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Resumen

La problematica atmosférica por uso de fésiles ha motivado en la comunidad cientifica la generacién de
proyectos que aporten fundamentalmente viabilidad econémica al pais aparte de beneficios ambientales
y sociales, por ello las fuentes energéticas renovables estan jugando un papel importante. En el area de
los biocombustibles puros ha sido complicado alcanzar la meta, no por la disponibilidad de la biomasa
sino por la produccion que se logra después de su conversion, siendo aun el balance energético no
competitivo. Muchas especies de microalgas estan siendo los nuevos insumos con expectativas para una
posible solucion para la produccion de combustibles como el biodiésel. En esta investigacion se estudid
el crecimiento celular de una cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta en dos medios de cultivo para
determinar el perfil de acidos grasos contentivos en los lipidos de la microalga y poder evaluar el
potencial de la microalga para la produccion de biodiésel. EI medio de cultivo mas efectivo para el
crecimiento fue el de Guillard en el que se alcanzé una concentracion de la microalga de 2.1 x 10 cel/mL
en 21 dias de cultivo. La extraccion de los lipidos producidos en la pared celular de la microalga se
obtuvo en 20 minutos empleando sonicacion y el método de Bligh & Dyer modificado previa
recuperacion de la biomasa por sedimentacion-floculacion con hidroxido de sodio como el mejor agente
(98%). El perfil lipidico se compuso de 46% de acidos grasos saturados y 54% de &cidos grasos
insaturados, adecuados para la produccion de biodiésel. Sin embargo, esta presente el &cido linolénico lo
cual pudiera afectar la estabilidad oxidativa del diésel.

Dunaliella tertiolecta, Acidos Grasos, Lipidos, Biodiésel, Floculacion
Abstract

The atmospheric problem due to the use of fossils has motivated in the scientific community the
generation of projects that fundamentally contribute to economic viability to the country and
environmental and social benefits, therefore renewable energy sources are playing an important role. In
the area of pure biofuels, it has been difficult to reach the goal, not because of the availability of biomass
but because of the production that is achieved after its conversion, the energy balance still being non-
competitive. Many species of microalgae are being the new inputs with expectations for a possible
solution to produce fuels such as biodiesel. In this research, the cell growth of a strain of the microalgae
Dunaliella tertiolecta was studied in two culture media to determine the profile of fatty acids containing
the lipids of the microalgae and to be able to evaluate the potential of the microalgae for the production
of biodiesel. The most effective culture medium for growth was Guillard's, in which a microalgae
concentration of 2.1 x 106 cells / mL was reached in 21 days of culture. The extraction of the lipids
produced in the cell wall of the microalgae was obtained in 20 minutes using sonication and the modified
Bligh & Dyer method after recovering the biomass by sedimentation-flocculation with sodium hydroxide
as the best agent (98%). The lipid profile was composed of 46% saturated fatty acids and 54% unsaturated
fatty acids, suitable to produce biodiesel. However, linolenic acid is present which could affect the
oxidative stability of diesel.

Dunaliella tertiolecta, Fatty acids, Lipids, Biodiesel, Flocculation
7. Introduccion

Las funciones fundamentales que permiten salvaguardar la vida de los seres vivos tales como la
circulacion de elementos quimicos a través de los ciclos biogeoquimicos, la regulacion de la temperatura
y presion del planeta, la absorcion y filtracion de la radiacion ultravioleta solar y la circulacion de masas
de aire frio y aire caliente suceden gracias a la atmdsfera terrestre.

Esta permanencia del ser humano en la tierra y las actividades generadas por su evolucion a partir
de la revolucion industrial han desgraciadamente forjado una serie de consecuencias, siendo una de las
mas graves la emision y acumulacién cronica de un gran nimero de sustancias quimicas contaminantes
a la atmasfera, debido a procesos de combustion incompleta generados tanto por fuentes fijas (industrias)
como por fuentes moviles (vehiculos de motor) dado el uso de recursos energéticos fosiles como el
petréleo y sus derivados, el carbon y el gas natural.
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De acuerdo a esto, la contaminacion atmosférica es de tipo global pero también tiene caracter
local, lo que provoca que la calidad del aire en zonas urbanas se afecte considerablemente y por ello se
convierta de acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion para la
Cooperacion Econdmica y el Desarrollo (OCDE) en uno de los principales problemas de salud publica
(INECC, 2018) por lo que es y sera uno de los problemas ambientales con mayor relevancia a resolver
por la humanidad en el siglo XXI, aln mas si persisten los modelos energéticos actuales.

En México, a pesar de los esfuerzos para la reduccion de emisiones atmosféricas contaminantes
y el fomento de la sostenibilidad y sustentabilidad a través de la generacion de energia por fuentes
renovables, el balance nacional de energia publicado en 2019 por la Secretaria de Energia (SENER)
reporta que el pais ocupa el lugar 12 en importacion de gasolina y diésel, lo que demuestra que cada afio
cuesta mas alcanzar la independencia energética. En cuanto al consumo total, el sector mas intensivo en
el uso de la energia es el transporte seguido del industrial, residencial-comercial-publico y finalmente el
agropecuario, siendo el diésel el petrolifero que se consume en tres de los cuatro sectores (agropecuario,
transporte e industrial, de acuerdo con orden de consumo).

El diésel, gasoil o gaséleo es un combustible liquido constituido principalmente por hidrocarburos
saturados (por ello la composicién quimica mas comin es C12H26 aunque puede ser de C10 a C15) y
en menor porcentaje por hidrocarburos aromaticos (SENER, 2015). Al igual que la gasolina, sufre
hidrosulfuracién para eliminar el contenido de azufre, pero aun la denominacién mas baja de diésel
producida a nivel mundial (ultra bajo azufre) tiene 3.0 % de azufre o 10 ppm (equivale a 10 miligramos
de azufre/kilogramo de diésel) (Oficina de Eficiencia Energética y Energia Renovable USA, 2010) y esto
es porque el azufre es un elemento presente en el petroleo desde su formacion en el subsuelo.

México, produce y comercializa a través de Petroleos Mexicanos (Pemex) diésel automotriz,
agricola-marino de bajo azufre (DBA) con 500 ppm (méaximo permitido de azufre en la NOM-016-CRE-
2016) y se pretendia producir y comercializar a partir de julio 2019 diésel ultra bajo azufre (DUBA) de
15 ppm (NOM-016-CRE-2016) en todo el pais a partir del Acuerdo A/065/2018 emitido por la Comision
Reguladora de la Energia (CRE, 2018) pero no fue posible debido a prorroga otorgada a Pemex hasta
2024 que le permite seguir comercializando DBA en todo el pais y DUBA solo en las zonas
metropolitanas del Valle de México, Guadalajara y Monterrey asi como en la frontera norte (CRE, 2019).

El azufre como tal es un contaminante, mucho mas si se encuentra combinado con el oxigeno
como por ejemplo, el bioxido de azufre generado en la combustion que se da en los motores tipo diésel,
por ello la estrategia mundial es lograr la reduccién significativa de la contaminacion del aire a partir de
bajo contenido de azufre en los combustibles fosiles y a partir de alli, la disminucién considerable de
emisiones de los otros contaminantes (6xidos de carbono, 6xidos de nitrégeno, hidrocarburos no metano,
particulas, etc.) y evitar no solo los dafios a la salud sino también a ecosistemas terrestres y acuaticos por
efectos de la acidificacion del suelo y del agua.

Estas emisiones de azufre se logran disminuir al usar DUBA debido a las tecnologias de
fabricacion de los nuevos motores basadas en disefios mas eficientes de filtros que permiten casi el
control total de particulas de sulfatos y de absorbentes y hasta un 90% de control de 6xidos de nitrégeno
y carbono (INECC, 2019). También se recomienda usar DUBA en modelos automotrices fabricados a
partir del aflo 2007 en adelante y en modelos anteriores siempre y cuando se realicen algunas
modificaciones al motor (Oficina de Eficiencia Energética y Energia Renovable de los Estados Unidos).

La problematica de la contaminacion del aire por la combustion del diésel en el sector automotriz
de acuerdo a lo descrito puede resolverse con la produccion de este petrolifero con contenido de azufre
bastante reducido; la realidad es que para los paises en desarrollo como México, esto cuesta mucho dinero
debido a que las tecnologias se centran en la refinacion y aun cuando el diésel es mas sencillo de refinar
y por tanto mas econdémico de producir, Pemex no cuenta ni con recursos ni con infraestructura necesarios
para producirlo y abastecer todo el pais dado que no ha realizado la configuracion necesaria de sus
refinerias, optando por la construccion de algunas de estas, tampoco tiene capacidad para almacenarlo y
transportarlo por ducto (Ramirez, 2019), le es menos rentable econdémicamente la refinacion que la
exploracion y produccién (Instituto Mexicano para la Competitividad, 2015) por ello el DUBA 15 ppm
que se consume se suple con un 77% de importacion (CRE, 2019) lo que ha traido problemas porque
tampoco tiene una alta capacidad de servicios portuarios que de forma simultanea le permita recibir
DUBA vy desalojar DBA hacia los puertos para exportacion.
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Los retos ambientales actuales y a futuro con los que se ha comprometido el pais ante instituciones
como la Organizacion de las Naciones Unidas para alcanzar bajos niveles de contaminantes atmosféricos
estdn impulsando en la comunidad cientifica la generacion de proyectos que garanticen
fundamentalmente viabilidad econémica al pais para su implementacion y desarrollo tecnol6gico, siendo
los recursos naturales renovables los que ofrecen un panorama importante para ello gracias a que se
cuenta con un amplio potencial de radiacion solar, de viento, de biomasa, de recurso geotérmico entre
otros.

En el area de la bioenergia, México plantea la obtencion de combustibles puros de biomasa como
el biodiésel (conocido también como éster metilico de acido graso, FAME por sus siglas en inglés) con
lineamientos establecidos en el complemento a la Ley para la Promocion y Desarrollo de los
Bioenergéticos, por lo que existen muchos proyectos de laboratorio y pilotos, siendo complicado alcanzar
la meta, no por la disponibilidad de la biomasa natural o residual sino por la produccién que se logra a
partir del proceso de conversidn que se le aplique a la biomasa lo que hace que el balance masa-energia
aun sea no competitivo frente a los combustibles fdsiles.

En tal sentido, a partir de experiencias en laboratorios y pilotos muchas especies de microalgas
como las del género Chlorella, Nannochloropsis, Dunaliella, entre otras se han convertido en las nuevas
materias primas para la investigacion en produccién de biodiésel dadas las caracteristicas que poseen en
comparacion con los cultivos energéticos y las grasas residuales animales tales como no depender de una
estacion del afio para su produccion, produccion de biomasa en tiempo relativamente corto y la fraccion
lipidica contentiva en la pared celular que permiten un perfil de acidos grasos del tipo monoinsaturados
y poliinsaturados transesterificables para lograr asi un combustible diésel con parametros fisicoquimicos
de alto impacto en un motor tales como la estabilidad oxidativa, punto de niebla, nimero de cetano,
viscosidad (Moreira, 2015) y a partir de alli, entonces generar los proyectos pilotos para instalaciones a
futuro que puedan establecerse en México a partir de microalgas. Sin embargo y no necesariamente el
biodiésel debe ser usado en un motor diésel de forma pura, en muchos paises se usa como un
complemento al diésel fosil, esto porque al mezclar el biodiesel mejora algunas propiedades del diésel
fésil, ya que juntos pueden brindar una mayor autonomia automotriz, ademas el biodiésel puede
obtenerse mediante reaccion quimica rapida y sencilla como la transesterificacion que emplea
compuestos quimicos econdmicamente accesibles como el metanol e hidréxido de sodio como
catalizador. Ademas, como se muestra en la Tabla 7.1 posee una serie de caracteristicas fisicas y quimicas
que lo hacen competitivo frente al diésel fosil tales como menor contenido de azufre, la nula presencia
de compuestos aromaticos, mayor indice de cetano, alta biodegradabilidad, etc.

Tabla 7.1 Propiedades quimicas y fisicas del diésel derivado del petréleo y el biodiésel

Propiedad Diésel Biodiésel
Férmula C10-C15 HC Cl2-c22
Composicion (% peso) C 85-88 % C77%
H 12-15 % H12 %
O01ll%
Azufre (% peso) <0.05 <0.002
Aromaticos (% peso) 30 0
Agua (ppm) 161 500 méx.
Poder calorifico inferior 36,6 32.6
(MJ/)
Viscosidad  cinematica 1.3-4.1 1.9-6.0
40°C, cSt
Gravedad especifica 0.88 0.85
15°C (Kg/l)
Punto de ebullicién (°C) 188-343 182-338
Punto de inflamacién 60-80 100-170
(W9)
Punto de niebla (°C) -15/5 -3/12
Punto de vertido (°C) -35/-15 -15/10
indice de cetano 40-55 48-65
Relacién estequiométrica 15 13.8
(aire/combustible en
peso)

Fuente de consulta: Pinzi et al, 2009
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En este trabajo se muestra el perfil de los &cidos grasos de una cepa de la microalga
Dunaliella tertiolecta y a partir de alli se describe su potencial energético para la produccion de biodiésel
en la region de Mazatlan, Sinaloa, México, ya que dicha microalga presenta caracteristicas como
adaptacion de crecimiento en ambientes salinos, dulces o salobres y alta adaptabilidad a temperaturas
extremas que son caracteristicas comunes en la region, ademas la mayoria de la literatura refiere su uso
para el area de la biotecnologia y pocos han realizado investigaciones para produccion de biodiesel.
Ademas, se tiene el propdsito de establecer proyectos piloto bajo las condiciones ambientales de la regién
(sistema outdoor) aprovechando el recurso solar con el que se cuenta y el calor interno de la tierra
(geotermia) para sistemas de acondicionamiento de aire para su crecimiento.

El capitulo se estructura en una seccion metodoldgica que describe los ensayos realizados para el
crecimiento celular de la microalga, la extraccion de la biomasa, la extraccion de lipidos y &cidos grasos.
Continua la seccién de resultados y discusion, conclusiones, recomendaciones Yy referencias
bibliogréaficas que soportan la investigacion presentada.

7.1 Metodologia experimental

La investigacion esta basada en el método indirecto para obtencion de biodiésel bajo condiciones de
laboratorio (Sanchez-Bayo 2019) que consiste primero en el crecimiento de la microalga para la
produccion de la biomasa empleando en nuestro caso dos medios de cultivo enriquecidos con nutrientes
y luego en la recuperacion de la biomasa, que en el caso particular se emplearon tres agentes quimicos
floculantes. Esto porque el crecimiento celular de la microalga, la produccion de biomasa y su
recuperacion son los ejes fundamentales para la obtencion de los lipidos y &cidos grasos que genera la
microalga y a partir de alli evaluar su potencial para obtencion de biodiésel. Finalmente, después de los
ensayos experimentales realizados, se aplicd la metodologia de enfoque escalonado para determinar el
proceso experimental (los dos medios de cultivo y los tres agentes floculantes) con el mejor rendimiento
en funcién del tiempo empleado y a partir de alli evaluar la factibilidad para escalar la investigacion a
nivel piloto.

Todos los ensayos experimentales descritos se realizaron por triplicado. Todos los resultados
fueron procesados mediante estadistica descriptiva utilizando medidas de tendencia central (media) y
dispersion (desviacion estandar).

7.2 Microalga de trabajo

Para llevar a cabo los ensayos se empled un inoculo tomado de una cepa de la microalga Dunaliella
tertiolecta proporcionada por el Laboratorio de Alimento Vivo del Acuario Mazatlan, Sinaloa, México.

7.3 Medios de cultivo (nutrientes)

Los medios de cultivo para el crecimiento de la microalga fueron el medio de Guillard (F/2) y el medio
de Erdschreiber preparados de forma artificial en una disolucion concentrada de cloruro de sodio (agua
salada) a la que se afiadié macronutrientes y elementos trazas (conocidos también como micronutrientes).
La diferencia entre ambos medios radica en que el medio de Guillard contiene silicato aparte de los
macronutrientes comunes (nitrégeno y fosforo) y también micronutrientes organicos como las vitaminas
(cianocobalamina o B12, biotina 0 H y tiamina HCI o B1) (Canadian Phycological Culture Centre y
University of Texas).

La preparacion del medio de cultivo de Guillard consistié primero en preparar 1.0 L de las
soluciones stock o soluciones madres de los macronutrientes, de los metales trazas y de las vitaminas
(solo B12 y H) en agua destilada (dH20) descrita en la columna cuatro de la Tabla 7.2. Luego se prepard
una solucion compuesta por la mezcla de los metales trazas para lo cual a 950 mL de dH20O se le agrego
la cantidad indicada en la columna cinco de la Tabla 7.2 de cada una las soluciones stock de estos metales
y se aforo a un volumen de 1.0 L, de igual manera se prepard la solucion de las dos vitaminas. Finalmente,
el medio de cultivo se prepard agregando a un volumen inicial de 950 mL de agua salada 1.0 mL de cada
una de las soluciones de los macronutrientes, 1.0 mL de la solucién compuesta por la mezcla de los
metales trazas y 1.0 mL de la solucidn de vitaminas con ajuste del pH a 8.0 y aforando a un volumen de
1.0 L. El medio de cultivo de Erdschreiber se preparo6 bajo la misma metodologia descrita para medio de
Guillard agregando las cantidades indicadas en la Tabla 7.2.
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Todas las soluciones fueron esterilizadas en autoclave y tanto las soluciones madres como el
medio de cultivo fueron envueltas en Parafilm y congeladas para evitar su desnaturalizacion y su uso en

el tiempo.

Tabla 7.2 Composicion de los medios usados para los cultivos de Dunaliella tertiolecta

N° Soluciones Medio de Solucién Cantidad Volumen
stock cultivo stock agregada para 1.0 agregado al
(g/L) L de solucidn medio de cultivo
substock (mL)
Agua salada Guillard- | | aeeee 1000
1 Erdschreiber 34.0
Macronutrientes | | | e
Guillard 70| - 1.0
2| NaNOs Erdschreiber 595 e 3.3
NaH2PO4+H,O Guillard 50| 0 e 1.0
3 Na,HPO,+7H,0 | Erdschreiber I 3.3
4 | NazSiO3*9H,0 Guillard 0| 0 ——- 1.0
Guillard 1.0
Metales trazas Erdschreiber 12.0
Guillard | - 4.36¢
5 | NaEDTA=2H0 17 gt reiber 0.750 2.0mL
FeClz*6H20 Guillard | = ------ 3.15¢g
6 Erdschreiber 0.097 2.0 mL
Guillard 180.0 1.0mL
7| MnCl+4H:0 Erdschreiber 0.041 2.0mL
ZnS04*7H20 Guillard 22.0 1.0mL
8 Znch, Erdschreiber 0.005 2.0mL
Guillard 10.0 1.0mL
9 | CoClo6H,0 Erdschreiber 0.002 2.0mL
10 | CUSO4+5H,0 Guillard 9.8 1.0mL
Guillard 6.3 1.0mL
11 | Na2MoOs.2H:0 g e rhreiber 0.004 2.0mL
o Guillard 1.0
Vitaminas Erdschreiber 1.0
12 Guillard-
Brz Erdschreiber 1.0 1.o0mL
13 |H Guillard 1.0 1.0mL
14 | B; Guillard | - 200 mg

Fuente de consulta: Elaboracion propia con datos tomados de Canadian Phycological Culture Centre y University of Texas

7.4 Parametros fisicoquimicos para crecimiento microalgal

El crecimiento celular de la cepa de microalga en los medios de cultivo descritos se llevé a cabo en el
Laboratorio de Bioenergia de la UPSIN México, en un espacio fisico de 1.80 m2 en el que se dispuso
una estructura metalica de 4 compartimientos (Figura 7.1) con la adaptacion de los parametros descritos

en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3 Pardmetros para el crecimiento celular de la microalga Dunadiella tertiolecta

Intensidad luminica de 6,000-7,000 lux suministrada por lamparas

fluorescentes (30 W) dispuestas permanentemente durante 24 h frente a
los fotorreactores

Temperatura | 23+1 °C

Fuente de | CO2 atmosférico suministrado por una bomba de aireacion que permitié también
carbono agitacion continua

pH 7.8

Fuente de consulta: Elaboracion propia
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7.5 Propagacion microalgal

La propagacion de la microalga Dunaliella tertiolecta se realiz6 mediante un sistema de cultivo tipo
batch alimentado, es decir, una vez iniciado el crecimiento celular se realizaron diluciones a través de
una transferencia volumétrica del medio de nutrientes preparado con la intencion de conservar las cepas
en fase de crecimiento y alcanzar alta concentracion de biomasa (Coutteau, 2013).

Bajo las condiciones descritas en la Tabla 7.3, los cultivos iniciaron en tubos de ensayo con 30
mL del medio de nutriente (medio de Guillard o medio de Erdschreiber), cuando se alcanz6 una densidad
celular promedio de 1.5x10° Cel/mL se escal6 a un volumen de 120 mL (lo que implico agregar 90 mL
del medio de nutrientes a la muestra inicial de 30 mL). Asi sucesivamente se realizo la transferencia
volumétrica del medio de cultivo a las muestras microalgales hasta alcanzar un volumen final de trabajo
de 16 L. El acoplamiento al sistema de aireacion constante se introdujo alcanzados los 800 mL de cultivo
microalgal.

Los fotorreactores utilizados fueron inicialmente matraces Erlenmeyer (125, 500, 1000, 3000
mL), luego contenedores cilindricos estériles de vidrio transparente de 4 L y finalmente contenedores
cilindricos estériles de plastico azul de 19 L. En todas las diluciones realizadas se hizo ajuste de pH. La
Figura 7.1 muestra la estructura metalica donde se llevé a cabo el cultivo microalgal empleando los dos
medios de cultivos enriquecidos con los nutrientes descritos.

La transferencia volumétrica del medio de cultivo se calculd6 mediante la ecuacion 1 (Arana,
Orrufio, Barcina, 2012) en la que Vi representa el volumen de inoculo que se necesita para el proximo
cultivo, VT el volumen final que se tendra al hacer la dilucion y NCi, NCf representan el nimero de
células presentes en el indculo y las que finalmente se desean tener en el cultivo después de la dilucion.

NV
Vi= # 1)

Figura 7.1 Fotorreactores utilizados para crecimiento de una cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta

Fuente de consulta: Elaboracion propia

7.6 Evaluacion de la propagacion microalgal

La propagacion de la microalga en los medios de cultivo descritos se evalud a partir de las cinéticas de
crecimiento celular que se construyeron realizando por triplicado un recuento celular cada 24 horas de
las muestras microalgales que se tenian, tomando para ello 1.0 mL de esa muestra que se fijo con 50 uL
de solucion Lugol al 10 % que se colocd sobre una camara de conteo de Neubauer (hemocitometro) de
doble linea brillante 0,1 mm de profundidad y para su observacion se empled microscopia éptica a 10 X
y 40 X.
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Para cuantificar la eficiencia de la propagacion microalgal se determiné la tasa especifica de
crecimiento (4) donde Xi representa la concentracion inicial de la biomasa y Xf la respectiva
concentracion final de la biomasa respecto al tiempo y a partir de alli se determind el tiempo de
duplicacion promedio (td) de crecimiento de la microalga (Godoy-Hernandez, Vazquez-Flota, 2006).

InX f—lnX i In2

; ta= — 2)

n= . p

7.7 Extraccion de biomasa

La produccién de la biomasa se logra a partir de la propagacion de la microalga en los medios de cultivo
enriquecidos, debe estar lo més deshidratada que se pueda para poder llevar a cabo los ensayos
experimentales siguientes y posteriormente la produccién de los biocombustibles como el biodiésel. Sin
embargo, su concentracion se ve afectada por efectos de la dilucion sucesiva que se realice, lo que hace
que la extraccion de la biomasa de microalgas en muchas ocasiones también se dificulte.

Los métodos de extraccion mecanicos, quimicos o bioldgicos y sus combinaciones, siguen siendo
a la fecha los mas reportados en la literatura ya que brindan porcentajes dptimos de biomasa en
laboratorio y de biomasa de valor comercial, sabiendo que depende mucho de la cepa de microalga que
se estudie.

En este trabajo al término del periodo de crecimiento celular de Dunaliella tertiolecta en los dos
medios de cultivo descritos, la recuperacion de la biomasa dispersa en todo el volumen de trabajo se
realiz6 mediante sedimentacion-floculacion seguido de centrifugacion y liofilizacion.

El proceso de sedimentacion-floculacion se realizd6 como se menciond en el apartado de
metodologia experimental, comparando tres agentes floculantes (basico, acido y salino) agregados bajo
concentracion quimica fija (1.0 mol/L), variacion de pH de la biomasa microalgal (4.0<pH<11.0) y
tiempo fijo de reposo (24 h) con la intencion de promover la auto floculacién de la biomasa (conocido
como test de jarra). Se emple6 una disolucion de hidroxido de sodio (NaOH) para incrementar el pH
inicial de la biomasa himeda microalgal de 7.8 a valores entre 10.0-11.0 (Ummalyma, Mathew, Pandey,
Sukumaran, 2016), una disolucion de acido sulfurico (H2SO4) para disminuir el pH inicial de la biomasa
himeda microalgal de 7.8 a valores de pH entre 4.0-5.0 (Liu y colaboradores, 2014) y por Gltimo, una
disolucién de sulfato de aluminio [AlI2(SO4)3] en cuyo caso no funcioné la concentracion quimica
establecida y se decidio un barrido con disoluciones de 0.25, 0.50 y 0.75 mol/L bajo el mismo tiempo de
reposo (Andia-Cérdenas, 2000).

Para estimar la eficiencia de floculacién mediante la ecuacion 3 (Harith y colaboradores, 2009)
se determiné antes y después de la agregacion del agente floculante la densidad celular representadas por
Di y Df respectivamente en la ecuacion.

Efioc = [Di;in] X100 3

La centrifugacion se llevo a cabo con el fin de obtener la mayor separacién de biomasa microalgal
del medio acuoso en el que se encontraba. Se emplearon tubos de centrifugacion de 50 mL de capacidad,
utilizando un campo centrifugo a 5000 rpm de velocidad y 5 min de centrifugacion (Chen y
colaboradores, 2011). La biomasa obtenida se resguardo6 en un congelador a -20°C.

Consecutivamente, se realizo la liofilizacion para lograr la mayor deshidratacion de la biomasa
centrifugada, para ello se utiliz6 un liofilizador conectado a una bomba de vacio cuya primera etapa
(desecacion primaria) se llevd a cabo a -50 °C de temperatura y 53 KPa (Kilopascal) de presion, para
posteriormente someter la muestra a la segunda etapa de secado con una temperatura de 39 °C y 39 KPa
(SP industries, 2009). Finalizado el proceso, la biomasa seca reposé por espacio de 1 h bajo condiciones
ambientales de laboratorio (25 °C), se peso y se resguardd en el congelador en bolsas estériles
identificadas (cepa de microalga, peso y dia de obtencion de biomasa).

Al término de los métodos realizados, la biomasa microalgal obtenida quedo en forma de sélido
pulverulento, color verde y olor caracteristico marino, tal como se muestra en la Figura 7.2.
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Figura 7.2 Biomasa seca de una cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta

Fuente de consulta: Elaboracion propia

7.8 Extraccion y caracterizacion de lipidos

Para la extraccion de los lipidos presentes en la biomasa seca obtenida de la microalga Dunaliella
tertiolecta se realizd la disrupcion celular empleando extraccion con ultrasonido (sonicacién) debido a
que es uno de los métodos fisicos eficientes porque que emplea menor tiempo de extraccion, con muy
buen rendimiento de extraccion y menos residuos si se compara con los métodos quimicos de extraccion
por solventes mediante soxhlet (Suarsini, 2011; King, 2014).

Para llevar a cabo la sonicacién se emple6 el método modificado de Bligh & Dyer que consistid
como primer paso en la homogeneizacion de toda la biomasa seca en una mezcla cloroformo-metanol y
agua (Archanaa, Moise, Suraishkumar, 2012). Luego se tomaron 20 g de esta muestra y se les agrego
una mezcla cloroformo-metanol (2:1) se agito durante 15 min y 200 rpm (Soto y colaboradores, 2014).
Seguido, la muestra fue colocada en un bafio ultrasénico a una frecuencia fija de 40 KHz (Kilo Hertz)
durante 20 min, finalizando el proceso con la adicion de cloroformo-metanol-agua (2:2:1.8) a 5000 rpm
por 5 min (El Arroussi, Benhima, Bennis, ElI Mernissi, Wahby, 2015) con el objetivo de mejorar la
formacion de las dos fases (superior: metanol-agua e inferior: biomasa-lipidos-cloroformo). La
recuperacion de los lipidos se hizo mediante decantacion de las fases removiendo los solventes por
evaporacion al vacio a 60 rpm y 10 min. La Figura 7.3 muestra el producto final obtenido. Las muestras
fueron resguardadas en frascos ambar refrigerados a 5 °C para posterior caracterizacion del perfil de
acidos grasos.

Figura 7.3 Lipidos extraidos con ultrasonido en una cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta

Fuente de consulta: Elaboracion propia
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El contenido porcentual de lipidos extraidos se determind a partir de la ecuacion 4, la cual toma
en cuenta la cantidad de biomasa microalgal antes de ser sometida a la extraccion (Bi) y la cantidad de
biomasa microalgal después de la extraccion (Bf) (Shuping y colaboradores, 2010).

L (%) = Lx100 (4)

La produccién volumétrica lipidica por dia (Pv) también se determiné ya que es directamente
proporcional a la concentracién de la biomasa (CB) y al contenido de lipidos extraidos (L) de acuerdo
con la ecuacién 5 (Talebi y colaboradores, 2013).

P,= CgxL (5)

La caracterizacion del perfil de los acidos grasos contentivos en los lipidos de la microalga se
realiz6 en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Culiacéan, Sinaloa, México
inyectando 1.0 mL de muestra a un cromatografo de gases acoplado a una columna Agilent DB-5ms con
temperatura programada entre 50-180 C, 300 °C para el inyector y 320 C para el detector FID. Dicho
perfil se caracterizo solo en la biomasa microalgal cultivada en el medio de nutrientes de Guillard.

Los metil esteres de los &cidos grasos se identificaron mediante la comparacién de sus tiempos
de retencion con estandar de acidos grasos (37 FAME compounds, SupelcoTM Mix C4- C24; trophic
markers). La cuantificacion se realizd6 mediante la integracion del area bajo la curva en los trazos
cromatogréficos utilizando el software CHROMQUEST 4.1 con calibraciones derivadas de los acidos
grasos estandar.

7.9 Resultados
7.10 Evaluacion de la propagacion microalgal: Cinética de crecimiento celular

El crecimiento celular de la cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta a través de su propagacion en los
dos medios de cultivo (Guillard y Erdschreiber) y los conteos diarios se presenta en el Grafico 7.1. La
cinética de crecimiento celular muestra que para el medio de cultivo de Guillard (F/2) se alcanz6 una
densidad celular maxima de 2.10 + 0.12 x 10° cel/mL en el dia 18, mientras que, para el medio de cultivo
Erdschreiber se alcanzé en el dia 12 con un nimero total de 1.40 £+ 0.05 x 106 cel/mL.

Grafico 7.1 Cinética de crecimiento celular de una cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta en los
medios de cultivo de Guillard y de Erdschreiber
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Fuente: Elaboracion propia

El comportamiento de la microalga muestra que el medio de nutrientes de Erdschreiber permitio
mayor numero de células por cada mililitro de cultivo los primeros 12 dias, pero a partir de ese tiempo
decae frente al medio de nutrientes F/2.
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En cuanto a la densidad celular maxima obtenida en el medio de cultivo F/2 (2.10 x 10° cel/mL)
se observa una tendencia similar a los resultados obtenidos por Neto y colaboradores en 2012 que
lograron en 18 dias la maxima densidad celular de Dunaliella tertiolecta. La densidad celular obtenida
es mas alta que la obtenida por Lopez-Elias y colaboradores en 2013, que obtuvieron 1.28 x 10° cel/mL
en 09 dias de crecimiento en laboratorio y es menor que la obtenida por Calderén y Serpa en 2003, que
en un maximo de 11 dias de crecimiento en condiciones de laboratorio reportaron una densidad celular
de 3.0 x 10° cel/mL.

Para el medio de cultivo Erdschreiber, solo se pudo realizar comparativa con los resultados
obtenidos por Tang y colaboradores en 2011, que reportaron 1.2 x 107 cel/mL como densidad celular
méaxima para Dunaliella tertiolecta, mayor a la obtenida en este trabajo. Existen reportes relacionados
con el medio de nutrientes, pero en otras especies de microalgas como Dunaliella salina, por ejemplo,
Mishra, Mandoly y Jha en 2008 reportaron una densidad celular maxima de 5.0 x 10° cel/mL.

La Tabla 7.4 resume los resultados obtenidos en cuanto a la tasa especifica de crecimiento celular
(v) y el tiempo de duplicacion (td) para la cepa de Dunaliella tertiolecta que se obtuvieron a partir de la
ecuacién matematica (2).

Tabla 7.4 Eficiencia del crecimiento celular de Dunaliella tertiolecta empleando dos medios de cultivo

Parametro Medio de cultivo Medio de cultivo
determinado Guillard Erdschreiber

H (d-1) 0.21+0.02 0.15 +0.01

td (d) 3.34+029 460+ 033

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con ello, la mayor p y el menor td (lo ideal en cultivos de microalgas con fines
energéticos) se obtuvo con el medio de cultivo de Guillard lo que podria implicar que es mas eficiente
que el medio de cultivo Erdschreiber. Para corroborarlo se realizé un analisis de varianza ANOVA de
factor 1 basado en la densidad celular, que con un nivel de confianza de 95% confirm6 que no hubo
relacion en el crecimiento celular de la microalga empleando los medios de cultivo seleccionados y
permitié confirmar que efectivamente el medio de cultivo F/2 es mas eficiente, adaptable y el
recomendado para proseguir los trabajos de investigacion donde la prevalencia sea mayor densidad
celular para mayor concentracion de biomasa en el menor tiempo de duplicacion de células de la
microalga. Baldiris y colaboradores en 2017 también realizaron un analisis de varianza para determinar
la eficiencia de crecimiento de dos microalgas diferentes en un mismo medio de cultivo enriquecido con
nutrientes y concluyeron que una de ellas creci6 de forma més efectiva en el medio de cultivo que la otra
microalga, lo que se corroboraba a través de p y td con los resultados obtenidos en la cinética de
crecimiento por conteo diario realizado.

La concentracion de los nutrientes en un medio liquido salobre 0 no es un parametro que influye
considerablemente en la produccién de biomasa, principalmente los nutrientes inorganicos nitrogenados
fundamentales para el crecimiento y mantenimiento celular, los fosforados porque limitan
significativamente el crecimiento de las microalgas y los silicatos porque contribuyen a funciones de la
estructura celular de algunas microalgas por lo que el agregarlos depende de que la especie de microalga
a trabajar lo requiera, otros como los micronutrientes organicos como las vitaminas también contribuyen
ampliamente al crecimiento microalga y produccion de lipidos, aun cuando su ausencia no limita el
crecimiento de las microalgas.
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Por ello, lo que pudo marcar la diferencia de crecimiento de la microalga de trabajo en el medio
de cultivo de Guillard respecto al medio de cultivo de Erdschreiber es que, en el primero aun cuando las
cantidades agregadas de los nutrientes inorganicos (macronutrientes) es menor que las agregadas en el
segundo medio de cultivo, la concentracion de las soluciones stock es mayor para el medio de Guillard
lo que permite que sea un medio mas enriquecido en nutrientes, ademas posee silicatos en muy buena
proporcion lo que contribuye a funciones estructurales de la célula y las tres vitaminas donde la biotina
y la tiamina contribuyen mucho a la biosintesis de los lipidos que se requieren, por lo tanto, el medio
Erdschreiber es un medio enriquecido pero mas diluido respecto a los nutrientes, es decir deficiente, lo
que impacta desfavorablemente en el crecimiento de la microalga, como lo expone LOpez-Elias y
colaboradores en 2013 al realizar investigacion con Dunaliella tertiolecta en medio F/2 con y sin
limitacion de nitrégeno.

7.11 Extraccion de biomasa

La recuperacion o extraccion de la biomasa se hizo por adicién de agentes quimicos floculantes a la
suspension de microalgas provocando cambios en el pH a dicha suspension, siendo el hidréxido de sodio
el agente quimico de mayor eficiencia porcentual (99.8 + 0.3 %) en un tiempo de 24 h, seguido del acido
sulfarico (563.7 £ 1.2 %) y el de menor eficiencia para la formacién de fléculos algales en el mismo
tiempo de 24 h, fue el sulfato de aluminio (15.2 = 3.2 %) pero a concentracion molar menor, tal como se
representa en el Grafico 7.2.

Gréfico 7.2 Eficiencia de la flocuiacion para la obtencién de la biomasa de la microalga Dunaliella
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Lo correcto es: la bibliografia consultada sobre recuperacion de biomasa de la microalga
Dunaliella tertiolecta no establece fines bioldgicos ni energéticos, esto porque depende del propdsito
que se persiga en la investigacion, por la posibilidad de contaminar la biomasa y por posibles
modificaciones en las caracteristicas de la biomasa, por ello se reportan métodos gravimétricos y otros
reportan meétodos fisicos como filtracion y secado. Sin embargo, hay reportes respecto al uso de la
floculacion con los agentes quimicos empleados en este trabajo en otros géneros y especies de microalgas
como Nannochloropsis sp. que tiene similitud con el género Dunadiella. En este sentido, Rojo-Cebreros
y colaboradores en 2016 recuperaron la biomasa de una cepa de Nannochloropsis sp para fines acuicolas
empleando NaOH 0,5 eg/L (0,5 mol/L) alcanzando una eficiencia de floculacion de 94,9 % a pH bésico
y en menus de 1 h. En otra investigacion, Unmalyma en 2016 determiné que el NAOH en un tiempo de
10 min fue el agente quimico de mayor floculacién (94%) con cambios en el pH de Chlorococcum sp en
comparac®3n con el Al2SO4 que fue de 87%.
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Como se aprecia en el Grafico 7.2 el agregar un agente floculante basico-fuerte como el NaOH
no afectara la extraccion de los lipidos en la microalga Dunaliella tertiolecta ya que la recuperacién de
la biomasa fue excelente en contraste con la adicion del agente floculante acido que resulto en una
reduccion de recoleccion de biomasa de més de 40% y mucho mas la sal agregada que presento una nula
recuperacion a la misma concentracion de los dos floculantes anteriores. Esto indica que el hidroxido de
sodio es més efectivo en generar floculos en tiempos de sedimentacion cortos debido a que logra
rapidamente el rompimiento de las fuerzas de atraccién de Van der Waals y las fuerzas de repulsion
electrostatica que existen en la pared celular, mientras que el sulfato de aluminio puede adherirse a las
células de la microalga y sedimentarse con los floculos que se forman provocando una mayor afinidad
electrostatica intermolecular.

7.12 Extraccion de lipidos y perfil de acidos grasos

La extraccion de lipidos intracelular asistida por sonicacion y método Bligh & Dyer arroj6 un porcentaje
de 33.5 + 1.1 % una vez alcanzada la disrupcion de la pared celular en 20 min y 40Hz de potencia y la
cantidad de biomasa generada por unidad de volumen de cultivo fue de 7.813 mg/Ld. En 2012,
Nowotarski y colaboradores usaron solo sonicacion para la disrupcion celular de Dunaliella salina
lograda en un tiempo de 16 min, similar a lo obtenido en este trabajo. En el caso del método de Bligh &
Dyer, Araujo y colaboradores en 2013 determinaron de seis métodos ensayados que sonicacion con Bligh
& Dyer es el de mayor eficiencia (52,5 %) para la extraccién de lipidos en Chlorella vulgaris.

La cromatografia de gases realizada arrojo nueve &cidos grasos distribuidos en: cinco acidos
grasos saturados constituidos por cadenas carbonadas de C12 a C18 y cuatro &cidos grasos insaturados
conformados por dos monoinsaturados (C17:1, C18:1) y dos poliinsaturados (C18:2, C18:3) como se
muestra en la Tabla 7.5, en la cual estan ordenados en funcidn de su concentracién porcentual decreciente
y su nomenclatura abreviada.

Tabla 7.5 Perfil de acidos grasos presente en la cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta

Acido graso \ Nomenclatura % presente

SATURADOS

Hexadecanoico (Palmitico) C16:0 21.2+0.3

Octadecanoico (Estearico) C18:0 11.2+0.1

Heptadecanoico C17:0 8.9+1.7

Pentadecanoico C15:0 2909

Dodecanoico (Laurico) C12:0 1.6+0.2
Total: 45.8+0.6

INSATURADOS

9,12,15-octadecatrienoico (Linolénico) C18:3%1215 37.2+11

9,12-octadecadienoico (Linoleico) C18:2°1? 8.0+0.1

9-octadecenoico (Oleico) Cc18:1° 6.6+0.1

Cis-10-Heptadecenoico Cir:1 24 +£0.0
Total: 54.2+0.3

Fuente: Elaboracion propia

Se aprecia que, hay una mayor composicion porcentual de acidos grasos insaturados siendo el
acido linolénico el de mayor contribucion, mientras que en los acidos grasos saturados lo es el acido
palmitico, lo cual es similar al perfil de acidos grasos reportado por Hoekman y colaboradores en 2012
y Tang y colaboradores en 2011 para la misma microalga cultivada en medio de nutrientes de Guillard
pero con condiciones de laboratorio diferentes a las realizadas en este trabajo y con fines biotecnolégicos.

Es nula la informacion que existe acerca de la produccion de biodiesel a partir de Dunaliella
tertiolecta y de otras especies de microalgas que pueden ser de interés para tal fin, solo se hacen
inferencias de la influencia de los acidos grasos obtenidos sobre las propiedades fundamentales de dicho
combustible tal como la estabilidad oxidativa.
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Bajo esa tematica, el perfil de acidos grasos de Dunaliella tertiolecta obtenido con las condiciones
de crecimiento y extraccion de biomasa y lipidos establecidas en este trabajo puede considerarse con
potencial para la produccion de biodiesel ya que contiene los principales acidos grasos utilizados como
insumos: palmitico, estedrico como parte de los saturados, oleico, linoleico como insaturados, los cuales
no cambiaran una vez obtenido el biodiesel por transesterificacion quimica, pero si influiran en
propiedades especificas del combustible como la estabilidad oxidativa, punto de niebla, nimero de
cetano, viscosidad y calor de combustién y por consecuencia en el desempefio en un motor diésel
(Moreira, 2012).

Tejeda y colaboradores en 2015 analizaron la influencia del perfil lipidico de la microalga
Dunaliella salina y Chlorella sp. sobre propiedades del biodiesel, donde el &cido linolénico es el de
mayor porcentaje y concluyeron que la estabilidad oxidativa se afectaria principalmente cuando el
combustible se almacene por tiempo prolongado, lo cual se corrige agregando compuestos antioxidante
sintéticos o resguardarlo en ambientes con poca luz y corrientes de aire. También indican que un mayor
porcentaje de acidos grasos insaturados favorece la operatividad del biodiésel como combustible a bajas
temperaturas ya que este tipo de &cidos grasos presentan menor punto de fusién lo que brinda mayor
fluidez del biodiésel en el motor.

Es aceptable efectuar comparativa del perfil de acidos grasos obtenido de microalgas con perfil
de acidos grasos obtenidos a partir de aceites vegetales puros y/o grasas animales, porque finalmente la
estructura quimica de los acidos grasos se mantiene. Moreira en 2012 reporta que el biodiésel a partir del
aceite vegetal de soja el cual tiene contenido significativo de &cido linolénico cumple con el valor minimo
de estabilidad oxidativa (3 h) establecido en la norma de la Sociedad Americana para Pruebas y
Materiales (ASTM por sus siglas en inglés) por las cuales también se rige México en los lineamientos
para la obtencion de etanol anhidro, biodiésel y bioturbosina puros a partir de 2018. El biodiésel obtenido
presenta propiedades excelentes de baja temperatura como punto de niebla.

Otro pardmetro importante que por consecuencia de la estabilidad oxidativa se afecta, es el
numero de cetano (C16H34), que se evalia mediante dos valores, el de alto estandar de calidad (no
ramificado, con valor maximo de numero de cetano (NC) de 100, 47 como valor minimo) y el de baja
calidad de ignicion (ramificado, NC 15) de acuerdo con normas ASTM. Moreira reporta que el biodiesel
de aceite de soja presenta un NC por encima del valor minimo establecido (51). Tejada en 2013 analiz6
el perfil lipidico del biodiesel a partir de residuos grasos de pollo que presenté mayor concentracion de
acidos grasos insaturados describiendo lo mismo, baja estabilidad oxidativa pero buena fluidez a baja
temperatura.

Aun cuando se describe que el perfil lipidico de una microalga del mismo género o de otro, de un
cultivo vegetal o de una grasa animal pueden coincidir, es también cierto que en las microalgas, éste
siempre sera afectado por las condiciones nutrimentales (como el déficit de nitrégeno y/o fosforo),
condiciones de cultivo (como estrés salino) y ambientales (temperatura, pH) por ello, Arias y
colaboradores en 2013 propusieron que para garantizar los parametros fundamentales exigidos para
biodiésel de calidad o puro, lo mas conveniente seria una mezcla de aceites producidos por diferentes
géneros de microalgas ya que el objetivo de la bioenergia es poder desarrollar un proceso viable y factible
en lo econdémico y energético que pueda ser competitivo con los combustibles fosiles.

Pinzi y colabores en 2009 concluyeron que la composicion Optima para biodiésel con los
parametros ideales que eviten dafios a un motor seria aquella especie de microalga que pueda
proporcionar bajo contenido de acidos grasos saturados para lograr mayor densidad (lo cual se obtuvo en
este trabajo), altos porcentajes de acidos grasos monoinsaturados para estabilidad oxidativa ideal lo cual
implicaria bajos niveles de &cidos grasos poliinsaturados. Hoekman en su investigacion en 2012 concluye
que es imposible definir un perfil de acidos grasos ideal en un ser vivo como las microalgas que cumpla
con parametros definidos, establecidos y deseables en el biodiésel, siendo lo mas recomendable una
estabilidad proporcionada entre acidos grasos saturados e insaturados minimizando los poliinsaturados.
Lo méas recomendable finalmente, es caracterizar los lipidos para determinar grado de acidez y porcentaje
de humedad, producir el biodiésel y determinar los pardmetros fisicoquimicos de alto impacto bien para
uso unico como combustible o bien mezclado con diésel de petrdleo.
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7.14 Conclusiones

Se determino que el medio de nutrientes de Guillard es el ideal para la cepa de microalga Dunaliella
tertiolecta ya que presentd densidad celular, absorbancia, tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion
dentro de los rangos publicados en investigaciones referentes, ademas de proporcionar una muy buena
cantidad de biomasa. El medio Erdschreiber también es recomendable de acuerdo con los resultados
obtenidos, pero posiblemente brinde una mayor tasa de crecimiento en funcién del tiempo modificando
algunos parametros fundamentales como la intensidad de luz y el fotoperiodo de forma tal de estudiar el
comportamiento de propagacién de la microalga mas alla del dia once o que en ese tiempo mejore la
densidad celular promedio.

La floculacién con hidroxido de sodio resulto ser un agente quimico excelente para la extraccion
de la biomasa microalgal, lo que representa un aporte de esta investigacion, ya que la literatura solo la
reporta para microalgas del género Nannochloropsis y los métodos de recuperacion de la biomasa
generada por Dunaliella y otros géneros requieren de mayor tiempo lo que hace que el gasto energético
se incremente. A partir de la metodologia implementada se logrd un alto porcentaje de recuperacion de
biomasa microalgal en un tiempo bastante corto, ademas el hidroxido de sodio es un compuesto quimico
bastante econdmico y de facil adquisicion.

La obtencion de la biomasa microalgal conllevd a la extraccion de la fraccion lipidica celular
empleando la sonicacién combinada con una extraccion con solventes a partir del método Bligh & Dyer
y lograr en un tiempo de veinte minutos que toda la biomasa expuesta quedara completamente seca.

El perfil de la faccion lipidica obtenida estuvo compensado por la presencia de &cidos grasos
saturados y en mayor proporcién por los acidos grasos instaurados lo cual coincide con pocas
investigaciones referentes a la misma especie de microalga de este trabajo (Dunaliella tertiolecta), de
otras especies del mismo genero como Dunaliella salina, de otros géneros de microalgas y de cultivos
vegetales como la soja y grasas animales residuales. El perfil obtenido contiene porcentajes muy
aceptables de los &cidos grasos idéneos (C12 a C18) para la transesterificacion y obtencién de biodiésel,
en cuyo caso el paso siguiente es llevar a cabo dicha produccion y caracterizar el producto a través de
los parametros fisicoquimicos fundamentales establecidos en los lineamientos mexicanos anexos a la
Ley para la promocion y desarrollo de los bioenergéticos para entonces conocer la influencia del acido
linolénico (el de mayor proporcién en el perfil obtenido) sobre la estabilidad oxidativa que es la de mayor
impacto en el uso del combustible bien sea puro o mediante compensacion si se mezclara con el diésel
fosil.

A partir de los resultados, la cepa de la microalga Dunaliella tertiolecta analizada tiene potencial
energético para la produccidon de biodiésel de tercera generacion bajo las condiciones de trabajo descritas,
sin embargo, esto quedaria totalmente establecido una vez analizada la estabilidad oxidativa bien sea a
partir de la caracterizacion de los lipidos o la produccion de biodiesel. Finalmente, y con base en el
analisis se puede determinar la viabilidad de la escala piloto bajo condiciones ambientales y el
aprovechamiento de la energia solar de la region de Sinaloa para aminorar costos en produccion masiva.
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