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RESUMEN

La problematica actual a la que se enfrenta la humanidad es la crisis energética y la
contaminacion ambiental. La alternativa de producir biodiésel de aceite de
microalgas es prometedora, por las ventajas que tiene sobre las plantas oleaginosas
como: eficiencia fotosintética, periodos de cosecha cortos, uso de suelos agricolas
no arables, por lo que no compite por suelos para alimentacién humana. El trabajo
realizado consistié en dos fases: el primero fue la colecta de microalgas en el Rio
Tuxpan con la ayuda de una red de fitoplancton 20 um de apertura y la segunda el
analisis de las muestras en el laboratorio. Se identificaron un total de 22 especies
de microalgas (Chlorophyta 10, Ochrophyta 11 y Euglenozoa 1). Se seleccionaron
tres especies: Chlorella spl, Chlorella sp2 y Chlorella sp3 y se compararon los
resultados con una cepa de Chlorella Vulgaris como control. Las condiciones de
cultivo fueron medio de cultivo bold basal, foto periodo 12:12 y aireacion constante
Se observo que la cepas chlorella spl y 3 presentaron mayor produccién de
biomasa en cultivos en lote de 16 L (0.34 y 0.30 g/L, respectivamente) A las
microalgas seleccionadas se les realiz6 un analisis bromatolégico para la
determinacién de proteinas, carbohidratos y lipidos resultando estadisticamente
similares, pero con la caracteristica de que Chlorella sp3 contiene 28.87% de Acido
a -Linolénico C-18:3C con respecto a las Chlorellas spl y sp2 que presentaron en
0% en el analisis cromatografico de perfil de acidos grasos, el cual es util para la
formacion de biodiésel y por tanto esta cepa se seleccion6 para su produccién
masiva. Posterior a la cosecha de Chlorella sp3, la biomasa fue deshidratada,
pulverizada para la extraccion de lipidos y del extracto obtenido se llevd a una
reaccion de transesterificacion. Por cada kilogramo de biomasa se obtuvieron 34.46
mL de biodiésel. La relevancia de los resultados obtenidos radica en la generacion
de un cuerpo de conocimientos pertinente para que a mediano y largo plazo se
estructure una plataforma tecnologica de produccion de biodiésel a partir de
microalgas. Por otro lado, el listado ficologico reportado, puede llegar a ser util en el

desarrollo de futuras investigaciones de las microalgas presentes en el Rio Tuxpan.

Palabras clave: Chlorella, lipidos, biomasa, transesterificacion, biodiésel.



. INTRODUCCION

El uso de los combustibles fosiles es el principal problema ambiental que enfrenta
la humanidad; la combustion de éstos emite gases tales como dioxido de carbono,
oxidos de nitrégeno, oxidos de azufre, hidrocarburos no quemados y cenizas que
provocan el efecto invernadero (Sacristan, 2013; OMS, 2015; Cruz, 2016; Arrousi et
al., 2017). Otro problema adicional es la crisis energética, ya que los combustibles
fésiles son un recurso no renovable y se estima que las reservas de este recurso
energético se agotaran tarde o temprano (Castro, 2009; Nava, 2014; Ruiz, 2014).
Se estipula que el carbdn se agotara en 218 afios, el gas natural en 63 afos y el
petréleo en 41 afios (Agarwal, 2007; Rodolfi; 2009; Yu et al., 2012).

La crisis energética y la contaminacién ambiental han orillado a diferentes naciones
en todo el mundo a la generacion de nuevas fuentes de energia mas amigables
para el medio ambiente (i.e. solar, fotovoltaica, hidroeléctrica, geotérmica, edlica y
biomasa) y se espera que en el futuro los biocombustibles (biodiésel y bioetandl)
puedan sustituir al diésel y la gasolina por la incertidumbre del futuro de estos
recursos (Posten y Schaub, 2009; Loera-Quezada y Olguin, 2010; Cruz, 2016).

De acuerdo con la literatura actual, los lipidos producidos por microalgas se
consideran con potencial para fines bioenergéticos (Chisti, 2007; Garibay-
Hernandez, 2013; Nava, 2014). Se han colectado y aislado microalgas de diferentes
fuentes como rios, lagos, océanos, e inclusive de aguas residuales (Sacristan, 2013;
Garcia, 2017). Diversos autores recomiendan seguir realizando trabajos de
investigacion enfocados al aislamiento y evaluacion del potencial lipidico de las
microalgas para generar informacion y explotar este recurso (Magafa-Lépez, 2014;
Castillo et al., 2017. Los cultivos de microalgas pueden proliferar en casi cualquier
region y no compiten por el uso de suelo fértil destinado a las actividades
antropogeénicas, contrario al uso de plantas oleaginosas, cuya disponibilidad hace
imposible producir la demanda de diésel en México y el mundo (Garibay et al., 2009;
Fernandez-Linares et al., 2012, Faried et al., 2017). El estudio y las aplicaciones de
las microalgas no s6lo se centran en la obtencion de biodiésel, sino también en su

papel para resolver problematicas como: calentamiento global, cambio climatico y



seguridad alimentaria (Greene et al., 2016; 2017).En la regién norte del estado de
Veracruz, se pueden localizar fuentes importantes para el aislamiento y estudio de
diversas especies de microalgas con diferentes fines biotecnologicos. Por ejemplo,
los cuerpos de agua dulce representados en la region hidrolégica 27 por los rios:
Tecolutla, Cazones, Tuxpan, Nautla y Misantla (Navarrete, 2002), asi como cuerpos
de agua salobre (i.e. lagunas costeras), que se localizan en la costa del Golfo de
México. La justificacion de este trabajo es la aportacion de informacion para la
obtencion de combustibles amigables con el ambiente, Hasta la fecha, no hay
reportes de trabajos de investigacion de microalgas para la obtencion de biodiesel
en el Rio Tuxpan, por lo cual se considerd propicio elegir el sitio para una colecta
de microalgas y evaluar su potencial lipidico. Aunado a lo anterior, el aislamiento
de microalgas presentes en Rio Tuxpan podria ser importante para estudios
ecoldgicos, con aplicacion de un analisis bromatolégico se podra conocer el
metabolismo de estas como: carbohidratos, proteinas, lipidos y/o de diversas
aplicaciones biotecnolégicas que nos pueden ofrecer, como la sintesis de altas
concentraciones de lipidos para la produccién de biodiesel, pigmentos para la
industria alimentaria, compuestos bioactivos para la industria farmacéutica, entre
otras (Greene et al., 2017). Por lo que la realizacién de colectas e identificacion
aportara informacion de especies de microalgas presentes en el Rio Tuxpan para la

produccion de biodiésel.



.  ANTECEDENTES

2.1 Problematica ambiental

Actualmente la humanidad se enfrenta a diversos problemas ambientales, sociales
y economicos. El agotamiento de hidrocarburos, la demanda exponencial de
combustibles fésiles y el calentamiento global han provocado la busqueda de
energias amigables con el medio ambiente. El desarrollo sostenible es el principio
gue el mundo se ha planteado incluyendo la conservacion del medio ambiente para
futuras generaciones y la investigacion en energias con poca o nulas emisiones de
gases de efecto invernadero (Agarwal, 2007; Ramirez et al., 2012). En el afio 2015
en paris acordaron limitar el aumento de temperatura que provocan los gases de
efecto invernadero en la conferencia del cambio climéatico (Greene et al., 2017). Los
biocombustibles, bioetanol y biodiesel, pueden ser una de las alternativas para este
problema en la sustitucion de combustibles fésiles para el uso de automdéviles de

motor para diésel y gasolina (Agarwal, 2007; Ramirez et al., 2012).

2.2 El biodiésel

El biodiésel es un combustible que se produce a partir de la transesterificacion de
aceites vegetales o animales (Ramirez et al., 2012; Mardhia et al.,, 2017). De
acuerdo con Miao y Wu, (2006) estd compuesto por metil ésteres de acidos grasos
de cadena larga (C14 — C22). El biodiésel es una alternativa de combustible mas
amigable con el medio ambiente, porque es biodegradable, posee menor toxicidad
comparado con los combustibles fésiles, en la combustion genera menores
emisiones de sulfatos, mondxido de carbono, didxido de carbono, compuestos
aromaticos y humo (Atabani et al., 2012). Varias empresas de Estados Unidos,
Francia, Alemania, Brasil, Argentina, entre otras, ya utilizan biodiésel en el

transporte publico (Islas et al., 2007).

2.3 Materias primas para la produccién de biodiésel

Los cultivos oleaginosos como el aceite de palma, girasol, coco, cacahuate, oliva,
mostaza, colza y soya son las principales materias primas que se han utilizado para
producir biodiésel (Al-Zuhair, 2007; Meng et al., 2009; Lam y Lee 2011), pero el

cultivo de oleaginosas requiere de grandes extensiones de suelo, situacion que
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podria provocar una crisis alimentaria (Schenk et al., 2008; Garibay et al., 2009;
Castillo et al., 2017). Por otro lado, se ha evidenciado que en Brasil y el sureste
asiatico la produccion de palmay soya ha ocasionado una deforestacion alarmante
de la selva tropical (Schenk et al., 2008; Castillo et al., 2017). Por esto, el cultivo de

microalgas constituye una alternativa, particularmente por su produccion.

En Cuadro 1, se muestra el rendimiento en la obtencion de biodiésel a partir de
diversas materias primas (Miao y Wu, 2006; Chisti, 2007; Schenk et al., 2008); en
el caso especifico de las microalgas con la tecnologia actual se estima que se puede
llegar a producir hasta 20, 000 L/ha/afio (Wijffels, 2008).

Cuadro 1.Produccion de biodiesel a partir de aceites de algunas materias primas

Materias Primas Biodiesel
(L /ha/afio)
Algodon 325
Soja 446
Semilla de mostaza 575
Semilla de girasol 952
Colza 1,190
Jatropha 1,892
Aceite de palma 5,950
Microalgas 20,000

2.4 Aplicaciones y caracteristicas de las microalgas

Algunas especies de microalgas han sido aprovechadas en diferentes actividades
acuicolas como alimento porque contienen nutrientes esenciales; proteinas, lipidos,
pigmentos y minerales (Abu-Rezq et al., 2010; Magafa-Lépez, 2014). Por ejemplo,
para Nannochloropsis oculata se cuantificé hasta un 32% de contenido lipidico del



peso total, lo cual ha sido aprovechado para la produccion de biodiésel (Rodolfi et
al., 2009). Algunas de las caracteristicas que poseen las microalgas son (Garibay
et al., 2009; Mata et al., 2010):

e Las microalgas son microorganismos fotosintéticos.

e Se encuentran en casi cualquier habitat: aguas marinas, dulces, salobres,
residuales.

e Producen el 50% del oxigeno y 50% de la fijacién de carbono del planeta.

e Producen diferentes metabolitos de interés biotecnoldgico.

o Diferentes tipos de metabolismo fotoautotréfico, heterotréfico, mixotrofico y
fotoheterotrofico.

e Gran biodiversidad, se han identificado un total de 40,000 especies y se
estiman mas de 100,000 especies.

El cultivo de microalgas con fines bioenergéticos ofrece mayores ventajas que las
plantas convencionales, tales como: mayor eficiencia fotosintética, tasa de
crecimiento elevada, periodos de cosecha muy cortos, crecen en cualquier
ambiente, requieren menor cantidad de agua, mayor productividad de lipidos y el
perfil de acidos grasos puede ser controlado mediante la limitacion de nutrientes.
Por otro lado, la biomasa residual tiene diversas utilidades en la industria
farmacéutica, agropecuaria y alimentaria (Chisti, 2007; Li et al., 2007; Schenk et al.,
2008). Esta tecnologia puede ser aprovechada reciclando las emisiones de CO2 de
industrias termoeléctricas y la ventaja mas promisoria es el rendimiento lipidico por
unidad de area que son superiores a las plantas oleaginosas (Meng et al., 2009;
Rodolfi et al., 2009; Vyas et al., 2010).

2.5 Inicios del cultivo de microalgas

Desde los afios cincuenta fue dado a conocer la importancia de las microalgas para
Su conversion en bioenergia. Pero a partir de la crisis energética de 1975, varias
naciones como EUA, Japon y Australia reconocieron su importancia en el sector de
energia (Rodolfi et al., 2009). Los primeros sistemas para la produccion de
microalgas con fines bioenergéticos datan del afio 1978 por el Departamento de

Energia (DOE) de los Estados Unidos, quienes usaron sistemas abiertos y cerrados.
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Los sistemas presentaron ventajas y desventajas, los abiertos resultaban de bajo
costo, pero mostraron problemas de contaminacién en monocultivos a largo plazo;
mientras los sistemas cerrados evitan la contaminaciébn pero su costo es
relativamente caro (Green et al., 2017). Huntley y Redalje (2007) desarrollaron una
nueva tecnologia que hizo mas viables los monocultivos de microalgas, que
consistieron primeramente en realizar los cultivos en sistemas cerrados hasta
alcanzar una concentracion celular para evitar la contaminacién una vez trasladado

el cultivo a sistemas abiertos.

2.6 Contenido lipidico de las microalgas

Actualmente se sabe que los lipidos o aceites de las microalgas son una alternativa
gue puede remplazar al petrodiésel dado sus multiples usos y ventajas (Rodolfi et
al., 2009). De acuerdo con distintos autores (Chisti, 2007; Mata, 2010; Lam y Lee,
2011), la elevada productividad lipidica de las microalgas es primordial para la
produccién de biodiésel, por lo cual los parametros a considerar en la evaluacion de
una cepa son la cantidad de lipidos acumulados en la biomasa, la velocidad del
crecimiento, la eficiencia metabdlica y el diametro de la microalga. Determinar el
contenido lipidico de las microalgas resulta dificil ya que varia dependiendo las
condiciones del cultivo: en sistemas desfavorables o bajo estrés, que muchas veces
ayuda al incremento de la sintesis de lipidos. Los lipidos de microalgas constituyen
entre el 20-50% en peso seco, pero en algunos casos se ha reportado hasta el 80%
(Garibay-Hernandez et al., 2009).

Las microalgas oleaginosas pertenecen a diversos grupos taxonémicos: rodofitas,
xantofitas, dinofitas, eustigmatofitas, heptofitas, crisofitas, diatomeas y clorofitas,
bajo condiciones normales de cultivo sintetizan un promedio de 25.1% y bajo estrés
45%. Las algas verdes (clorofitas) se adaptan en casi cualquier sistema, son faciles
de aislar y desarrollo en condiciones de laboratorio, lo cual se han identificado

numeras especies de este grupo (Garibay-Hernandez et al., 2009).



2.7 Chlorella spp.

Chlorella es un género de microalgas unicelulares con forma elipsoidal y de color
verde que pertenece a la division Chlorophyta y la clase Chlorophyceae. Su
estructura celular con un diametro promedio de 2-8 um incluye: membrana celular,
cloroplastos (clorofila a y b) y no posee flagelo. Se encuentra presente en aguas
dulces y salobres. Durante la fotosintesis se multiplica exponencialmente, requiere
CO2, luz solar, agua y algunos minerales. La composicion bioquimica de Chlorella
contiene cerca: 45% de proteinas, 20% de carbohidratos, 20% lipidos, 5% fibras y
10% de vitaminas y minerales. Historicamente el cultivo de Chlorella ha sido
aprovechado para la industria alimentaria y la obtencion de metabolitos. En la
actualidad chlorella es potencial para la produccién de biocombustibles por su alto
contenido de lipidos. Esta microalga se ha aprovechado para el tratamiento de
aguas residuales removiendo, fosforo, nitrégeno, metales pesados y demanda
guimica de oxigeno (Teran y Posada, 2019). Chlorella puede desarrollarse a
diversos tipos de medios de cultivo y posee gran capacidad de adaptacion a
diferentes sistemas ambientales por lo que su elecciébn como cepa, es indicada para

obtener lipidos para la produccién de biocombustibles (Teran y Posada, 2019).



[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar el potencial lipidico mediante un analisis bromatolégico de cepas de
Chlorella spp. aisladas del Rio Tuxpan, Veracruz con fines de produccion de

biodiesel.

3.2 Objetivos especificos

e Colectar, aislar e identificar taxondmicamente especies de microalgas
aisladas del Rio Tuxpan para la generacién de informacion ficolégica.

e Realizar un andlisis bromatolégico y seleccionar la cepa de Chlorella spp de
mayor sintesis de lipidos.

e Llevar a cabo cultivos en lote para la produccion masiva de biomasa
microalgal de Chlorella sp.

e Producir biodiésel a partir de la extraccién de lipidos con la cepa de

microalgas seleccionada para este fin.



IV. MATERIALES Y METODOS

La etapa experimental esta dividida en dos fases, la primera consiste en el trabajo
de campo donde se llevo a cabo muestreos para la colecta de material ficologico, y
en la segunda es el trabajo de laboratorio, donde se llevo a cabo la identificacion
taxondmica de las microalgas aisladas y purificadas, se realiz6 un andlisis
bromatolégico y se selecciond una cepa para cultivarla masivamente y llevar a cabo

la produccién de biodiésel.

4.1 Area de estudio

El Rio Tuxpan pertenece a la Region Hidrologica 27, en la cual también se
encuentra el Rio Cazones, Misantla, Tecolutla y Nautla (Navarrete, 2002). El Rio
Tuxpan desemboca en el Golfo de México y pasa sobre la Ciudad y Puerto de
Tuxpan, Veracruz. El clima de la regién segin INEGI es célido subhumedo con
precipitaciones en verano, la temperatura anual promedio es de 24.9 °C (Navarrete,
2002). De acuerdo con Gardufio, (2015) el pH superficial flucta entre 7.27 y 8. 71,

y la salinidad superficial varia entre 1.51 a 35.40 ups.

4.2 Procedimiento de muestreo

El muestreo se llevd a cabo para obtener muestras de agua conteniendo
fitoplancton, de las cuales fuera posible aislar y purificar microalgas utiles para el
presente proyecto. El criterio utilizado para el muestreo en la localidad cercana a
Juana Moza obedecié a evitar la zona urbana de Tuxpan y el contacto cercano a
contracorrientes marinas; ademas, estuvo basado en la literatura donde los autores
fijaron uno a tres puntos de muestreo para colecta de microalgas con fines de
produccion de biomasa y bioenergéticos (Guo et al., 2013; Abdelaziz et al., 2014;
Mahmoud et al., 2015; Ferro et al., 2018).

Para la colecta de material ficologico se llevaron a cabo tres muestreos en el Rio
Tuxpan en el mes de octubre del 2018 (Figura 2) en la zona congregacion Juana
Moza 20°54'47.96"N-97°27'49.18"0, 20°54'48.57"N-97°27'49.67"O y
20°54'51.31"N-97°27'.12"0 en el municipio de Tuxpan Veracruz. Los muestreos se
realizaron con una red de fitoplancton de 20 um de apertura con arrestes
horizontales y verticales, a 5 metros de profundidad (Bersanti y Gualtieri, 2014). Se
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colecté un volumen de 500 mL en cada botella de plastico (12 en total), las cuales

fueron cerradas herméticamente y colocadas en una hielera (Ruiz et al., 2014). A

las muestras de agua se le tomaron diferentes pardmetros como pH, salinidad y se

determinaron fosfatos y nitratos por método visocolor ECO.
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Figura 1.Puntos de muestreo en el Rio Tuxpan.

Las muestras fueron trasladadas al Centro de Investigacion en Alimentos y

Ambiental del Instituto Tecnol6gico Superior de Alamo Temapache (CIAA-ITSAT) y

al laboratorio de Microalgas Oleas de México S.A de C.V. donde se realizé la

identificacion taxondmica, los cultivos, la cosecha y el analisis bromatolégico.
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4.3 Trabajo de laboratorio

4.3.1 Aislamiento e identificacion taxonémica

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento y purificacion de las microalgas
fueron el Basal Bold (BBM), el BG11 y el F/2 (Anexo A), medios que han sido
reportados de uso comun para el cultivo de microalgas por diversos autores
(Garibay-Hernandez et al., 2013; Bersanti y Gualtieri, 2014; Tale et al., 2014; Pérez
y Ayala, 2017). Para su preparacion, una vez disueltas las sales de acuerdo a cada
composicion descrita (Anexo A), los medios se esterilizaron en autoclave a 121 °C

por 15 minutos y 15 Ib de presion.

Con la finalidad de aislar las microalgas procedentes de las muestras de agua
colectadas en el Rio Tuxpan, se adicionaron 200 pl de cada botella de colecta en
medios sélidos preparados con BBM, BG11, F/2, y replicas adicionando NaCl al 3%
adicionados cada uno con agar bacteriolégico a una concentracion de 15 g/L. El
procedimiento consistié en tomar e inocular los medios sdélidos con una micro pipeta
y puntas esterilizadas esparciendo con la ayuda de una espétula de vidrio para
distribuir toda la muestra en el medio sdlido. Posteriormente se cerraron
herméticamente las muestras con parafilm y se colocaron las cajas en luz con foto
periodo 12:12 (12 horas de luz y 12 de oscuridad) hasta el crecimiento abundante

de las microalgas (Sacristan, 2013).

Una vez que crecieron microalgas en los medios en placas, notandose coloracién
verde, se procedi6 a realizar resiembras para lograr la maxima purificacion de cada
cepa. Finalmente, se llevaron a cabo preparaciones y observaciones en un
microscopio optico a 40X y con la ayuda de claves taxondémicas para microalgas

(Bersanti y Gualtieri, 2014) se llevé a cabo la identificacion de cada cepa aislada.

4.3.2 Cultivos de microalgas

El cultivo de microalgas fue iniciado tomando una asada de biomasa a partir de los
cultivos solidos de las cepas clasificadas como Chlorella spl, Chlorella sp2,
Chlorella sp3 para pasar a un matraz de 50 mL con medio BBM por triplicado y se
compard contra una cepa adquirida en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas
y Cultivos Celulares del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del I.P.N
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denominada Chlorella vulgaris CDBB-A-12, incubando por 5 dias en condiciones de
aireacion constante y un fotoperiodo de 12:12. Los cultivos fueron escalados una
vez alcanzada la etapa estacionaria de crecimiento; primeramente, se inicio el
traspaso de 50 mL a matraces de 450 mL, se incubo por 7 dias y posterior a este
tiempo los 450 mL se traspasaron a un contenedor de 2L y se dejé incubar por 17
dias. Este mismo protocolo se utilizd para escalar a garrafones con un volumen de
8 Ly finalmente a 16 L (Arrendondo y Vitolina, 2007; Band-Schmidt, 2007; Magaria-
Lopez, 2014).

4.3.3 Evaluacién de la densidad oOptica

Para determinar la curva de crecimiento de los cultivos, periddicamente se tomo por
triplicado una muestra de 300 pL de los cultivos de las microalgas Chlorella sp1,
Chlorella sp2, Chlorella sp3 y Chlorella vulgaris, para el monitoreo de densidad

Optica a 750 nm en el espectrofotémetro.

Figura 2.Placa para medicion de densidad éptica en espectrofotometro.

Para determinar la cantidad de biomasa producida en cada cultivo, se coseché la
biomasa (fase estacionaria) en tubos falcén de 50 mL y se centrifugd a 5500 rpm
por 3 min a 4°C para concentrar el pellet. El sobrenadante se deseché y el pellet
concentrado se transfiri6 al congelador a -5°C durante 24 horas y finalmente se
liofilizo por 96 horas (Gardufio, 2014). La muestra liofilizada se pulverizo en un
mortero y se almacend a temperatura ambiente para la determinacion del peso en

balanza analitica y los posteriores analisis bromatoldgicos.
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Figura 3.Pulverizacion de biomasa

4.4 Analisis bromatologico
Después que las muestras se pulverizaron, se llevd a cabo un analisis
bromatolégico, para determinar lipidos mediante el método de Folch (1956),
carbohidratos mediante el método colorimétrico (DuBois et al, 1956), proteinas por
el método de (Lowry et al, 1951), cenizas por la NMX-F-066-S-1978 y humedad por
el método de (Nielsen, 2003).

4.4.1 Humedad

La humedad fue determinada colocando 1.0 g de muestra (pesada en balanza
analitica) en charola de aluminio previamente tarada, se llevd al horno a 100°C
durante 1 hora, luego al desecador y se peso6 en balanza analitica, posteriormente

se calcul6 el porcentaje de humedad peso/peso.

4.4.2 Carbohidratos

Se tomaron 10 mg de muestra y se le agregaron 5 mL de H2SO4 1M, se calenté
durante 1 hora, se centrifug6 a 2500 rpm durante 15 minutos y se tomaron 100 pL
del sobrenadante, se colocaron en un tubo de ensayo, al cual se le agregaron 900
pL de H2SO4 1M, 1 mL de fenol al 5% y se dejo reposar 40 minutos; luego se
agregaron 5 mL H2SO4 concentrado. La concentracion de carbohidratos totales fue
calculada en base a una curva de dextrosa de concentraciones de 0, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84, 96, 108 y 120 ug/mL; a la cual se le aplicé la misma metodologia que a
la muestra. Las muestras y la curva fueron colocadas por triplicado en una
microplaca de 96 pocillos con volumen de 350 uL por pozo, luego se leyeron en el
lector de placas a 485 nm.
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4.4.3 Proteinas

Se tomaron 10 mg de muestra y se le agregaron 5 mL de NaOH 0.1N, luego se
agitaron y de esta dilucion se tomaron 100 pL y se colocaron en un tubo de ensayo
al cual se le agregaron 900 pL de NaOH 0.1N y 5 mL de reactivo de Lowry C, se
dejaron en la oscuridad 15 minutos, posteriormente se agregaron 500 pL del
reactivo de Folin 1:1, se dejé nuevamente reposar en la oscuridad 40 minutos. La
concentracion de proteinas totales fue calculada en base a una curva de albumina
de suero bovino de concentraciones de 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135y
150 pg/mL; a la cual se le aplicdé la misma metodologia que a la muestra. Las
muestras y la curva fueron colocadas por triplicado en una microplaca de 96 pocillos
con volumen de 350 pL por pozo, luego se leyeron en el lector de placas a 750 nm.

4.4.4 Cenizas

Para determinar la fraccién de cenizas, se tomaron de 0.5 a 1.5 g de cada muestra,
éstas se colocaron en crisol de 100 mL previamente tarado y posteriormente en una
mufla a 600 °C durante 12 horas, enseguida se desecé y fue pesada en balanza

analitica.

4.45 Lipidos

Se pesoO 1 g de biomasa en un frasco ambar al cual se le agregdé una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1 v/v) y se homogenizé por 10 minutos. El extracto obtenido
se centrifugd 2 veces a 2500 rpm por 4 minutos, se separé la parte superior en
embudos de decantacion de 125 mL y se le agreg6 0.8 partes de NaCl 0.09%, se
mezclé y se dejo reposar 1 hora para que se diera la separacion de fases, luego se
decanto la fase inferior a un matraz bola previamente tarado y esté se llevo al
rotavapor hasta completa evaporacion del cloroformo y peso constante utilizando
No.

4.4.6 Analisis cromatografico

Se pesaron aproximadamente 10 mg de muestra en un tubo Pyrex de vidrio con
tapa de teflon, luego se le agregé 1 mL de &cido tridecanoico como patron interno
en hexano de concentracién de 0.5 mg/mL, se agregaron 2 mL de NaOH 0.5 M; la

mezcla se llevé a ebullicion durante 15 minutos, luego se enfriaron en bafio de hielo
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y se agregaron 5 mL de BFsal 14%. Nuevamente se llevaron a ebullicion 5 minutos,
se enfriaron y se agregaron 5 mL de solucién saturada de NaCl y 3 mL de hexano
HPLC, se agité lentamente la fase superior hexanica que contiene los esteres
metilicos. Finalmente se filtr6 la muestra en una columna de Na2S0O4 anhidro y se

llevo al inyector del cromatografo de gases.

4.6 Cultivo masivo de microalgas

El cultivo masivo se realiz6 siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado
de cultivos de microalgas; la microalga seleccionada fue la Chlorella sp3 acorde a
los resultados obtenidos present6é una mayor sintesis de lipidos respecto a las otras
dos cepas analizadas de Chlorella spp. El cultivo masivo se escal6 hasta 420L por
un periodo de ocho dias, para ser cosechada y liofilizada la biomasa (Arrendondo y
Vitolina, 2007; Band-Schmidt, 2007; Magafa-L6pez, 2014).

4 .5 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos de: Muestreos, cosecha de
biomasa y analisis bromatolégico de las Chlorellas sp1, sp2, sp3y Chlorella Vulgaris
se realizé una: media, desviacion estandar de los tratamientos y sus réplicas. Asi
mismo un andlisis de regresién lineal para verificar la distribucion de normalidad,
ademas un Andlisis de Varianza (ANOVA) y una prueba (Tukey) mediante el uso
del programa estadistico Minitab 16.

4.7 Extraccion de lipidos

Para la extraccion de lipidos de biomasa seca se emple6 el método de extraccion
Soxhlet utilizando éter de petréleo (Figura 4). La extraccion de lipidos consiste en
lavar repetidamente el cartucho donde se encuentra la biomasa con el solvente

hasta extraer los lipidos de la biomasa (Li et al., 2007).
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Figura 4.Extraccion de lipidos en extractor Soxhlet.

Posterior a la extraccion de lipidos el concentrado fue colocado en el rotavapor
(Figura 5) con la finalidad de recuperar el solvente y contar solo con el aceite

procedente de las microalgas.

Figura 5.Recuperacion de éter de petréleo en rotavapor.

4.8 Transesterificacion y obtenciéon de biodiésel
Para la transesterificacién del aceite se realiz6 una mezcla 5:1 de metanol (CH4O)
+ hidréxido de sodio (NaOH). Previamente se coloco el NaOH al 1% respecto a la
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cantidad de aceite, mezclando con el metanol en agitacion para formar la reaccion
de metoxido de sodio (CH;ONa). El cual fue vaciado al matraz de aceite de
microalga en agitacion moderada para alcanzar un mejor rendimiento de la reaccion
y a una temperatura de 65 °C por una hora. Finalmente la mezcla fue colocada en
embudo de decantancion para separar las fases metil-esteres (biodiésel) + glicerina.
Se separo la glicerina quedando el biodiésel de microalgas (Naik et al., 2008;
Sacristan, 2013).
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V. RESULTADOS

5.1 Determinacion de pardmetros fisicoquimicos del agua

Los resultados de los parametros fisicoquimicos analizados en las muestras de
agua en los sitios de muestreo durante el mes de octubre se muestran en el cuadro
2. El analisis estadistico se reporta en el anexo C. Como se puede ver en el cuadro,

los resultados no presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Cuadro 2.Parametros fisico-quimicos de muestras de agua.

Muestreos pH Salinidad % NOs mg/L PO4mg/L
P1 7.50.1 3.0+0.11 0.2+0.05 0.2+0.05
P2 7.4+0.1 3.1+0.15 0.2+0.11 0.3+0.1
P3 7.4+0.5 3.1+0.15 0.2+0.11 0.2+0.05

Nomenclatura. + Desviacion estandar. P1-P3 muestreos realizados.

5.2 Identificacion taxondémica

Se identificaron un total de 22 especies de microalgas del Rio Tuxpan. En la figura
5 (A-H) se muestran las microalgas aisladas en su mayoria en medio bold basal y
BG11. Estas corresponden al filo Chlorophyta, de las cuales las cepas
seleccionadas para realizar un analisis bromatoldgico y evaluar su potencial lipidico
fueron las del género Chlorella, que se clasificaron como chlorella sp1, chlorella sp2

y chlorella sp3.

En la figura 6 (A-J) se muestran microalgas del filo Ochrophyta, que son diatomeas,
gue en su mayoria crecieron en el medio F/2. En la figura 7 se muestra una

fotografia de Euglena sp. (Filo: Euglenozoa), la cual crecié en medio BG11.
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Figura 6.Microalgas del filo Chlorophyta. A) Monactinus Simplex, B) Ankistrodesmus
sp, ¢) Scenedesmus sp, d) Chlamydomona sp.1, e) Chlamydomona sp.2, f) Chlorella
spl, g) Chlorella sp2, h) Chlorella sp3, i) Kirchneriella sp, j) Gonium sp.
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Figura 7.Microalgas del filo Ochrophyta. a) Melosira sp, b) Pleurosigma sp. c)
Coscinodiscus asteromphalus, d) Cymbella sp, €) Gyrosigma sp, f) Entomoneis sp,
g) Bacillaria paxillifer, h) Navicula sp.1, i) Navicula sp.2, j) Navicula sp.3, k) Navicula
sp4.

X

Figura 8.Microalga del filo Euglenozoa. Euglena sp.

5.4 Cinética de crecimiento de microalgas

Se optd por conseguir en un cepario nacional una cepa de Chlorella vulgaris para la
comparaciéon de resultados. En la figura 9, 10 y 11 se muestran las cinéticas de
crecimiento de las cepas Chlorella spl (Cspl), Chlorella sp2 (Csp2), Chlorella sp3
(Csp3) y Chlorella vulgaris (CV) a los diferentes volimenes del medio de cultivo en

lotes. Como se puede observar los resultados son variables dependiendo del
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volumen de trabajo utilizado. Por ejemplo, se obtuvo mayor crecimiento de la cepa
Csp3 en el contenedor de 2 L y en el volumen de 450 mL la cepa Cspl obtuvo el
valor mas alto. Ambas cepas mostraron mejor crecimiento en comparacion con la
cepa de Chlorella vulgaris. Este mismo comportamiento se mostro en los recipientes

de 16 L, siendo la cepa Csp3 la de mejor resultado.

5.5 Determinacion de biomasa final

Los resultados de la biomasa seca obtenida de la cosecha de los cultivos en
garrafones de 16 L se muestran en el Cuadro 3. Como se puede observar y en
concordancia con los datos de densidad Optica, las cepas spl y sp3 poseen
significativamente (P<0.05) los valores mas altos de biomasa en peso seco

obtenidos. El analisis estadistico se puede encontrar en el anexo D.

——C.5pl C.sp2 C.sp3 CVvi1
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Figura 9.Densidad optica del cultivo de las cepas utilizando 450mL.
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Figura 10.Densidad oOptica del cultivo de las cepas utilizando 8 L
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Figura 11.Densidad Optica del cultivo de las cepas utilizando 16 L.
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Cuadro 3.Produccion de biomasa en peso seco de los cultivos seleccionados.

Cepa g/L
Chlorella sp 1 0.34+10a
Chlorella sp 2 0.20+ 02ab
Chlorella sp 3 0.31+04a

Chlorella vulgaris 0.14+02b

Nomenclatura. + Desviacion estandar. (a-c) letras diferentes significan que existen
diferencias significativas entre las medias.

En las figuras (9-11) se muestra el crecimiento celular de los cultivos de Chlorella
spl, Chlorella sp2, Chlorella sp3 y Chlorella Vulgaris a diferentes volumen: 450 mL,
8 L y 16 L, se monitore6 tomando muestras por triplicado y analizadas en
espectrofotometro a 750 nm por dia. Al escalar el cultivo a 16 L al octavo dia se
recolecté la biomasa para calcular los gramos por litro (cuadro 3) chlorella sp3
0.31+04a g/L y Chlorella spl 0.34+10a g/L estadisticamente son similares
comparado con chlorella sp2 0.20+ 02ab g/L. La cepa seleccionada para el cultivo
masivo fue la cepa de chlorella sp3, por la caracteristica de contener 28.87 % de
Acido a -Linolénico C-18:3C que contiene &cidos de cadena larga 6ptima para la
produccién de biodiésel con respecto a las Chlorellas spl y sp2 que presentaron
en 0% en el andlisis cromatografico de perfil de acidos grasos. El cultivo masivo de
chlorella sp3 escalado a 420 L se recolectd 130 g biomasa, de los cuales se extrajo

5 ml de aceite para la produccién de biodiésel.

5.6 Analisis bromatoldgicos

A continuacion, se muestran los resultados bromatologicos obtenidos de las cepas
(Cuadro 4). Los resultados muestran que las cepas Chlorella spl1, Chlorella sp2 y
Chlorella sp3 estadisticamente no tienen diferencias significativas en las medias
de proteinas y lipidos, en cambio en carbohidratos Chlorella sp3 presenté un mayor
porcentaje 22.96+0.68a % en peso seco, respecto a chlorella spl 15.09+0.93b %y
chlorella sp2 16.49+1.16b %. La cepa control Chlorella vulgaris estadisticamente

presentd un mayor porcentaje en proteinas 30.83+0.96a y carbohidratos
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23.60x1.51a y en lipidos obtuvo el menor rendimiento 13.84+1.48b %, comparado
con las Chlorellas spl, sp2 y sp3 (18.76+0.50a %, 18.08+0.54a % y 19.0+£0.08a %.

Las cuatro cepas en cenizas no presentan diferencias significativas, en cambio en
en la columna de otros chlorella spl 38.40+0.60a % Yy chlorella sp2 37.52+0.50a
son iguales, en cambio existen diferencias en chlorella sp 3 31.83£0.40b % y
Chlorella Vulgaris 26.46+1.06¢c % lo cual se presenta como fibra celular y otras

impurezas no calcinadas.

Cuadro 4.Resultados bromatolégicos de las cepas.

Resultados de biomasa base seca

Cepa | %Proteinas | %Carbohidratos | %Lipidos | % Cenizas %O0tros

Cspl | 23.92+1.04b 15.09+0.93b 18.76+0.50a | 3.58+0.53a | 38.40+0.60a
Csp2 | 23.56+0.57b 16.49+1.16b 18.08+0.54a | 3.58+0.49a | 37.52+0.50a
Csp3 | 22.79£0.22b 22.96+0.68a 19.0+0.08a | 4.34+0.58a | 31.83+0.40b
CV | 30.83%+0.96a 23.60+1.51a 13.84+1.48b | 4.831£0.27a | 26.46+1.06¢C

Nomenclatura. + Desviacidon estandar. (a-c) letras diferentes significan que existen
diferencias significativas entre las medias.

5.7 Perfil de acidos grasos

En el cuadro 5 se presentan los resultados del analisis cromatografico de los lipidos
extraidos en las cepas de estudio, resaltando la presencia de acido a —linolénico en
Chlorella vulgaris y Chlorella sp3, por la caracteristica de contener 27.24 %y 28.87
% de acido a -linolénico C-18:3C O6ptimo para la produccion de biodiésel. También
mencionar el acido linoleico C-18:2C en Chlorella spl 32.59% y Chlorella sp2
25.23%. Asi con mismo, la presencia de acido esteéarico C-18 y palmitico C-16 fue
importante en todas las muestras. Los cuales los 4cidos grasos de 14 - 24 carbonos

son propicios para la transesterificacion de acidos grasos.
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Cuadro 5. Perfil de acidos grasos para las diferentes cepas de algas.

ACIDOS GRASOS CEPAS
C.spl C.sp2 | C.sp3 CcVv

Acido Caproico C-6 0.05 0.06 0.03 0.02
Acido Caprilico C-8 0.00 0.00 0.19 0.00
Acido caprico C-10 0.39 0.47 0.19 0.75
Acido.laurico C-12 0.91 0.80 0.86 0.88
Acido pentadecanoico C-15 0.00 0.00 0.00 1.96
Acido Pentadecenoico C-15:1 10.40 12.38 8.83 5.26
Acido Palmitico C-16 17.53 20.99 15.40 15.17
Acido Palmitoleico C-16:1 0.00 0.00 0.00 6.89
Acido Margérico C-17 11.65 10.81 3.81 1.36
Acido Heptadecenoico C-17:1 0.22 0.23 3.65 0.41
Acido Estearico C-18 20.11 24.09 15.68 12.76
Acido oleico C-18:1C 6.02 4.61 5.33 6.50
Acido linoleico C-18:2C 32.59 25.23 17.15 12.26
Acido a -Linolénico C-18:3C 0.00 0.09 28.87 27.24
Acido y -Linolénico C-18:3C 0.00 0.00 0.00 8.27

5.8 Cultivo masivo

En la figura 12 se muestra el proceso de escalamiento del cultivo de Chlorella sp3
(a-c) y fotografia de la muestra liofilizada (11-d) bajo las mismas condiciones de
trabajo mencionadas anteriormente en la metodologia. El cultivo masivo de chlorella
sp3 escalado a 420 L y cosechado a 5500 rpm al octavo dia, colectando 130 g de
biomasa celular, para después deshidratar en liofilizador y posteriormente la
extraccion de lipidos en Soxhlet, obteniendo 5ml de aceite para la produccion de

biodiésel.

26



Figura 12.Cultivo masivo de Chlorella sp3 (a-c) y biomasa liofilizada (d).

5.9 Biodiésel de lipidos de microalgas

Del aceite extraido de Chlorella sp3 se realiz6 la transesterificacion resultando dos
sub productos: metil-esteres y glicerina, se coloc6 la reaccibn en embudo de
decantancion para separar las fases por diferencia de densidades, la prueba fue
comparada con la obtencion de biodiésel a partir de aceite vegetal de girasol (figura
13) se puede observar que la reaccién del aceite de microalgas presenta impurezas
por lo que es dificil observar la glicerina y el biodiésel. El resultado indica que por
cada 1kg de biomasa de chlorella sp3 se produce 34.46 ml, cabe mencionar no se
utilizé algin método de destruccion celular previa a la extraccion de lipidos en

Soxhlet, lo cual mejoraria la extraccion de lipidos significativa mente.
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Figura 13.Biodiésel de microalgas.

28



V. DISCUSION

A nivel mundial se estima que la biodiversidad de microalgas puede alcanzar las
350,000 especies (Brodie y Zuccarello, 2007).Se identificaron un total de 22
especies de microalgas para la generacion de informacion del Rio Tuxpan, para
decidir con cuales cepas se continuaria el proyecto; en primera instancia se
descart6 a las microalgas no identificadas tomando en consideracion que es muy
importante primero conocer a que genero pertenecen en orden de poder comparar
con literatura los resultados que se van generando en el presente proyecto.
Posteriormente, se descart6 trabajar con las diatomeas (filo Ochrophyta), ya que
este tipo de microalgas no son aptas para produccion y extraccion de lipidos debido
a su estructura celular que poseen. Finalmente, entre las microalgas restantes se
opto por trabajar con las clorelas del filo Chlorophyta denominadas Chlorella spl,
Chlorella sp2 y Chlorella sp3 para su estudio, por la gran capacidad de desarrollarse
en diversos medios de cultivo, adaptacion en diversos sistemas ambientales y
sintesis de lipidos, lo cual se seleccioné para la produccion de biodiésel (Teran y
Posada, 2019). La eleccion de chlorella sp3 para el cultivo masivo se debio por la
caracteristica de contener 28.87 % de Acido a -Linolénico C-18:3C perfecto para la
produccién de biodiésel con respecto a las Chlorellas spl y sp2 que presentaron
en 0% en el andlisis cromatografico de perfil de acidos grasos.

Otros autores, han abordado estudios relacionados al del presente proyecto con
resultados similares. Por ejemplo, Eladel et al., (2018), realizaron un muestreo en
una planta de tratamiento de aguas residuales en Benha, Egipto, de la cual pudieron
aislar Chlorella sorokiniana, que evaluaron en la produccién de biodiesel; el caso de
Ferro et al., (2018) quienes colectaron Chlorellas sp. en plantas de tratamiento de
aguas en Suecia. En Jhelum, Pakistan Abeera et al., (2017) aislaron Scenedesmus
sp y Chlorella sp para su evaluacion. En Giza, Egipto, Mahmoud et al., (2015)
colectaron en un canal y aislaron microalgas del género Chlorella sp y Chlorella
sorokiniana. También es el caso de Abdelaziz et al., (2014), quienes aislaron en su
mayoria microalgas del filo Chlorophyta de una laguna de agua dulce en Montreal,

Canada. Tenemos el caso de Magafna-Lopez (2014), que aislaron del Rio
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Coatzacoalcos, Veracruz a Scenedesmus Obliquus para su evaluacién
bromatolégica. Los autores Smith-Badorf et al., (2013) aislaron Chlorella emersonii
de los famosos bafios de aguas termales en Roma para su evaluacion. Los autores

Guo et al (2012) colectaron en Shenzhen, China para aislar microalgas Chlorellas
sp.

Como se puede observar en las referencias de literatura, resulta muy comun
encontrar y aislar microalgas del género Chlorella a partir de diferentes tipos de
efluentes y cuerpos de agua. Por ello, la importancia de la seleccién de una cepa
con fines bioenergéticos radica en la necesidad de encontrar una alta productividad
de biomasa, un alto contenido de lipidos y las caracteristicas de proceso de
produccion asociadas como la facilidad de manipulacion, los bajos requerimientos
nutricionales y facilidad de cosecha (Larkum et al., 2012). Por estas razones, desde
hace algunos afios se ha incrementado el numero de estudios relacionados al
aislamiento y seleccion de microalgas para producir biocombustibles (Vandamme
et al., 2013). Por lo anterior, resalta que el presente trabajo de intervencion es el
primer estudio con fines bioenergéticos a partir del aislamiento de microalgas que
se genera en la regién, y que permitird continuar estudios enfocados a la
determinacién de condiciones especificas de crecimiento para las microalgas
identificadas. Cabe mencionar, que de igual manera se pueden continuar estudios
gue aborden temas ecolégicos de las poblaciones microalgales, estudios
metabdlicos, genéticos y/o de aprovechamiento en otras ramas industriales

(pigmentos, vitaminas, etc).

En cuanto a la biomasa obtenida en los cultivos, se obtuvo un rendimiento maximo
de biomasa de 0.34+10 g/L y un rendimiento lipidico de 18.76+0.50% para Chlorella
sply para Chlorella sp3 0.31+04 g/L y 19.0+0.08 % respetivamente, en medio bold
basal BBM y condiciones de aireacion constante con un foto periodo 12:12 en un
tiempo de 8 dias de cultivo. En literatura se ha reportado que Chlorella minutissima
produjo una biomasa de 0.73g/L y los rendimientos lipidicos 19 % con medio BBM
(Chandra et al., 2018). El trabajo de Sharma et al., (2016) evalué la concentraciéon

de biomasa de 5 especies de Chlorella. Chlorella vulgaris en medio BG-11 obtuvo
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1.64 g/L, seguido de BBM 1.58 g/L, medio Fog’s 1.33 g/L, y medio M4N 1.30 g/L.
Las concentraciones maximas para Chlorella minutissima fue de 1.52 g/L y para
Chlorella spl de 1.39 g/L en medio BG-11 y las especies de Chlorella Pyrenoidosa
y Chlorella sp2 1.69 y 1.48 g/L respectivamente. Cabe mencionar que en el medio
donde se observé una mayor productividad lipidica de las 5 especies fue en el medio
BBM. El contenido lipidico mas alto fue de 15.87% para Chlorella spl. Los autores
Dehaghani y Pirouzfar (2017) publicaron que Chlorella sp. Obtuvo una biomasa y
un rendimiento de contenido lipidico de 0.2-0.5 g/L y 26.2%, respectivamente. Los
resultados son muy similares a los obtenidos en el presente trabajo de intervencion
Cepas reportadas por su alta capacidad de produccion de lipidos intracelulares son
Neochloris oleoabundans (37%), Chlorella protothecoides (30.6%), Botryococcus
braunii (30.3%) y Nannochloropsis salina (22%) (Ryu et al., 2014; Yeesang y
Cheirlsilp, 2014; Miranda et al., 2015; Abu et al., 2017).

El obtener altas densidades celulares en un cultivo mejora la viabilidad econémica
del proceso, ya que compensa los gastos en cosecha y extraccion de los lipidos
(Hannon et al., 2010). En el presente trabajo, los cultivos se llevaron a cabo de forma
simple, sin tomar en cuenta los efectos negativos del auto-sombreado que se
genera cuando se incrementa el nimero de células en el reactor y las limitaciones
de la transferencia de masa relacionada a la solubilidad del CO2 (Yuvrai, 2017); por
lo que se abre la puerta a futuras investigaciones con estas tematicas y con la
finalidad de incrementar la produccion de biomasa por unidad de volumen. Por otro
lado, para considerar a una microalga como oleaginosa, esta debe ser capaz de
acumular mas del 20% de su peso seco en forma de lipidos (Yoshida et al., 2012).
Muchas de las microalgas estudiadas acumulan lipidos en forma de glicerolipidos
no polares tales como el triacilglicerol (Kim et al., 2016) y los acidos grasos
poliinsaturados no son deseables para la produccion de biodiésel debido a los
problemas adyacentes de oxidacion (Lanjekar y Deshmukh, 2016). En el presente
trabajo se reportd 18-19% de lipidos, valor muy cercano para considerar a las cepas
como oleaginosas y su composicion lipidica rica en compuestos saturados y de baja
insaturacion. El perfil de acidos grasos determinado en las cepas Chlorella spl,

Chlorella sp2, Chlorella sp3, fue representado principalmente por el acido
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pentadecenoico (C15:1), acido palmitico (C16:0), acido margarico (C17:0), acido
heptadecenoico (C17:1), &cido estearico (C18:0), &cido oleico (C18:1), acido
linoleico (C18:2) y acido a-linolénico (C18:3). El perfil de acidos grasos de Chlorella
sp reportado por Dehaghani y Pirouzfar (2017) arroj6 la presencia principal del acido
miristico (C14:0), &cido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido a -linolénico
(C18:3).

El rendimiento de Chlorella sp 3, generado en esta investigacion (34.46 ml de
biodiesel) contrasta con los resultados de Palacios (2013) quién utilizando Chlorella
vulgaris obtuvo 27 ml de biodiesel y Teran y Posada (2019) reportaron una
produccion de 108 ml de biodiesel usando Chlorella sp. Las diferencias se explican
por el método usado para la liberacion de lipidos, que consiste en choques inducidos
con ondas de alta frecuencia para destruir la membrana celular o en la destruccién
mecanica. Por esto, es muy recomendable en el futuro, hacer pruebas con

diferentes técnicas para potenciar la extraccion de lipidos.

Este proyecto tuvo como finalidad sentar las bases del conocimiento en materia de
biotecnologia de microalgas del Rio Tuxpan, zona norte del estado de Veracruz. La
continuacion de esta linea de investigacion abre la puerta para futuras
investigaciones en la produccion de biodiésel de microalgas y diversas aplicaciones
biotecnolégicas como: aprovechamiento de proteinas, carbohidratos, aceites
esenciales y productos de alto valor que asuvez abren la posibilidad de desarrollar
una biorrefineria en el futuro, lo cual seria benefactor para la ciencia y tecnologia
para el pais. Como sabemos actualmente en el mundo se vive los estragos del
cambio climatico por lo que se busca un desarrollo sostenible, en el mundo existen
empresas que se dedican a las aplicaciones biotecnologicas de microalgas, en
México existen algunas plantas, por lo que estado de Veracruz puede dar un paso
hacia esa meta. La ventaja de las microalgas es que pueden ser aprovechadas
para captacion de CO2 atmosférico y produccion de combustibles mas eficientes y

amigables con el medio ambiente.
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El camino es largo para la construccion de una biorrefineria, se debe de desarrollar
tecnologias mas eficientes para que el producto sea viable y compita con el diésel
de petréleo, como: en la extraccion de lipidos falta método eficaz para la extraccion
del aceite sin tener pérdidas considerables. También se debe de desarrollar un
meétodo eficaz en la cosecha de microalgas para evitar pérdidas y aprovechar al
méaximo la biomasa y asi como mejorar la produccion a gran escala de algas y la
produccion eficiente de biodiésel. En este trabajo de evaluaron cepas de Chlorella,
con esto quiero decir que hay un mundo de trabajo para futuros investigadores que

se aventuren en la investigacion de microalgas del Rio Tuxpan.
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VII. CONCLUSIONES

Como primer objetivo se logroé identificar y aislar un total de 22 especies de
microalgas de 3 filos: Chlorophyta (10 especies), Ochrophyta (11) y
Euglenozoa (1). De estas microalgas se seleccionaron tres especies del filo
Chlorophyta denominadas: Chlorella sp1, Chlorella sp2 y Chlorella sp3 para
su evaluacion energética.

El analisis bromatoldgico arrojé que chlorella sp3 en peso secOd posee un
contenido lipidico del 19% con presencia de 28.87 % de acido a -Linolénico
C-18:3C; en cambio Chlorellas spl y sp2 contienen estadisticamente el
mismo porcentaje de lipidos pero no presentaron 4cido a —Linolénico, el cual
es deseable para la produccion de biodiésel; por lo tanto Chlorella sp3 fue
seleccionada para su produccién masiva.

El cultivo de Chlorella sp3 se realiz6 a un volumen de 420 L en un tiempo de
ocho dias hasta alcanzar su fase exponencial, con una productividad de 0.31
g/L de biomasa, dando como resultado 130 g de biomasa total para la
extraccion de lipidos.

El rendimiento de lipidos por cada kg de biomasa de Chlorella sp3 fue de
38.46 ml de aceite Utiles para la produccion de biodiésel.

Finalmente se puede concluir que del analisis bromatoldgico efectuado, las
cepas de Chlorella spp contiene una productividad significativa de lipidos
destacando Chlorella sp3 por el perfil de acidos grasos que posee; por tanto
se propone a esta cepa con potencial bioenergético para proyectos futuros.
De igual manera se abre la puerta en la busqueda de nuevos conocimientos
para la optimizacién de los procesos de generacion de biodiésel enfocando
los esfuerzos a elevar la productividad de biomasa, mejorar el método de
extraccion de lipidos y sobre la obtencion de biodiésel de calidad comercial
con la finalidad de mejorar la viabilidad técnico-econOmica de esta

tecnologia.
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V.IIl APLICACION PRACTICA

La aplicacion préactica es beneficiar a la sociedad y al medio ambiente, proponiendo
el aprovechamiento de las diferentes aplicaciones biotecnolégicas de las
microalgas, generando fuentes de empleo para las personas con la inversion de un
proyecto de microalgas. La generacion de informacién generada de las 22 especies
de microalgas identificadas da camino a un campo en esta area, revisando literatura
las microalgas son aprovechadas para diversas aplicaciones como: suplemento
alimenticio, alimento para animales, metabolitos de interés comercial en la industria
cosmética, farmacéutica y produccion de biocombustibles (bioetandl y biodiésel)
(Palacios, 2013). Las cepas de Chlorellas estudiadas presentaron valores de alto
valor en proteina y lipidos, por lo que su utilidad es de vital importancia. Las cepas
de chlorella han sido reportadas en diferentes articulos para el tratamiento de aguas
residuales eliminando, fésforo, nitrdgeno, metales pesados y demanda quimica de
oxigeno (Garcia, 2017; Teran y Posada, 2019) por que se sugiere implementar una
planta de tratamiento de aguas residuales en el cual la biomasa obtenida sea
aprovechada para algun fin biotecnolégico, como produccion de lipidos para

biodiésel y biofertilizantes.

Por lo anterior expuesto, el presente proyecto de intervencién inicio una linea de
generacion de conocimiento en la region norte de Veracruz relacionada al
aislamiento e identificacion de microalgas presentes en el Rio Tuxpan asi como una
evaluacion del potencial bio-energético que poseen, con la finalidad de generar una
plataforma de conocimientos que a mediano y largo plazo coadyuven al desarrollo
de plantas de produccion de biodiésel en nuestro pais a partir del cultivo de

microalgas.
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X. ANEXOS

Anexo A. Medios de cultivo preparados

Formulacion para preparacion de medio basal bold (BBM).

N3sNO3 Nitrato de Sodio 30 ml/L 109/ 400 ml H20
CaClz2.H20 Cloruro de Calcio 10 mi/L 1/400 ml H20
Hidratado
MgSOa4.7H20 Sulfato de Magnesio 10 ml/L 39/400 ml H20
Hepta Hidratado
K2HPO4 Fosfato de Potasio 10 mi/L 39/400 ml H20
dibasico
NacCl Cloruro de Sodio 10 mi/L 19/400 ml H20
KH2PO4 Fosfato de Potasio 10 mi/L 79/400 ml H20
Monobasico
Solucién de 10 ml/L

metales P-IV
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Na2EDTA.2H20 Acido Etilendiamina tetra 0.75 g/L
acético de Sodio
Dihidratado
FeCls3.6H20 Tricloruro de Hierro Hexa 0.097 g/L
Hidratado
MnCl2.4H20 Cloruro de Manganeso 0.04 g/L
Tetra Hidratado
ZnCl2 Cloruro de Zinc 0.005 g/L
CoCI2.6H20 Cloruro de Cobalto Hexa 0.002 g/L
hidratado
Na2Mo04.2H20 Molibdato de Sodio 0.004 mg/L

Formulacion para preparaciéon de medio BG11.

NaNO3

Nitrato de Sodio

10 ml/L

309/200 ml H20

K2HPO4

Fosfato de Potasio

10 ml/L
dibasico

0.8 g/200 ml H20

MgS0Oa4.7H20

Sulfato de
Magnesio Hepta

10 ml/L

Hidratado

1.5g/200 ml H20

C6H80O7.H20

Acido Critico

10 ml/L
Hidratado

0.72g /200 ml H20

CsH11FeNO-

Citrato de Amonio

10 ml/L
Férrico

0.129/200 ml H20

NazEDTA.2H20

Etilendiamina tetra
acético de Sodio
Dihidratado

Acido 10 ml/L

0.02g/200 ml H20
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Na2COs3

Carbonato de
sodio

10 ml/L

0.4g/200 ml H20

Solucién de
metales Traza
BG11

1 mi/L

Tiosulfato de
Sodio Penta
Hidratado

1ml/L

49.8 g/200 ml H20

H3BO3 Acido Trixoborico 2.86 g/L
MgCl2.4H20 Cloruro de Magnesio 1.86 g/L
Tetra Hidratado

ZnSo04.7H20 Sulfato de Zinc Hepta 0.22 g/L
Hidratado

NaMoO4.2H20 Molibdato de Sodio 0.39 g/L

Dihidratado

CuS04.5H20 Sulfato de Cobre Penta 0.079 g/L

Hidratado
Co(NO3)2.6H20 Nitrato de Cobalto Hex 49.4 mg g/L

Hidratado

Formulacion para preparacion de medio F/2.

NaNO3 1ml 7.5 g/ 100 ml H20
NaH2P04.H20 1mi 0.5 g/ 100 ml H20
Na2Si03.9H20 1ml 3 9/100 ml H20

Solucion Metales Traza
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ZnSo04.7H20 23mg/L

MnS0O4.H20 152 mg/L
Na2Mo0O4.H20 7.3 mg/L
COS04.7H20 14 mg/L

CuCl2.2H20 6.8 mg/L

Fe(NH4)2(S04)2.6H20 | 4.6 g/L

Na2EDTA.2H20

4.4 g/L

Anexo B. Cromatogramas de acidos grasos

de las muestras

Columna estandar de 36 componentes de 4cidos grasos

Cromatograma de muestra de Chlorella spl

Description:  RC-AC-094
4 ESTANDAR 36 COMPONENTES
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36 38
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Cromatograma de muestra de Chlorella sp2

s

KA g v

rs\Public\Documents\ChemStation\1\Data\Oleofinos 2018 2018-1 2-16 20-13-51\OLEOFINOS-1281 D
RA 6
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L DE ACIDOS GRASOS .M Injection volume 2.500

24.212 C-15.1

A e ———— e !.— — s T
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Time [min]

A e Cv
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CV1A

18 12:02:57 AM Location: 204
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Cromatograma de muestra Chlorella Vulgaris 2.

16/2018 7:23:54 AM Location 208
RFIL DE ACIDOS GRASOS .M Injection volur 2.500

33 32 34 356 38 40 42 44 46 48 SO 52 5S4 56 S8

Time [min]

Anexo C. Andlisis estadistico de los parametros fisicoguimicos de los
puntos de muestreo del Rio Tuxpan.

Anexo 1. Analisis de pH de los puntos de muestreo. P: pH de los puntos de
muestreo.

Desviacion estandar de p1 = 0.1
Desviacion estandar de p2 = 0.1
Desviacion estandar de p3 = 0.0577350

Andlisis de regresiéon general: pH versus trat
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Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es pH)

@ >
T ] -
=0 /-/.
g 404 .-
30 4
20 1 /‘/’/
1:- . /,f
1 / T T T T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

Residuo

Grafica normal de residuos para pH.
ANOVA unidireccional: pH vs. trat
Fuente GL SC CM F P
trat 2 0.01556 0.00778 1.00 0.422
Error 6 0.04667 0.00778
Total 8 0.06222

S =0.08819 R-cuad.=25.00% R-cuad.(ajustado) =0.00%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. --+---------+ I S— S
1 3 7.5000 0.1000 (— LR )

2 3 7.4000 0.1000 ( --* -=)

3 3 7.4667 0.0577 ( --* ---)
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-+ +-- + +

730 740 750 7.60
Desv.Est. agrupada = 0.0882
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
trat N Media Agrupacion
1 3 7.50000 A
3 3 7.46667 A
2 3 7.40000 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95% Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de trat

Nivel de confianza individual = 97.80%

Anexo 2. Analisis de salinidad de los puntos de muestreo. m: salinidad de
los puntos de muestreo

Desviacion estandar de m1 = 0.115470
Desviacion estandar de m2 = 0.152753
Desviacion estandar de m3 = 0.152753

Analisis de regresion general: salinidad vs trat2
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Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es salinidad)

Residuo

4
@ 60 L 3
E 50 L /
g 404 /
30+ .
20 //
1:- . //_,”
1 /| T T T T T
-0.3 -0.2 -0.1 0.0 01 0.2 0.3

Grafica normal de residuos para salinidad.

ANOVA unidireccional: salinidad vs. trat2
Fuente GL. SC CM F P

trat2 2 0.0200 0.0100 0.50 0.630

Error 6 0.1200 0.0200

Total 8 0.1400

S =0.1414 R-cuad. =14.29% R-cuad.(ajustado) = 0.00
ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. e + +
1 3 31667 0.1155 ( *o --)

2 3 3.0667 0.1528 ( *. -)

3 3 31667 01528  ( O
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- +- +- +

3.00 315 330 345

Desv.Est. agrupada = 0.1414

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
trat2 N Media Agrupacion

3 3 3.1667 A

1 3 3.1667 A

2 3 3.0667 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95% Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de trat2

Nivel de confianza individual = 97.80%

Anexo 3. Analisis de NOsmg/L de los puntos de muestreo. T: NOsmg/L de
los puntos de muestreo.

Desviacion estandar de T1 = 0.0577350
Desviacion estandar de T2 = 0.115470
Desviacion estandar de T3 = 0.115470
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Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es NO3 mg/L)

Porcentaje
ik

T
-0.2 -0.1 0.0 0.1
Residuo

0.2

Grafica normal de residuos para NO3 mg/L

ANOVA unidireccional: NO3 mg/L vs. trat3

Fuente GL. SC CM F P

trat3 2 0.0022 0.0011 0.11 0.897

Error 6 0.0600 0.0100

Total 8 0.0622

S=0.1 R-cuad.=3.57% R-cuad.(ajustado) =0.00%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -------- Homoooeoe- R S +-
1 3 0.2333 0.0577 (-------m---m-- Hommneennnoonene )
2 3 0.2333 0.1155 (---------emeem- Hommmmmmnnnennee )
3 3 0.2667 0.1155 ( * )
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-------- N . +- +-

0.160 0.240 0.320 0.400
Desv.Est. agrupada = 0.1000
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
trat3 N Media Agrupacion
3 3 0.2667 A
2 3 0.2333 A
1 3 0.2333 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95% Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de trat3.

Nivel de confianza individual = 97.80%

Anexo 4. Analisis de PO4 mg/L de los puntos de muestreo. D: PO4 mg/L de
los puntos de muestreo.

Desviacion estandar de D1 = 0.0577350
Desviacion estandar de D2 = 0.1

Desviacion estandar de D3 = 0.0577350

55



Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es PO4 mg/L)

Porcentaje
pgse
® -\”

T
-0.2 -0.1 0.0 0.1
Residuo

0.2

Grafica normal de residuos para PO4 mg/L

ANOVA unidireccional: PO4 mg/L vs. trat4
Fuente GL SC CM F P

trat4 2 0.00889 0.00444 0.80 0.492
Error 6 0.03333 0.00556

Total 8 0.04222

S =0.07454 R-cuad.=21.05% R-cuad.(ajustado) = 0.00%
ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. --+--------- S . N E—
1 3 0.23333 0.05774 (-------------- L — )
2 3 0.30000 0.10000 C—— H e )
3 3 0.23333 0.05774 (-------------- L — )
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S — S S S — S ER—

0.140 0.210 0.280 0.350

Desv.Est. agrupada = 0.07454

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
trat4 N Media Agrupacion

2 3 0.30000 A

3 3 0.23333 A

1 3 0.23333 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95%. Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de trat4.

Nivel de confianza individual = 97.80%

Anexo D. Analisis estadistico de la cosecha de los cultivos de las cepas de
Chlorella.

Anexo 1. Cosecha de las cepas
Desviacion estandar de C.spl = 0.0550757
Desviacion estandar de C.sp2 = 0.0208167

Desviacion estandar de C.sp3 = 0.0458258

Desviacién estandar de C.vulgaris = 0.02

Andlisis de regresion general: g/L versus Cepas
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Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es g/L)

Porcentaje
B g
[ ]
\|

T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
Residuo

Grafica normal de residuos para g/L

ANOVA unidireccional: g/L vs. Cepas

Fuente GL SC CM F P

Cepas 3 0.08076 0.02692 7.19 0.012

Error 8 0.02993 0.00374

Total 11 0.11069

S=0.06117 R-cuad.=72.96% R-cuad.(ajustado) =62.82%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ----+--------- S — A E— TR
1 3 0.34667 0.10970 (------ L J— )
2 3 0.20667 0.02082 (------- p— )
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3 3 0.31000 0.04583 [
4 3 0.14000 0.02000 (------*------)

Desv.Est. agrupada = 0.06117
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey

Cepas N Media Agrupacion

1 3 0.34667 A
3 3 031000 A
2 3 0.20667 AB
4 3 0.14000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95%.Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de Cepas

Nivel de confianza individual = 98.74%

Anexo E. Andlisis estadistico del analisis bromatoldgico de los cultivos de
las cepas de Chlorella.

Anexo 1. Analisis estadistico de proteinas de las cepas.

Desviacion estandar de C.spl proteinas. = 1.04111
Desviacién estandar de C.sp2 proteinas. = 0.572364
Desviacion estandar de C.sp3 proteinas. = 0.225462

Desviacion estandar de Vulgaris proteinas. = 0.963967
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Analisis de regresion general: Proteinas % versus Trat.1

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es Proteinas %)

Porcentaje
2

75 -5.0 25 0.0 25 5.0
Residuo

Grafica normal de residuos para Proteinas %

ANOVA unidireccional: Proteinas % vs. Trat.1
Fuente GL scC CM F P

Trat.l 3 125.527 41.842 45.30 0.000

Error 8 7.390 0.924

Total 11 132.917

S=0.9611 R-cuad. =94.44% R-cuad.(ajustado) =92.36%

ICs de 95% individuales para la media
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basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N Media Desv.Est. -------- S PR S N S—— +-
3 23923 1545  (---*--)
2 3 23560 0572  (----*-)
3 3 22797 0.225 (---*---)
4 3 30.837 0.964 (---*---)

240 27.0 300 330

Desv.Est. agrupada = 0.961

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Trat.1 N Media Agrupaciéon

4 3 30837 A

1 3 23923 B

2 3 23560 B

3 3 22797 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Intervalos
de confianza simultaneos de Tukey del 95%. Todas las comparaciones de dos a
dos entre los niveles de Trat.1

Nivel de confianza individual = 98.74%

Anexo 2. Analisis estadistico de carbohidratos de las cepas.
Desviacién estandar de C.spl carbohidratos. = 0.932541
Desviacion estandar de C.sp2 carbohidratos. = 1.16529

Desviaciéon estandar de C.sp3 carbohidratos. = 0.680882

Desviacion estandar de Vulgaris carbohidratos. = 1.51744

61



Andlisis de regresion general: Carbohidratos % versus Trat2.

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es Carbohidratos %)

Porcentaje
il

Residuo

Grafica normal de residuos para Carbohidratos %

ANOVA unidireccional: Carbohidratos % vs. Trat2.
Fuente GL. SC CM F P

Trat2. 3 171.93 57.31 45.90 0.000

Error 8 9.99 1.25

Total 11 181.92

S=1.117 R-cuad.=94.51% R-cuad.(ajustado) =92.45%

ICs de 95% individuales para la media
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basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ----- S o R R

1 3 15.093 0.933 (----*----)

2 3 16490 1.165 (----*----)

3 3 22960 0.681 (----*---)

4 3 23607 1517 (---*mmv)
S  —  E— B

15,0 180 21.0 24.0

Desv.Est. agrupada = 1.117

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Trat2. N Media Agrupaciéon

4 3 23.607 A

3 3 22960 A

2 3 16490 B

1 3 15093 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95% . Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de Trat2.

Nivel de confianza individual = 98.74%

Anexo 3. Analisis estadistico de lipidos de las cepas.

Desviacion estandar de C.spl lipidos = 0.502693
Desviacion estandar de C.sp2 lipidos = 0.546291
Desviacion estandar de C.sp3 lipidos = 0.0888819

Desviacion estandar de Vulgaris lipidos = 1.48702
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Analisis de regresion general: Lipidos % versus Trat.3

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es Lipidos %)

Porcentaje
il

Residuo

Grafica normal de residuos para Lipidos %

ANOVA unidireccional: Lipidos % vs. Trat.3
Fuente GL. SC CM F P

Trat.3 3 52.408 17.469 25.22 0.000

Error 8 5.541 0.693

Total 11 57.948

S =0.8322 R-cuad. =90.44% R-cuad.(ajustado) = 86.85%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ------ oo e S RS +---
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1 3 18760 0503 [
2 3 18083 0.546 (o)
3 3 18990 0.089 (-
4 3

13.847  1.487 (----*-----)

+--- R S

140 16.0 18.0 20.0

Desv.Est. agrupada = 0.832

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
Trat.3 N Media Agrupacion

3 3 189900 A

1 3 18.7600
2 3 18.0833
4 3 13.8467

w > >

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Intervalos
de confianza simultdneos de Tukey del 95%. Todas las comparaciones de dos a
dos entre los niveles de Trat.3

Nivel de confianza individual = 98.74%

Anexo 4. Analisis estadistico de cenizas de las cepas.

Desviacion estandar de C.spl cenizas = 0.537029

Desviacion estandar de C.sp2 cenizas = 0.499600

Desviacion estandar de C.sp3 cenizas = 0.581292
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Desviacion estandar de C. vulgaris cenizas = 0.278388

Analisis de regresion general: Cenizas % versus Trat.4

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es Cenizas %)

Porcentaje
il
N

1.0 0.5 0.0 0.5
Residuo

1.0

Grafica normal de residuos para Cenizas %

ANOVA unidireccional: Cenizas % vs. Trat.4

Fuente GL SC CM F P
Trat.4 3 3.390 1.130 4.74 0.035
Error 8 1.907 0.238

Total 11 5.297

S =0.4882 R-cuad.=64.00% R-cuad.(ajustado) =50.50%
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ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -------- e S — S +-

1 3 35800 0.5370 (-------- — )

2 3 3.5800 0.4996 (-------- Hommmmeen )

3 3 4.3400 0.5813 (-------- Hommmmeee )

4 3 48300 0.2784 [— L— )
-------- S S S S

350 420 490 5.60

Desv.Est. agrupada = 0.4882

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey

Trat.4 N Media Agrupaciéon
4 3 4.8300 A
3 3 43400 A
2 3 35800 A
1 3 35800 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95%. Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de Trat.4

Nivel de confianza individual = 98.74%

Anexo 5. Andlisis estadistico de “otros” de las cepas.
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Desviacion estandar de C.spl otros = 0.606712

Desviacion estandar de C.sp2 otros = 0.505074

Desviacion estandar de C.sp3 otros = 0.4

Desviacion estandar de C. vulgaris otros = 1.06071

Analisis de regresion general: Otros % versus Trat. 5

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es Otros %)

- g

Porcentaje
2

Residuo

Gréafica normal de residuos para Otros %
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ANOVA unidireccional: Otros % vs. Trat. 5

Fuente GL SC CM F P
Trat. 5 3 275.793 91.931 192.70 0.000
Error 8 3.817 0.477

Total 11 279.609

S =0.6907 R-cuad.=98.64% R-cuad.(ajustado) =98.12%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ------- e  — S — +--
1 3 38.340 0.607 (--*-)
2 3 37.520 0.505 (-*-)
3 3 31.830 0.400 (=-*--)
4 3 26.460 1.061 (--*-

S R R S +--

280 315 350 385

Desv.Est. agrupada = 0.691

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey

Trat. 5 N Media Agrupacion
1 3 38340 A
2 3 37520 A
3 3 31.830 B
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4 3 26.460 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95%. Todas las comparaciones
de dos a dos entre los niveles de Trat. 5

Nivel de confianza individual = 98.74%
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Xl. Calendario de actividades

1° SEMESTRE

2° SEMESTRE

3° SEMESTRE

4° SEMESTRE

ACTIVIDAD

1

Busqueda bibliografica

2

3 |4 |5 (6 [7 |8

XXX |IX|[X]X

Muestreo y colectas de microalgas

Planeacién y preparacion de los
cultivos

9 |10 |11

X

X X
XXX
XXX

13 |14 (15 |16 |17

18

19

20

21

22 [23
24

X | X
X | X

X

X [X

Analisis bromatolégico

Produccién de Biodiesel

Elaboracion de Tesis
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