agua de dulce fueron mayores y con

tendencia similar en el transcurso del tiempo, en comparaciéon con aquellas especies que fueron

mantenidas en agua de mar (Fig. 1).

—a— Amphora sp. (cepa 3) —4— Aphanocapsa marina
12.0 - —e— Cymbella sp. (cepa 2) —»— Geitlerinema lemmermannii
: —k— Tetraselmis suecica —a— Komvophoron sp.
—w— Chlorella autotrophica —#— Phormidium sp.
11.59 —&— Dunaliella bardawil —&— Heterococcus sp.

Dias

Figura 1. Valores promedio y desviacion estandar de pH del medio de los cultivos de las diez especies de microalgas
mantenidas en sistemas por lote. Especies marinas: Amphora sp., Cymbella sp., Tetraselmis suecica, Dunaliella
bardawil, Aphanocapsa marina, Komvophoron sp., Phormidium sp. y Heterococcus sp. Especies dulceacuicolas:
Chlorella autotrophica y Geitlerinema lemmermannii.

Las curvas de crecimiento de las diez especies de microalgas y por clase taxondmica se muestran en la Fig.
2. La concentracién inicial y final de células mostré diferencias significativas (p<0.05) entre las especies

(Tabla 3). Donde la especie Aphanocapsa marina fue la de mayor concentracién de células.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la tasa de crecimiento evaluada para las diez especies.
Las significativamente mayores tasas de crecimiento se presentaron con las especies de Chlorella

autotrophica y Geitlerinema lemermanii (Tabla 3).
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Figura 2. Valores promedio y desviacion estandar de las curvas de crecimiento de diez especies de microalgas

mantenidas en cultivos por lotes.

Los valores del tiempo de duplicacién (Tg) mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre las especies.

Donde el valor mayor de Tg se presentd con Aphanocapsa marina, mientras que los significativamente

menores se presentaron con Chlorella autotrophica y Geitlerinema lemermanii (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores promedio y desviacidn estandar de los indicadores de crecimiento de los cultivos de diez especies de microalgas
mantenidos en sistemas por lotes. Concentracion de células (CC: células ml-1 x 10°), dias en fase exponencial (DFE: dias), tasa
de crecimiento (u: divisiones dia'l) y tiempo de generacién (Tg: dias).

Especie CC Inicial CC Final DFE 1] Tg

Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 0.51 + 0.01d 2796 + 4.39b 7 0.48 + 0.09 def 2.12 + 0.39¢
Cymbella sp. (cepa 2) 141 + 0.05d 3333 + 261b 4 0.62 + 0.05c 1.62 + 0.12de
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 0.74 + 0.07d 6.05 + 1.18b 2 094 + 0.05b 1.07 + 0.05fg
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 8.09 + 0.64b 7142 + 8.63b 2 133 + 0.01a 0.75 + 0.00g
Dunaliella bardawil 0.32 + 0.03d 212 + 0.05b 4 0.52 + 0.03de 195 + 0.13cd
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 27.73 + 1.75a 577.20 + 77.44a 7 0.33 + 0.01f 3.02 + 0.04a
Geitlerinema lemermanii 1.03 + 0.30d 2343 + 0.24b 2 131 + 0.15a 0.77 + 0.08g
Komvophoron sp. 338 + 0.15c 2122 + 0.72b 2 0.76 + 0.01cd 132 + 0.02ef
Phormidium sp. 1.37 + 0.19d 962 + 1.67b 4 0.45 + 0.01def 2.21 + 0.04bc
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 0.19 + 0.03d 064 + 0.05b 7 0.38 + 0.03ef 2.63 + 0.22ab

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f>g.

En la Tabla 4 se presentan los valores promedio de la medicion inicial y final de 30 células de cada cultivo
mantenido en lotes. Siendo Heterococcus sp. la de mayor tamano celular inicial y final, ademas fue esta
misma especie la que presenté la mayor diferencia de tamafio entre el inicio y final del experimento.
Mientras que la especie de menor tamafiio fue Aphanocapsa marina, que presentd un tamafio no mayor a

1 pm.



Tabla 4. Valores promedio y desviacion estandar de la medicidn celular inicial y final (um) de los cultivos de diez especies de microalgas mantenidos en sistemas por lotes.

Tamaiio Celular Inicial
Ancho

Especie .
Diametro Largo

Longitud (Filamento)

Diametro

Tamaiio Celular Final
Largo

Ancho

Longitud (Filamento)

Bacillariophyceae
Amphora sp. (cepa 3) 7.56
Cymbella sp. (cepa 2) 12.34 +

I+

Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 11.42 +
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 3.51 * 0.06

Dunaliella bardawil 9.83 * 0.66
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 0.99 * 0.06
Geitlerinema lemermanii

I+

Komvophoron sp. 1.38
Phormidium sp. 1.06 *

Xanthophyceae

I+

Heterococcus sp. 52.91

0.25
0.16

0.17

0.08
0.03

7.90

3.38
3.38

7.82

1.55
221

34.90

I+

I+

0.13
0.11

0.74

0.08
0.12

4.83

109.01
58.74
71.69

+

7.67
3.54
1.85

4.63
11.26

0.89

0.44
0.98

0.04

6.12
10.63

12.96

1.33
1.13

94.38

0.27
0.50

0.74

0.07
0.07

12.45

2.92
3.02

8.30

1.34
2.07

54.34

I+

I+

+

0.12
0.21

0.62

0.24
0.26

15.13

93.24
85.24
89.34

I+

I+

10.35
8.29
4.81

(014
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3.1.2 Peso seco total, cenizas y peso seco organico

El peso seco total (p<0.05), peso de cenizas (p<0.05) y peso seco organico (p<0.05) mostraron diferencias
significativas entre las distintas especies (Tabla 5). Para peso seco total Heterococcus sp. fue la especie que
presentd el mayor valor (320.22 + 10.79 mg L1). Con respecto al peso de cenizas, fueron Amphora sp.
(cepa 3) (177.33 * 8.44 pg ml?), Aphanocapsa marina (179.70 + 2.60 mg L) y Heterococcus sp. (198.07
12.83 mg LY), las que presentaron los mayores valores. Mientras que Chlorella autotrophica fue aquella

especie con el valor mayor de peso seco organico (160.81 + 3.75 mg LY).

Tabla 5. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco total, peso de cenizas y peso seco orgdnico, en mg L, de los
cultivos de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas por lotes.

Especie Peso Seco Total Peso de Cenizas Peso Seco Organico

Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 256.22 + 5.78cde 17733 + 8.44a 80.52 + 3.88g
Cymbella sp. (cepa 2) 262.00 + 18.51bcd 176.37 * 12.90ab 85.63 + 5.85fg
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 275.44 + 7.22bc 15244 + 6.00 bc 12444 + 244c
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 260.52 + 3.75bcd 99.70 + 3.75ef 160.81 + 3.75a
Dunaliella bardawil 175.00 = 1.44f 116.00 + 3.78de 61.26 + 4.56h
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 288.44 + 561b 179.70 + 2.60a 108.74 = 3.53cde
Geitlerinema lemermanii 22522 + 11.57e 80.67 + 10.44f 14378 + 1.82b
Komvophoron sp. 234.15 + 18.10de 136.30 + 11.89cd 97.85 * 10.54 ef
Phormidium sp. 247.56 + 10.00 cde 14422 + 3.11c 106.00 + 8.29de
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 320.22 + 10.79a 198.07 * 12.83a 122,15 + 6.03cd

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f>g>h.

3.1.3 Pigmentos

La concentracidn de pigmentos de las diez especies de microalgas se muestra en la Tabla 6. Donde se
obtuvieron diferencias significativas para clorofila a (Chl-a) (p<0.05), clorofila b (Chl-b) (p<0.05), clorofila c
(Chl-c) (p<0.05) y carotenoides (p<0.05). Para Chl-a, Chlorella autotrophica presentdé el valor
significativamente mayor (961.47 + 67.35 pg L?). Con respecto a Chl-b, Tetraselmis suecica fue la especie

con el valor significativamente mayor (410.04 + 7.80 pg L). En el contenido de Chl-c, fueron dos especies
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de microalgas las que presentaron los mayores valores y que correspondieron a Amphora sp. (cepa 3)
(69.33 + 6.82 pg L) y Cymbella sp. (cepa 2) (93.13 + 28.48 ug L!). Mientras que en el contenido de

carotenoides, Dunaliella bardawil fue aquella con la mayor cantidad (2244.76 + 71.11 pg LY).

Tabla 6. Valores promedio y desviacion estandar de la concentracidon de pigmentos (ug L) de los cultivos de diez especies de
microalgas mantenidas en sistemas por lotes. Clorofila a (Chl-a), clorofila b (Chl-b), clorofila c (Chl-c) y carotenoides (Car).

Especie Chl-a Chl-b Chl-c Car

Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 582.72 + 11.04c NC 69.33 + 6.82a 24540 + 17.64c
Cymbella sp. (cepa 2) 597.14 + 37.47c NC 93.13 + 28.48a 135.24 + 13.64de
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 635.82 * 5.15¢c 410.04 + 7.80a NC 538.57 + 1.94b
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 961.47 + 67.35a 31253 + 3.06c 3314 + 798b 530.97 + 9.54b
Dunaliella bardawil 354.08 + 22.19e 87.17 + 16.71d 2571 + 4.68b 224476 + 71.11a
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 166.24 + 6.74g NC 1049 * 9.30b 247.73 * 36.52c
Geitlerinema lemermanii 783.86 + 27.20b NC 3459 + 21.21b 21546 + 3.95c
Komvophoron sp. 238.75 + 21.28fg NC 10.625 + 6.79b 87.06 + 1.79e
Phormidium sp. 26891 + 5.52f NC 2169 + 7.63b 183.01 + 12.32cd
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 497.32 + 28.05d 367.28 + 5.14b 7.15 + 248b 22853 + 1148c

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f>g.
NC: No contiene este tipo de pigmento debido a las caracteristicas del grupo.

3.1.4 Fotosintesis

Los valores de los indicadores fotosintéticos se presentan en la tabla 7. Habiendo diferencias significativas
en la pendiente inicial (a) (p<0.05), tasa de transporte de electrones (ETRmax) (p<0.05), irradiancia de
saturacién (Ek) (p<0.05) y eficiencia cuantica (Fv/Fm) (p<0.05). Los valores de a fueron mayores para la
especie Aphanocapsa marina, mientras que los valores mayores de ETRmax Y Ex Se presentaron en
Komvophoron sp. Finalmente el valor mayor de Fv/Fm se presentd Heterococcus sp. Es importante
recalcar, que solo 3 especies (Tetraselmis suecica, Chlorella autotrophica y Heterococcus sp.) presentaron

un valor éptimo de eficiencia cudntica.
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Tabla 7. Indicadores fotosintéticos del dia final de los cultivos de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas de cultivo
por lotes. Pendiente inicial (a); tasa de transporte de electrones (ETRmax), irradiancia de saturacidn (Ex) y eficiencia cuantica
(Fv/Fm).

Especie a ETRmax Ex Fv/Fm

Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 0.001 + 0.00f 297 ¢ 2.33f 2841.15 + 1553.35d 039 + 0.02c
Cymbella sp. (cepa 2) 0.002 + 0.00e 3.35 1.26f 2071.14 + 900.53d 047 + 0.01la
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 0.02 + 0.00c 98.79 + 23.55b 5889.18 + 1581.95c¢ 0.50 + 0.03a
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 0.04 + 0.01b 5420 + 23.04c 1830.40 + 1553.71d 0.52 + 0.06a
Dunaliella bardawil 0.01 + 0.00d 6.06 1.27 e 850.57 + 309.30d 040 + 0.05b
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 0.07 * 0.00a 91.76 + 5.44b 1304.18 =+ 70.18d 0.24 + 0.00d
Geitlerinema lemermanii 0.02 + 0.00c 2545 + 0.64d 1385.48 + 64.87 d 0.17 + 0.00d
Komvophoron sp. 0.04 + 0.00b 590.36 + 152.37a 15405.62 + 3731.46a 0.21 + 0.02d
Phormidium sp. 0.01 + 0.00d 13.07 = 1.56e 1350.50 + 215.00d 0.20 + 0.02d
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 0.01 + 0.00d 393 ¢ 0.88f 531.67 + 39.19d 053 + 0.01la

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f.

3.1.5 Composicion proximal

En el contenido de lipidos se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre especies, siendo el
mayor valor para Dunaliella bardawil (38.92 + 2.9%). En el contenido de proteinas hubo diferencias
significativas (p<0.05) entre especies, donde Geitlerinema lemermanii fue aquella con la significativamente
mayor cantidad (44.88 + 1.28%). Con respecto a carbohidratos, se presentaron diferencias significativas
(p<0.05) entre especies, siendo Chlorella autotrophica (25.35 £ 0.70%), la que presentd el mayor valor

(Tabla 8).
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Tabla 8. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de lipidos, proteinas y carbohidratos de los cultivos
de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas de cultivo por lotes.

Especie Lipidos Proteinas Carbohidratos

Bacillariophyceae

Ampbhora sp. (cepa 3) 1444 + 2.37bc 1740 + 1.66d 1.73 + 0.51f
Cymbella sp. (cepa 2) 11.36 + 1.40cde 1453 + 3.13d 430 + 1.26e
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 17.22 + 2.32b 17.44 + 1.80d 2090 + 1.52b
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 1418 + 0.44bc 1231 + 1.02d 2535 + 0.70a
Dunaliella bardawil 3892 + 2.90a 250 + 0.19e 11.00 + 0.61d
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 9.26 + 0.26de 27.37 + 2.59c 13.53 + 0.20c
Geitlerinema lemermanii 12.22 + 0.32cde 4488 *+ 1.28a 10.09 + 0.64d
Komvophoron sp. 799 + 124e 3200 t 4.25bc 6.41 + 130e
Phormidium sp. 1427 + 0.40bc 36.39 + 243D 6.65 + 1.05e
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 12.89 + 1.61bcd 559 + 1.54e 11.89 + 0.57d

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f.

3.1.6 Perfil de acidos grasos

De las diez especies evaluadas, se identificaron 34 tipos de acidos grasos (Tabla 9). Siendo Chlorella
autotrophica la especie que presentd el mayor porcentaje de acidos grasos saturados (44.66%) y
monosaturados (52.42%), asi como el menor porcentaje de poliinsaturados (2.90%). Mientras que
Amphora sp. (cepa 3) mostré el mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (54.71%), asi como el
menor porcentaje en acidos grasos monosaturados (9.11%). En cuanto al menor porcentaje de acidos

grasos saturados, Komvophoron sp. fue la especie que lo presento (33.85%).

En el grupo de las Bacillariophyceae, Amphora sp. (cepa 3) presentd el mayor porcentaje en el acido graso
poliinsaturado C18:3n3 (39.35%), seguido del acido graso saturado C16:0 (14.88%). Mientras que la
especie Cymbella sp. (cepa 2) presentd el mayor porcentaje en el acido graso poliinsaturado C20:5n3 EPA

(28.19%).
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La especie Tetraselmis suecica, del grupo de las Chlorodendrophyceae, presentd el porcentaje mayor de

30.41% en el acido graso saturado C16:0.

Tabla 9. Valores promedio del porcentaje de dcidos grasos de los cultivos de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas

de cultivo por lotes.

Composicion de

Bacillariophyceae

Chlorodendrophyceae

Chlorophyceae

Acidos grasos Amphora sp. Cymbella sp. Tetraselmis Chlorella Dunaliella
(cepa 3) (cepa 2) suecica autotrophica bardawil
SFA
C6:0 0.30 098 + 0.01 0.62
C8:0 0.33 0.18 0.22 = 0.00 0.56 = 0.00 0.24
C10:0 0.02 0.03 = 0.00 0.55
C11:0 0.33 0.01 083 + 0.01
C12:0 0.32 0.01 0.06
C13:0 1.34 0.59 0.76 = 0.00 1.97 £ 0.00 0.26
C14:0 10.90 12.66 1.03 + 0.00 16.30 + 0.06 1191
C15:0 1.84 3.40 0.08 + 0.00 0.32 + 0.00 2.36
C16:0 14.88 8.97 30.41 + 0.02 21.11 + 0.00 8.19
C17:.0 0.31 5.69 0.07 + 0.00 7.55
C18:0 1.18 0.40 1.07 + 0.00 193 + 0.00 0.36
C20:0 1.42 0.07 0.05 = 0.00 1.10 + 0.00
C21:0 1.87 5.58 340 + 0.01 0.54 + 0.00 6.50
C22:0 0.08 0.08
C23:0 0.89 0.39 0.11 = 0.00 0.18
C24:0 0.58 2.70 2.11
MUFA
Cl4:1 1.04 0.07 0.10 + 0.00 9.41 + 0.08 0.09
C15:1 0.89 0.53
Cl6:1 2.20 18.95 1.43 + 0.00 3449 * 0.06 16.80
C17:1 1.23 0.37 0.28 + 0.00 045 + 0.00 0.05
C18:1n9 1.60 2.29 1532 + 0.01 7.63 + 0.06 0.53
C20:1n9 3.04 0.42 284 + 0.00 044 =+ 0.00 0.14
C22:1n9
PUFA
C18:2n6 C 5.61 1.23 16.40 + 0.00 2.25
C18:2n6 T 0.03
C18:3n6 1.34 0.27 2.08 + 0.00 0.65 * 0.00 0.95
C18:3n3 39.35 0.16 8.13 + 0.01 1.08 + 0.01 0.14
C20:2 0.29 0.24 0.23 + 0.00
C20:3n6 0.26 0.33 = 0.00 0.38
C20:3n3 0.34 0.74 = 0.00 0.13
C20:4n6 ARA 1.50 4.50 2.74 + 0.00 043 + 0.00 5.24
C20:5n3 EPA 2.78 28.19 1192 + 0.02 30.78
C22:2
C22:6n3 DHA 3.50 1.06 1.03
TOTAL
3SFA 36.19 41.05 38.21 44.66 40.97
2MUFA 9.11 22.99 19.97 52.42 18.14
2PUFA 54.71 35.94 41.83 2.90 40.90
SSFA/SMUFA+3IPUFA 0.57 0.70 0.62 0.81 0.69
SMUFA/3SPUFA 0.17 0.64 0.48 18.08 0.44
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Tabla 9. (continuacidn). Valores promedio del porcentaje de acidos grasos de los cultivos de diez especies de microalgas
mantenidas en sistemas de cultivo por lotes.

Composicién de o Cyanophyceae Xanthophyceae

. . Aphanocapsa Geitlerinema ..

acidos grasos . .. Komvophoron sp.  Phormidium sp. Heterococcus sp.
marina lemermanii

SFA

C6:0 0.17 0.28 2.54 2.02

C8:0 0.13 0.77 + 0.00 0.15 0.40 0.35

C10:0

C11:.0 0.03 0.03 0.18 0.24

C12:0 0.03 0.06

C13:.0 0.52 1.57 + 0.01 0.62 0.83 1.71

C14:0 1.00 0.40 + 0.00 0.76 0.39 0.28

C15:0 0.06 0.32 + 0.00 0.06 0.05 0.05

Ci6:0 28.27 3530 * 0.05 27.08 22.76 22.38

C17:0 0.06 0.42 + 0.00 0.05 0.16 0.16

C18:0 1.16 197 + 0.01 0.98 4.24 4.12

C20:0 0.04 0.55 + 0.00 3.47 3.88

C21:0 3.82 3.81 0.05 0.07

C22:0 0.17 0.18

C23:0 0.12

C24:.0 0.18

MUFA

Cl14:1 0.08 0.53 + 0.00 0.07

C15:1 0.07

Cle:1 1.57 6.76 + 0.03 1.08 0.91 0.83

C17:1 0.24 3.73 + 0.03 0.37 13.00 12.76

C18:1n9 14.69 2.67 = 0.00 16.37 8.66 8.60

C20:1n9 2.92 3.14 0.19

C22:1n9

PUFA

C18:2n6 C 16.76 9.01 * 0.02 16.75 13.58 14.00

C18:2n6 T

C18:3n6 2.23 2.12

C18:3n3 8.75 3561 * 0.09 8.37 28.13 28.12

C20:2 0.25 0.29 0.08

C20:3n6 0.32 0.35

C20:3n3 0.38 + 0.00 0.06

C20:4n6 ARA 3.08 3.07 0.04 0.06

C20:5n3 EPA 13.57 14.18 0.16

C22:2

C22:6n3 DHA

TOTAL

3SFA 35.56 41.30 33.85 35.24 35.50

MUFA 19.50 13.69 21.03 22.76 22.26

SPUFA 44,96 45.00 45.13 41.99 42.24

SSFA/SMUFA+3ZPUFA 0.55 0.70 0.51 0.54 0.55

SMUFA/3ZPUFA 0.43 0.30 0.47 0.54 0.53

En el grupo de las Chlorophyceae, Chlorella autotrophica presentd los mayores valores en los acidos grasos
monosaturado C16:1 (34.49%) y saturado C16:0 (21.11%). Por otra parte, la especie Dunaliella bardawil

presentd el mayor valor en el acido graso poliinsaturado C20:5n3 EPA (30.78%).
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Para el grupo de las Cyanophyceae y Xanthophyceae, los acidos grasos saturados C16:0 y poliinsaturados
C18:3n3 fueron los que presentaron mayores valores. En Aphanocapsa marina, el acido graso C16:0
presentd un 28.27%. En Geitlerinema lemermanii, los acidos grasos C16:0y C18:3n3 representaron un 35.3
y 35.61%, respectivamente. Komvophoron sp. presentd un 27.08% en el acido graso C16:0. Mientras que
Phormidium sp. presentd un 22.76% en el acido graso saturado C16:0 y un 28.13% en el poliinsaturado
C18:3n3. Por otra parte, la xantofita Heterococcus sp., obtuvo un 22.38y 28.12% en los acidos grasos C16:0

y C18:3n3, respectivamente.

3.2 indices de calidad

3.2.1 Productividad

En la productividad se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre especies, siendo Chlorella
autotrophica aquella especie que presentod el significativamente mayor valor tanto en productividad de

biomasa (0.213 + 0.006 g L dia) como en productividad de lipidos (0.030 + 0.001 g L dia?) (Tabla 10).

Tabla 10. Valores promedio y desviacién estandar de la productividad (g L™ dia™) de biomasa y de lipidos de los
cultivos de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas de cultivo por lotes.

Especie Productividad de Biomasa Productividad de Lipidos

Bacillariophyceae

Amphora sp. (cepa 3) 0.039 + 0.009e 0.006 + 0.000d
Cymbella sp. (cepa 2) 0.053 + 0.002de 0.006 + 0.001d
Chlorodendrophyceae

Tetraselmis suecica 0.117 + 0.004c 0.020 + 0.003b
Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 0.213 + 0.006a 0.030 £+ 0.001a
Dunaliella bardawil 0.032 + 0.002e 0.013 + 0.000c
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 0.036 + 0.001e 0.003 + 0.000d
Geitlerinema lemermanii 0.189 + 0.020b 0.023 + 0.003b
Komvophoron sp. 0.074 + 0.008d 0.006 + 0.001d
Phormidium sp. 0.048 + 0.004e 0.007 + 0.000d
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 0.047 £ 0.002e 0.006 + 0.001d

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e.
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3.2.2 Propiedades del biodiésel

En la Tabla 11, se presentan los valores obtenidos del indice de saponificacion (SV), indice de yodo (IV) y
nuimero de cetanos (CN). En cuanto al indice de saponificacidn se obtuvieron valores en un intervalo de
202.54 2 225.04 g KOH g, Para el indice de yodo, el rango se presentd entre 60.67 a 178.03 g I, (100 g)™.
Mientras que el nimero de cetanos se presentd en un rango de 32.72 a 56.90, siendo el menor valor para

Dunaliella bardawil y el valor mayor para Chlorella autotrophica.

Tabla 11. Valores promedio del indice de saponificacion (SV), indice de yodo (IV) y nimero de cetanos (CN) de los
cultivos de diez especies de microalgas mantenidas en sistemas de cultivo por lotes.

Especie SV (mgKOH g) IV (g 12 (100 g)Y) CN
Bacillariophyceae

Ampbhora sp. (cepa 3) 207.85 164.22 35.61
Cymbella sp. (cepa 2) 206.08 165.50 35.53

Chlorodendrophyceae
Tetraselmis suecica 206.04 136.00 42.19

Chlorophyceae

Chlorella autotrophica 225.04 60.67 56.90
Dunaliella bardawil 206.13 178.03 32.72
Cyanophyceae

Aphanocapsa marina 202.54 146.42 40.30
Geitlerinema lemermanii 211.20 127.98 43.35
Komvophoron sp. 202.52 149.04 39.72
Phormidium sp. 215.38 123.69 44.06
Xanthophyceae

Heterococcus sp. 212.32 123.36 44.25
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3.3 Efecto de la salinidad en Chlorella autotrophica

3.3.1 Crecimiento de la especie seleccionada

La figura 3 muestra los valores de pH del medio de cultivo.
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Figura 3. Valores promedio de pH del medio de los cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta
concentracion de cloruro de sodio (NaCl).

Las curvas de crecimiento celular por densidad éptica de Chlorella autotrophica se muestran en la figura
4, donde se observa una duracidn de 3 dias de la fase exponencial (Tabla 12). Durante la fase estacionaria
el tratamiento de 30 g L'* de NaCl presenté una ligera disminucidn en el crecimiento celular con respecto

al tratamiento de 15 g L't de NaCl y el control.
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Figura 4. Valores promedio y desviacion estandar de las curvas de crecimiento de Chlorella autotrophica mantenida
con distinta concentracion de cloruro de sodio (NaCl).

La concentracion de células mostro diferentes significativas (p<0.05) por efecto de la concentracién de
NaCl, donde los significativamente mayores valores se presentaron el dia de cosecha (dia 9) para los dos
tratamientos (15 y 30 g L'* de NaCl). Con respecto a la tasa de crecimiento y tiempo de generacidn, no se
presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre las distintas concentraciones de NaCl, para todos los
tratamientos los valores de tasa de crecimiento se presentaron en un rango de 0.92 a 0.75 divisiones dia’

! mientras que para el tiempo de generacidn se presentaron en un rango de 1.33 a 1.09 dias (Tabla 12).
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Tabla 12. Valores promedio y desviacidon estandar de los indicadores de crecimiento de Chlorella autotrophica
mantenida con distinta concentracién de cloruro de sodio (NaCl). Concentracidn de células (CC: células ml? x 10°),
dias en fase exponencial (DFE: dias), tasa de crecimiento (p: divisiones dia™) y tiempo de generacién (Tg: dias).

cc DFE 1} Tg
Control
Dia 0 721 + 0.03d
Dia 3 6250 + 11.06c 3 0.86 + 0.05abc 1.17 + 0.07 abc
Dia 5 69.13 + 0.75¢ 3 0.84 + 0.04 abc 1.20 + 0.06 abc
Dia7 69.50 + 2.97c 3 0.86 + 0.01abc 1.16 + 0.01abc
Dia 9 113.75 + 5.73b 3 0.85 + 0.02abc 1.18 + 0.03 abc
NaCl (15gL?)
Dia 5 76.79 + 6.70c 3 0.85 + 0.02abc 1.17 + 0.02abc
Dia 7 12213 + 6.88b 3 090 + 0.03a 112 + 0.03c
Dia 9 157.50 + 16.39a 3 0.89 + 0.02ab 1.13 + 0.03 bc
NaCl (30 gL?)
Dia 5 7095 + 3.69¢c 3 0.79 + 0.03c 127 + 0.05a
Dia7 109.63 + 3.81b 3 0.81 + 0.02bc 1.24 + 0.03ab
Dia 9 169.17 + 26.53a 3 0.84 + 0.01abc 1.19 + 0.02abc

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d.

Fue medido el didmetro de las células para cada tratamiento (Tabla 13), obteniendo diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05). El mayor valor del tamafio de las células se encontré en el
tratamiento control el dia 9 (4.70 £ 0.38 um), mientras que el menor valor se presento el dia 7 para el

tratamiento de 30 g L™ de NaCl (3.46 + 0.25 pum).
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Tabla 13. Valores promedio y desviacion estandar de la medicién celular (um) de los cultivos de Chlorella
autotrophica mantenida con distinta concentracidn de cloruro de sodio (NaCl).

Tamaiio Celular (Diametro)

Control

Dia 0 441 + 039ab
Dia 3 421 + 0.31bc
Dia 5 409 + 0.27bc
Dia7 428 + 0.41bc
Dia 9 470 + 0.38a
NaCl (15gL?)

Dia 5 411 + 0.23bc
Dia7 361 + 0.29de
Dia 9 390 + 030cd
NaCl (30 gL?)

Dia 5 393 + 031lcd
Dia 7 346 t 0.25e
Dia 9 3,57 t+ 0.27de

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e.

3.3.2 Peso seco total, cenizas y peso seco organico

El peso seco total, peso de cenizas y peso seco organico se muestran en la tabla 14. Para peso seco total
se encontraron diferencias significativas (p<0.05), siendo el mayor valor el dia 7 para el tratamiento de 15
g L' de NaCly los valores menores los dias 3 y 5 del tratamiento control. En peso de cenizas se presentaron
diferencias significativas (p<0.05), donde el mayor valor fue el dia 7 para el tratamiento de 30 g L't de NaCl
y el valor menor para el control en el dia 3. El peso seco orgdnico mostro diferencias significativas (p<0.05),
las diferencias mayores se mostraron en el dia 9 para el tratamiento control y el tratamiento de 30 g L' de
NaCl, mientras que los menores valores se presentaron el dia 3 con el tratamiento control y el dia 5 para

el tratamiento con 30 g L' de NacCl.
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Tabla 14. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco total, peso de cenizas y peso seco organico, en mg
L%, de los cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracién de cloruro de sodio (NaCl).

Peso Seco Total Peso de Cenizas Peso Seco Orgénico
Control
Dia 3 156.00 + 158le 68.67 + 4.22f 92.11 + 8.1le
Dia 5 202.07 290e 87.56 £ 1.15 ef 11452 + 1.92 de
Dia7 27726 + 9.25cd 121.78 + 8.52de 155.48 + 1.48abc
Dia 9 282.74 + 7.03cd 11393 + 3.70de 168.81 + 3.33a
NaCl (15 g L'Y)
Dia 5 29156 + 23.33 bcd 161.22 + 12.11hbc 13033 + 11.22cd
Dia7 362.00 + 25.46a 19148 + 13.96ab 170.52 + 11.56a
Dia 9 306.52 + 16.70 bcd 14830 + 9.43cd 15822 + 8.31lab
NaCl (30gL?)
Dia 5 264.44 + 19.99d 174.78 + 6.78 abc 104.52 ¢ 6.79 e
Dia7 339.04 + 23.42ab 19993 + 22.60a 139.11 + 6.41bcd
Dia 9 316.22 + 4.22 abc 185.85 + 24.08ab 16756 * 17.11a

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f.

3.3.3 Pigmentos
En la Tabla 15 se muestran los valores en la concentracidn de pigmentos de C. autotrophica, en los cuales

no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) con respecto a los tratamientos.

Tabla 15. Valores promedio y desviacion estandar de la concentracién de pigmentos (ug L) de los cultivos de Chlorella
autotrophica mantenida con distinta concentracion de cloruro de sodio (NaCl). Clorofila a (Chl-a), clorofila b (Chl-b), clorofila c
(Chl-c) y carotenoides (Car).

Chl-a Chl-b Chl-c Car
Control
Dia 3 500.86 + 50.28 bc 112.06 + 15.05e 9.29 + 1.87b 22329 + 25.28c
Dia 5 816.11 + 44.24a 215.64 + 17.68ab 1029 + 2.64b 41868 + 26.60a
Dia7 42337 + 0.12cd 126.34 + 4.06 de 5254 + 2452a 308.33 + 19.75b
Dia9 607.91 + 62.02b 176.87 + 9.53 bc 20.83 0.14 ab 332.25 + 23.77b
NaCl (15gL?)
Dia 5 407.25 + 28.0lcd 117.01 + 4.80 de 13.61 + 12.75ab 21892 + 5.81c
Dia 7 790.79 + 78.25a 24487 + 2242a 30.55 + 9.97ab 42830 + 36.21a
Dia 9 446.37 £ 0.81cd 128.22 + 9.18 de 8.62 + 8.46 b 27219+ 5.74 bc
NaCl (30 g LY)
Dia 5 489.72 + 1.62 bed 152.42 + 18.37cd 4424 + 16.92ab 24187 + 13.26¢
Dia7 367.34 + 38.36d 115.87 + 16.90de 18.88 + 17.06ab 21698 + 23.80c
Dia9 456.60 + 34.82cd 141.16 + 4.44 cde 2754 + 17.41ab 220.86 + 3.72 ¢

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e.
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3.3.4 Fotosintesis

Las mediciones fotosintéticas se presentan en la Tabla 16. La pendiente inicial mostrd diferencias
significativas (p<0.05), siendo el valor significativamente mayor para el control el dia 7, mientras que los
menores valores se presentaron el dia 7 para los tratamientos de 15 y 30 g L'? de NaCl. La tasa del
transporte de electrones mostré diferencias significativas (p<0.05), donde los valores mayores se
presentaron en el tratamiento de 30 g L™ de NaCl los dias 7 y 9; mientras que los menores valores se
presentaron los dias 7y 9 del control, y el dia 5 del tratamiento de 30 g L'* de NaCl. En cuanto a lairradiancia
de saturacién se presentaron diferencias significativas (p<0.05), siendo el mayor valor para el dia 7 en el
tratamiento de 30 g L de NaCl y el menor valor para el dia 3 del control. La eficiencia cudntica mostré
diferencias significativas (p<0.05), los mayores valores se presentaron en el dia 3 del control y el dia 5 del
tratamiento de 30 g L' de NaCl, por otra parte, el menor valor se obtuvo el dia 9 del tratamiento de 15 g

L de NaCl.

Tabla 16. Indicadores fotosintéticos del dia final de los cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracion
de cloruro de sodio (NaCl). Pendiente inicial (a); tasa de transporte de electrones (ETRmax), irradiancia de saturacién (Ey) y
eficiencia cuantica (Fv/Fm).

o ETRmax Ex Fv/Fm
Control
Dia 3 0.022 + 0.007b 9.054 + 0.735cd 355.324 + 9.435e 0.584 + 0.027a
Dia 5 0.014 + 0.001bc 5249 + 0.890d 420.819 + 14.707 de 0.508 + 0.024 abc
Dia7 0.030 + 0.004a 11.704 + 0.597c 411.547 + 52.675 de 0.536 + 0.003ab
Dia9 0.018 + 0.004 bc 11.568 + 1.237c 662.690 + 124.591de 0.504 + 0.071abc
NaCl (15g L
1)
Dia 5 0.015 + 0.001 bc 22836 + 2.836ab 1533.904 + 99.232b 0.475 + 0.027 bcd
Dia 7 0.010 + 0.001c 4903 + 1.492d 561.574 + 36.453de 0.445 + 0.011cd
Dia 9 0.017 + 0.001 bc 19.369 + 2.254b 1169.344 + 89.799 bc 0.415 + 0.042d
NaCl (30g L
1)
Dia 5 0.013 + 0.002 bc 12.168 + 1.297c 787.037 + 48.735cd 0.577 + 0.004a
Dia7 0.011 + 0.000c 25564 + 4.725a 2265.716 + 376.470a 0.461 + 0.012 bcd
Dia 9 0.016 + 0.002 bc 26.242 + 1.468a 1567.561 + 133.271b 0.437 + 0.010cd

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e.
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3.3.5 Composicién proximal

La composicién proximal de la especie C. autotrophica mantenida en distintas concentraciones de
salinidad se muestra en la Tabla 17. Para lipidos se presentaron diferencias significativas (p<0.05),
presentdndose el valor mayor y menor para el tratamiento de 30 g L! de NaCl en el dia 5y 9
respectivamente. Proteinas y carbohidratos no mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre las

distintas concentraciones de NaCl.

Tabla 17. Valores promedio y desviacidon estandar del porcentaje de lipidos, proteinas y carbohidratos de los
cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracién de cloruro de sodio (NaCl).

Lipidos Proteinas Carbohidratos
Control
Dia 3 858 + 1.27def 23.15 + 1.35ab 16.74 + 1.40ab
Dia 5 6.23 + 0.10ef 2412 + 0.56a 1481 + 0.35hbc
Dia 7 13.31 + 1.35cde 1885 + 0.57cd 13.87 + 0.20bc
Dia9 13.24 + 0.80cde 21.13 + 0.86abc 16.72 + 1.66ab
NaCl (15gL?)
Dia 5 11.61 + 2.43 cdef 1948 + 1.46 bcd 13,69 + 1.10bc
Dia7 2099 + 266b 17.26 + 2.09de 13.00 + 1.03c
Dia 9 1869 * 5.78bc 21.08 + 0.52abc 1881 + 141a
NaCl (30gL?)
Dia 5 4388 + 3.69a 1836 + 1.38cd 12.15 + 0.76¢
Dia 7 13.83 + 0.94 bcd 16.16 + 1.97de 13.19 + 0.93c
Dia9 514 + 0.53f 1399 + 0.96e 1435 + 1.13bc

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e>f.

3.3.6 Perfil de acidos grasos

Los perfiles de acidos grasos obtenidos del ensayo de induccién se muestran en la Tabla 18. En la mayoria
de los acidos grasos no se presentaron diferencias significativas (p>0.05). El mayor porcentaje de acidos
grasos saturados se presentd el dia 9 para el tratamiento de 15 g L™ de NaCl, siendo ademés el tratamiento

con el menor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados.



Tabla 18. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de dcidos grasos de los cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracion de cloruro de sodio (NacCl).

Control NaCl(15gL?) NaCl(30gL?)
Composicién de
acidos grasos Dia3 Dia 5 Dia7 Dia 9 Dia 5 Dia 7 Dia9 Dia5 Dia7 Dia 9
SFA
C8:0 9.37£0.25 bed 7.32+2.35cd 16.16+2.88 bc 8.31+1.28 bcd 16.71%+7.37b 10.97+1.40bcd 39.31+4.09a 8.15+2.41 bed 450+1.42d 10.02 + 2.55 bed
C10:0 0.70+£0.60 b 0.87+0.53 ab 0.64+0.40b 0.36£0.15b 1.18+0.50 ab 0.65+0.27 b 2.50+1.32a 0.82+0.62 ab 0.61+0.30b 0.89+0.41 ab
C11:0 0.46+0.03a 0.45+0.14a 0.38+0.04 a
C13:0 0.82+0.22 ab 0.77£0.56 ab 0.70£0.35ab 0.30+0.13 b 0.75+0.29 ab 1.21+0.17a
C14:0 2.72+1.18a 1.16+0.27 a 2.76+261la 1.62+0.20a 1.48+0.13a 2.71+0.68 a 1.50+0.87 a 2.14+0.47a 242+0.18a
C15:0 0.45+0.14a 0.83+0.24a 1.09+0.47 a
C16:0 22.58+1.38a 18.75+1.54ab 16.46+1.33bc 17.97+0.63abc 17.79+1.68abc 19.65+1.71ab 12.62+2.73 bc 20.46%3.47 ab 19.37+1.79ab  15.71+2.54 bc
C17:0 0.94+0.02a 0.70+0.28 a 3.63+4.71a
C18:0 11.90+5.09 a 7.76+1.72a 6.89+0.54 a 8.72+4.64a 7.21+2.89a 7.01+2.86a 4.42+0.49a 8.09+2.79a 9.39+3.34a 4.87+2.18a
C20:0 3.83+2.73a 3.47+0.79 a 3.45+0.09a 1.80+0.88 a 436+0.50a 6.75+4.24 3 296+1.15a 2.99+0.73a 295+0.75a 2.71+0.46a
C21:0 1.04+0.32ab 2.34+0.10a 0.88+0.46 b 1.39+0.87 ab
C24:0 3.00£0.15
MUFA
Cl6:1 1.03+0.46a 2.28+1.34a 3.46+1.98a 1.43+0.99a 4.42+1.65a 2.23+0.34a 4.29+0.69 a 3.67+261la 0.98+0.40a 294+218a
C17:1 5.27+0.94 a 11.36+1.28 a 9.51+1.60a 6.58+4.21a 8.45+1.28a 9.37+1.93a 6.56+1.03a 9.46+4.15a 9.32+2.38a 7.26+0.58 a
C18:1n9 15.42+4.52a 9.38+1.81ab 10.28+2.04ab 12.19+4.19ab 8.40+1.86 ab 11.89+3.36 ab 5.08+2.59 b 11.86+4.40 ab 11.76 £+ 2.67 ab 7.24+4.92 ab
C20:1n9 3.67+4.52a 244+0.12a
PUFA
C18:2n6C 6.97+5.65a 8.40+2.46a 9.17+0.82a 5.75+3.35a 9.36+2.97a 7.82+0.88a 4.47+0.83a 9.68+3.34a 8.63+1.93a 7.83+3.19a
C18:3n6 0.76 +0.55
C18:3n3 16.05+4.75b 27.80+2.33a 24.03+4.08ab 23.35+3.17ab 20.50+4.00 ab 22.17 £6.05 ab 15.10+1.59 b 16.62+1.38 b 25.39+4.15ab 20.28+1.38 ab
C20:3n3 0.88+0.50 b 4.22+0.55a 1.23+0.58 b
C20:4n6 ARA 0.83+0.26 ab 1.89+0.08 a 0.71+0.37b 1.12+0.70 ab
C20:5n3 EPA 7.14+4.13
TOTAL
3SFA 54.81 40.11 43.61 44.48 48.88 46.52 64.53 42.31 42.12 46.22
MUFA 21.71 23.01 23.25 23.87 21.27 23.49 15.93 27.42 22.06 17.43
ZPUFA 23.85 37.09 33.19 31.76 29.86 29.99 19.57 30.51 35.95 36.37
RSU 1.20 0.67 0.77 0.80 0.96 0.87 1.82 0.73 0.73 0.86
RU 0.91 0.62 0.70 0.75 0.71 0.78 0.81 0.90 0.61 0.48

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d.

9¢
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3.4 indices de calidad del ensayo de salinidad

3.4.1 Productividad

La productividad de biomasa y lipidos mostraron diferencias significativas (p<0.05). Para biomasa el mayor
valor se presentd el dia 7 para el tratamiento de 15 g L™* de NaCl y los menores valores el dia 9 para el
tratamiento control y 15 g L de NaCl, asi como para el dia 5 del tratamiento de 30 g L'* de NaCl. En
productividad de lipidos, el significativamente valor mayor se presenté el dia 5 para el tratamiento de 30
g L' de NaCl (0.039 + 0.001 g L dia?) y el significativamente menor valor se obtuvo en el tratamiento

control el dia 5 (Tabla 19).

Tabla 19. Valores promedio y desviacién estandar de la productividad (g L™ dia) de biomasa y de lipidos de los
cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracién de cloruro de sodio (NaCl).

Productividad de Biomasa Productividad de Lipidos
Control
Dia 3 0.131 + 0.017d 0.007 + 0.000 ef
Dia 5 0.166 + 0.003d 0.006 + 0.000f
Dia 7 0249 + 0.014bc 0.019 + 0.002cd
Dia 9 0.235 + 0.007c 0.019 + 0.002cd
NaCl (15 g L'Y)
Dia 5 0.252 + 0.022bc 0.013 + 0.002de
Dia7 0324 + 0.031a 0.032 + 0.004b
Dia 9 0.242 + 0.021c 0.023 + 0.006c
NaCl (30gL?)
Dia 5 0.277 + 0.012c 0.039 + 0.001a
Dia7 0.294 + 0.020ab 0.017 + 0.002cd
Dia 9 0.257 + 0.006 bc 0.007 + 0.000 ef

Letras diferentes indican diferencias significativas para cada variable entre los tratamientos en donde a>b>c>d>e.

3.4.2 Propiedades del biodiésel

El indice de saponificacidn, indice de yodo y nimero de cetanos, correspondientes a las propiedades del
biodiesel se muestran en la Tabla 20. El indice de saponificacién mostré diferencias significativas (p<0.05),
donde el valor significativamente mayor se obtuvo el dia 9 para el tratamiento de 15 g L de NaCl y el
menor valor se presentd el dia 7 para el tratamiento de 30 g L'* de NaCl. En el indice de yodo y nimero de

cetanos no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos.
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Tabla 20. Valores promedio y desviacion estandar del indice de saponificacidn (SV), indice de yodo (IV) y nimero
de cetanos (CN) de los cultivos de Chlorella autotrophica mantenida con distinta concentracién de cloruro de sodio
(Nacl).

SV (mg KOH g?) IV (g2 (100 g)?) CN
Control
Dia 3 22477 + 2.10bc 63.17 + 11.37bc 56.37 + 2.38a
Dia 5 22067 + 4.85bc 8885 + 6.29a 51.05 + 0.88b
Dia 7 23500 + 543b 8213 + 525ab 51.05 * 0.68b
Dia 9 220.14 +  3.06bc 79.20 + 8.03ab 53.28 + 2.13ab
NaCl (15gL?)
Dia5 237.48 + 14.52b 7430 + 10.86abc 5262 + 1.10ab
Dia 7 22539 + 3.22bc 76.40 + 12.19ab 5333 + 2.83ab
Dia 9 28149 + 6.29a 50.70 + 3.23¢ 5429 + 0.68ab
NaCl (30gL?)
Dia 5 220.88 + 4.31bc 80.10 * 9.76ab 5299 + 2.06ab
Dia 7 21486 + 2.73c 8554 + 9.90ab 52.46 + 2.08ab
Dia 9 220.89 +  4.01bc 8136 + 3.27ab 5249 + 0.87ab
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Evaluacion de los cultivos de las diez especies

4.1.1 Crecimiento de las microalgas

Las especies cultivadas en agua de mar mantuvieron un intervalo de pH entre 8.0 a 9.4, mientras que para
las especies de agua dulce el pH se mantuvo entre 8.6 a 11.0. La mayor variacion de pH obtenida fue en
los cultivos de agua dulce (Chlorella autotrophica y Geitlerinema lemermanii), se ha documentado que es
comun tener valores de pH tan alto como 11.0 en sistemas de produccion de algas de alta densidad y
donde no se ha suministrado CO; adicional. Las altas variaciones en pH podrian afectar el crecimiento y la
fisiologia de la célula, sin embargo, ha sido reportado que Chlorella sp. HQ (Coleccion No. GCMCC7601 del
Centro de Coleccidon de Cultivos Microbioldgicos Generales de China) tiene capacidad para ajustar el pH a
valores adecuados para el crecimiento celular en medio de cultivo 4cido o alcalino (Moheimani, 2013;

Pandey et al., 2019).

Las especies Tetraselmis suecica y Chlorella autotrophica tuvieron los menores tiempo de fase exponencial
con los mayores valores de densidad optica al alcanzar la fase estacionaria, lo cual indica un rapido
crecimiento con alta acumulacién de lipidos, ya que se ha observado que el contenido de lipidos es mayor
en la fase estacionaria de crecimiento respecto a la fase exponencial (Arias-Pefiaranda et al., 2013).
Mientras que Heterococcus sp. tuvo la mayor fase exponencial con una duracién de 7 dias, tendencia
similar a lo reportado por Sdnchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020). Por otra parte Dunaliella bardawil
presentd los menores valores de densidad dptica, lo cual se atribuye a la baja concentracion celular y su
alta concentracién de carotenoides, ya que de acuerdo a lo reportado por Alam et al. (2019) el contenido

de pigmentos durante el crecimiento afectan las mediciones de densidad éptica.

Para diatomeas se han reportado tasas de crecimiento entre 0.4 a 5.9 divisiones dia’, lo cual se presentd
en las especies Amphora sp. (cepa 3) y Cymbella sp. (cepa 2) (Furnas, 1990). La tasa de crecimiento de
Amphora sp. (0.48 + 0.09 divisiones dia) fue similar a lo reportado por Romero-Romero y Sanchez-
Saavedra (2017) con 0.49 divisiones dia™, pero en dicho trabajo se obtuvo una menor concentracion de
células (1.18 células mL™* x 10°), lo cual se atribuye a una menor cantidad inicial de inéculo. Para la especie
Cymbella sp. (cepa 2), de igual manera se obtuvo una tasa de crecimiento similar a lo reportado en trabajos

previos (Jiménez-Valera y Sdnchez-Saavedra, 2016; Sanchez-Saavedra y Castro-Ochoa, 2020).
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En este trabajo Tetraselmis suecica obtuvo una tasa de crecimiento de 0.94 + 0.05 divisiones dia™ y una
concentracion final de células 6.05 + 1.18 mL™ x 10°, siendo estos valores mayores a lo reportado por
Jiménez-Valera y Sanchez-Saavedra (2016). Dicha diferencia pudo ser resultado de utilizar el doble de
irradiancia en este trabajo, ya que contar con un dptimo PAR (del inglés Photosynthetically Active
Radiation) permite convertir la energia luminica en energia quimica utilizable que daria como resultado

un funcionamiento microalgal mas eficiente (Mishra et al., 2019).

La mayor tasa de crecimiento se obtuvo en Chlorella autotrophica (1.33 + 0.01 divisiones dia?), la cual
corresponde a un valor mayor que lo reportado en la literatura. Zhan et al. (2016) trabajaron con cuatro
especies de Chlorella, las cuales en promedio tuvieron una tasa de crecimiento de 0.25 divisiones dia™.
Skrupski et al. (2013), reportaron una tasa de crecimiento de 0.4 divisiones dia?, a pesar de que la especie
de Chlorella se encontraba inducida a estrés por efecto del pH. Mientras que Chlorella vulgaris cultivada
en medio BG11 bajo diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), no superd las 0.13 divisiones
dia?, aun cuanto el tratamiento control no contenia NaCl (Pandit et al., 2017). Y tal como indica
Vidyashankar et al. (2015), las especies con mayor tasa de crecimiento (menor tiempo de duplicacion) y
mayor productividad de biomasa son esenciales para una produccién exitosa de biomasa. Estas
propiedades imparten una ventaja selectiva, como un menor riesgo de contaminacidon por especies
competidoras y un alto rendimiento de biomasa por volumen de cosecha, reduciendo los costos de

produccién de manera apreciable durante el cultivo en masa.

Aphanocapsa marina presentd la menor tasa de crecimiento, sin embargo, la concentracion de células fue
la mayor con respecto a las otras especies estudiadas, y a pesar de ser una especie de tamafio pequefio
(0.84-1.04 um), esta menor tasa de crecimiento pudo deberse a que las células se encontraban distribuidas
en todo el volumen del matraz, y como Ruiz-Marin et al. (2010) indicaron, una alta densidad celular reduce
la cantidad de luz que penetra en el cultivo e incrementa los efectos de auto-sombreado que luego limitan

el crecimiento y las actividades metabdlicas de las células de algas.

El tamafio inicial y final de Heterococcus sp. mostré la mayor diferencia, esto pudo deberse a la irradiancia
con que fue cultivada, ya que ha sido reportado que incrementos en la intensidad luminica puede

aumentar el tamanio de las células para sobrevivir en ambientes estresantes (Mishra et al., 2019).
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4.1.2 Peso seco total, cenizas y peso seco organico

La xantofila Heterococcus sp. presentd el mayor peso seco total, sin embargo, la parte orgdnica fue menor
a las cenizas, tendencia similar a lo obtenido por Sanchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020). Mientras que
las especies Chlorella autotrophica y Geitlerinema lemermanii presentaron valores de peso seco organico
mayores a lo obtenido en peso de cenizas, sin embargo debe tenerse en cuenta que estas son especies
dulceacuicolas, donde la cantidad de sales disponibles en el medio son menores a lo disponible en medios

marinos.

4.1.3 Pigmentos

El mayor contenido de Chl-a obtenido en este trabajo fue para Chlorella autotrophica (961.47 + 67.35 ug
L), sin embargo, este fue menor a lo reportado por Lee et al. (2018), quienes evaluaron cuatro especies
de Chlorella originarias de diferentes latitudes, cultivadas por 10 dias en medio basal Bold, a una irradiancia
de 42 pmol fotdn m™ s con fotoperiodo 12:12 horas luz-obscuridad, a diferentes temperaturas. El
contenido de pigmentos depende de las especies de microalgas y las condiciones de cultivo. La
temperatura, la salinidad, la irradiancia, la longitud de onda, los fotoperiodos, el pH, la limitacién de
nutrientes, los suplementos de nitrégeno, los pesticidas y los metales pesados afectan la produccién de

pigmentos de microalgas (Begum et al., 2016).

La especie Dunaliella bardawil presentd la mayor cantidad de carotenoides (2244.76 +71.11 pg L). Las
microalgas se han posicionado en la produccién comercial de pigmentos, creando una competencia con
los pigmentos fabricados de forma sintética. En 1986, el b-caroteno producido a partir de Dunaliella salina
por Western Biotechnology (Hutt Lagoon, Australia) se comercializé en todo el mundo. Del mismo modo,
el B-caroteno de otras microalgas, especialmente las cianobacterias, se esta produciendo a gran escala en

la India (Begum et al., 2016).

A pesar de que las cianobacterias se reportan con abundante Chl-a como pigmentos fotosintético principal
(Begum et al., 2016), Aphanocapsa marina fue la que presentd la menor cantidad en dicho pigmento

concordando con lo reportado por Jiménez-Valera (2016).
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4.1.4 Fotosintesis

La eficiencia fotosintética es utilizada como un indicador de la salud fisioldgica de las microalgas, cuando
una especie muestra variacidn en Fv/Fm con valores entre 0.5 a 0.7, se dice que esta se encuentra en un
estado fotosintético "saludable" (Lee et al., 2018). Las especies Amphora sp. (cepa 3), Cymbella sp. (cepa
2), Dunaliella bardawil, Aphanocapsa marina, Komvophoron sp. y Phormidium sp. reportaron valores de
eficiencia cuantica menor a 0.5, lo cual indican un estado de estrés. En otros estudios, se ha reportado un
Fv/Fm de 0.65 en Amphora sp.y 0.78 en Phormidium sp., siendo la aplicacion de un fotoperiodo la principal

diferencia de estos trabajos con el presente estudio (Patel et al., 2018; Ishika et al., 2019).

Las cianobacterias evaluadas en este trabajo presentaron valores bajos en la eficiencia cudntica, lo cual se
atribuye a la irradiancia con que fueron cultivadas. Estos valores bajos en Fv/Fm sugieren un desorden
funcional en el aparato fotosintético y dafio al fotosistema Il, encargado de captar la energia luminosa y
proporcionar los electrones para el proceso de fotosintesis; ademas las células aumentan su NPQ (del
inglés Non-Photochemical Quenching) que corresponde a una medida de fotoproteccion mediante el cual
la luz excesiva se disipa como calor para evitar impactos negativos en la cadena fotosintética de transporte
de electrones (Wang et al., 2016; Barati et al., 2018, Lee et al., 2018). Begum et al. (2016) indican que las
cianobacterias prefieren una baja intensidad de luz debido a su baja tasa de energia especifica de

mantenimiento y composicidon de pigmento.

Las especies de Tetraselmis suecica, Chlorella autotrophica y Heterococcus sp. fueron las que presentaron
el valor mayor de Fv/Fm, dentro del rango de eficiencia cuantica de 0.5 a 0.7, lo que indica una funcion

Optima bajo las condiciones de cultivo a las que fueron inducidas

Se ha demostrado en células de Chlorella, que valores éptimos en la eficiencia cuantica permiten a las
células regular la utilizacidn de la luz para la fotosintesis, asi como controlar la cantidad de luz absorbida

(Lee et al., 2018).

4.1.5 Composicion proximal

En las Chlorophyceae, se presentd un alto porcentaje en lipidos y carbohidratos, lo que ayuda a la

coproduccién de biodiesel y bioetanol simultdneamente, lo que finalmente reduce los costos generales de
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produccién de biodiesel (Pandit et al., 2017). El almiddn (un carbohidrato complejo) y los lipidos tienen
sus respectivos papeles en el metabolismo en la fisiologia de las células microalgales. Por una parte, el
almiddn, un compuesto de almacenamiento primario de bajo costo energético y predicho como esencial
para proporcionar fuentes de carbono para la produccién de lipidos. Mientras que los lipidos, compuestos
de almacenamiento secundario y un sumidero de electrones que podria evitar la sobreproduccién de
especies reactivas de oxigeno inducidas por el exceso de electrones derivados de la fotosintesis. La
acumulacidn de lipidos se produce solo cuando la disponibilidad de carbono supera la demanda de sintesis

de almiddn (Zhu et al., 2018).

El mayor porcentaje de lipidos se obtuvo en Dunaliella bardawil (38.92 + 2.9%) cultivada a una irradiancia
de 200 umol m=2 st en medio f. Dicho valor es similar a lo reportado por Seyhaneyildiz et al. (2016) quienes
evaluaron la misma especie en diferentes condiciones para incrementar el contenido de lipidos, como
resultado obtuvieron un 42 + 2%, sin embargo, los cultivos fueron inducidos a una irradiancia de 800 umol
m™ s (cuatro veces mayor a lo utilizado en este trabajo) en medio 2X Erdschreiber. A pesar de alcanzar
porcentaje similar en el contenido de lipidos, es de importancia evaluar los beneficios y desventajas de las
condiciones de cultivo que se utilizaran, ya que una u otra opcidn puede conllevar a incrementos en los
costos de produccién. Ejemplo de ello es el uso de luz artificial, que si bien se ha reportado incrementa la
productividad también representa un aumento en los costos econémicos asociados al cultivo de
microalgas (Blanken et al., 2013). Se estima que en algas fotosintéticas el valor maximo tedrico para la
conversion de luz solar en biomasa es del 13%, no obstante, en condiciones de cultivo generalmente se

alcanza menos de la mitad de dicho valor. Por lo que es un factor crucial maximizar el aporte de luz en los

cultivos de microalgas (Ramanna et al., 2017).

Entre las cianobacterias se ha reportado que las cepas unicelulares tienen mas biomasa enriquecida en
lipidos que las especies filamentosas (Patel et al., 2018). Sin embargo, para este trabajo Aphanocapsa
marina, que corresponde a una cianobacteria unicelular, presentd la menor proporcién en lipidos con un
valor de 9.26 * 0.26%, esto comparado con la cianobacteria filamentosa Phormidium sp. que obtuvo el

14.27 + 0.40%.

La especie de cianobacteria Geitlerinema lemermanii, obtuvo un valor de 12.22 + 0.32% de lipidos, 44.88
1+ 1.28% de proteinas y 10.09 + 0.64% de carbohidratos; lo cual se asemeja a los resultados obtenidos por
Sanchez-Alejandro y Sanchez-Saavedra (2015) quienes reportaron para la misma especie una composicion

proximal de 15.24% de lipidos, 58.56% de proteinas y 13.99% de carbohidratos. A pesar de encontrarse
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una misma tendencia con respecto a las proporciones de cada componente, en este trabajo se observd un

incremento de proteinas mayor al 10%.

En la cianobacteria Phormidium sp., se obtuvo un 14.27 + 0.40% en lipidos y 6.65 + 1.05% en carbohidratos,
lo cual fue diferente a lo reportado en otros trabajos para esta misma especie, Jiménez-Valera (2016)
reportdé valores de 12.0 + 5.5% y 21.0 = 3.1% en lipidos y carbohidratos respectivamente, donde la
irradiancia fue la diferencia entre los cultivos, ya que este autor utilizé un 50% menos de irradiancia.
Mientras que, esta misma especie cultivada en medio liquido BG11+, a 25 + 1°C e irradiancia de 92.5 pmol
m™ s~ en fotoperiodo 14:10 horas luz-obscuridad alcanzé un 8.5% en lipidos y 27.8% en carbohidratos

(Patel et al., 2018).

4.1.6 Perfil de acidos grasos

En este trabajo Amphora sp. (cepa 3) mostrd el mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados
(54.71%), siendo el acido linolénico (C18:3n3) el de mayor proporcién (39.35%). Lo antes descrito es
opuesto a lo obtenido por Chtourou et al. (2015), quienes reportaron un 43.14% de acidos grasos
saturados, donde el acido palmitico (C16:0) fue el de mayor proporcion (24.64%), en dicho estudio la
especie fue cultivada 15 dias en medio f/2 Provasoli, a 30 °C, agitacién constante de 21 rad s e iluminaciéon

continua de 80 pmol fotén m2 s,

Las especies de Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina y Komvophoron sp. presentaron los mayores
porcentajes en el acido palmitico (C16:0), con un 30.41, 28.27 y 27.08%, respectivamente. Cuanto mayor
es el porcentaje de acidos grasos con cadena de entre 16 y 18 carbonos, mejor es el contenido de lipidos
para la produccidn de biodiesel, debido a que proporciona un mayor nimero de cetano y en consecuencia

mas calor de combustidn (Francisco et al., 2010; Conley, 2012).

En el trabajo de Xu et al. (2020) evaluaron 11 cepas de microalgas en medio L1 a base de agua de mar,
irradiancia de 120 umol m s con fotoperiodo 12:12 horas luz-obscuridad, para la especie Tetraselmis
suecica los mayores porcentajes en dacidos grasos fueron de 25.2% en el C16:0, 13.6% en el C18:1n9 y
11.8% en el C18:2n9. Resultados similares a lo obtenido en este trabajo, donde los mayores porcentajes

se obtuvieron en el acido graso C16:0 (30.41%), C18:1n9 (15.32%) y C18:2n9 (16.40%), no obstante, el
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acido graso C20:5n3 EPA del cual en este trabajo se obtuvo un 11.92%, no fue identificado en el trabajo

de Xu et al. (2020).

En la especie Chlorella autotrophica se obtuvieron los mayores porcentajes en acidos grasos saturados
(44.66%) y monosaturados (52.42%). En estudios realizados con Chlorella vulgaris, Pandit et al., (2017)
obtuvieron 44% en acidos grasos saturados, 19.3% para los monosaturados y 34.8% para poliinsaturados.
Mientras que Sanchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020) obtuvieron un 33.89% en acidos grasos saturados,
32.77% para los monosaturados y 33.34% para poliinsaturados. Con lo cual se demuestra la produccion

especifica de acidos grasos, aun entre especies del mismo género.

En cuanto a acidos grasos poliinsaturados, Cymbella sp. (cepa 2) y Dunaliella bardawil obtuvieron los
mayores porcentajes en el acido eicosapentaenoico (C20:5n3 EPA), con valores de 28.19% y 30.78%,
respectivamente. Resultado que coincide con lo descrito en el estudio realizado por Bhosale et al. (2010),
donde Dunaliella salina es evaluada como una importante fuente de acido eicosapentaenoico el cual tiene

aplicaciones en la industria farmacéutica y nutraceutica.

Las cianobacterias filamentosas Geitlerinema lemermanii, Komvophoron sp.y Phormidium sp. presentaron
un valor mayor a 40% en cuanto a los acidos grasos poliinsaturados, los cuales son buscados en la industria
acuicola. Chen et al. (2019) mencionan que comparado con las microalgas unicelulares, las microalgas
filamentosas podrian ser de gran importancia en la reducciéon del costo de produccion, ya que han
demostrado ser superiores en términos de robustez en el crecimiento, resistencia a la contaminacion
microbiana y facilidad de cosecha. Siendo los acidos grasos EPA y DHA los de principal interés (Chauton et
al., 2015). Sin embargo, los acidos grasos poliinsaturados de mayor proporcion en el presente trabajo
fueron el acido linolénico (C18:3n3) para las especies Geitlerinema lemermanii y Phormidium sp., mientras

que para Komvophoron sp. fue el acido linoléico (C18:2n6 C).

La xantofila Heterococcus sp. presenté un 35.50% en acidos grasos saturados, 22.26% en monosaturados
y 42.24% en poliinsaturados, siendo los acidos grasos C16:0 y C18:3n3 aquellos de mayor proporcidn, con
valores de 22.38% y 28.12% respectivamente. Para la misma especie, Jiménez-Valera y Sdnchez-Saavedra
(2016) reportaron un 34.1% en 4&cidos grasos saturados, 7.4% en monosaturados y 58.5% en
poliinsaturados, donde de igual forma los acidos grasos C16:0 y C18:3n3 fueron los mayores, pero con
valores de 23.3% y 42.4%, respectivamente. Entre ambos trabajos, las diferencias fueron la irradiancia y el

dia de colecta de las células, factores que muestran haber influido en los acidos grasos.



46

4.1.7 indices de calidad

En el trabajo de Chtourou et al. (2015) reportaron en Amphora sp. la mayor productividad de biomasa de
0.050 g L dia? alcanzada al dia 6, mientras que en este trabajo se obtuvieron 0.039 gL dia' en el dia 7.
Otro trabajo donde evaluaron Amphora sp., reportaron una productividad de biomasa y lipidos de 0.029

y 0.005 g Lt dia?, respectivamente, esto al inducir los cultivos a una salinidad del 56% (Ishika et al., 2019).

En Tetraselmis suecica se obtuvo una productividad de biomasa de 0.117 + 0.004 g L™ dia y de lipidos
0.020 +0.003 g L'* dia®, siendo estos valores mayores a lo reportado por Sarpal et al. (2019) y Pugkaew et
al. (2019) quienes obtuvieron una productividad de 0.036 y 0.08 g L'* dia™ de biomasa, asi como 0.011 y
0.009 g L dia de lipidos, respectivamente. No obstante, esta diferencia pudo deberse a que en este
trabajo se utiliz6 medio “f”, mientras que Sarpal et al. (2019) utilizaron medio Guillard f/2, lo cual significa
una reduccion en el aporte de nutrientes los cuales son necesarios para el crecimiento eficiente de las
microalgas. La limitacion o privacién de nutrientes afecta la actividad fotosintética y provoca cambios en

el contenido de compuestos intracelulares (Danesh et al., 2017; Savvidou et al., 2020)

La mayor productividad de biomasa y lipidos fue obtenida con Chlorella autotrophica, con valores
promedio de 0.21 y 0.03 g L* dia™. Para Chlorella vulgaris se reporté una productividad de biomasa
promedio de 0.028 g L dia™ y de lipidos de 0.01 g L dia? (Pandit et al., 2017). Sin embargo, estos son
valores menores en comparacion con lo reportado por Skrupski et al. (2013), donde obtuvieron 1.6 g L!

dia! en la microalga del género Chlorella que fue inducida a estrés por pH.

Es importante mencionar que el contenido de lipidos por si solo no es un indicador potencial de la
productividad de los lipidos; depende tanto de la productividad de la biomasa como del perfil de acidos
grasos. Esto significa que la productividad de los lipidos es directamente proporcional a la biomasa de
microalgas y al contenido de lipidos. Sin embargo, el contenido de lipidos es independiente del contenido
de biomasa, ya que un aumento del contenido de biomasa, no produce un aumento significativamente el

contenido de lipidos (Pandit et al., 2017).

El indice de yodo (IV) se define como la cantidad de yodo (en gramos) necesaria para saturar una muestra
de 100 g de aceite, el cual se considera como una medida directa de la instauracién (Gopinath et al.,
20019). En la norma EN 14214, el valor maximo establecido de IV es de 120, lo cual, para este trabajo solo
fue cumplido por la especie Chlorella autotrophica. A pesar de que el IV estd relacionado con la cantidad
de dobles enlaces, un menor valor de estos no garantiza la calidad del biodiesel ni un mayor nimero de

cetanos, lo cual se observo al comparar las propiedades del biodiesel de Heterococcus sp. obtenidas en
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este trabajo con lo reportado por Sdnchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020) quienes con un indice de yodo
de 203.12 (g I, (100 g)?) e indice de saponificacién de 212.04 (mg KOH g?) obtuvieron un numero de

cetanos de 45.25, similar a lo aqui reportado.

La cloroficea Chlorella autotrophica fue la especie que presentd el mayor numero de cetanos (56.9), valor
similar a lo previamente reportado para Chlorella sorokiniana MKPO1 (57.8) y Chlorella sp. (50.39-64.90),
este género se identifica como potencial fuente de produccién de materia prima para la produccién de
biodiesel (Knothe, 2012; Vidyashankar et al., 2015; Pandey et al., 2019). El nimero de cetanos de Chlorella
autotrophica obtenido en este trabajo, cumple con el minimo valor especificado en las normas ASTM
D6751 y EN 14214, de 47 y 51, respectivamente (Pandey et al., 2019). Mientras que las otras nueve
especies estudiadas en este trabajo, no alcanzaron los valores dptimos en los indicadores de calidad de
biodiesel, principalmente por su alto contenido de acidos grasos poliinsaturados. Por lo que, la saturacion,
la insaturacion y la poliinsaturacion de los acidos grasos deben tener un equilibrio éptimo para obtener

una alta calidad de biodiésel (Pandit et al., 2017).

En el trabajo realizado por Sanchez-Saavedra y Castro-Ochoa (2020) evaluaron especies con potencial para
la produccién de biodiesel, como resultado obtuvieron un nimero de cetanos de 45.19 en Amphora sp.
(cepa 3) y 42.46 en Cymbella sp. (cepa 2), los cuales son mayores a lo obtenido en este trabajo. En dicho
trabajo, también fueron evaluadas las especies Aphanocapsa marina, Phormidium sp. y Heterococcus sp.,

siendo los valores del nimero de cetanos muy similares a lo aqui reportado.

4.2 Efecto de la salinidad en Chlorella autotrophica

4.2.1 Crecimiento

Se ha reportado que valores de pH mayores a 8 provoca la auto-floculacion de células y la precipitacion de
sales contenidas en el medio de cultivo (Nordin et al., 2019). Sin embargo, para la especie Chlorella
autotrophica valores de pH mayores a 8 parecen ser los idoneos para su crecimiento, ya que en el ensayo

de seleccién de especie y de salinidad el pH se mantuvo en un rango de 8.6 a 11.0.

La tasa de crecimiento no tuvo cambios significativos con los tratamientos de salinidad utilizados en esta
investigacion, evaluando un valor promedio global de 0.85 + 0.04 divisiones dia’?, valor que representa una
disminucién en las divisiones por dia con respecto a lo obtenido en el ensayo anterior, en donde se

alcanzaron 1.327 + 0.007 divisiones dia?, siendo la induccién por salinidad la diferencia entre los ensayos.
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Ahmad y Hellebust (1984), evaluaron la especie C. autotrophica para dos aportes de nitrégeno, de lo cual

obtuvieron una tasa de crecimiento de entre 1.2 a 1.5 divisiones dia™ con una salinidad de entre 1 a 50%.

El tamafio celular presentd una disminucién conforme al aumento en la salinidad, lo cual puede deberse
a cambios metabdlicos debido a la osmosensibilidad y osmorregulacién, siendo esta respuesta especifica
para cada especies (Kakarla et al., 2018). En contraste, Kim et al. (2016) reportaron un incremento en
tamanio celular mayor al 200%, esto al inducir a la especie C. sorokiniana HS1 a una condicién de salinidad

de 30 g L't de NaCl.

4.2.2 Peso seco total, cenizas y peso seco organico

Si bien hubo una disminucidn en la tasa de crecimiento al inducir a estrés por salinidad, también se
presentd un incremento en la produccién de biomasa, con valores de pesos que duplicaron lo obtenido en
el ensayo de seleccion de especie. En el trabajo de Vega et al. (2017) explican que es frecuente que un
determinado tratamiento proporciona concentraciones celulares significativamente mayores, pero sin
diferencias importantes en produccion de biomasa. Asimismo, se pueden registrar incrementos de
biomasa microalgal, aun cuando la concentracién celular permanece constante y ambas situaciones antes

descritas se deben a cambios en el peso celular unitario.

Para el ensayo de salinidad, se observd un incremento en el contenido de cenizas, lo cual representa un
aumento en la materia inorganica celular. Dicho incremento se relaciona con el contenido de NaCl en el
medio, donde las células microalgales realizan un ajuste debido al estrés hidrico causado por el alto

contenido de sal (Renaud y Parry, 1994; Rocha et al., 2020).

4.2.3 Pigmentos

En el ensayo de salinidad, la concentracion de clorofila a y b presentd una disminucién con respecto al
ensayo de seleccidn de especie. La degradacidn o reduccidn en la cantidad de pigmentos fotosintéticos es

una respuesta al estrés en plantas y microalgas (Pancha et al., 2015).

Aun cuando hubo una disminucién de clorofila, los cultivos no mostraron cambios en coloracién; esto a
pesar de que al inducir a salinidad se habla de un cambio en la composicidn de pigmentos que conlleva a

cambios de tonalidad en los cultivos (Pancha et al., 2015; Kim et al., 2016).
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Los valores obtenidos en este trabajo para Chl-a fueron menores a los reportados por Kim et al. (2016),

quienes de igual forma no obtuvieron cambios significativos entre los tratamientos de salinidad.

En cuanto a carotenoides, se observd una disminucién en la concentracion para el ensayo de salinidad con
respecto al ensayo de bioprospeccién. Campenni’ et al. (2013) indican que al utilizar una mayor exposicion
a la luz se espera una mayor produccidn de carotenoides, sin embargo, la irradiancia de 200 umol m2s?
utilizada en este trabajo no indica ser suficiente para mantener una alta concentracién de carotenoides,

siendo la salinidad un factor que parece afectar de manera negativa.

4.2.4 Fotosintesis

Los valores de la tasa de transporte de electrones (ETRmax) fueron menores en el ensayo de salinidad en
comparacién con lo obtenido en el ensayo de seleccidn de especie, lo cual de acuerdo a Barati et al. (2018)
muestra la falta de adaptacion de la maquinaria de transporte de electrones en el sistema fotosintético a

la salinidad seleccionada.

La eficiencia fotosintética obtenida en el control para el ensayo de salinidad se mantuvo cercana al valor
obtenido en el ensayo de seleccion de especie. Mientras que los resultados de Fv/Fm en los tratamientos
de salinidad mostraron un estado de estrés para C. autotrophica al ser valores menores a 0.5, no obstante,
en el dia 5 del tratamiento con 30 g L, se obtuvo una eficiencia de 0.577 + 0.004, indicando mayor
eficiencia en el procesamiento de la luz absorbida para la fotosintesis o bien conteniendo mas centros de

reaccion abiertos (Barati et al., 2018).

El estrés por exceso de salinidad en el medio de cultivo inhibe la fotosintesis, lo que reduce la biomasa y
la productividad de lipidos, incluso llegando a ocasionar dafios celulares irreversibles o la muerte celular
(Minhas et al., 2016). Sin embargo, para este trabajo no se observé una reduccion en biomasa y lipidos,

por lo que las cantidades de NaCl utilizadas no fueron excesivas.
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4.2.5 Composicion proximal

En el ensayo de bioprospeccion, C. autotrophica obtuvo un 14.18 £ 0.44% en lipidos, al inducir a estrés por
salinidad se observé un incremento en lipidos para la mayoria de los tratamientos. El aumento en la
cantidad de lipidos puede deberse a un aumento de la presién osmética bajo estrés por salinidad que
desencadena la sintesis de glicerol, que es un precursor importante para la formacidn de gotitas de lipidos
en las células de las algas, esto como respuesta al estrés oxidativo en condiciones de alta salinidad. Aunque
también se habla que el aumento en el contenido de lipidos es probablemente el resultado de la

reasignacion del flujo de carbono de los carbohidratos para sintetizar lipidos (Kakarla et al., 2018).

En cuanto a los efectos de otras sales, la adicion de bicarbonato de sodio (NaHCOs) podria incrementar el
contenido de lipidos en algunas especies de microalgas, al mejorar la eficiencia fotosintética y la utilizacion
de nitratos (Xia et al., 2013). Tal como lo reportan Xia et al. (2013), quienes indujeron la produccion de
lipidos con 4 diferentes tipos de sales en cultivos de Desmodesmus abundans en un proceso de dos etapas,
siendo el bicarbonato de sodio aquel tratamiento que presenté los mejores resultados. También se ha
descubierto que otras sales, como las sales férrica, crdmica, cuprica y de zinc, aumentan el contenido de
lipidos en algunas especies de microalgas, pero el uso de estos compuestos implica un grave peligro
ambiental ya que son altamente téxicos. Por el contrario, el utilizar NaCl ha demostrado ser efectivo y
seguro, especialmente considerando su costo, disponibilidad y reciclaje (Xia et al., 2013; Minhas et al.,

2016).

Kakarla et al. (2018) realizaron un estudio que tuvo como objetivo mejorar la produccion de lipidos en un
proceso de dos fases, los cultivos fueron inducidos a estrés por alta salinidad, C. sorokiniana fue cultivada
por 7 dias en medio BG11, a 25 °C e irradiancia de 400 umol m? s, posteriormente fue cosechada e
inducida a estrés por salinidad hasta el dia 9 suplementando 60 g L't de NaCl, como resultado los autores
reportaron un contenido de lipidos de 38%, mientras que en este trabajo, al dia 9 y con la mitad de

salinidad, se obtuvo un 5.14 + 0.53% en lipidos.

El proceso de dos fases con salinidad como factor de estrés se ha reportado que no presenta retrasos en
la produccién de biomasa, siendo un método eficiente para producir lipidos sin comprometer la

produccién de biomasa (Pancha et al., 2015).

El mayor porcentaje de lipidos fue de 43.88 + 3.69 para una salinidad de 30 g L%, similar a lo reportado por

Campenni’ et al. (2013), quienes obtuvieron un valor de lipidos de 41.5% para la misma salinidad pero con
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la especie Chlorella protothecoides. Por otra parte, Huang et al. (2019) realizaron cultivos de Chlorella sp.
CPP82 en agua de mar artificial, donde obtuvieron 21.73% en lipidos; no obstante, al cultivar en agua de
mar artificial limitada en nitrédgeno y aguas residuales artificiales el porcentaje de lipidos incremento hasta
44.2%. El contar con la flexibilidad de cultivar especies de microalgas en distintos tipos de medios es
ventajoso debido a los beneficios econdmicos y ambientales. La calidad y disponibilidad del agua son
elementos clave al momento de realizar analisis econdmicos de los biocombustibles a base de algas. Las
aguas de bajo costo, con alto contenido de sal o alcalinas y las aguas residuales agricolas, son los
principales candidatos para la produccion de biocombustibles. El agua de mar es un medio complejo que
contiene la mayoria de los elementos mayores y menores necesarios para el cultivo masivo de algas, lo
gue ayuda a reducir la necesidad de suplementos minerales y, lo que es mds importante, ayuda a ahorrar

agua dulce, un recurso importante (Huang et al., 2019; Ummalyma et al., 2020).

Haciendo una comparacion con lo obtenido en el ensayo de seleccidn de especie en éste trabajo, respecto
a lo obtenido en el ensayo de salinidad con C. autotrophica se observé un incremento en el porcentaje de
proteinas y un decremento en carbohidratos. Este mismo comportamiento se presentd en el trabajo
realizado por Wang et al. (2016) donde evaluaron cuatro tratamientos con estrés salino y osmético, en el
dia 5 y con una salinidad de 30 g L'* de NaCl el porcentaje de proteinas fue de 33.5% y de 22.8% para
carbohidratos, siendo estos valores mayores a lo obtenido en este trabajo. De acuerdo a lo descrito por
Wang et al. (2016), la acumulacién de proteinas, donde se incluyen las enzimas antioxidantes, el
transportador de iones, la proteina protectora macromolecular, entre otras, son claves en el ajuste
osmotico y la proteccidon celular; mientras que los carbohidratos tienen un rapido decremento conforme

se acumulan los lipidos, esto bajo condiciones de estrés.

Se ha aceptado generalmente que el almidén vy los lipidos en las células de algas sirven como mecanismos
protectores en respuesta a estimulos ambientales (Zhu et al., 2018). En este trabajo, el porcentaje de
proteinas y carbohidratos no presenté cambios significativos con respecto a los tratamientos, lo cual
indicaria igual actividad en las vias de sefializacidn de estos metabolitos. Dicha situacion seria contraria a
lo reportado por Kakarla et al. (2018), quienes indicaron que la via de asimilacidn de lipidos era mas activa

bajo estrés por alta salinidad, teniendo a la par una disminucidén en el contenido de carbohidratos.
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4.2.6 Perfil de acidos grasos

Para todos los tratamientos, los acidos grasos de mayor proporcion fueron el C16:0, C18:1n9 y C18:3n3.
Lo antes mencionado tiene similitud con lo reportado por Campenni’ et al. (2013), quienes obtuvieron los
mayores porcentajes en los dcidos grasos C16:0, C18:1n9, C18:2 y C18:3n3 en cultivos de Chlorella
protothecoides inducida por concentraciones de 10, 20y 30 g L'* de NaCl. Generalmente, el 4cido palmitico
(C16: 0), acido palmitoleico (C16: 1), acido oleico (C18: 1) y acido linolénico (C18: 3) son los principales
acidos grasos que tienen un importante efecto en las propiedades del biocombustible (Mathimani et al.,

2018).

En el tratamiento de 15 g L de NaCl, se observd un incremento significativo en el porcentaje del acido
graso monosaturado C8:0 (hasta 39.31 £+ 4.09%). En general, el porcentaje de ese acido graso fue mayor
en este trabajo en comparacion con lo reportado en otras investigaciones en donde evallan especies de
Chlorella. En el trabajo de Barati et al. (2018), que tuvo como objetivo examinar el efecto de la temperatura
elevada respecto a la produccion de acidos grasos en taxas similares de Chlorella provenientes de
diferentes latitudes, reportaron valores no mayores a 3.1% en el 4cido graso C8:0. Por su parte Mathimani
et al. (2018) evaluaron diferentes formulaciones de medios de cultivo con el fin de producir la méxima
cantidad de biomasa y contenido de lipidos en Chlorella vulgaris, donde el acido graso C8:0 obtuvo los
menores porcentajes con respecto a los otros acidos grasos identificados, siendo el maximo valor de
0.15%. Los acidos grasos de cadena corta, de entre 6 y 14 carbonos, tiene amplias aplicaciones en la
industria cosmética, nutricional y quimica, esto debido a sus caracteristicas tales como baja viscosidad,
bajo punto de congelacidn, baja tension superficial, alta transparencia y estabilidad a la oxidacidn, siendo
de mayor calidad aquellos producidos por microalgas dada su baja toxicidad y alta seguridad (Gong y Miao,

2019).

En el trabajo de Nordin et al. (2019) presentan una revisidon de la composicién de acidos grasos de varias
especies de Chlorella con potencial para la produccién de biodiesel, donde se observd que a pesar de
pertenecer a un mismo género, hubo una variacion en la composicién de acidos grasos con respecto a
cada especie y la condicidn de cultivo; el acido palmitico (C16:0), que es de lo mas buscado para la
produccién de biodiesel, se mencionan valores de 13.02 hasta 56.34%. En este trabajo se encontré que C.
autotrophica mostré los mayores valores de C:16 el dia 3 en el tratamiento control y la tendencia general

fue de disminuir el contenido respecto al tiempo de cultivo en todos los tratamientos.



53

4.2.7 indices de calidad

En el tratamiento de mayor salinidad de este trabajo, se obtuvo para el dia 5 una productividad de biomasa
y de lipidos de 0.277 + 0.012 y 0.039 + 0.001, respectivamente. Estos resultados son menores a lo
reportado para la especie Chlorella sorokiniana que obtuvo una productividad de 0.279 g L dia? en
biomasa y 0.106 g L™ dia® en lipidos, esto al dia 9 y con una salinidad de 60 g L'* de NaCl (Kakarla et al.,
2018). Sin embargo, al comparar uno y otro trabajo se observd una diferencia entre los tiempos de
mantenimiento de los cultivos y la cantidad de NaCl utilizada, siendo ambas condiciones mayores en el
trabajo de Kakarla et al. (2018), que si bien proporcionaron mayores valores de productividad, también
representan una mayor utilizacién de recursos lo cual incrementa los costos de produccién, un factor

importante que impide la comercializacién del biodiésel de microalgas (Pugkaew et al., 2019).

Con respecto al nimero de cetanos, para todos los tratamientos se alcanzé el valor minimo establecido
en las normas internacionales. Los cuales fueron similares a lo reportado en Chlorella luteoviridis de la cual
se determind un valor de 56.43 (Osundeko et al., 2013). No obstante, Pandit et al. (2017) reportaron
valores en el nimero de cetanos de entre 62 a 65.9 en cultivos de Acutodesmus obliquus con
concentraciones de NaCl de 0.1 a 0.4 M; valores aproximados a lo reportado por Nordin et al. (2019)

obtuvieron un valor de 66.85 + 1.17 en el numero de cetanos, esto con la especie Chlorella vulgaris.
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Capitulo 5. Conclusiones

La mayor tasa de crecimiento se obtuvo en Chlorella autotrophica (1.327 divisiones dia) con respecto a
las otras especies evaluadas en este trabajo. Esta especie presentd una menor cantidad de dias en fase

exponencial y presentd el valor significativamente mayor de Chl-a (961.47 + 67.35 mg L%).

La especie Dunaliella bardawil produjo la mayor cantidad de carotenoides (2244.76 + 71.11 pg L'?). Lo cual
la perfila como potencial para la produccion de este pigmento, mismo que ha sido previamente reportado

en el género.

Las condiciones de cultivo de las diez especies de microalga resultaron ser estresantes para la mayoria de
las especies, ya que los valores de maxima produccién fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) se
presentaron por debajo del valor éptimo indicado de 0.50. Solo las especies Tetraselmis suecica, Chlorella

autotrophica y Heterococcus sp. lograron alcanzar este valor con eficiencias cudnticas de entre 0.50y 0.53.

El mayor contenido de lipidos se presenté en Dunaliella bardawil (38.92 + 2.9%), sin embargo, los valores
en los otros parametros de crecimiento no fueron los adecuados para considerar a esta especie potencial

productora de biodiésel.

La mayor proporcion del acido graso saturado C16:0, el cual se ha reportado como el mejor acido graso
para la produccion de biodiesel, se obtuvo en Tetraselmis suecica (30.41%), sin embargo, también obtuvo
un mayor porcentaje en acidos grasos poliinsaturados (41.83%), lo cual no es deseable en especies

productoras de biodiésel.

Las cianobacterias estudiadas en este trabajo, obtuvieron porcentajes de entre 22.76% a 35.30% en el
acido graso C16:0, no obstante, en la mayoria de los casos, dcidos grasos piliinsaturados como el acido
linolénico y linoleico presentaron un valor aun mayor, lo que no las hace adecuadas para la produccién de

biodiésel.

Chlorella autotrophica fue seleccionada como la especie para ser inducida a sobreproduccidn de lipidos,
esto debido a su mayor tasa de crecimiento, alto contenido de acidos grasos saturados (40.97%) y bajo
contenido de poliinsaturados (2.90%), mayor valor en productividad de biomasa (0.213 + 0.006 g L dia™)
y lipidos (0.030 + 0.001 g L dial), asi como el mayor nimero de cetanos; caracteristicas que la perfilan

como especie con muy alto potencial en la producciéon de biodiésel.
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Los resultados indican que la especie Chlorella autotrophica es halotolerante y que la concentracién de
células, peso seco total y de cenizas tuvo un incremento en el ensayo de salinidad, con valores de mas del
doble de lo obtenido en el ensayo de seleccidn de especie, sin embargo, se presentd una disminucién en

la tasa de crecimiento.

El mayor porcentaje de lipidos en Chlorella autotrophica se obtuvo el dia 5 para el tratamiento de estrés
por salinidad con 30 g L™ de NaCl (43.88 + 3.69%). Para todos los tratamientos de estrés por salinidad en
Chlorella autotrophica se observé un incremento de proteinas y un decremento en carbohidratos, esto

con respecto a lo obtenido en el ensayo de bioprospeccidn para esta especie.

Para los tratamientos de estrés por salinidad en Chlorella autotrophica, se obtuvo la mayor proporcién de
acidos grasos saturados, con respecto a los monosaturados y poliinsaturados. Siendo esta proporcion de
acidos grasos saturados evaluados la que resultd en un nimero de cetanos que superd el valor minimo

establecido en las normas ASTM D6751 y EN 14214,

Al ser inducida a estrés por salinidad Chlorella autotrophica presentd un incremento en la productividad
de biomasa, pero sin incremento significativo en la productividad de lipidos y el niUmero de cetanos.
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Realizar cultivos de C. autotrophica en diferentes irradiancias para evaluar el crecimiento y

composicion con el fin de determinar el valor éptimo para cultivos de produccién de biodiésel.

e Realizar cultivos de C. autotrophica en agua de mar y evaluar las caracteristicas de la biomasa y su

potencial uso en la produccidn de biodiesel.

e Determinar otros parametros de calidad de biodiesel mediante instrumentos y métodos descritos

en normas internacionales.

e Producir biodiésel para analizar su composicion y determinar su calidad en estado puro (B100) y

en mezclas (Ej. B20) por medio de espectroscopia infrarrojo.

e Utilizar el biodiesel producido en un motor diésel para evaluar su rendimiento y las emisiones

generadas.
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