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Producción in situ de biodiésel a partir de Chlorella vulgaris, 

Neochloris oleoabundans y Nostoc muscorum cultivadas en 
condiciones mixotróficas 

 
RESUMEN  
 

Se diseñaron experimentos mediante la metodología de superficie de respuesta 

para encontrar las condiciones óptimas de cultivo mixotrófico, utilizando como 

fuente de carbono acetato de sodio y glicerol, y maximizar la respuesta de 

crecimiento de biomasa y concentración de lípidos. Para las microalgas Chlorella 

vulgaris y Neochloris oleoabundans se realizó un diseño central compuesto, 

mientras que para la cianobacteria Nostoc muscorum se realizó un diseño Box-

Behnken. Después de las corridas experimentales, tras el análisis de la regresión 

de superficie de respuesta, se realizaron los experimentos de validación de las 

respuestas significativas para cada especie de estudio y se obtuvieron los siguientes 

resultados. Para C. vulgaris, las condiciones óptimas de cultivo mixotrófico se 

establecieron en medio BBM adicionado con 10g/L de acetato de sodio y 0.74 g/L 

de glicerol con un tiempo de cultivo de 12 días; se obtuvo una concentración de 

biomasa de 1862.50 ± 81.97 mg/L y una concentración de lípidos de 548.20 ± 40.04, 

lo que representó un aumento de 5.4 y 7.5 veces, respectivamente, de sus cultivos 

control, es decir sin adición de las fuentes de carbono. Para N. oleoabundans, las 

condiciones óptimas se establecieron en 7 g/L de glicerol y un tiempo de cultivo de 

3 días, sin adición de acetato; se obtuvo una concentración de biomasa de 366.67 

± 76.38 mg/L y 80.10 % de contenido de lípidos, esto es un aumento de 2.5 y 2 

veces, respectivamente, de sus cultivos control. En el caso de N. muscorum, las 

condiciones óptimas de cultivo fueron 0.78 g/L de acetato y 2.78 g/L de glicerol por 

10 días, lo cual resultó en 588.89 ± 28.87 mg/L de concentración de biomasa y 48.53 

± 1.53 mg/L de concentración de lípidos, es decir hubo un aumento de 2.7 y 3.2 

veces respectivamente, de sus cultivos control. 
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Posteriormente, se probó el efecto de la modificación del cultivo optimizado con 

nitrógeno deficiente o limitante, y con salinidad alta o baja, sobre el porcentaje de 

lípidos. Los resultados obtenidos mostraron que para N. muscorum, el porcentaje 

de lípidos aumentó en el tratamiento con nitrógeno deficiente (p ≤ 0.05), mientras 

que los tratamientos no tuvieron diferencias estadísticamente significativas en C. 

vulgaris y N. oleoabundans.  

 

La biomasa procedente de estos tratamientos se sometió a transesterificación in 

situ para obtener biodiésel. Se realizó también la extracción de lípidos y posterior 

transesterificación (ex situ). Se identificaron y cuantificaron los ácidos grasos 

componentes del biodiésel mediante cromatografía de gases-espectrometría de 

masas. Los ácidos grasos encontrados en su mayoría corresponden a una longitud 

de C16 a C18, reconocidos por ser adecuados para la producción de biodiésel, con 

una distribución variada por el efecto de la composición de los medios de cultivo. 

Con los resultados obtenidos fue posible estimar las propiedades del biodiésel 

mediante la aplicación de ecuaciones empíricas. Los resultados obtenidos se 

compararon con los estándares establecidos en la norma europea EN14214. El 

biodiésel obtenido a partir de C. vulgaris por transesterificación in situ en medio 

optimizado con nitrógeno deficiente y salinidad baja mostró los mejores parámetros 

de calidad, cumpliendo con todos los límites establecidos en dicha norma para las 

propiedades estimadas en este estudio. 
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ABSTRACT 
 

Experiments were designed using the response surface methodology to find 

the optimal conditions for mixotrophic culture, using sodium acetate and glycerol as 

a carbon source, and maximize the biomass growth response and lipid 

concentration. A composite central design was made for the microalgae Chlorella 

vulgaris and Neochloris oleoabundans, while a Box-Behnken design was performed 

for the cyanobacterium Nostoc muscorum. After the experimental runs, after the 

analysis of the response surface regression, the validation experiments of the 

significant responses were carried out for each study species and the following 

results were obtained. For C. vulgaris, the optimal mixotrophic culture conditions 

were established in BBM medium added with 10 g/L of sodium acetate and 0.74 g/L 

of glycerol with a culture time of 12 days; a biomass concentration of 1862.50 ± 

81.97 mg/L and a lipid concentration of 548.20 ± 40.04 were obtained, which 

represented an increase of 5.4 and 7.5 times, respectively, of its control culture, that 

is, without the addition of carbon sources. For N. oleoabundans, the optimal 

conditions were established at 7 g/L glycerol and a culture time of 3 days, without 

the addition of acetate; a biomass concentration of 366.67 ± 76.38 mg/L and 80.10 

% lipid content was obtained, this is an increase of 2.5 and 2 times, respectively, of 

its control culture. In the case of N. muscorum, the optimal culture conditions were 

0.78 g/L of acetate and 2.78 g/L of glycerol for 10 days, which resulted in 588.89 ± 

28.87 mg/L of biomass concentration and 48.53 ± 1.53 mg/L of lipid concentration, 

that is, there was an increase of 2.7 and 3.2 times respectively.  of its control culture. 

 

Subsequently, the effect of modifying the optimized culture with deficient or 

limiting nitrogen, and with high or low salinity, on the percentage of lipids was tested. 

The results obtained showed that for N. muscorum, the percentage of lipids 

increased in the treatment with deficient nitrogen (p ≤ 0.05), while the treatments did 

not have statistically significant differences in C. vulgaris and N. oleoabundans. 
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The biomass from these treatments was subjected to transesterification in situ 

to obtain biodiésel. Lipid extraction and subsequent transesterification (ex situ) were 

also performed. The fatty acids that are components of biodiésel were identified and 

quantified by gas chromatography-mass spectrometry. Most of the fatty acids found 

corresponded to a length of C16 to C18, recognized as being suitable for the 

production of biodiésel, with a varied distribution due to the effect of the composition 

of the culture media. 

 

With the results obtained, it was possible to estimate the properties of 

biodiésel by applying empirical equations. The results obtained were compared with 

the standards established in the European standard EN14214. The biodiésel 

obtained from C. vulgaris by in situ transesterification in an optimized medium with 

deficient nitrogen and low salinity showed the best quality parameters, complying 

with all the limits established in said standard for the properties estimated in this 

study. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

En las últimas décadas, la urbanización e industrialización han provocado una 

extracción y consumo substanciales de los combustibles fósiles tales como el 

carbón, petróleo y gas natural. El uso de combustibles fósiles como fuentes de 

energía plantea graves problemas ambientales debido a la emisión de 

contaminantes gaseosos como dióxido de carbono (CO2), dióxido de nitrógeno 

(NO2), dióxido de azufre (SO2), monóxido de carbono (CO), entre otros, después de 

la combustión (Rastogi et al., 2017).  

 

Además, las actuales reservas mundiales de petróleo superan la demanda, 

pero la producción máxima se proyecta en las próximas dos décadas e incluso 

algunos expertos argumentan que el mundo ya está en su pico de producción; 

aunque el período pico exacto todavía es discutible, generalmente se acepta ahora 

que sucederá en el futuro cercano, y que en un escenario posterior al pico, la brecha 

entre la capacidad de oferta y la demanda podría alcanzar hasta el 20% en 5 años 

en función del aumento actual tanto de la población como de la demanda de 

energía. Por lo tanto, la transición energética es inevitable (Ussiri y Lal, 2017). Lo 

anterior ha impulsado el interés en la búsqueda de fuentes alternativas de energía 

renovable. 

 

La energía renovable es cualquier energía que se repone mediante procesos 

naturales a una velocidad que iguala o excede su tasa de uso; se obtiene de los 

flujos continuos o repetitivos de energía que ocurren en el entorno natural (Ussiri y 

Lal, 2017). 

 

En la figura 1 se puede apreciar que las energías renovables modernas 

representaron cerca del 13 % del total de energía consumido a nivel global, y dentro 

de estas energías, los biocombustibles para el transporte representaron el 1 % 

(REN21, 2024). 
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Figura 1. Participación estimada de energía renovable del consumo total final 
de energía a nivel global (Fuente: REN21, 2024) 

 

Entre las fuentes de energía renovables, los biocombustibles son 

considerados como una opción factible para lograr el objetivo de reemplazar los 

combustibles fósiles a corto plazo (Shuba y Kifle, 2018). 

 
1.1. Biocombustibles  

 
Los biocombustibles son combustibles que contienen energía a partir de la 

fijación reciente de carbono, i. e., organismos vivos; pueden producirse a partir de 

almidón, aceites vegetales, grasas animales, biomasa residual o biomasa de algas, 

las cuales son no tóxicas, biodegradables y renovables (Shuba y Kifle, 2018). 

 

Las ventajas de los biocombustibles sobre los combustibles derivados del 

petróleo son la no toxicidad, la biodegradabilidad así como la reducción a niveles 

muy bajos de las emisiones de dióxido de carbono (Abdullah et al., 2024). 
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Según los tipos de materia prima utilizados para producirlos, se clasifican en 

biocombustibles de primera, segunda, tercera y cuarta generación (cuadro 1). 

 

 

Cuadro 1. Clasificación de biocombustibles: fuente de materia prima, proceso 
y productos obtenidos (Tomado de Dutta et al., 2014). 
 
Generación Materia prima Tecnología de procesamiento Productos 

obtenidos 
Primera Semillas oleaginosas 

comestibles, cultivos 
de alimentos, grasas 
animales 

Esterificación y 
transesterificación de aceites 
y fermentación de azúcares, 
procesos termoquímicos. 

Biodiésel, 
bioetanol, 
biobutanol 

Segunda Semillas oleaginosas 
no comestibles, 
aceite de cocina 
usado, materiales 
lignocelulósicos de 
alimentación: paja de 
cereales, bagazo de 
caña, residuos 
forestales 

Pretratamiento físico, químico 
y biológico, procesos 
termoquímicos 

Bioetanol, 
biobutanol, 
biodiésel, 
syngas 

Tercera Algas Cultivo de algas, cosecha, 
extracción de lípidos, 
transesterificación o 
fermentación, o procesos 
termoquímicos 

Biodiésel, 
bioetanol, 
biobutanol, 
syngas, 
biohidrógeno 

Cuarta Algas y otros 
microorganismos 

Ingeniería metabólica de 
algas, cultivo, cosecha, 
fermentación, o extracción de 
lípidos, transesterificación, o 
procesos termoquímicos 

Los mismos 
que en la 
tercera 
generación 

 

 

1.2. Biodiésel 
 

El término “Biodiésel” se introdujo en Estados Unidos durante 1992 por el Comité 

Nacional del Biodiésel o National Biodiésel Board (NBB, por sus siglas en inglés) 

que ha sido pionero en la comercialización de biodiésel en Estados Unidos (Singh 

y Singh, 2010). 



21 
| 

Químicamente, el biodiésel es una mezcla de ésteres alquílicos (generalmente 

metílicos) de ácidos grasos obtenida por transesterificación (reacción de 

intercambio de éster) de aceites vegetales o grasas animales (Mata et al., 2010). 

Los aceites y grasas son principalmente sustancias hidrófobas; las que están 

formadas por un mol de glicerol y tres moles de ácidos grasos son conocidos 

comúnmente como triglicéridos. Los aceites y grasas de diferentes fuentes tienen 

diferentes composiciones de ácidos grasos, ya que varían en la longitud de su 

cadena de carbonos y en la cantidad de enlaces insaturados que contienen (Singh 

y Singh, 2010). 

 

En contraste con el diésel de petróleo, el biodiésel ofrece varias ventajas: a) 

es una fuente de energía renovable y biodegradable (se degrada cuatro veces más 

rápido que el diésel fósil); b) produce menos emisiones indeseables durante su 

combustión a causa de su estado oxigenado, siendo éstas por ende menos nocivas; 

c), posee propiedades lubricantes que reducen el desgaste del motor; d) es un 

material seguro para su transporte, almacenamiento y manejo debido a su baja 

volatilidad y elevado punto de inflamación (100 - 170°C); e) puede utilizar la 

infraestructura actual de almacenamiento y distribución para el diésel de petróleo; 

y, d) por su similitud de las propiedades físicas y químicas con las del diésel fósil 

(cuadro 2), su uso no requiere de modificación alguna en los motores diésel 

convencionales (Garibay-Hernández et al., 2009). 

 

Cuadro 2. Especificaciones de las propiedades del biodiésel y del diesel de 
petróleo (Modificado de Joshi et al., 2017). 
 

Especificación Unidades Biodiésel 
(Norma Europea 

EN 14214:2003) 

Diésel 
(Norma Europea 

EN 590:1999) 

Densidad 15°C g/cm3 0.86 – 0.90 0.82 – 0.845 

Viscosidad 40°C mm2/s 3.5 – 5.0  2.0 – 4.5 
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Destilación % @ °C  85%,350°C–

95%,360°C 

Punto de inflamabilidad °C 120 mín. 55 mín. 

POFF  °C Específico por país Específico por país 

Azufre mg/kg 10 máx. 350 máx. 

Residuo carbonoso 

(10% destilados) 

% masa 0.3 máx. 0.3 máx. 

Cenizas sulfatadas % masa 0.02 máx.  

Cenizas de óxidos % masa  0.1 máx. 

Agua mg/kg 500 máx. 200 máx. 

Contaminación total mg/kg 24 máx. 24 máx. 

Corrosión al cobre máx. 3 h/50°C 1 1 

Estabilidad a la 

oxidación 

h; °C 8 h mín. N/A 

Número de cetano  51 mín. 51 mín. 

Índice de acidez mgKOH/g 0.5 máx. N/A 

Metanol % masa 0.20 máx. N/A 

Contenido de ésteres % masa 96.5 mín. N/A 

Monoglicéridos % masa  N/A 

Diglicéridos % masa  N/A 

Triglicéridos % masa  N/A 

Glicerol libre % masa  N/A 

Glicerol total % masa  N/A 

Índice de yodo   N/A 

EM del ácido linolénico % masa  N/A 

C(x:4) y ésteres 

insaturados mayores  

% masa 12 máx. N/A 

Fósforo mg/kg  N/A 

Alcalinidad mg/kg  N/A 

Metales Gp I (Na, K) mg/kg 5 máx. N/A 
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Metales Gp II (Ca, Mg) mg/kg 5 máx. N/A 

HAPs % masa  11 máx. 

Lubricidad µm a 60°C  460 máx. 
POFF: Punto de obstrucción de filtros en frío 

EM: éster metílico 

HAPs: hidrocarburos aromáticos policíclicos 

N/A: no aplica 

 

Las principales materias primas para la producción de biodiésel son los aceites 

de la palma, la soya y la colza (canola), con alguna participación de grasa animal y 

aceite de girasol. Por regla general, cada país utiliza su materia prima más 

abundante para producir biodiésel, de modo que los Estados Unidos, Brasil y 

Argentina dependen en gran medida del aceite de soya, Indonesia y Malasia usan 

aceite de palma, y la Unión Europea cuenta con colza; la grasa animal también 

constituye una importante fuente de materia prima para la producción de biodiésel, 

siendo la principal fuente en China (grasa de cerdo) y en Brasil, alrededor del 20% 

del biodiésel se obtiene a partir de grasa animal (principalmente sebo) (Gazzoni y 

Dall´Agnol, 2016).  

 

La producción mundial de biodiésel al año 2016, fue de aproximadamente 31 mil 

millones de litros. Actualmente, una de las mayores desventajas es que la 

producción se basa en materias primas de cultivos convencionales para el consumo 

humano y la alimentación animal, por lo tanto, puede que no sea factible satisfacer 

la demanda requerida para la transición energética (Ussiri y Lal, 2017). 

 

Por otro lado, la motivación detrás de los biocombustibles de segunda 

generación fue utilizar residuos de desecho (desperdicio de la industria de 

procesado de madera, cáscaras de fruta, etc.) y tierras áridas para el crecimiento 

de la biomasa, o bien,  ser producidos  de plantas oleaginosas no comestibles, las 

cuales podrían crecer incluso en áreas marginales y sobrevivir en agua salada (e. 

g. Jartropha, Pongamia); sin embargo, su sostenibilidad también cayó bajo 
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escrutinio debido a su competencia con cultivos alimentarios por la tierra fértil y la 

deforestación. Tales limitaciones enfocaron los combustibles de segunda 

generación al uso de materiales lignocelulósicos (Kiran et al., 2014).  Esto 

representa un desafío pues es necesario descomponer la lignocelulosa en 

fragmentos más pequeños a través de diversos métodos, tales como los 

enzimáticos, térmicos y uso de hongos como pretratamiento (Lackner, 2017).  

 

Una manera de superar los inconvenientes anteriormente mencionados, es el 

uso de otra fuente prometedora de materia prima: las algas (biocombustibles de 

tercera generación). La biomasa algal pude ser usada de diversas maneras: a) 

directamente como biocombustible sólido para generar calor, vapor y electricidad; 

b) convertida a biocombustibles gaseosos, tales como biogás o biohidrógeno; c) 

fermentada si presenta alto contenido de almidón para producir biocombustibles 

líquidos tales como bioetanol y biobutanol; o bien, d) convertida a diésel, gasolina y 

combustible para aviones si presenta altos contenidos de aceites (Ghasemi et al., 

2012).  

 

Las algas consisten en un grupo de organismos cuyos miembros comparten las 

propiedades de fotosíntesis oxigénica; las especies de algas pueden variar desde 

células simples de tamaño menor a 2 µm, o picoplancton, hasta colonias 

multicelulares o incluso estructuras más complejas como hojas de 50 – 60 m de 

largo, como las algas marinas gigantes (Bassi et al., 2014). 

  

En la producción de biocombustibles, el término “Algas” comprende a las 

microalgas, cianobacterias y macroalgas (algas marinas), aunque cabe resaltar que 

las cianobacterias no son algas verdaderas, ya que son procariotas mientras que 

las otras son eucariotas (Lackner, 2017). 

 

 

 

 



25 
| 

 

 

 

1.3. ¿Por qué utilizar algas para producir biodiésel? 
 

En general, las microalgas son microorganismos fotosintéticos que se 

encuentran en hábitats tanto marinos como dulceacuícolas; han sido clasificadas 

basadas en varias características tales como pigmentación, productos de 

almacenamiento sintéticos, los arreglos de las membranas fotosintéticas, y otras 

características morfológicas (Rajkumar et al., 2014).  

 

Las consideraciones que hacen que las algas sean atractivas para la producción 

de biocombustibles de tercera generación son las siguientes: 1) Alta productividad 

por km2 (cuadro 3); 2) son materias primas no alimentarias; 3) uso de tierras no 

productivas ni cultivables; 4) utilización de una amplia variedad de fuentes de agua 

(fresca, salobre, salina, marina, aguas residuales); 5) producción de 

biocombustibles y co-productos valiosos; y 6) potencial de reciclar CO2 y otros 

nutrientes en corrientes de desechos (Lackner, 2017). 
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Cuadro 3. Comparación de las eficiencias de producción de biodiésel a 
partir de aceites vegetales y algales (Lackner, 2017). 
 
Fuente Biodiésel 

(L/ha/año) 
Área para 

producir la 
demanda 
global de 

aceite 

Área 
requerida 

como % de 
la masa 
terrestre 

global 

Área como 
% de masa 

de tierra 
cultivable 

Algodón 325 15 002 100.7 756.9 

Soya 446 10 932 73.4 551.6 

Semilla de 

mostaza 

572 8 594 57.2 430.1 

Girasol 952 5 121 34.4 258.4 

Colza 1 190 4 097 27.5 206.7 

Jatropha 1 892 2 577 17.3 130 

Palma aceitera 5 950 819 5.5 41.3 

Algas (10 

g/m2día con 30% 

TAG) 

12 000 406 2.7 20.5 

Algas (10 

g/m2día con 50% 

TAG) 

98 500 49 0.3 2.5 

TAG: triacilgliceroles  
 

Por otro lado, las cianobacterias pertenecen a un phylum de bacterias que 

obtienen su energía mediante la fotosíntesis (Lackner, 2017). Las cianobacterias 

comprenden a los organismos fotoautotróficos más antiguos de la tierra y presentan 

características importantes como altos niveles fotosintéticos y tasas de crecimiento 

celular, con requisitos nutricionales simples que los ubican como candidatas para 

aplicaciones biotecnológicas (Grewe y Pulz, 2012; Sarkar y Shimizu, 2015). Entre 

los productos obtenidos de cianobacterias figuran metabolitos secundarios, 



27 
| 

vitaminas, toxinas, cosméticos, colorantes de grado alimenticio y sustancias 

terapéuticas (Zutshi y Fatma, 2015).  

 

 Las cianobacterias también pueden ser utilizadas como fuente de 

biocombustibles; aun cuando contienen ligeramente menos triacilgliceroles que las 

algas, son una fuente rica de energía que los ubica como materia factible para la 

producción de biodiésel (Abideen et al., 2014; Singh et al., 2016). Algunas 

cianobacterias productoras de biocombustibles son Nostoc sp., Phormidium 

angustissimum TISTR 8979, Spirulina fusiformis, Synechococcus sp., y, Lyngbya 

sp. (Zutshi y Fatma, 2015). 

 

1.4. ¿Cómo se produce el biodiésel a partir de biomasa algal? 
 

Todos los procesos existentes para la producción de biodiésel a partir de 

biomasa algal incluyen una unidad de producción donde se cultivan las células, 

seguido de la separación de las células del medio de crecimiento y la subsecuente 

extracción de lípidos. Después, el biodiésel u otros biocombustibles se producen en 

una forma parecida a los procesos y tecnologías existentes utilizados para otras 

materias primas de biocombustibles (Mata et al., 2010). La figura 2 muestra el 

proceso general de producción de biodiésel. 
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Figura 2. Diagrama esquemático del proceso para la producción de biodiésel 
usando microalgas. Para cada paso se muestran las técnicas básicas y/o más 
comúnmente utilizadas (Kiran et al., 2014). 

 

 

El punto de partida para el proceso de producción de biodiésel es la 

identificación/selección de cepas de algas que posean en general altas cantidades 

de lípidos totales, y lípidos neutros en particular, o bien, que tengan la capacidad de 

acumularlos rápidamente bajo diversas condiciones de cultivo. Al correlacionar 

algunas cepas cultivadas individualmente en el laboratorio, con sus contenidos de 

aceite y las condiciones adecuadas de crecimiento, se puede desarrollar una 

herramienta predictiva para seleccionar cepas óptimas para la producción de 

biocombustibles (Behera y Varma, 2019). 

 

Existen varios sistemas para el cultivo de microalgas y cianobacterias: a) 

abiertos (por ejemplo, tipo circuito, figura 3), b) cerrados (por ejemplo, 

fotobiorreactores), así como, c) híbridos (Behera y Varma, 2019).   
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Las ventajas inherentes a los cultivos abiertos radican en su sencillez y su bajo 

costo de inversión (Garibay-Hernández et al., 2009). 

 

 

 

    

 
Figura 3. Diagrama esquemático de un estanque tipo circuito ´raceway pond´ 
(Melinda, 2013). 
 

Los sistemas cerrados, en contraste con los abiertos, ofrecen numerosas 

ventajas tales como pérdidas mínimas de CO2, riesgo reducido de contaminación, 

control y reproducibilidad de las condiciones de cultivo, ahorro de agua y nutrientes, 

menores requerimientos de superficie, flexibilidad de diseño, cortos periodos de 

producción (2 a 4 semanas) y productividades considerablemente superiores (5 a 

13 veces). Los fotobiorreactores (FBRs) cerrados, con el propósito de colectar la 

mayor cuantía posible de energía solar por unidad de superficie, presentan 

configuraciones diversas, tubulares (vertical, horizontal, helicoidal, conformación α, 

paneles planos y columnas de burbujeo, principalmente (Garibay-Hernández et al., 

2009). 
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Los FBRs más populares son los siguientes: sistemas tubulares; FBRs 

helicoidales; sistemas de bolsas plásticas; FBRs piramidales; FBRs airlift; FBRs de 

columna; FBRs de columna de burbujeo; FBRs de columna vertical; FBRs de 

paneles planos; FBRs de tanque agitado; tanques rectangulares; biorreactores 

inmovilizados; sistemas híbridos (Ghasemi et al., 2012).  La figura 4 muestra los 

diagramas esquemáticos de algunos de los FBRs anteriormente mencionados. 

 

Figura 4. Diagrama esquemático de algunos FBRs. a) Tubular en 
conformación α; b) Tubular horizontal; c) Tubular helicoidal d) Columna 
vertical de burbujeo; e) Reactor airlift; f) Paneles planos (Melinda, 2013). 
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Los sistemas híbridos han sido propuestos como una alternativa económica 

para la producción de biodiésel microalgal a gran escala. En términos generales, 

tales sistemas consisten en una etapa inicial de producción de biomasa en 

fotobioreactores cerrados, en la cual los microorganismos son mantenidos en 

crecimiento continuo bajo condiciones de suficiencia de nutrientes, etapa que es 

seguida por una fase de acumulación de producto (lípidos) en estanques abiertos, 

inducida mediante la deficiencia de nutrientes (Garibay-Hernández, 2009). 

 

Además del sistema de cultivo, las características del crecimiento y 

composición de la biomasa algal dependerán en gran medida de la condición del 

cultivo. Las características generales de los diferentes modos de cultivo se enlistan 

en el cuadro 4. 

 

 

Cuadro 4. Consideraciones y requerimientos para el cultivo algal en 
diferentes modos (Bassi et al., 2014). 
 
Modo de 
cultivo 

Fuente 
de 

energía 

Fuente 
de 

carbono 

Densidad 
celular 

Escalamiento Costo Cuestiones 
asociadas 

con el 
escalamiento 

Fototrófico Luz Inorgánica Baja Estanque 
abierto o 
FBR 

Bajo Baja 
densidad 
celular 
Alto costo de 
condensación 

Heterotrófico Orgánica Orgánica Alta Biorreactor 
convencional 

Medio Contaminación 
Alto costo del 
sustrato 

Mixotrófico Luz y 
orgánica 

Inorgánica 
y orgánica 

Medio FBR 
cerrado 

Alto Contaminación 
Alto costo de 
equipamiento 
Alto costo del 
sustrato 

 

 

 

 



32 
| 

Con los biocombustibles siendo un producto de bajo valor, el costo de 

producción de la materia prima debe reducirse al mínimo para que sea 

económicamente viable y competitivo a gran escala. El cultivo mixotrófico de 

microalgas, donde el crecimiento fotosintético es adicionado de residuos 

industriales y agrícolas y glicerol de la producción de biodiésel, podría reducir el 

costo de la producción de biomasa microalgal.  El cultivo mixotrófico ha demostrado 

también mejorar la velocidad de crecimiento y producción lipídica resultando en un 

ciclo de crecimiento más corto y productividades biomásica y moléculas de reserva 

aumentadas. La composición bioquímica de la biomasa algal es enormemente 

dependiente de las condiciones de cultivo; las microalgas mixotróficas han 

demostrado tener más altas productividades de lípidos, almidón y proteínas que las 

microalgas crecidas bajo condiciones fotoautotróficas. Además, cuando se compara 

con las condiciones de crecimiento fotoautotróficas, el cultivo mixotrófico es 

asociado con un costo energético bajo debido a sus relativamente pocos 

requerimientos de intensidad de luz (Adesanya et al., 2014).  

 
Una vez que la biomasa de microalgas ha sido producida en alguno de los 

sistemas descritos, inicia la etapa de cosecha o recolección, cuyo propósito es el de 

remover el agua y concentrar las células microalgales para su posterior 

procesamiento (Garibay-Hernández et al., 2009).   

 
Existen cuatro métodos básicos de cosecha de microalgas: sedimentación, 

filtración, flotación y centrifugación (Saharan et al., 2013). Las técnicas de 

procesamiento dependen de las propiedades de la especie de microalga cultivada 

(morfologías particulares, presencia de vacuolas gaseosas, etc.), ya que algunas 

presentan características que facilitan su recolección. La filtración resulta 

conveniente para especies microalgales de forma filamentosa o capaces de formar 

colonias. La aplicación de la sedimentación o de la centrifugación podría ser factible 

en microalgas con diámetros mayores a los 5 µm y paredes celulares relativamente 

gruesas. A pesar del frecuente empleo de la sedimentación en la acuacultura, su 

principal desventaja es la larga duración de esta operación. Por su parte, la 
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centrifugación sólo resulta conveniente para productos de alto valor agregado, ya 

que implica altos costos y demanda un elevado consumo de energía. La floculación 

consiste en la aglomeración y posterior sedimentación o flotación de la biomasa de 

microalgas; esta puede ser inducida de diversos modos. La floculación mediante la 

adición de sales inorgánicas (alúmina, cloruro férrico, óxido de calcio) no es 

recomendada por su alto costo y por contaminar la biomasa, de manera tal que ésta 

no puede ser utilizada posteriormente como alimento. El uso de polímeros orgánicos 

catiónicos como floculantes no presenta estos inconvenientes. Sin embargo, su 

efectividad puede ser disminuida en aguas salobres como consecuencia de la 

elevada fuerza iónica que las caracteriza. Por su parte, la biofloculación es un 

procedimiento alterno de cosecha que consiste en el uso de especies de microalgas 

que naturalmente floculan o cuya aglomeración puede ser inducida mediante la 

aplicación de condiciones de estrés tales como cambios de pH, temperaturas 

extremas y restricción de nutrientes. No obstante, la modificación de las condiciones 

de cultivo puede alterar la composición bioquímica de la microalga y por tanto el 

rendimiento lipídico. Finalmente, se ha propuesto la floculación microbiana o co-

biofloculación, procedimiento en el cual se adicionan microorganismos 

autofloculantes (tales como levaduras) al cultivo microalgal, de manera tal que se 

promueve la aglomeración conjunta de éstos con la biomasa que se desea cosechar 

(Garibay-Hernández et al., 2009).  

  

Después de la cosecha, la biomasa algal requiere un procesamiento rápido 

con el fin de minimizar el deterioro que podría resultar en la reducción del contenido 

de lípidos (Saharan et al., 2013). 

 
Los lípidos algales son químicamente análogos a los lípidos de semillas 

oleaginosas derivadas de plantas; los métodos más comunes de extracción de 

lípidos son el prensado expeller, técnicas de ultrasonido, extracción con solventes 

y extracción con fluidos supercríticos (Rajkumar et al., 2014). 
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El prensado expeller es un método mecánico para la extracción de aceites 

usando presión. La biomasa microalgal necesita ser secada a alta presión para el 

óptimo desempeño del proceso (Kiran et al., 2014). 

 

La extracción ultrasónica utiliza intensas ondas ultrasónicas para crear 

pequeñas burbujas de cavitación. El colapso de esas burbujas cerca de las paredes 

celulares crea ondas de choque, lo que rompe las paredes celulares, de este modo 

se libera el contenido en el disolvente (Kiran et al., 2014). 

 

La extracción química involucra el uso de solventes no polares (dietil éter o 

cloroformo) para extraer los lípidos neutrales o de almacenamiento. Sin embargo, 

los lípidos asociados con las membranas (polares por naturaleza) requieren 

solventes polares (etanol o metanol) para la ruptura de las fuerzas electrostáticas. 

El método Soxhlet es el más comúnmente utilizado para la extracción de aceites de 

la biomasa microalgal seca, en el cual solventes orgánicos tales como hexano, 

benceno, ciclohexano, acetona y cloroformo son usados en lavados repetidos de la 

microalga bajo reflujo en un equipo especial llamado extractor Soxhlet. Este método 

ofrece varias ventajas, como bajo costo y menor uso de solvente. Las principales 

limitantes asociadas con la extracción química son la extracción pobre de lípidos 

polares, proceso largo y peligros de los solventes en ebullición (Kiran et al., 2014).  

 

En la extracción con fluidos supercríticos, se utilizan altas presiones y 

temperaturas para la ruptura de las células. El dióxido de carbono es el solvente 

supercrítico más comúnmente usado debido a que no conduce a la contaminación 

o degradación térmica de los compuestos. En este proceso, el CO2 es comprimido 

más allá de su estado supercrítico (31°C, 74 bar). El CO2 en este estado es puesto 

en contacto con las microalgas y penetra dentro de los poros microalgales debido a 

su alta tasa de difusión. Cuando el dióxido de carbono es despresurizado, las 

sustancias de interés se colectan. Este método tiene varias ventajas, tales como la 

capacidad de uso directamente en la biomasa residual como alimento animal o 

como biomasa para digestión anaeróbica y residuo de desecho como fertilizantes y 
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compostas. Los principales factores limitantes en la utilización de este proceso son 

el alto capital de inversión y los requerimientos para la alta presión (Kiran et al., 

2014). 

 

Después de la extracción de lípidos, es necesario un proceso de conversión para 

producir biodiésel ya que la viscosidad de los aceites microalgales extraídos es 

demasiado alta para que puedan ser usados directamente como combustible. Si los 

aceites con alta viscosidad fueran utilizados en los motores, éstos rápidamente 

fallarían debido a la acumulación de sedimentos del aceite. Por consiguiente, para 

producir un biocombustible adecuado que ofrezca una operación fluida en el motor, 

la viscosidad del aceite microalgal debe ser reducida (Kim et al., 2013).  

 
 Cuatro técnicas están disponibles para mejorar las propiedades de los 

biocombustibles: la dilución, microemulsión, pirólisis y transesterificación. De estos, 

la transesterificación es la más ampliamente estudiada (Kiran et al., 2014). La 

aplicación de las tres primeras alternativas en motores diésel es impráctica e 

insatisfactoria, ya que ocasiona problemas tales como la obstrucción de los 

inyectores, la formación de depósitos de carbono, la combustión incompleta, el 

golpeteo del motor, el desgaste excesivo del mismo, el daño del lubricante y, en el 

caso específico de la pirólisis, la eliminación de los beneficios ambientales 

inherentes al uso de combustibles oxigenados (Garibay-Hernández et al., 2009). 

 

La transesterificación convierte los lípidos microalgales puros y viscosos 

(triacilgliceroles/ácidos grasos libres) a ésteres alquílicos de menor peso molecular 

(figura 5). El grupo alcoxi de un compuesto éster es intercambiado por un alcohol 

(alcohólisis), ácidos carboxílicos (acidólisis) o un éster (interesterificación). 

Solamente la alcohólisis y la interesterificación han ganado importancia y son 

utilizados para producir biodiésel. Por lo tanto, es una reacción entre el aceite 

(triglicérido) y un alcohol de cadena corta, en presencia de un catalizador (Pragya y 

Sahoo, 2013).  
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Figura 5. Reacción general de transesterificación. R1, R2, R3 y R´ son radicales 
alquilo.  Los catalizadores pueden ser homogéneos (álcalis: NaOH, KOH; 
ácidos: H2SO4, HCl) o heterogéneos (lipasas, CaO y MgO) (Garibay-Hernández 
et al., 2009). 

 

Debido a que el alcohol más comúnmente usado es metanol, los productos 

finales son conocidos como Metil Esteres de Ácidos Grasos (FAMEs –Fatty Acid 

Methyl Esters- por sus siglas en inglés). La reacción de transesterificación puede 

usar un catalizador homogéneo o heterogéneo. Los catalizadores homogéneos 

pueden alcanzar altas conversiones mientras que los heterogéneos solo dan 

conversiones moderadas; esto puede ser debido al hecho de que los catalizadores 

homogéneos pueden disolverse en el volumen líquido mientras que los 

heterogéneos no, produciendo limitaciones en la transferencia de masa. Los 

catalizadores homogéneos o heterogéneos pueden ser ácidos o alcalinos. Ejemplos 

de catalizadores homogéneos son el ácido sulfúrico o clorhídrico (catalizadores 

ácidos). Ejemplos de catalizadores heterogéneos son el tamiz molecular zeolita-A o 

la zirconia sulfatada (ácidos); y los aluminatos u óxidos de zinc (Velasquez-Orta et 

al., 2013).  

 

1.5. Transesterificación in situ 
 

Convencionalmente, los lípidos son extraídos de las microalgas antes de la 

transesterificación; alternativamente la transesterificación in situ puede realizarse 

por contacto directamente de la biomasa con el alcohol y catalizador requeridos 

(Velasquez-Orta et al., 2013). Es un método de un solo paso en el cual tanto la 

extracción como la transesterificación de los aceites algales se llevan a cabo 

simultáneamente en el reactor. Esto no sólo reduce las operaciones unitarias, sino 

que también disminuye el costo final del biodiésel mediante la reducción del costo 
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del proceso general. También consume mucho menos tiempo que el proceso 

convencional de dos pasos (Pragya et al., 2013). 

 

 Después de que biomasa es secada, para prevenir la formación indeseada de 

jabón durante la transesterificación, se tritura en pequeñas partículas sólidas. El 

metanol actúa como extractante así como reactante. Los dos procesos simultáneos 

de extracción y transesterificación, demandan solventes con diferentes polaridades. 

Por consiguiente, el metanol se mezcla con un solvente no polar en una relación 

adecuada (Pragya et al., 2013).  

 

Los parámetros más importantes que influyen en el proceso son los siguientes 

(Hidalgo et al., 2013):   

a) Relación molar alcohol/lípidos. Normalmente las relaciones molares usadas 

para la transesterificación directa son mucho más elevadas que los valores 

estequiométricos para favorecer la formación de productos. El alcohol en exceso 

desempeña un papel también como solvente de extracción, proveyendo acceso 

de alcohol y catalizador al sustrato; el metanol en exceso es responsable de 

romper los enlaces entre la glicerina y los ácidos grasos, siendo su presencia 

esencial en el proceso. Sin embargo, un exceso en el metanol elevado puede 

provocar una disminución en el rendimiento en la separación entre las fases 

éster y glicerina. 

b) Dosis del catalizador. La producción de biodiésel por transesterificación directa 

ha sido realizada principalmente usando catálisis ácida debido al alto contenido 

de ácidos grasos libres. Aquí, el ácido sulfúrico ha sido el catalizador más usado 

ya que convierte tanto los triacilglicéridos como los ácidos grasos libres en 

biodiésel. Respecto a la dosis, se han reportado valores entre 20 y 100 % 

(basados en el contenido de lípidos en la biomasa). 

c) Temperatura y tiempo de reacción. Estudios previos han demostrado que 

cuando se incrementa la temperatura el tiempo necesario para alcanzar el 

máximo rendimiento de biodiésel disminuye. Sin embargo, altas temperaturas 

pueden también producir una posible degradación de los lípidos.  
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d) Co-solventes. El uso de co-solventes podría mejorar el funcionamiento de los 

sistemas de transesterificación directa. De hecho, un co-solvente adecuado 

puede mejorar la transferencia de masa y acelerar la extracción de lípidos, 

incluso reducir el tiempo de extracción. 

e) Contenido de agua de la biomasa. Un alto contenido de agua en la biomasa 

tiene efectos negativos en el rendimiento de conversión a biodiésel ya que se 

promueven las reacciones de hidrólisis de lípidos con la formación de ácidos 

grasos. Una alternativa para superar el efecto del contenido de agua en el 

proceso de transesterificación directa es el aumento en la dosis de metanol y el 

uso de procesos supercríticos. 

 

Las fuerzas mecánicas pueden aumentar los rendimientos obtenidos durante la 

transesterificación in situ. Aunque los catalizadores mecánicos no facilitan 

directamente la reacción de transesterificación, mejoran el rendimiento final 

mediante el aumento en la penetración de los solventes en las células para extraer 

los lípidos. Ejemplos de catálisis mecánica son la radiación microondas, radiación 

ultrasónica (sonicación) y el autoclaveado, los cuales mejoran parámetros tales 

como temperatura y tiempo de reacción (Kim et al., 2013). El proceso de 

transesterificación asistida con microondas requiere una relación alga seca-metanol 

adecuada para favorecer la transesterificación y extracción simultáneas.  La 

tecnología ultrasónica provee suficiente energía de activación para iniciar la 

reacción de transesterificación. Ambas tecnologías pueden acelerar la disrupción 

de las células microalgales, y como resultado se observa una liberación más fácil 

de aceites (Hidalgo et al., 2013). 
 

1.6. Metodología de Superficie de Respuesta (MSR) 
 

La MSR es una técnica para determinar la configuración del factor de diseño 

para mejorar u optimizar el rendimiento o la respuesta de un proceso o producto. 

Combina el diseño de experimentos, el análisis de regresión y los métodos de 

optimización en una estrategia de propósito general para optimizar el valor esperado 
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de una respuesta estocástica. En su documento histórico, Box y Wilson (1951) 

describen el desarrollo y la aplicación de este método secuencial para el diseño de 

procesos químicos, en el que se maximizan los rendimientos de compuestos 

particulares. Desde entonces, el método se ha aplicado con éxito en muchas áreas 

(Barton, 2013).  

 
El enfoque de optimización estadístico generalmente requiere tres pasos, esto 

es, diseño, optimización y verificación. Una vez que los datos crudos de la tabla de 

diseño son obtenidos, pueden ser convertidos a modelos o gráficos tridimensionales 

para determinar los niveles óptimos de los factores investigados, finalmente, debe 

realizarse un experimento de verificación para validar los resultados optimizados 

(Wen y Chen, 2003).  
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

Actualmente, es necesaria la búsqueda de fuentes alternativas de energía, que 

además sean amigables con el medio ambiente. En este sentido, el cultivo de 

microalgas y cianobacterias se presenta como una estrategia para la producción de 

biocombustibles, específicamente biodiésel, ya que son materias primas 

renovables. 

 

Por otro lado, en la producción de biodiésel algal, se presentan dos 

problemáticas. La primera es que el cultivo fotoautotrófico de estos 

microorganismos presenta baja concentración de biomasa; la segunda, el 

refinamiento de lípidos de esta biomasa incrementa el costo de producción.  

 

Por estos motivos, el presente proyecto explora la posibilidad de incrementar el 

rendimiento de la biomasa a través del cultivo mixotrófico con acetato de sodio y 

glicerol, así como lograr la obtención de biodiésel de manera directa (sin necesidad 

de extraer los lípidos previamente) a través de un proceso conocido como 

transesterificación in situ. 

 
 
 
 
 
 
 

3. HIPÓTESIS 
 

Mediante un sistema de cultivo mixotrófico de microalgas combinado con la 

transesterificación in situ se incrementa la producción de biodiésel. 
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4. OBJETIVOS 
 
 

4.1. Objetivo general 
 

Desarrollar una metodología eficiente que permita el cultivo intensivo de 

microalgas con el propósito de obtener biomasa que garantice su empleo como 

fuente de materia prima para obtener biodiésel. 

 

 

4.2. Objetivos particulares 
 

i. Seleccionar las especies adecuadas de microalgas a través de las cuales 

se obtendrá la biomasa para la producción de biodiésel. 

ii. Obtener los cultivos axénicos de las especies seleccionadas, que servirán 

como inóculo para las siguientes etapas del proyecto. 

iii. Desarrollar los protocolos eficientes para la producción de biomasa 

microalgal por medio de cultivo mixotrófico, utilizando como fuentes de 

carbono glicerol y acetato de sodio, incluyendo un control de cultivo en 

medio Bold. 

iv. Probar el cultivo mixotrófico con glicerol, con acetato de sodio y con una 

combinación de ambos. 

v. Estudiar el proceso de obtención de biodiésel a partir de la biomasa 

microalgal generada, probando la transesterificación in situ y ex situ. Todo 

lo anterior a nivel laboratorio. 

vi. Analizar los rendimientos de biodiésel obtenidos, basado en la cantidad 

de triglicéridos extraídos de la biomasa microalgal. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1. Microorganismos de estudio 
 

5.1.1. Chlorella vulgaris 
 

La cepa C. vulgaris (UTEX # 2714) se mantuvo en medio de cultivo basal 

Bold, BBM (Bischoff y Bold, 1963). 

 

5.1.2. Neochloris oleoabundans 
 

La cepa N. oleoabundans (UTEX # 1185) fue donada por la Dra. Diana 

Cárdenas del Instituto Tecnologico y de Estudios Superiores de Monterrey (ITESM). 

La cepa se mantuvo en medio de cultivo BBM (Bischoff y Bold, 1963). 

 

5.1.3. Nostoc muscorum 
 

La cepa N. muscorum (27893 ATCC) fue donada por la Dra. Diana Cárdenas 

(ITESM). La cepa se mantuvo en medio de cultivo BG-11 (Rippka et al., 1979).   

  

Todas las cepas se mantuvieron con un fotoperiodo luz:oscuridad de 12:12 h 

suministrado por lámparas fluorescentes de 17 W con un flujo luminoso de 1400 lm, 

a temperatura ambiente y agitación orbital continua a 120 rpm.  

 

5.2. Sistemas de cultivo 
 

5.2.1. Cultivos de mantenimiento y desarrollo del inóculo 
 

Para el mantenimiento de las cepas algales se realizaron subcultivos 

periódicamente cada 15 a 22 días. El inóculo se obtuvo a partir de una alícuota de 
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los cultivos de mantenimiento y se incubó por 5 - 7 días hasta alcanzar una 

concentración de biomasa tal que los cultivos experimentales tuvieran como 

concentración inicial de 50 a 60 mg/L. Se utilizaron matraces Erlenmeyer con un 

volumen de trabajo del 50% de su capacidad total. 

 

 

5.2.2. Cultivos experimentales 
 

Los cultivos se desarrollaron en frascos de vidrio Kimax® de 1 L de 

capacidad, los cuales se adaptaron a manera de fotobiorreactores (FBRs) escala 

laboratorio con un volumen de trabajo de 800 ml. 

 

Los FBRs se colocaron en un anaquel (85 x 30 x 180 cm); en cada entrepaño 

se dispusieron 4 focos fluorescentes de 13 W con un flujo luminoso de 950 lm 

ubicados de manera que a cada FBR le correspondiera un foco en posición lateral 

central. Los cultivos fueron mezclados continuamente mediante burbujeo con aire a 

través de difusores metálicos; el aire fue suministrado por una bomba (Maxima, 

Hagen Inc.) conectada a una válvula de control de aire de 4 salidas, y filtrado a 

través de membranas de 0.45 µm dispuestas en la conexión de entrada de cada 

FBR a razón de 0.625 vvm. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente 

(≈24 – 34°C). 

 

 

Para prevenir cualquier tipo de contaminación, el medio, los matraces y los 

FBRs fueron previamente esterilizados en autoclave por 15 min a 121°C antes de 

la inoculación. Asimismo, los cultivos y tomas de muestra se realizaron en campana 

de flujo laminar horizontal. 
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5.3. Procedimiento analítico 
 

5.3.1. Toma de muestras y preparación de C. vulgaris y N. oleoabundans 
 

Los experimentos de las microalgas se llevaron a cabo por 15 días. Muestras 

de aproximadamente 10 ml se tomaron cada 3 días y se centrifugaron en microtubos 

previamente llevados a peso constante, en centrífuga Micro 17TR (Hanil Science 

Industrial Ltd.) a 13 000 rpm por 15 min a 6°C. Los sobrenadantes se recuperaron 

para el análisis de consumo de sustratos, mientras que las pastillas se lavaron con 

agua destilada, se centrifugaron nuevamente y se secaron a 60°C por 24 h.  

 

5.3.2. Toma de muestras y preparación de N. muscorum 
 

Los experimentos de la cianobacteria se llevaron a cabo por 10 días. Se 

tomaron muestras de 10 ml cada 2 días y se filtraron a través de filtros de microfibra 

de vidrio Whatman de grado GF/A previamente llevados a peso constante.  Los 

filtrados se recuperaron para su posterior análisis de consumo de sustratos, 

mientras que los filtros conteniendo la biomasa se lavaron con agua destilada y se 

secaron a 60°C por 24 h. 

 

5.3.3. Evaluación del crecimiento celular 
 

El peso seco se determinó por sustracción del peso inicial al peso final de los 

microtubos o filtros, según la especie. La biomasa se almacenó para su posterior 

cuantificación de lípidos. 

 

El crecimiento celular se evaluó en términos de concentración de biomasa y 

productividad volumétrica de biomasa como sigue: 

 

CB = PS * 1000/Vm                                                                                                   (1) 
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Donde CB es la concentración de biomasa (mg/L), PS es el peso seco de 

biomasa (mg) y Vm es el volumen de muestra (ml). Y, 

 

PB =  (CBt − CB0) (t −  t0)⁄                                                                                     (2) 

 

Donde PB, es la productividad volumétrica (mg/L/d), CBt es la concentración 

de biomasa en el tiempo t (d) y CB0 es la concentración de biomasa en el tiempo 

inicial t0. 

 

5.3.4. Evaluación del contenido de lípidos 
 

La cantidad de lípidos (L) de la biomasa seca se determinó por el método 

propuesto por Byreddy et al. (2016) con algunas modificaciones. La curva de 

calibración se realizó para cada especie con su correspondiente aceite previamente 

extraído por método Soxhlet.  Las ecuaciones lineales procedentes de cada curva 

se despejaron (ecuaciones 3, 4 y 5).  

 

LCv = ((A530 + 0.0152)/ 0.0043)) ∗ 100/ PSm                                         (3) 

LNo = ((A530 + 0.0023)/ 0.0004)) ∗ 100/PSm                                         (4) 
LNm = ((A530 + 0.023)/ 0.0051)) ∗ 100/PSm                                           (5) 

 

Donde LCv es la cantidad de lípidos (porcentaje) de C. vulgaris, LNo es la 

cantidad de lípidos de N. oleoabundans, LNm es la cantidad de lípidos de N. 

muscorum, A530 es la absorbancia a 530 nm y PSm es el peso seco de la muestra 

utilizada en la cuantificación. 

 

Las ecuaciones 3, 4 y 5 se relacionaron con la concentración de biomasa (de 

la ecuación 1) para calcular la concentración de lípidos como sigue: 

 
CL = CB ∗ L / 100                                                                                           (6) 



46 
| 

 

Donde CL es la concentración de lípidos (mg/L), CB es la concentración de 

biomasa y L es la cantidad de lípidos (de las ecuaciones 3, 4 o 5). 

 

5.3.5. Evaluación del consumo de sustratos 
 

En los sobrenadantes o filtrados, según la especie, procedentes de la 

preparación de muestras, se determinaron nitrógeno de nitratos (N_NO3), fósforo 

de ortofostato (P_PO4), además de glicerol y acetato de sodio en los casos de 

muestras procedentes de cultivo mixotrófico.  

 

N_NO3 se determinó por el método de espectrofotometría UV (Greenberg, 

Clesceri, & Eaton, 1992) con adaptaciones. Alícuotas de 20 a 500 µl se aforaron a 

3 ml con agua destilada, para ajustarse al límite de detección de la curva de 

calibración. La absorbancia se midió a 220 y a 275 nm; la relación A275/A220 menor 

a 0.05 se utilizó para probar la aplicabilidad del método. La ecuación procedente de 

la curva de calibración se despejó y relacionó con el factor de dilución para calcular 

N_NO3 (ecuación 7). 

 

N_NO3 = [((A220 − 2 ∗ A275) − 0.0078)/ 0.2588] ∗ FD                  (7) 

 

Donde N_NO3 es la concentración de nitrógeno de nitratos (mg/L), A220 es la 

absorbancia a 220 nm, A275 es la absorbancia a 275 nm y FD es el factor de dilución 

de la muestra. 

 

La concentración de fósforo se determinó por el método de azul de molibdeno 

descrito por Murphy y Riley (1962) con adaptaciones. Alícuotas de 20 a 300 µl se 

aforaron a 5 ml con agua destilada para ajustarse al límite de detección de la curva 

de calibración. Se midió la absorbancia a 880 nm (A880). La ecuación lineal 
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procedente de la curva de calibración se despejó y se relacionó con el factor de 

dilución (FD) para calcular P_PO4 (ecuación 8). 

 

      P_PO4 = ((A880 +  0.0056)/0.5459) ∗ FD                           (8) 

 

La cuantificación de la concentración de glicerol (CG) se realizó por el método 

espectrofotométrico descrito por Kuhn et al. (2015) con pequeñas modificaciones. 

La curva de calibración se ajustó a un rango de concentraciones de glicerol de 0 a 

10 g/L; alícuotas de 200 µl se hicieron reaccionar con 1 ml de reactivo I, se incubaron 

por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se agregó el reactivo II. 

Después de 5 min, la absorbancia a 410 nm (A410) se midió. La ecuación lineal 

obtenida de la curva de calibración se despejó y se relacionó como sigue: 

 

CG = (A410 +  0.0021)/0.0428                                                          (9)       

 

La concentración de acetato de sodio (CA) en las muestras se determinó por 

microtitulación, adaptando el método de valoración de fármacos ANMAT (2013). 

Alícuotas de 1000 µl se desecaron y los residuos se disolvieron en 1000 µl de ácido 

acético glacial. Las soluciones resultantes se titularon con ácido perclórico 0.1 N, 

hasta el vire del indicador α-naftolbenceína de anaranjado a verde. Se realizaron 

blancos con medio BBM o BG-11 según correspondió, tratados al igual que las 

muestras para hacer las correcciones adecuadas. El cálculo final se realizó con la 

ecuación 10. 

 

CA = (Va − Vb) ∗ (N Vm⁄ )  ∗ PM                                                   (10) 

 

  Donde CA es la concentración de acetato (g/L), Va (µl) es el volumen de 

titulante para la muestra, Vb (µl) es el volumen de titulante para el blanco, N es la 

concentración normal del ácido perclórico, Vm (µl) es el volumen de la muestra y PM 

es el peso molecular del acetato de sodio. 
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Una vez que las concentraciones de los sustratos se obtuvieron, la eficiencia 

de consumo de sustratos (ECS) se calculó como: 

 

  ECS = (S0 −  St) ∗ 100 S0                      ⁄                                (11) 

 

Donde St es la concentración de sustrato al tiempo t y S0 es la concentración 

inicial de sustrato. S puede ser N_NO3, P_PO4, CG o CA de las ecuaciones 

anteriores (7 – 10). 

 

5.4. Perfiles de crecimiento, producción de lípidos y consumo de 
nutrientes 

 
Se realizaron los cultivos de C. vulgaris y N. oleoabundans en medio BBM, y 

para N. muscorum en medio BG-11 para conocer primeramente el comportamiento 

de los cultivos autotróficos. 

 
5.5. Diseño experimental del cultivo mixotrófico 

 
Para los cultivos mixotróficos de cada especie se utilizó la metodología de 

superficie de respuesta (MSR).  

 

Se estudiaron los efectos interactivos de tres factores, que son, concentración 

de acetato de sodio (X1), concentración de glicerol (X2), y, tiempo de cultivo (X3), 

sobre las variables de respuesta: concentración de biomasa (Y1), concentración de 

lípidos (Y2), productividad de biomasa (Y3), productividad de lípidos (Y4) y porcentaje 

de lípidos (Y5). 

 

Para el desarrollo de ecuaciones de regresión que correlacionaran los factores 

con las variables, la superficie de respuesta de segundo orden se expresó como: 

 



49 
| 

𝑌= 𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + 𝛽3𝑋3 + 𝛽4𝑋12 + 𝛽5𝑋22 + 𝛽6𝑋32 + 𝛽7𝑋1𝑋2 

+ 𝛽8𝑋1𝑋3 + 𝛽9𝑋2𝑋3 + ɛr 

 
Donde Y es la respuesta; 𝛽0 es el intercepto; 𝛽1 – 𝛽9 son los coeficientes de 

regresión; X1, X2 y X3 son los factores estudiados; y ɛr es el error residual.  

 

Se utilizó el programa Minitab 18 para el análisis de regresión de la MSR y la 

optimización del cultivo mixotrófico, así como para obtener los gráficos de superficie 

de respuesta, de contornos y de optimización de respuestas. 

 

 Las pruebas estadísticas del modelo se realizaron mediante análisis de varianza 

(ANOVA) con prueba F. Para examinar la bondad del modelo, cada término del 

mismo fue probado estadísticamente y se confirmó la significancia de los valores F 

con p ≤ 0.05.  Los términos no significativos se sometieron al método de eliminación 

hacia atrás y se obtuvieron nuevas ecuaciones de regresión ajustadas, en los 

modelos que lo requirieron. 

 

5.5.1. Cultivo mixotrófico de C. vulgaris y N. oleoabundans 
 
El cultivo mixotrófico se realizó adicionando acetato de sodio y/o glicerol al medio 

Bold basal, de acuerdo al Diseño Central Compuesto (cuadro 5) de la MSR.  

 

Cuadro 5. Niveles de los factores utilizados en el diseño central compuesto 
para C. vulgaris y N. oleoabundans. 
 

Factor 
Factor 

codificado 
Niveles 

-2 -1 0 1 2 

Acetato de Sodio (g /L) X1 0 2.5 5 7.5 10 

Glicerol (g /L) X2 0 2.5 5 7.5 10 

Tiempo (d) X3 3 6 9 12 15 
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5.5.2. Cultivo mixotrófico de N. muscorum 
 
 
El cultivo mixotrófico se realizó adicionando acetato de sodio y/o glicerol al medio 

estándar BG-11, de acuerdo con el Diseño Box-Behnken (cuadro 6) de la MSR.  

 

 

Cuadro 6. Niveles de los factores utilizados en el diseño Box-Behnken para 
N. muscorum 
 

Factor 
Factor 

codificado 
Niveles 

 -1 0 1  

Acetato de Sodio (g /L) X1  0 2.5 5  

Glicerol (g /L) X2  0 2.5 5  

Tiempo (d) X3  2 6 10  

 

 

5.6. Verificación de las condiciones de optimización del cultivo 
mixotrófico 

 

Con base en los análisis de regresión de los resultados obtenidos para el cultivo 

mixotrófico, se establecieron las proporciones adecuadas de acetato de sodio, 

glicerol y tiempo de cultivo para cada especie, buscando la maximización de las 

respuestas que resultaron significativas para el modelo experimental.  

 

La biomasa obtenida del cultivo optimizado se recuperó, se secó a 60°C y se 

almacenó para realizar el análisis de composición de ácidos grasos. 

 

Los experimentos del cultivo optimizado, así como los cultivos control se 

realizaron por triplicado.  
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5.7. Efecto de condiciones de estrés en los cultivos optimizados en la 
producción de lípidos y composición del biodiésel 

 
Se evaluaron los efectos de estrés por salinidad y por deficiencia de nitrógeno 

en el cultivo mixotrófico optimizado. 

 

Para esto, los cultivos se realizaron en dos fases; la fase I consistió en el 

crecimiento de biomasa de cada especie en las condiciones óptimas encontradas 

de acuerdo con la MSR. La concentración de nitrógeno se ajustó para que se 

agotara en el tiempo de cultivo óptimo. 

 

  Una vez transcurrido este tiempo se inició la fase II, en la que se buscó la 

inducción de la producción de lípidos y que consistió en: 1) reconstituir el medio, 

adicionando las soluciones de fósforo, glicerol y acetato necesarias para 

completarlo (Control Fase II); 2) imponer condiciones de estrés por nitrógeno 

limitante y nitrógeno deficiente, de acuerdo a los resultados obtenidos del consumo 

de sustratos y dependiendo del tratamiento por estrés a probar; y 3) imponer 

condiciones de estrés por salinidad baja y alta con cloruro de sodio. 

 

En la fase II se evaluó el porcentaje de lípidos después de 5 días bajo cuatro 

tratamientos que se describen en el cuadro 7. La biomasa cosechada se secó a 

60°C y se almacenó para su posterior análisis de composición de ácidos grasos. 
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Cuadro 7. Tratamientos para la inducción de la producción de lípidos por 
condiciones de estrés   
 

Tratamiento Condición  Concentración 

Control Cultivo mixotrófico No aplica 

T1 Nitrógeno deficiente 0 

T2 Nitrógeno limitante 20 mg/L *, ó, 100 mg/L# 

T3 Salinidad baja 0.5 g/L 

T4 Salinidad alta 2.0 g/L 

* Para C. vulgaris y N. oleoabundans 
# Para N. muscorum 

 
5.8. Análisis de la composición de ácidos grasos del biodiésel 

 
Gracias al apoyo de la Dra. Diana Cárdenas (ITESM) fue posible hacer la 

identificación y cuantificación de los componentes del biodiésel, y con ello también 

fue posible estimar las propiedades del biodiésel obtenido. 

 

La biomasa seca obtenida al término de cada fase fue sometida a 

transesterificación in situ, en condiciones ácidas, de acuerdo con el protocolo 

descrito por Richmond y Hu (2013) sin adición de estándar interno, para el análisis 

de composición de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMEs). Los FAMEs fueron 

disueltos en hexano para ser analizados por cromatografía de gases-espectrometría 

de masas (GC-MS).  

 

El contenido de FAMEs se determinó con un cromatógrafo de gases, modelo 

7890B Agilent acoplado a un espectrómetro de masas, modelo 5977A MSD 

(detector selectivo de masas). Las muestras (1 μL) se inyectaron en modo splitless. 

La separación se realizó en una columna capilar SP-2380 (30 m x 250 μm x 0,2 μm 
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de espesor de película). La presión de la cabeza de la columna del gas portador 

(helio) fue de 7,63 psi a la temperatura inicial del horno, y su caudal de 1 mL/min. 

La temperatura de inyección fue de 260°C; la temperatura del horno se programó 

de 50 °C a 240 °C a razón de 4 °C por minuto. Los datos se recolectaron con 

software de análisis de datos. El MSD funcionaba en modo de escaneo completo 

(m/z 30 a 550). La identificación y cuantificación de FAMEs se llevó a cabo mediante 

comparación de los tiempos de retención y cuantificación de iones con los 

correspondientes a la mezcla estándar de FAMEs (Supelco™ 37 component FAME 

mix, Sigma Aldrich Co.) en condiciones experimentales idénticas, comparando el 

tiempo de retención respectivo y los iones de cuantificación informados a cada 

FAME. 

 

En la fase II, se realizó también la transesterificación ex situ de la biomasa 

cosechada a los 5 días de cultivo bajo condiciones de estrés. 

 

5.9. Estimación de las propiedades combustibles del biodiésel 
 

Los parámetros que comprueban la calidad del biodiésel pueden ser estimados 

en relación a las estructuras moleculares de los FAMEs de los cuales se componga, 

que varían según el tamaño de la cadena de carbono y la cantidad y/o posición de 

los dobles enlaces (Nascimento et al., 2013). 

 

Krisnangkura (1986) definió un modelo empírico para estimar el índice de 

cetano, basado en la composición de FAMEs de aceites vegetales; este modelo ha 

sido usado para estimar las propiedades del biodiésel obtenido a partir de aceite de 

microalgas y cianobacterias por otros autores, dando lugar a las ecuaciones 

empíricas que se describen a continuación (Anahas y Muralitharan, 2015; Francisco 

et al., 2010; Rai y Gupta, 2017; Ramos et al., 2009).  
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5.9.1. Índice de cetano 
 

El índice de cetano (CN, cetane number) indica el retardo de tiempo en el 

encendido del combustible para motores diesel; aumenta con la longitud de la 

cadena de carbono no ramificada, de los componentes FAMEs; a mayor CN, menor 

tiempo de encendido (Nascimento et al., 2013). 

 

5.9.2. Índice de saponificación 
 

El índice de saponificación (SV, saponification value) es la cantidad de álcali 

necesaria para saponificar una cantidad definida de aceite o grasa; se expresa como 

el número de miligramos de hidróxido de potasio (KOH) requerido para saponificar 

un gramo de grasa (Padrón et al., 2001). 

  

5.9.3. Índice de yodo  
 

El índice de yodo (IV, iodine value) indica la tendencia del biodiésel a 

reaccionar con el oxígeno a temperatura ambiente; depende del número y posición 

de los dobles enlaces en la cadena de carbonos; a mayor IV, mayor posibilidad de 

oxidación, formación de depósitos y deterioro de la lubricidad del biodiésel 

(Nascimento et al., 2013). 

 

El CN, SV e IV se calcularon de acuerdo con las ecuaciones 12 -14: 

  CN = 46.3 +
5458

SV
−  (0.225 ∗ IV)                                                                 (12) 

 

  SV = ∑
560 ∗ Ni

Mi
i

                                                                                               (13) 

 

IV = ∑
254 ∗ Di ∗ Ni

Mi
i

                                                                                         (14) 
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Donde D es el número de dobles enlaces, M es el peso molecular y, N es el 

porcentaje en peso del i-ésimo FAME componente del biodiésel. 

 

5.9.4. Grado de insaturación 
 

Los ácidos grasos se representan con una C seguida de dos números: el 

primero es para el número total de átomos de carbono y el segundo es para el 

número total de dobles enlaces. La ausencia o presencia de dobles enlaces los 

agrupa como saturados (SFA) o insaturados (UFA); éstos últimos se clasifican como 

ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) y ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). El 

número de átomos de carbono presentes en los ácidos grasos y su tipo (SFA, MUFA 

y PUFA) son factores primarios que controlan las propiedades del biodiésel 

(Deshmukh et al., 2019). 

 

El grado de insaturación (DU, degree of unsaturation) se calculó con la 

ecuación empírica 15, tomando en cuenta la cantidad de MUFA y PUFA (% en peso) 

presentes en el biodiésel (Nascimento et al., 2013). 

 

               DU = MUFA + (2 ∗ PUFA)                                                                         (15) 

 

Donde, MUFA es la suma de ácidos grasos monoinsaturados (% en peso), y PUFA 

es la suma de ácidos grasos poliinsaturados (% en peso). 

 

5.9.5. Estabilidad oxidativa 
 

La estabilidad oxidativa (OS, oxidative stability) del biodiésel es un importante 

criterio para determinar su vida útil; el grado de insaturación, localización y número 

de los dobles enlaces de las cadenas de ácidos grasos, afectan la tasa de 

autooxidación. El biodiésel inestable a la oxidación disminuye el rendimiento del 
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motor debido a la alta viscosidad, la formación de gomas y la deposición de 

sedimentos (Patel et al., 2017). 

 

La estimación de la OS se calculó, basada en el contenido de C18:2 y C18:3 con la 

ecuación 16 (Arguelles et al., 2018; Park et al., 2008). 

 

               OS =
117.9295

(C18: 2 + C18: 3)
+ 2.5905                                       (16) 

 

Donde C18:2 es el porcentaje en peso del ácido linoléico, y C18:3 es el porcentaje 

en peso del ácido linolénico. 

 

 

5.9.6. Viscosidad cinemática 
La viscosidad cinemática (KV, kinematic viscosity) es una importante propiedad del 

biodiésel que se define por su capacidad de flujo, velocidad y calidad del aerosol 

inyectado en la cámara de combustión del motor; la KV de biodiésel suele ser un 

10-15% más alta que los combustibles diesel convencionales debido a su gran peso 

molecular y estructura. Puede ser calculada con las siguientes fórmulas (Patel et 

al., 2017): 

 

ln(KVi) = −12.503 + (2.496 ∗ ln (Mi)) −  (0.178 ∗ Di)                         (19) 

 

ln(KVB) = ∑ xi

n

i=1

ln (KVi)                                                                                  (20) 

 

Donde KVi es la viscosidad cinemática, D es el número de dobles enlaces, M es el 

peso molecular y xi es la fracción molar del i-ésimo FAME componente del 

biodiésel,y, KVB es la viscosidad cinemática del biodiésel. 
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5.9.7. Densidad 
 

La densidad (ρ) juega un papel crucial para determinar la propiedad de inyección 

de combustible, y se relaciona con otros parámetros como el índice de cetano y el 

poder calorífico. Puede ser calculada con las siguientes ecuaciones (Patel et al., 

2017): 
 

ρi = 0.8463 + (4.9/Mi) +  (0.0118 ∗ Di)                                        (21) 

ρB = ∑ xi

n

i=1

ρi                                                                                            (22) 

 

Donde ρi es la densidad, D es el número de dobles enlaces, M es el peso molecular 

y xi es la fracción molar del i-ésimo FAME componente del biodiésel, y, ρB es la 

densidad del biodiésel. 

 

5.9.8. Poder calorífico superior 
 

El poder calorífico superior (HHV, high heating value) es la energía de 

calentamiento desprendida en la combustión completa de una unidad de masa de 

combustible. Puede ser calculada con la siguiente ecuación (Patel et al., 2017): 

 

HHV = 49.43 − (0.041 ∗ SV) − (0.015 ∗ IV)                              (23) 

 

Donde SV es el índice de saponificación (de la ec. 13), e IV es el índice de yodo 

(de la ec. 14). 
 

Las propiedades de flujo en frío del combustible diésel son evaluadas por las 

siguientes tres temperaturas: punto de nube, en el que comienza la cristalización; 

punto de obstrucción del filtro frío, en el que el combustible comienza a tapar un 

filtro de combustible; y, punto de fluidez en el que ya no fluye el combustible 

(Imahara et al., 2006). 
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5.9.9. Punto de niebla 
 

El punto de niebla o punto de nube (CP, cloud point) es la temperatura mínima 

a la cual las ceras presentes en el combustible comienzan a cristalizar por lo que 

tiene un aspecto turbio (Singh et al., 2019). Puede ser calculada mediante la 

siguiente ecuación (Sarin et al., 2009): 

  

CP = (−0.576 ∗ UFA) + 48.255        (0 < 𝑈𝐹𝐴 ≤ 84)                          (24) 

 

Donde, UFA es el contenido total de FAMEs insaturados, i.e. MUFA+PUFA (% en 

peso) 

 
5.9.10. Punto de obstrucción de filtros en frío 

 

El punto de obstrucción de filtros en frío (CFPP, cold filter plugging point) es 

utilizado para la predicción del rendimiento de flujo del biodiésel a bajas 

temperaturas; a mayor longitud de las cadenas de carbono o mayor grado de 

saturación de las moléculas de los FAMEs, mayor será el valor de CFPP, y peor 

serán sus propiedades a bajas temperaturas (Nascimento et al., 2013). 

 

La ecuación 25 se generó al correlacionar el valor del CFPP con un factor 

relacionado con la saturación y longitud de las cadenas de carbono (LCSF, long-

chain saturated factor). El LCSF se estimó de acuerdo con la ecuación 26, 

ponderando los valores de las cadenas largas (Patel et al., 2017). 

 

CFPP = (3.1417 ∗ LCSF) −  16.477                                        (25) 

 

LCSF = (0.1 ∗ C: 16) + (0.5 ∗ C: 18) +  (1 ∗ C: 20) + (1.5 ∗ C: 22)

+  (2 ∗ C: 24)                                        (26) 

 



59 
| 

Donde C:16, C:18, C:20, C:22 y C:24 son los porcentajes en peso del ácido 

palmítico, ácido esteárico, ácido araquídico, ácido behénico y ácido lignocérico, 

respectivamente. 
 

5.9.11. Punto de fluidez 
 

El punto de fluidez (PP, pour point) es la temperatura por debajo de la cual el 

combustible deja de fluir; puede ser obtenida mediante la siguiente ecuación (Sarin 

et al., 2009): 
 

PP = (−0.626 ∗ UFA) + 45.594       (0 < 𝑈𝐹𝐴 ≤ 84)                                    (27) 
 

Donde, UFA es el contenido total de FAMEs insaturados, i.e. MUFA+PUFA (% en 

peso) 

 

5.9.12. Punto de inflamabilidad 
 

El punto de inflamabilidad o punto de destello (FP, flash point) es la temperatura 

más baja a la que los vapores de combustible se incendian cuando entran en 

contacto con alguna fuente de fuego (Singh et al., 2019).  El punto de inflamación 

en el biodiésel es un indicador del metanol residual de la reacción de 

transesterificación, así como de las capacidades de manejo, almacenamiento y 

seguridad (Tutunea et al., 2019). Se puede calcular de acuerdo con la siguiente 

ecuación (Su et al., 2011): 

 

FP = (23.362 ∗ NC) + (4.854 ∗ NDB)                                                        (28) 

 

Donde Nc es el promedio ponderado del número de átomos de carbono; y, NDB: 

promedio ponderado del número de dobles enlaces de los FAMEs componentes del 

biodiésel. 
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6. RESULTADOS  
 

6.1. Selección de las especies de estudio 
 

Se seleccionaron tres especies de estudio, dos correspondientes a las algas 

verdes y una correspondiente a las cianobacterias. 

 
Přibyl et al. (2014) mencionan que de acuerdo al conocimiento taxonómico 

actual, las algas cuentan con más de 30 000 especies, de las que la mayoría son 

microalgas, sin embargo muy pocas de ellas se usan tradicionalmente en 

investigación o para aplicaciones biotecnológicas; dentro de éstas, algunas 

especies son conocidas por producir altos niveles de lípidos pero lo que es notable 

es que estas “hiperacumuladoras de lípidos” (también llamadas “oleaginosas” por 

otros autores) son mayormente miembros de las algas verdes y comprenden 4 

clases: Chlorophyceae, Trebouxiophyceae, Bacillariophyceae y 

Eustigmatophyceae.  

 

La primera especie que se tomó en cuenta para el proyecto fue Chlorella 

vulgaris. Esta especie pertenece a la clase Trebouxiophyceae (Champenois et al., 

2015). Las microalgas verdes cocoides pertenecientes al género Chlorella, son 

microalgas comercialmente importantes, con una producción mundial de hasta 2000 

t en 2005, principalmente para el mercado de la nutrición humana (Champenois et 

al., 2015). Además, el género Chlorella se considera modelo de estudios en 

acumulación de lípidos y su proporción de ácidos grasos de cadena corta (de 16 a 

18 carbonos) que son adecuados para la transesterificación en el proceso de 

producción de biodiésel (Wang et al., 2014).  

 

La segunda especie elegida para el proyecto, Neochloris oleoabundans, 

pertenece a la clase Chlorophyceae; es considerada también una especie 

oleaginosa dado que presenta contenidos de lípidos de 23 a 65% de su biomasa en 



61 
| 

peso seco (Formighieri, 2015; Mata et al., 2010). Bajo condiciones adversas tales 

como deficiencia de nitrógeno, la fracción más grande de lípidos consisten en TAGs, 

ricos en ácidos grasos saturados, lo cual la hace una especie buena como candidata 

a la producción de biodiésel (Formighieri, 2015; Santos et al., 2013). 

 

Finalmente, se eligió a la cianobacteria Nostoc muscorum para explorar la 

posibilidad de ser usada como materia prima para producir biodiésel debido a que 

hasta donde se había revisado en la literatura, los reportes encontrados sobre su 

producción de lípidos eran escasos y contradictorios, Rusydi et al. (2015) 

encontraron un porcentaje de 2.43% de lípidos, mientras que Mostafa y Mahmoud 

(2012) habían encontrado porcentajes de hasta 16.8%, pero en ambos casos, no 

se reportó la composición de ácidos grasos. Esto, aunado con la característica de 

rápido crecimiento en biomasa, fueron razones para la elección de esta especie de 

estudio. 

 

6.2. Cultivos axénicos de las especies de estudio 
 

Si bien las especies de estudio no son cepas nativas, sino de colecciones, es 

decir, que se tenían cultivos monoalgales, durante los experimentos hubo riesgos 

de contaminación principalmente por dos causas: 1) los FBRs fueron frascos con 

adaptaciones, por lo que las juntas pudieron ser causa de contaminación, 2) el 

cultivo mixotrófico implica la adición de fuentes de carbono orgánicas (en este caso, 

glicerol y acetato de sodio) lo que conlleva el riesgo de contaminación y competición 

con otros microorganismos que crecen más rápido que las microalgas (Perez-

Garcia y Bashan, 2015). 

 

Por lo anterior, fue necesario realizar un protocolo de purificación y verificación 

de los cultivos axénicos. 

 

Primeramente, se tomaron muestras de los cultivos líquidos y se inocularon en 

cajas petri con agar nutritivo, por una semana en oscuridad; posteriormente, se 
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tomaron muestras de la contaminación y se realizó una tinción simple para 

observarlas al microscopio, con lo que se confirmó que la contaminación era por 

bacterias. Se procedió a purificar el cultivo para recuperar la microalga. 

 

Para la purificación se realizó un lavado por centrifugación (Richmond y Hu, 

2013; Voltolina-Lobina y Arredondo-Vega, 2007); se tomaron cuatro muestras de 2 

mL de un cultivo de N. oleoabundans en fase exponencial, se centrifugaron a 2000 

rmp (Micro 17TR, Hanil Science Industrial Ltd.) por 60 segundos, se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió en medio BBM estéril. La centrifugación se realizó 

por este corto período de tiempo para permitir que sólo una porción de células 

microalgales (más pesadas) sedimentara mientras que en el sobrenadante se tiene 

a las bacterias contaminantes (menos pesadas). Este procedimiento se repitió cinco 

veces en las mismas muestras, para asegurar que en el sedimento quedaran 

únicamente células microalgales. En el último lavado se resuspendió en 1 mL de 

medio estéril.  

 

Posteriormente se prepararon cajas de petri con: 1) Medio BBM, 2) Medio 

BBM adicionado con antibióticos, y 3) Agar nutritivo. Los antibióticos y dosis 

utilizados fueron 100 µg/mL de tetraciclina combinados con 10 µg/mL de ampicilina 

de acuerdo a lo sugerido por Kobayashi et al. (2015). Se transfirieron 20 µL de las 

muestras lavadas por centrifugación a cada caja petri y se distribuyeron con asa de 

platino. Se incubaron las cajas, y se seleccionaron las colonias que crecieron libres 

de bacterias (donde no hubo crecimiento en las cajas con agar nutritivo) para 

transferirlas a medio BBM líquido.  

 

Como protocolo de seguridad, cada vez que se inició experimentos, se 

verificó que los inóculos estuvieran libres de bacterias, inoculando una muestra en 

agar nutritivo e incubándolas en oscuridad por una semana; sólo aquellas muestras 

en las que no hubo crecimiento bacteriano fueron tomadas como cultivos algales 

axénicos. 
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6.3. Desarrollo del sistema de cultivo   
 

En la búsqueda del sistema de cultivo donde se llevaría a cabo la parte 

experimental del proyecto, se buscaron materiales económicamente accesibles y 

que al mismo tiempo pudieran ser adaptados como biorreactores para el cultivo de 

microorganismos fotosintéticos. 

 

Como primera opción, se eligieron frascos de vidrio VI-LAB® de 1600 ml de 

capacidad, con tapón de hule con orificios, a los que se colocaron difusores de roca 

volcánica para lograr una buena agitación y aireación, sin embargo, tuvieron que 

cambiarse por difusores metálicos ya que, tras varias pruebas, presentaban ruptura 

al momento de esterilizarse en autoclave por lo que este primer sistema tuvo que 

ser descartado. Como segunda opción, se eligieron frascos KIMAX® de 1 L, ya que 

son esterilizables; los difusores metálicos resultaron adecuados por su capacidad 

de ser autoclaveados. De esta manera fue posible conformar los sistemas de cultivo 

experimentales (figura 6).  
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Figura 6. Desarrollo del sistema de cultivo de microorganismos fotosintéticos. 
A) Primer diseño a partir de frascos VI-LAB® de 1600 ml de capacidad; a la 
derecha el frasco adaptado como fotobiorreactor con difusor metálico; B) 
Diseño final a partir de frascos KIMAX® de 1 L; a la derecha el frasco adaptado 
con difusor metálico y cultivo microalgal. 

 

De manera simultánea al desarrollo de los sistemas de cultivo, se realizó el 

desarrollo de los estantes para el crecimiento de los cultivos (figura 7), para lo cual 

se acondicionaron tres anaqueles tipo esqueleto con lámparas (ver sección de 

materiales y métodos para una descripción detallada), bombas de aire, mangueras 

y válvulas, así como conexiones eléctricas. Los estantes fueron cubiertos con telas 

negras y las lámparas de baja intensidad fueron programadas en un fotoperiodo de 

8 h de luz por 16 h de oscuridad debido a que las altas intensidades en la iluminación 

pueden causar estrés y riesgo de foto-inhibición, reduciendo finalmente la 

concentración de biomasa (Bermejo et al., 2021; Thepsuthammarat et al., 2024). 

Los estantes se colocaron en el área de laboratorio, y no se cuenta con ningún 
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sistema de regulación de temperatura, por lo que fue necesario colocar un 

termómetro de Six para monitorear los rangos de temperaturas durante los 

experimentos. 

 

  

 
Figura 7. Conformación del sistema de cultivo en estantes adaptados para el 
crecimiento de microorganismos de estudio. 
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6.4. Perfiles iniciales de crecimiento, consumo de nutrientes y porcentaje 
de lípidos  

 
Se cultivaron las especies de estudio en los FBRs, con sus respectivos medios 

de cultivo, para conocer el comportamiento del crecimiento, consumo de nitrógeno 

y fósforo, así como la producción de lípidos, inicialmente en cultivo autotrófico. 

 

Para C. vulgaris la concentración de biomasa alcanzó 342 mg/L a los 15 días de 

cultivo, sin embargo, el mayor contenido de lípidos se logró el día 12, con una 

concentración de 46 mg/L (figura 8). En el caso de N. oleoabundans la 

concentración de biomasa fue de 556 mg/L a los 15 días de cultivo, e igualmente 

que para C. vulgaris, el mayor contenido de lípidos se alcanzó el día 12, con una 

concentración de 326 mg/L (figura 9). N. muscorum tuvo una concentración de 

biomasa de 217 mg/L, con una concentración de 12 mg/L y 9 % de lípidos en el día 

8 (figura 10). 

 

Para el caso del consumo de N_NO3 en todos los casos se observó que la 

cantidad total que se tenía en cada medio de cultivo no se alcanzó a agotar, mientras 

que para el consumo de P_PO4 se tuvo un comportamiento similar en las 

microalgas, pero en el caso de la cianobacteria estuvo muy cerca de agotarse 

completamente para el final del experimento. 
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Figura 8. Perfiles de crecimiento, acumulación de lípidos y asimilación de 
nutrientes en medio Bold de C. vulgaris. (a) Curva de crecimiento; (b) 
Concentración de lípidos; (c) Consumo de N-NO3; (d) Consumo de P-PO4; y, 
(e) Porcentaje de lípidos. Las barras de error denotan la desviación estándar 
de tres experimentos independientes.  
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Figura 9. Perfiles de crecimiento, acumulación de lípidos y asimilación de 
nutrientes en medio Bold de N oleoabundans. (a) Curva de crecimiento; (b) 
Concentración de lípidos; (c) Consumo de N-NO3; (d) Consumo de P-PO4; y, 
(e) Porcentaje de lípidos. Las barras de error denotan la desviación estándar 
de tres experimentos independientes. 
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Figura 10. Perfiles de crecimiento, acumulación de lípidos y asimilación de 
nutrientes en medio Bold de N muscorum. (a) Curva de crecimiento; (b) 
Concentración de lípidos; (c) Consumo de N-NO3; (d) Consumo de P-PO4; y, 
(e) Porcentaje de lípidos. Las barras de error denotan la desviación estándar 
de tres experimentos independientes. 
 

Con estos primeros resultados de los cultivos autotróficos, fue posible 

establecer los tiempos de cultivo para los inóculos de la siguiente parte del 

proyecto: el cultivo mixotrófico. 
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6.5. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de C. 

vulgaris 
 

Se realizaron 20 corridas experimentales de acuerdo con el diseño central 

compuesto de la MSR; la matriz del diseño y los resultados obtenidos se muestran 

en el siguiente cuadro. 

 

Cuadro 8. Matriz del diseño central compuesto de la MSR con las respuestas 
observadas en el cultivo mixotrófico de C. vulgaris 
 

Corrida 

Factores  Respuestas observadas 

X1 X2 X3  Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

Acetato 

(g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

Tiempo 

(d) 

 CB 

(mg/L) 

CL 

(mg/L) 

PB 

(mg/L/d) 

PL 

(mg/L/d) 

L 

(%) 

1 7.5 2.5 6  981 309 164 51 31 

2 5 5 15  1093 134 73 9 12 

3 7.5 7.5 6  407 66 68 11 16 

4 2.5 2.5 12  593 116 49 10 20 

5 5 5 9  981 239 109 27 24 

6 5 0 9  1037 309 115 34 30 

7 5 5 9  907 164 101 18 18 

8 5 10 9  1500 360 167 40 24 

9 7.5 2.5 12  1241 346 103 29 28 

10 5 5 9  1148 238 128 26 21 

11 2.5 7.5 12  944 230 79 19 24 

12 5 5 3  204 85 68 28 42 

13 0 5 9  222 15 25 2 7 

14 5 5 9  1296 320 144 36 25 

15 2.5 7.5 6  1000 220 167 37 22 

16 5 5 9  1352 191 150 21 14 
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17 10 5 9  1056 252 117 28 24 

18 7.5 7.5 12  704 242 59 20 34 

19 5 5 9  1093 190 121 21 17 

20 2.5 2.5 6  759 212 127 35 28 
CB: Concentración de biomasa; CL: Concentración de lípidos; PB: Productividad de biomasa; PL: 

Productividad de lípidos; L: Porcentaje de lípidos 

 

 

6.5.1. Análisis de la regresión de superficie de respuesta para C. vulgaris 
 

Una vez que se obtuvieron los resultados anteriormente mostrados, se 

procedió a realizar la regresión de superficie de respuesta que se muestra en el 

cuadro 9.  
  

Cuadro 9. Resumen del ANOVA de la regresión de superficie de respuesta 
para C. vulgaris 

Fuente 

Respuestas 

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

F p F p F p F p F p 

Modelo 3.17 0.043 5.42 0.007 2.21 0.116 4.25 0.017 1.94 0.159 

Lineal 2.55 0.115 3.62 0.053 1.47 0.280 5.06 0.022 2.59 0.111 

X1 2.95 0.117 9.46 0.012 1.44 0.259 4.38 0.063 3.56 0.089 

X2 0.17 0.690 0.33 0.581 0.06 0.813 0.79 0.395 0.63 0.445 

X3 4.53 0.059 1.07 0.325 2.92 0.118 10.01 0.010 3.59 0.087 

Cuadrático 4.56 0.029 7.30 0.007 3.04 0.079 3.31 0.066 1.81 0.209 

X12 7.03 0.024 3.86 0.078 4.34 0.064 2.25 0.164 0.43 0.528 



72 
| 

X22 0.28 0.606 7.45 0.021 0.35 0.570 4.80 0.053 2.30 0.161 

X32 6.78 0.026 6.35 0.030 4.43 0.061 0.74 0.410 2.42 0.151 

Interacción 2.39 0.130 5.33 0.019 2.12 0.162 4.39 0.032 1.41 0.298 

X1 X2 5.90 0.036 9.50 0.012 5.10 0.047 7.79 0.019 0.15 0.703 

X1 X3 1.23 0.293 3.90 0.077 1.06 0.327 1.92 0.195 1.17 0.304 

X2 X3 0.04 0.837 2.59 0.138 0.19 0.675 3.47 0.092 2.89 0.120 

Falta de 
ajuste 

3.09 0.120 0.88 0.556 4.82 0.055 2.03 0.227 4.29 0.068 

R2 74.02 % 82.98 % 66.55 % 79.29 % 63.54 % 

R2 ajustada 50.64 % 67.66 % 36.45 % 60.65 % 30.72 % 

Y1: Concentración de biomasa; Y2: Concentración de lípidos; Y3: Productividad de biomasa; Y4: 

Productividad de lípidos; Y5: Porcentaje de lípidos 

 

Las ecuaciones de regresión para las respuestas con significancia estadística 

(p ≤ 0.05) obtenidas son: 

 

𝑌1 =  −1283 + 306𝑋1 + 116𝑋2 +  224𝑋3 − 20.98𝑋1
2 + 4.21𝑋2

2 − 14.31𝑋3
2 −

 34.1𝑋1𝑋2 + 13𝑋1𝑋3 + 2.5𝑋2𝑋3  

 

𝑌2 =  82 + 52𝑋1 − 39.7𝑋2 + 13.2𝑋3 − 3.37𝑋1
2 + 4.68𝑋2

2 − 3𝑋3
2 −  9.36𝑋1𝑋2 + 5𝑋1𝑋3

+ 4.08𝑋2𝑋3 

 

𝑌4 =  53.6 + 6.74𝑋1 − 5.98𝑋2 − 5.21𝑋3 − 0.363𝑋1
2 + 0.530𝑋2

2 − 0.145𝑋3
2 −  1.197𝑋1𝑋2

+ 0.496𝑋1𝑋3 + 0.666𝑋2𝑋3 
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Los signos positivos en el modelo significan efectos sinérgicos de los 

factores, mientras que los negativos indican efectos antagonistas. Los términos 

cuadráticos indican la curvatura de las gráficas, donde es posible maximizar la 

respuesta; estas ecuaciones de regresión muestran que la concentración de 

biomasa, y la concentración y productividad de lípidos de C. vulgaris está afectada 

positivamente por la concentración de glicerol. 

 

La figura 11 muestra la gráfica de la predicción en la CB, CL y PL del modelo 

desarrollado, contra los valores experimentales. Se visualiza la correlación entre el 

cultivo mixotrófico y la CB, CL y PL debido a que los valores predichos fueron 

cercanos a los valores observados. 
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Figura 11. Gráficas de línea ajustada para la regresión de la superficie de 
respuesta de C. vulgaris.  
 
 

6.5.2. Análisis de las superficies de respuesta para C. vulgaris 

 

Las superficies de respuesta se graficaron para investigar la interacción entre 

las variables y así determinar la condición óptima de cada factor para lograr una 

respuesta máxima. El efecto de la concentración de glicerol, acetato y el tiempo de 

cultivo sobre la concentración de biomasa y la cantidad y productividad de lípidos 

se presentan en las figuras 12 a 14.  
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Figura 12. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración de biomasa 
(CB) de C. vulgaris de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 9 d; (b) 
glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y tiempo a 
5 g/L de glicerol. 
 

En la figura 12, la presencia de curvatura en las superficies nos permite saber 

que las respuestas pueden ser maximizadas. Además, las gráficas de contorno 

muestran que la concentración de biomasa aumenta cuando la concentración de 

glicerol aumenta mientras la concentración de acetato y el tiempo se mantienen en 

los niveles centrales del modelo experimental.  
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Figura 13. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración de lípidos 
(CL) de C. vulgaris de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 9 d; (b) 
glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y tiempo a 
5 g/L de glicerol. 
 

En el caso de la CL, no se observa con claridad una superficie de respuesta 

con una tendencia de maximización, a excepción del inciso (a) donde se alcanza a 

apreciar que al aumentar la concentración de acetato y disminuir la de glicerol, se 

puede alcanzar alrededor de 400 mg/L. 
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Figura 14. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la productividad de lípidos 
(PL) de C. vulgaris de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 9 d; (b) 
glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y tiempo a 
5 g/L de glicerol. 
 
 

La figura 14(a) muestra que la PL aumenta cuando la concentración de 

glicerol es baja y la de acetato es alta. La relación entre la concentración de acetato 

y el tiempo se observa en la figura 14(c), a medida que aumentan ambos factores, 

la PL es mayor también. 
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6.5.3. Desarrollo de las condiciones óptimas del cultivo mixotrófico para C. 

vulgaris 
 

Para obtener las máximas respuestas, se llevó a cabo la optimización 

utilizando el software Minitab.  

 

La corrida de confirmación se estableció en 10 g/L de acetato, 0.743 g / L de 

glicerol y 12 días de tiempo de cultivo, de acuerdo con el diagrama de optimización, 

que predijo valores máximos de 1726 ± 469 mg/ L de CB, 532 ± 101 mg/L de CL y 

53.80 ± 14.30 mg/L/d de PL. Los datos experimentales para la corrida de 

confirmación se obtuvieron junto con un cultivo de control (cuadro 10). 

 

Cuadro 10. Validación del modelo de MSR de C.vulgaris. 

Respuestas Control* 
Condiciones 

óptimas** 

Concentración de biomasa (mg/L) 300.93 ± 44.65 1862.50 ± 81.97 

Productividad de lípidos (mg/L/d) 5.64 ± 0.77 45.18 ± 3.28 

Concentración de lípidos (mg/L) 73.08 ± 9.27  548.20 ± 40.04 

*Medio BBM y 12 días de tiempo de cultivo 
**Medio BBM adicionado con 10 g/L de acetato, 0.743 g/L de glicerol y 12 días de tiempo de cultivo 

Todos los valores representan la media ± desviación estándar con n = 3 

 

En el caso de CB y CL los resultados obtenidos superaron los valores de 

predicción del modelo, y además todas las respuestas superaron los resultados 

obtenidos en el cultivo control 6, 7 y 8 veces respectivamente. 
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6.6. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de N. 

oleoabundans  
 

Se realizaron 20 corridas experimentales de acuerdo con el diseño central 

compuesto de la MSR; la matriz del diseño y los resultados obtenidos se muestran 

a continuación. 

 

Cuadro 11. Matriz del diseño central compuesto de la MSR con las respuestas 
observadas en el cultivo mixotrófico de N. oleoabundans. 
 

Corrida 

Factores  Respuestas observadas 

X1 X2 X3  Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

Acetato 

(g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

Tiempo 

(d) 
 

CB 

(mg/L) 

CL 

(mg/L) 

PB 

(mg/L/d) 

PL 

(mg/L/d) 

L 

(%) 

1 10.0 5.0 9  13.89 2.64 1.5 0.29 19 

2 2.5 7.5 12  68.18 8.98 5.7 0.75 13 

3 2.5 2.5 6  77.78 4.33 13.0 0.72 6 

4 5.0 5.0 9  13.89 2.29 1.5 0.25 17 

5 5.0 5.0 9  13.89 1.60 1.5 0.18 12 

6 7.5 2.5 6  22.22 1.56 3.7 0.26 7 

7 5.0 5.0 9  13.89 1.25 1.5 0.14 9 

8 7.5 2.5 12  11.36 1.59 0.9 0.13 14 

9 5.0 5.0 9  13.89 0.21 1.5 0.02 2 

10 2.5 7.5 6  11.11 8.50 1.9 1.42 76 

11 7.5 7.5 6  33.33 2.39 5.6 0.40 7 

12 0.0 5.0 9  361.11 327.06 40.1 36.34 91 

13 5.0 0.0 9  13.89 2.99 1.5 0.33 22 

14 7.5 7.5 12  34.09 0.45 2.8 0.04 1 

15 5.0 5.0 15  27.78 2.99 1.9 0.20 11 

16 2.5 2.5 12  55.56 3.52 4.6 0.29 6 

17 5.0 5.0 9  13.89 0.56 1.5 0.06 4 
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18 5.0 5.0 9  13.89 4.03 1.5 0.45 29 

19 5.0 5.0 3  55.56 3.52 18.5 1.17 6 

20 5.0 10.0 9  13.89 4.03 1.5 0.45 29 
CB: Concentración de biomasa; CL: Concentración de lípidos; PB: Productividad de biomasa; PL: 

Productividad de lípidos; L: Porcentaje de lípidos 

 

6.6.1 Análisis de la regresión de superficie de respuesta para N. oleoabundans 
 

Con los datos de las corridas experimentales fue posible realizar la regresión 

para encontrar las respuestas estadísticamente significativas (cuadro 12). 

 

 Cuadro 12. Resumen del ANOVA de la regresión de superficie de respuesta 
para N. oleoabundans. 

 

Fuente 

Respuestas 

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

F p F p F p F p F p 

Modelo 3.95 0.022 2.40 0.094 3.62 0.029 2.41 0.094 4.94 0.010 

Lineal 5.43 0.018 2.95 0.085 5.40 0.018 2.98 0.083 5.97 0.013 

X1 16.27 0.002 8.84 0.014 13.06 0.005 8.92 0.014 14.95 0.003 

X2 0.01 0.921 0.00 0.961 0.07 0.803 0.00 0.956 2.08 0.180 

X3 0.02 0.881 0.00 0.989 3.08 0.110 0.02 0.890 0.89 0.367 

Cuadrático 6.13 0.012 4.26 0.035 5.09 0.022 4.24 0.036 4.96 0.023 

X12 17.03 0.002 11.04 0.008 13.25 0.005 11.06 0.008 12.78 0.005 

X22 0.05 0.824 0.08 0.786 0.08 0.787 0.08 0.785 0.84 0.382 
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X32 0.22 0.649 0.08 0.782 2.18 0.170 0.05 0.830 0.35 0.568 

Interacción 0.30 0.824 0.00 1.000 0.37 0.775 0.00 1.000 3.90 0.044 

X1 X2 0.39 0.548 0.00 0.951 0.62 0.448 0.00 0.951 5.26 0.045 

X1 X3 0.10 0.757 0.00 0.992 0.00 0.957 0.00 0.973 2.62 0.136 

X2 X3 0.41 0.535 0.00 0.997 0.49 0.501 0.00 0.979 3.82 0.079 

Falta 
de 
ajuste 

3.1e25  0.000 3319.18 0.000 3.89E+25 0.000 3309.0     
        4 

0.000 2.93 0.132 

R2 78.06 % 68.40 % 76.51 % 68.42 % 81.65 % 

R2 
ajustada 

58.32 % 39.96 % 55.37 % 40.00 % 65.14 % 

Y1: Concentración de biomasa; Y2: Concentración de lípidos; Y3: Productividad de biomasa; Y4: 

Productividad de lípidos; Y5: Porcentaje de lípidos 

 

El modelo resultó estadísticamente significativo (p ≤ 0.05) para la CB, PB y 

L; la respuesta está ampliamente influenciada por la concentración de acetato (X1). 

 

 

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la falta de ajuste resultó significativa para 

todas las variables excepto L, por lo que el modelo no se ajusta a los datos con 

exactitud.  
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Las ecuaciones de regresión para las respuestas con significancia estadística 

obtenidas son: 

 

 

 

𝑌1 =  394 − 88.0𝑋1 − 19.3𝑋2 − 13.8𝑋3 + 6.58𝑋1
2 − 0.36𝑋2

2 + 0.52𝑋3
2 +  1.76𝑋1𝑋2 −

0.75𝑋1𝑋3 + 1.52𝑋2𝑋3  

 

𝑌3 =  69.2 − 10.64𝑋1 − 2.82𝑋2 − 5.48𝑋3 + 0.717𝑋1
2 − 0.055𝑋2

2 + 0.202𝑋3
2

+ 0.276𝑋1𝑋2 − 0.016𝑋1𝑋3 + 0.203𝑋2𝑋3 

 

𝑌5 =  17.1 − 21.79𝑋1 + 18.51𝑋2 + 3.28𝑋3 + 1.588𝑋1
2 + 0.406𝑋2

2 − 0.182𝑋3
2

−  1.805𝑋1𝑋2 + 1.062𝑋1𝑋3 − 1.282𝑋2𝑋3 

 

 

La figura 15 muestra la gráfica de la predicción en la CB, CL y PL del modelo 

desarrollado, contra los valores experimentales. Se visualiza la correlación entre el 

cultivo mixotrófico y la CB, CL y PL debido a que los valores predichos fueron 

cercanos a los valores observados. 
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Figura 15. Gráficas de línea ajustada para la regresión de la superficie de 
respuesta de N. oleoabundans. 

 
 

6.6.2. Análisis de las superficies de respuesta para N. oleoabundans 

 

La figura 16 muestra las superficies de respuesta y sus correspondientes 

gráficas de contornos de las variables con significancia estadística para el modelo.  
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Figura 16. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración de biomasa 
(CB) de N. oleoabundans de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 9 
d; (b) glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y 
tiempo a 5 g/L de glicerol. 
  

 La interacción entre la concentración de glicerol y acetato es antagonista, 

como se puede observar en la superficie de respuesta (figura 16a), ya que sólo 

cuando la concentración de acetato está muy próxima a cero se puede apreciar el 

valor más alto de CB.  

 

 La figura 16(b) muestra que no hay aumento en la CB en la interacción del 

glicerol y el tiempo debido a que estos se encuentran en el nivel medio de la 

concentración de acetato, es decir a 5 g/L, y como se mencionó anteriormente, el 

acetato es el factor que más influye sobre la CB, aunque en forma inversa, por ello 

las superficies muestran la forma de valle en lugar de colina. La figura 16(c) lo vuelve 
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a comprobar ya que se observa que, a altas concentraciones del acetato, la CB 

disminuye e incluso llega a ser cero, lo cual implica que podría haber muerte de N. 

oleoabundans.  

 

 Este mismo comportamiento se observa en las superficies de respuesta para 

PB (figura 17).  

 

 
Figura 17. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración 
productividad de biomasa (PB) de N. oleoabundans de: (a) glicerol y acetato 
de sodio en un tiempo de 9 d; (b) glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, 
y (c) acetato de sodio y tiempo a 5 g/L de glicerol. 
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Figura 18. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre el porcentaje de lípidos (L) 
de N. oleoabundans de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 9 d; (b) 
glicerol y tiempo a 5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y tiempo a 
5 g/L de glicerol. 
 

La figura 18 vuelve a mostrar que el aumento de L se encuentra en los niveles 

más bajos de la concentración de acetato aunado a los niveles más altos de glicerol, 

sin embargo, en la interacción con respecto al tiempo, L se mantiene prácticamente 

igual desde el inicio del experimento hasta el final de este. 
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6.6.3. Desarrollo de las condiciones óptimas del cultivo mixotrófico para N. 

oleoabundans 

 

Para identificar la combinación de acetato, glicerol y tiempo que podría 

aportar valores máximos para todas las respuestas estadísticamente significativas, 

se realizó un análisis de optimización de la respuesta. 

 

  La corrida de confirmación se estableció en 7 g/L de glicerol y 3 días de 

tiempo de cultivo, sin adición de acetato de sodio, de acuerdo con el diagrama de 

optimización, que predijo valores máximos de 236 ± 102 mg / L de CB, 36.40 ± 12.70 

mg/L/d de PB, y 82.60 ± 20 % de L. Los datos experimentales para la corrida de 

confirmación se obtuvieron junto con un cultivo de control (cuadro 13).  

 

Cuadro 13. Validación del modelo de MSR de N. oleoabundans. 

Respuestas Control* 
Condiciones 

óptimas** 

Concentración de biomasa (mg/L) 144.44 ± 9.62 366.67 ± 76.38 

Productividad de biomasa (mg/L/d) 31.48 ± 3.21 105.56 ± 25.46 

Lípidos (%) 40.23 ± 3.36 80.10 ± 1.77 

*Medio BBM y 3 días de tiempo de cultivo 
**Medio BBM adicionado con 7 g/L de glicerol y 3 días de tiempo de cultivo 

Todos los valores representan la media ± desviación estándar con n = 3 

 

La CB y PB superaron los valores predichos mientras que para L el resultado 

fue muy cercano al valor de la predicción; asimismo, se observó un aumento de 

entre 2 a 3 veces los resultados de los cultivos en las condiciones óptimas 

comparados con los cultivos control. 
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6.7. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de N. 

muscorum 
 

En el caso de N. muscorum se realizó un diseño Box-Behnken de la MSR, ya 

que en este tipo de diseño se siguen manteniendo los tres factores, pero se tienen 

menos puntos de diseño con lo que se reducen los costos al realizar los 

experimentos. Esto fue debido a que el procesamiento de las muestras de N. 

muscorum no pudo hacerse por centrifugación debido a la flotación de las células, 

sino que fue necesario comprar filtros especiales para aplicar filtración. Además, se 

acortó el periodo de tiempo del experimento ya que las cianobacterias crecen más 

rápido que las algas (Majhi, 2024). 

 

Se realizaron 15 corridas experimentales de acuerdo al Box-Behnken de la MSR; 

la matriz del diseño y los resultados obtenidos se muestran a continuación. 

 

Cuadro 14. Matriz del diseño Box-Behnken de la MSR con las respuestas 
observadas en el cultivo mixotrófico de N. muscorum. 

 

Corrida 

Factores  Respuestas observadas 

X1 X2 X3  Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

Acetato 

(g/L) 

Glicerol 

(g/L) 

Tiempo 

(d) 
 

CB 

(mg/L) 

CL 

(mg/L) 

PB 

(mg/L/d) 

PL 

(mg/L/d) 

L 

(%) 

1 0.0 2.5 2  90 5 15 1.3 5.0 

2 2.5 2.5 6  320 16 43 2.4 5.0 

3 0.0 0.0 6  150 8 15 0.9 5.0 

4 2.5 0.0 10  340 14 28 1.2 4.0 

5 5.0 2.5 2  118 2 29 0.3 2.0 

6 5.0 0.0 6  200 12 23 1.7 6.0 

7 2.5 2.5 6  470 14 68 2.0 3.0 

8 2.5 0.0 2  65 4 2 1.0 6.0 
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9 0.0 2.5 10  760 20 70 1.8 2.6 

10 2.5 5.0 2  75 5 7 1.3 6.0 

11 5.0 5.0 6  150 5 15 0.4 3.0 

12 2.5 5.0 10  450 9 39 0.7 2.0 

13 0.0 5.0 6  130 17 12 2.5 13.0 

14 5.0 2.5 10  640 13 58 1.1 2.0 

15 2.5 2.5 6  440 21 63 3.2 4.8 
CB: Concentración de biomasa; CL: Concentración de lípidos; PB: Productividad de 

biomasa; PL: Productividad de lípidos; L: Porcentaje de lípidos 
 

 

 

6.7.1 Análisis de la regresión de superficie de respuesta para N. muscorum. 

 

Con los datos anteriormente presentados fue posible realizar la regresión 

para encontrar las respuestas estadísticamente significativas (cuadro 15). 

 

Cuadro 15. Resumen del ANOVA de la regresión de superficie de respuesta 
para N. muscorum. 

 

Fuente 

Respuestas 

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

F p F p F p F p F p 

Modelo 5.93 0.032 5.67 0.035 7.05 0.022 4.19 0.065 3.74 0.08

0 

Lineal 12.39 0.009 8.43 0.021 7.80 0.025 2.07 0.224 3.59 0.101 

X1 0.01 0.945 3.93 0.104 0.21 0.664 5.77 0.061 7.18 0.044 

X2 0.03 0.875 0.06 0.819 0.02 0.889 0.01 0.908 0.41 0.552 



90 
| 

X3 37.13 0.002 21.31 0.006 23.17 0.005 0.41 0.551 3.19 0.134 

Cuadrático 5.16 0.055 5.58 0.047 12.78 0.009 7.01 0.031 3.67 0.098 

X12 0.56 0.489 2.11 0.206 2.83 0.153 4.87 0.078 0.26 0.631 

X22 14.39 0.013 7.87 0.038 36.47 0.002 6.02 0.058 5.57 0.065 

X32 0.36 0.573 8.99 0.030 1.34 0.300 13.08 0.015 4.37 0.091 

Interacción 0.24 0.866 2.98 0.135 0.56 0.664 3.49 0.106 3.94 0.087 

X1 X2 0.02 0.894 7.56 0.040 0.06 0.821 9.60 0.027 10.95 0.021 

X1 X3 0.48 0.520 0.68 0.448 1.54 0.270 0.16 0.703 0.52 0.503 

X2 X3 0.22 0.660 0.72 0.436 0.08 0.786 0.70 0.441 0.36 0.574 

Falta de 
ajuste 

2.36 0.312 0.57 0.686 0.38 0.782 0.51 0.715 3.13 0.252 

R2 91.43% 91.07% 92.69% 88.28% 87.05% 

R2 

ajustada 
76.01% 75.00% 79.54% 67.19% 63.75% 

Y1: Concentración de biomasa; Y2: Concentración de lípidos; Y3: Productividad 

de biomasa; Y4: Productividad de lípidos; Y5: Porcentaje de lípidos 

 

El análisis de regresión de los resultados experimentales indicó que el modelo 

es estadísticamente significativo (p < 0.05) para las variables de respuesta CB, CL 

Y PL; la CB se ve mayormente influenciada por la concentración de acetato de sodio 

y el tiempo, la CL se ve influenciada por la adición de acetato de sodio, mientras 

que la PL se ve afectada por el tiempo y la interacción entre el glicerol y el acetato 

de sodio.   
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En el caso de N. muscorum, se realizó la reducción del modelo para Y1, Y2 e Y3, 

por el método de eliminación hacia atrás, con el fin de aumentar la precisión de las 

predicciones; en el siguiente cuadro se muestra el resumen del ANOVA después de 

la reducción. 

 

Cuadro 16. Resumen del ANOVA de la regresión de superficie de respuesta 
con los modelos reducidos, para N. muscorum. 

 

 

Respuestas 

Fuente Y1 Y2 Y3  

  F p F p F p   

 Modelo  12.27 0.001 7.45 0.006 12.32 0.001   

 Lineal  17.33 0.001 7.94 0.009 9.34 0.005   

 X1  0.01 0.934 3.70 0.091 0.25 0.627   

 X2  0.04 0.850 0.05 0.821 0.03 0.877   

 X3  51.95 0.000 20.06 0.002 27.75 0.001   

 Cuadrático  7.21 0.012 6.89 0.018 15.30 0.001   

 X12  0.78 0.403 NS NS 3.39 0.103   

 X22  20.13 0.002 6.87 0.031 43.68 0.000   

 X32  0.51 0.496 7.89 0.023 1.60 0.242   

 Interacción  NS NS 7.11 0.028 NS NS   

 X1 X2  NS NS 7.11 0.028 NS NS   

 X1 X3  NS NS NS NS NS NS   
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 X2 X3  NS NS NS NS NS NS   

 
Falta de 

ajuste 
 1.39 0.474 0.72 0.680 0.36 0.857   

 R2 90.20% 84.82% 90.24%  

 R2 ajustada 82.85% 73.44% 82.91%  

Y1: Concentración de biomasa; Y2: Concentración de lípidos; Y3: Productividad 

de biomasa; NS: No significativo 

 

 

La ecuación de regresión que describe el modelo para la concentración de 

biomasa es la siguiente: 

 

Y1 =-116 + 32.1X1 + 171.3X2 + 32.4X3 – 6.64X1X1 – 33.76 X2X2 + 2.09X3 X3 

 

 

La ecuación de regresión que describe el modelo para la concentración de 

lípidos es: 

 

Y2 =-8.43 + 0.828X1 + 5.03X2 + 4.72X3 – 0.689X2X2 – 0.289X3 X3 – 0.676X1X2 

 

 

La ecuación de regresión que describe el modelo para la productividad de 

biomasa es la siguiente: 

 

Y3 =-27.1 + 8.02X1 + 26.55X2 + 9.18X3 – 1.467X1X1 – 5.267X2X2 – 0.394X3 X3 

 

La figura 19 muestra la gráfica de la predicción en la CB, CL y PB del modelo 

desarrollado, contra los valores experimentales. Se visualiza la correlación entre el 
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cultivo mixotrófico y la CB, CL y PB debido a que los valores predichos fueron 

cercanos a los valores observados. 

 

 

Figura 19. Gráficas de línea ajustada para la regresión de la superficie de 
respuesta de N. muscorum. 
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6.7.2. Análisis de las superficies de respuesta para N. muscorum 

 

Los efectos interactivos de los factores se pueden observar en las gráficas 

mostradas en la figura 20.  Las gráficas de superficie de respuesta y de contornos 

muestran que hay un incremento de la concentración de biomasa a medida que 

aumenta el tiempo de cultivo, y que con respecto a la combinación de las fuentes 

de carbono (acetato de sodio y glicerol), la localización del punto óptimo se 

encuentra en los niveles centrales. 

 

 
Figura 20. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración de biomasa 
(CB) de N. muscorum de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 6 d; 
(b) glicerol y tiempo a 2.5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y 
tiempo a 2.5 g/L de glicerol. 
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La CL tiende a aumentar en los niveles altos de glicerol y bajos de acetato 

(figura 21a); la interacción del glicerol con el tiempo en la figura 21(b) también 

muestra incremento de la CL del sexto al décimo día de cultivo, y la superficie de 

respuesta se aprecia tipo colina, con un punto donde hay máxima producción en los 

niveles medios de glicerol, a diferencia de la interacción con el acetato, donde la 

máxima CL se aprecia en los niveles bajos (figura 21c). 

 

 

 
 

Figura 21. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la concentración de lípidos 
(CL) de N. muscorum de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 6 d; 
(b) glicerol y tiempo a 2.5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y 
tiempo a 2.5 g/L de glicerol. 
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La PB está directamente relacionada con la CB, por lo que el comportamiento 

de las superficies de respuesta es el mismo que el descrito para CB (figura 22). 

 

 
 

Figura 22. Superficies de respuesta y sus correspondientes gráficas de 
contorno a la derecha. Efectos interactivos sobre la productividad de biomasa 
(PB) de N. muscorum de: (a) glicerol y acetato de sodio en un tiempo de 6 d; 
(b) glicerol y tiempo a 2.5 g/L de acetato de sodio, y (c) acetato de sodio y 
tiempo a 2.5 g/L de glicerol. 
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6.7.3. Desarrollo de las condiciones óptimas del cultivo mixotrófico para N. 

muscorum 

 

Se realizó un análisis de optimización de la respuesta para las respuestas 

estadísticamente significativas. 

 

 La corrida de confirmación se estableció en 0.78 g/L de acetato de sodio, 2.78 g/L 

de glicerol y 10 días de tiempo de cultivo, de acuerdo con el diagrama de 

optimización, que predijo los valores máximos 682.90 ± 75.50 mg/L de CB, 68.56 ± 

7.40 mg/L/d de PB, y 18.60 ± 2.17 mg/L de CL. Los datos experimentales para la 

corrida de confirmación se obtuvieron junto con un cultivo de control (cuadro 17). 

  

Cuadro 17. Validación del modelo de MSR de N. muscorum. 

Respuestas Control* 
Condiciones 

óptimas** 

Concentración de biomasa (mg/L) 216.67 ± 28.87  588.89 ± 13.88  

Concentración de lípidos (mg/L) 15.14 ± 1.53  48.53 ± 7.55  

Productividad de biomasa (mg/L/d) 15.57 ± 2.89  52.79 ± 1.39  

*Medio BG-11 y 10 días de tiempo de cultivo 
**Medio BG-11 adicionado con 0.78 g/L de acetato, 2.78 g/L de glicerol y 10 días de tiempo de 

cultivo 

Todos los valores representan la media ± desviación estándar con n = 3 

 

En esta especie, los resultados obtenidos en las condiciones óptimas para 

CB y PB resultaron menores al valor de predicción, pero la CL arrojó resultados de 

más del doble; con respecto a los cultivos control, en todas las respuestas 

analizadas, con el cultivo mixotrófico se lograron mejores resultados. 
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6.8. Obtención de biodiésel a través de transesterificación in situ y 
análisis de la composición de ácidos grasos presentes 

 
La biomasa seca obtenida de la validación de las condiciones de optimización 

fue sometida a transesterificación in situ, en condiciones ácidas, de acuerdo con el 

protocolo descrito por Richmond (2013) sin adición de estándar interno para el 

análisis de composición de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMEs). Los FAMEs 

fueron disueltos en hexano para ser analizados por cromatografía de gases-

espectrometría de masas (GC-MS). La identificación y el contenido de FAMEs se 

llevó a cabo por comparación de los tiempos de retención y cuantificación de iones 

con los correspondientes al estándar (Supelco™ 37 component FAME mix, Sigma 

Aldrich Co.). Los componentes del estándar se muestran en el siguiente cuadro: 

 

Cuadro 18. Componentes en el estándar para la identificación y 
cuantificación de FAMEs 
 
FAME  Abreviatura Registro CAS 

EM del ácido caproico C6:0 106707 

EM del ácido caprílico C8:0 111115 

EM del ácido cáprico C10:0 110429 

EM del ácido undecanoico C11:0 1731868 

EM del ácido láurico C12:0 111820 

EM del ácido tridecanoico C13:0 1731880 

EM del ácido mirístico C14:0 124107 

EM del ácido miristoleico C14:1n5 56219068 

EM del ácido pentadecílico C15:0 7132641 
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EM del ácido palmítico C16:0 112390 

EM del ácido palmitoleico C16:1n7 1120258 

EM del ácido margárico C17:0 1731926 

EM del ácido cis-10-heptadecanoico C17:1n7 75190828 

EM del ácido esteárico C18:0 112618 

EM del ácido elaídico C18:1n9t 1937628 

EM del ácido oléico C18:1n9c 112629 

EM del ácido linolelaídico C18:2n6t 2566974 

EM del ácido α-linoléico C18:2n6c 112630 

EM del ácido linolénico C18:3n3 301008 

EM del ácido γ-linolénico C18:3n6 16326322 

EM del ácido araquídico C20:0 1120281 

EM del ácido 11-cis eicosadienoico C20:1n9 2390092 

EM del ácido cis-11,14-eicosadienoico C20:2n6 2463027 

EM del ácido cis-11,14,17-eicosatrienoico C20:3n3 55682887 

EM del ácido 8,11,14-cis eicosatrienoico C20:3n6 21061109 

EM del ácido araquidónico C20:4n6 2566894 

EM del ácido cis 5,8,11,14,17 cis 

eicosapentaenoico (EPA) 

C20:5n3 2734476 

EM del ácido heneicosanoico C21:0 6064900 

EM del ácido behénico C22:0 929771 
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EM del ácido erúcico C22:1n9 1120349 

EM del ácido cis-13,16-docosadienoico C22:2n6 61012473 

EM del ácido cis 4,7,10,13,16,19 

docosahexanoico (DHA) 

C22:6n3 2566907 

EM del ácido tricosanoico C23:0 2433978 

EM del ácido lignocérico C24:0 2442491 

EM del ácido nervónico C24:1n9 2733882 

FAME: Éster metílico de ácido graso 
EM: Éster metílico 

 

La composición del biodiésel obtenido por transesterificación in situ, en esta 

Fase I del proyecto se muestra en el cuadro 19. Se observa que la composición es 

diferente no sólo entre las especies de estudio, sino, para cada especie, 

dependiendo del medio de cultivo en el cual crecieron. 

 

Cuadro 19. Identificación y cuantificación de FAMEs obtenidos por 
transesterificación in situ. 
 

 FAMEs (mg/gBS) 
 C. vulgaris  N. oleoabundans  N. muscorum 

FAMEs Controla 
Medio 

optimizadob  Controlc 
Medio 

optimizadod  Controle 
Medio 

optimizadof 

C10:0 ND ND  ND ND  0.17 0.05 
C11:0 ND ND  ND ND  0.03 ND 
C12:0 ND ND  ND ND 

 ND 0.10 
C14:0 ND ND  ND ND  0.57 0.40 
C15:0 0.48 0.28  1.50 0.68  0.25 0.14 
C16:0 2.35 7.62  7.88 1.81  ND ND 
C17:0 ND 0.51  3.75 ND 

 0.46 0.24 
C17:1n7 ND 0.51  ND ND  1.03 0.91 
C18:0 1.91 3.83  5.38 2.19  1.64 1.54 
C18:1n9t 1.48 0.62  3.75 2.19  9.67 ND 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=2566-90-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=es&region=MX&focus=product
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C18:1n9c 2.83 12.31  7.25 2.28  0.06 ND 
C18:2n6c 6.42 2.22  ND ND  18.65 21.06 
C18:3n3 3.61 4.11  10.88 ND 

 8.56 14.65 
C20:0 ND 0.90  ND ND 

 0.08 ND 
C13:0 ND ND  ND ND  0.04 0.00 
C20:1n9 ND 1.01  7.00 ND  ND ND 

C20:2n6 ND ND  ND ND 
 0.10 0.20 

C20:3n6 ND 1.69  ND ND 
 ND ND 

C20:4n6 3.53 1.36  10.88 ND  0.00 0.80 
C20:3n3 ND ND  ND ND  0.10 0.25 
C22:0 ND ND  ND ND 

 0.02 0.08 
C22:1n9 ND 1.27  ND ND 

 0.04 ND 
C20:5n3 ND 1.36  ND ND  0.01 ND 
C24:0 ND ND  ND ND  ND 0.41 
C24:1n9 4.47 1.59  12.50 7.00  0.01 0.20 
C22:6n3 ND 0.56  ND ND  0.00 ND 
BS: Biomasa seca. ND: No detectado 

a: Medio BBM, 12 días de cultivo 

b: Medio BBM adicionado con 10 g/L de acetato de sodio y 0.74 g/L de glicerol, 12 días de cultivo. 

c: Medio BBM, 3 días de cultivo 

d: Medio BBM adicionado con 7 g/L de glicerol, 3 días de tiempo de cultivo 

e: Medio BG-11, 10 días de cultivo 

f: Medio BG-11 adicionado con 0.78 g/L de acetato, 2.78 g/L de glicerol, 10 días de tiempo de cultivo. 

Los datos representan la media de tres experimentos independientes. La desviación estándar mínima 

fue de 0.04 y la máxima de 5.74. 

 

 

Los resultados de los principales componentes del biodiésel para los 

tratamientos de cada especie se presentan como porcentajes del total de ácidos 

grasos (figura 23). 
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Figura 23. Distribución porcentual de ácidos grasos en el biodiésel obtenido 
por transesterificación in situ de: a) C. vulgaris; b) N. oleoabundans; y, c) N. 
muscorum, cultivadas en sus respectivos medios control (izquierda) y en 
medios optimizados (derecha). Se muestran en las leyendas los resultados de 
los tres mayores constituyentes de cada tratamiento. Los datos son la media 
de tres experimentos independientes. 
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En la figura 23(a) se puede apreciar que para C. vulgaris dentro de los 

componentes principales está el ácido α-linolénico (C18:3n3), tanto para el 

tratamiento control como el del cultivo mixotrófico, y corresponde a un rendimiento 

de 3.61 y 4.11 mg/g de biomasa seca. En el cultivo control, otros componentes 

presentes en cantidad importante son el ácido linoléico (C18:2n6c) y el ácido 

nervónico (C24:1n9), con rendimientos de 6.42 y 4.47 mg/g de biomasa seca. Para 

el cultivo mixotrófico, se encontraron el ácido oléico (C18:1n9c) y el ácido palmítico 

(C16:0), con 12.31 y 7.62 mg/g de biomasa seca, respectivamente. 

 
En la figura 23(b), para N. oleoabundans, el componente mayoritario es el 

mismo en ambos tratamientos, el ácido nervónico (C24:1n9); aunque en la 

proporción dentro del tratamiento control alcanza 17.76 % mientras que para el 

optimizado un 43.13 %, la cantidad obtenida es mayor, con un 12.50 mg/g en tanto 

que para el optimizado se obtuvieron 7 mg/g.   

 
Para N. muscorum, se observa una clara predominancia en la composición 

con el ácido linoleico (C18:2n:6c) y el α-linolénico (C18:3n3), lo que se puede 

apreciar en la figura 23(c). En el cultivo control, se logró un 45 % (18.65 mg/g) y un 

21% (8.56 mg/g), respectivamente. Para el cultivo mixotrófico, el porcentaje es un 

poco mayor, 51 % (21.06 mg/g) y 36 % (14.65 mg/g), respectivamente. 

 

6.9. Producción de lípidos inducida por condiciones de estrés en los 
cultivos optimizados  

 
Una vez validadas las condiciones óptimas de cultivo mixotrófico para cada 

especie, se procedió a realizar los experimentos para ver el efecto del estrés por 

deficiencia de nitrógeno y por aumento en la salinidad, bajo cuatro tratamientos 

distintos y el medio optimizado que sirvió como control, por cinco días posteriores 

al cultivo mixotrófico optimizado.  
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A los datos de la producción de lípidos se les realizó un ANOVA de dos vías, 

teniendo como factores la especie y el tratamiento; los resultados mostraron que 

existe diferencia estadística significativa (P ≤ 0.05) tanto en la especie y el 

tratamiento, como en la interacción entre ambos sobre el porcentaje de lípidos 

(cuadro 20). 

 

Cuadro 20. ANOVA del porcentaje de lípidos de C. vulgaris, N. oleoabundans 
y N. muscorum cultivadas en sus medios optimizados y sometidas a 
condiciones de estrés. 
 

Fuente de 
variación 

% de la 
variación 

total P 
Resumen 

P ¿Significativo?  
    Interacción 26.12 <0.0001 **** Sí  
    Especie 42.43 <0.0001 **** Sí  
    Tratamiento 23.61 <0.0001 **** Sí  

      

ANOVA 
Suma de 

cuadrados 
Grados de 

libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados F  P 
    Interacción 1133 8 141.7 6.799 P<0.0001 
    Especie 1841 2 920.4 44.18 P<0.0001 
    Tratamiento 1024 4 256.0 12.29 P<0.0001 
    Residual 520.8 25 20.83   
 

 

Se realizó una prueba de Dunett para identificar las diferencias significativas 

entre el control y los tratamientos de los cultivos en condiciones de estrés (figura 

24). 
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Figura 24. Distribución porcentual de lípidos de C. vulgaris, N. oleoabundans 
y N. muscorum en cultivo mixotrófico optimizado y sometidas a condiciones 
de estrés. Las diferencias estadísticamente significativas (*) corresponden a 
la comparación entre especies y entre los tratamientos con respecto al 
control. Se muestran resultados de tres experimentos independientes. Las 
barras corresponden a una desviación estándar.    
 

Solamente para N. muscorum hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos probados al interior de la especie; el tratamiento 

con nitrógeno deficiente produjo mayor cantidad de lípidos con respecto al control. 

 

  Con respecto a las comparaciones entre especies, tanto el tratamiento 

control como el de nitrógeno deficiente tuvieron diferencia estadísticamente 

significativa a diferencia del nitrógeno limitante, ya que en todas las especies se 

observó que no hubo diferencia significativa. En cuanto a los tratamientos con estrés 

por salinidad se observó que sólo hay diferencia entre C. vulgaris y N. 

oleoabundans. 
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6.10. Efecto de las condiciones de estrés en la composición de los ácidos 
grasos 

 
 La biomasa cosechada después de los tratamientos en condiciones de 

estrés, se sometió a transesterificación in situ y ex situ, y se realizó la identificación 

y cuantificación de los componentes del biodiésel. 

 

El cuadro 21 presenta la cantidad de ácidos grasos con respecto a la biomasa 

seca de C. vulgaris, mientras que en la figura 25, se observan en términos de 

porcentaje del total de ácidos grasos en cada condición. Se puede observar que 

para C. vulgaris, el biodiésel obtenido por transesterificación in situ muestra 

diferente composición con respecto al obtenido por transesterificación ex situ. En el 

caso de la primera, el componente mayoritario en todos los tratamientos fue   el 

ácido elaídico (C18:1n9t) con porcentajes entre el 23 y el 26 %, excepto en el de 

cultivo con nitrógeno limitante, en el que fue el ácido palmítico (C16:0) con 25 %.   

En la transesterificación ex situ, los tres principales componentes son los mismos 

en todos los tratamientos: el ácido palmítico, el ácido estéarico (C18:0) y el ácido α-

linolénico (C18:3n3); este último se encuentra en mayor porcentaje, del 37 al 55 % 

en todos los tratamientos, excepto en el de salinidad baja, en el que el mayor 

porcentaje lo tiene el ácido palmítico con 36 %. 

 

Otra observación importante es que el ácido palmítico se encuentra dentro 

de los tres mayores constituyentes en todos los tratamientos para C. vulgaris, 

independientemente del método de transesterificación aplicado. 
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Cuadro 21. Identificación y cuantificación de FAMEs de C. vulgaris bajo condiciones de estrés. 
 
 
 FAMEs (mg/gBS) 

 
Medio  

optimizado 
 

Nitrógeno 

 deficiente 
 

Nitrógeno 

 limitante 
 

Salinidad 

 baja 
 

Salinidad  

alta 

FAMEs 
T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 

C15:0 0.42  0.38  0.51  0.46  0.51  0.38  0.47  0.32  0.41  0.28 

C16:0 11.60  7.86  13.58  8.01  11.99  7.97  11.52  6.59  11.17  7.46 

C16:1n7 ND  0.58  ND  0.61  ND  0.50  ND  0.46  ND  0.51 

C17:0 0.57  0.33  0.60  0.44  0.59  0.29  0.53  0.28  0.51  0.29 

C17:1n7 0.52  ND  0.50  ND  0.53  ND  0.45  ND  0.44  ND 

C18:0 6.14  3.99  6.69  3.77  6.14  4.08  5.84  3.03  5.67  3.62 

C18:1n9t 20.64  0.23  16.69  0.34  0.81  0.19  16.83  0.21  15.46  0.20 

C18:1n9c 8.60  0.23  15.12  0.31  10.77  0.18  15.18  0.19  6.66  0.19 

C18:2n6c ND  ND  1.87  ND  2.14  ND  1.81  ND  1.79  ND 

C18:3n6 ND  0.30  ND  ND  ND  0.22  1.13  0.22  1.08  0.21 

C18:3n3 13.21  19.85  6.45  10.32  5.82  10.87  3.40  4.36  5.20  9.17 

C20:0 0.83  ND  0.77  0.72  0.88  0.20  0.73  ND  0.717  ND 

C13:0 ND  0.02  0.02  ND  ND  0.03  ND  0.02  ND  0.03 

C20:1n9 0.99  ND  0.97  ND  0.97  ND  0.91  ND  0.97  ND 
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C20:2n6 ND  0.39  1.11  ND  ND  ND  1.06  0.75  1.10  0.37 

C21:0 ND  ND  1.21  ND  ND  ND  ND  ND  1.20  ND 

C20:3n6 ND  ND  ND  0.40  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C20:4n6 1.26  0.37  1.17  0.53  1.33  0.31  1.09  0.30  1.10  0.29 

C20:3n3 1.36  0.33  ND  ND  1.28  0.26  1.12  0.25  1.10  0.25 

C22:0 1.16  ND  1.00  ND  1.22  ND  1.00  ND  1.00  ND 

C22:1n9 ND  ND  1.00  0.25  ND  ND  1.04  ND  0.99  ND 

C20:5n3 1.29  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C22:2n6 1.50  ND  0.00  ND  ND  ND  1.26  ND  1.24  0.43 

C23:0 6.20  0.04  ND  ND  ND  0.06  ND  0.04  ND  0.04 

C24:0 1.19  0.07  ND  0.08  1.22  0.08  ND  0.06  ND  0.08 

C24:1n9 1.43  0.34  1.30  0.55  1.42  0.45  1.28  0.44  1.20  0.41 

C22:6n3 ND   0.91   1.02   ND   ND   0.91   1.12   0.94   1.26   0.90 

BS: biomasa seca 

T.: transesterificación 

ND: No detectado 

Se presenta la media de tres experimentos independientes. La desviación estándar se encuentra entre 0.00 y 5.71. 
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Figura 25.  Distribución porcentual de los FAMEs componentes del biodiésel de C. vulgaris obtenido por: 
(a) transesterificación in situ, y, (b) transesterificación ex situ.  De izquierda a derecha en: medio optimizado, 
nitrógeno deficiente, nitrógeno limitante, salinidad baja y, salinidad alta.
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Para N. oleoabundans, la composición del biodiésel se observa variada 

(figura 26); en la transesterificación in situ, los componentes mayoritarios 

comprenden ácidos grasos desde 18 hasta 24 carbonos, mientras que para la 

transesterificación ex situ, comprenden de 16 a 18 carbonos (cuadro 22). 

 

En el biodiésel obtenido por transesterificación in situ, el ácido nervónico 

(C24:1n9) está presente en todos los tratamientos, y para el cultivo con nitrógeno 

deficiente, salinidad baja y salinidad alta, se muestra con el mayor porcentaje, entre 

el 19 y el 28 %, con un rendimiento máximo de 73.97 mg/g en el tratamiento con 

salinidad baja.  

 

Por otra parte, en la transesterificación ex situ, el componente mayoritario es 

el ácido elaídico (C18:1n9t) con porcentajes entre el 20 y 30 %, excepto para el 

tratamiento con nitrógeno limitante que tiene como componente mayoritario al ácido 

palmítico con 26 %. Cabe mencionar que este último se encuentra dentro de los tres 

componentes mayoritarios en todos los tratamientos por transesterificación ex situ. 
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Cuadro 22. Identificación y cuantificación de FAMEs de N.oleoabundans bajo condiciones de estrés. 
 
 
 FAMEs (mg/gBS) 

 
Medio 

 optimizado 
 

Nitrógeno 

 deficiente 
 

Nitrógeno  

limitante 
 

Salinidad 

 baja 
 

Salinidad 

 alta 

FAMEs 
T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
  

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
  

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
  

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
  

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 

C15:0 ND  0.51  ND  0.47  ND  0.34  ND  0.54  0.89  ND 

C16:0 1.58  13.89  2.39  11.74  2.50  12.23  3.53  11.73  ND  24.28 

C17:0 ND  0.68  ND  0.52  ND  0.59  ND  0.54  ND  1.08 

C17:1n7 ND  0.61  10.70  0.43  22.64  0.52  23.56  0.46  17.48  0.92 

C18:0 ND  7.35  ND  5.80  ND  6.30  ND  5.94  ND  12.23 

C18:1n9t ND  27.09  ND  11.64  ND  0.69  ND  18.77  ND  38.06 

C18:1n9c ND  9.44  ND  11.32  18.55  9.74  ND  15.39  ND  12.02 

C18:2n6t 56.37  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C18:2n6c ND  ND  ND  1.72  ND  2.16  ND  1.84  ND  ND 

C18:3n6 ND  ND  27.79  ND  ND  ND  ND  1.14  ND  ND 

C18:3n3 ND  15.84  ND  5.50  ND  6.15  55.71  3.29  ND  10.81 

C20:0 ND  0.97  ND  0.66  ND  0.87  ND  0.75  ND  1.50 

C20:1n9 ND  1.16  16.89  0.84  34.71  0.97  ND  0.97  ND  2.10 
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C20:2n6 ND  ND  ND  0.96  48.44  1.21  ND  1.09  ND  2.35 

C20:3n6 51.14  ND  ND  ND  60.27  ND  ND  ND  ND  ND 

C20:4n6 36.17  1.48  27.19  0.99  52.54  1.35  64.35  1.12  44.79  2.28 

C20:3n3 ND  1.60  26.61  ND  53.01  1.30  ND  1.14  ND  2.31 

C21:0 ND  ND  ND  1.11  ND  ND  ND  ND  ND  2.50 

C22:0 ND  1.36  ND  0.92  ND  1.05  ND  1.03  ND  2.09 

C22:1n9 32.41  ND  ND  0.94  50.13  ND  60.06  1.06  42.03  2.07 

C20:5n3 ND  1.52  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C22:2n6 ND  ND  29.45  1.13  ND  ND  ND  1.30  ND  2.62 

C23:0 ND  7.10  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C24:0 ND  1.40  ND  ND  ND  1.05  ND  ND  ND  ND 

C24:1n9 40.70  1.67  29.21  1.11  61.87  1.42  73.97  1.31  52.87  2.51 

C22:6n3 ND   ND   39.79   0.90   69.73   ND   43.18   1.06   32.99   2.67 
BS: biomasa seca 

T.: transesterificación 

ND: No detectado 

Se presenta la media de tres experimentos independientes. La desviación estándar se encuentra entre 0.12 y 23.08. 
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Figura 26.   Distribución porcentual de los FAMEs componentes del biodiésel de N. oleoabundans obtenido 
por: (a) transesterificación in situ, y, (b) transesterificación ex situ.  De izquierda a derecha en: medio 
optimizado, nitrógeno deficiente, nitrógeno limitante, salinidad baja y, salinidad alta.  
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Para N. muscorum, en todos los tratamientos se observan presentes el ácido 

palmítico (C16:0) y el ácido palmitoleico (C16:1n7). El primero se encuentra en 

mayor porcentaje en el biodiésel obtenido por transesterificación in situ, oscilando 

entre el 30 y 36 %, mientras que el segundo es el componente mayoritario en todos 

los tratamientos por transesterificación ex situ, excepto en el de nitrógeno deficiente, 

encontrándose entre 20 y 30 % (figura 27). 

 

 

En el tratamiento de nitrógeno deficiente, el componente principal es el ácido 

palmítico, y los otros dos componentes principales son el ácido esteárico y el 

palmitoleico, independientemente del proceso de transesterificación por el cual se 

obtuvo el biodiésel. 

 

 

En el biodiésel por transesterificación in situ, se observa, además, la 

presencia de ácido elaídico (C18:1n9t) entre el 19 y el 21 %, mientras que por 

transesteficación ex situ, se obtuvo   ácido oléico (C18:1n9c), en porcentajes de 

entre 13 y 14 %. 

 

Las cantidades en relación a la biomasa de N. muscorum se pueden 

consultar en el cuadro 23. 
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Cuadro 23. Identificación y cuantificación de FAMEs de N. muscorum bajo condiciones de estrés. 
 
 
 FAMEs (mg/gBS) 

 
Medio 

optimizado 
 

Nitrógeno  

deficiente 
 

Nitrógeno  

limitante 
 

Salinidad 

 baja 
 

Salinidad  

alta 

FAMEs T. in situ   
T. ex 

situ 
 T. in situ   

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 
 

T. in 

situ 
  

T. ex 

situ 

C12:0 ND  ND  0.77  ND  0.79  ND  ND  ND  ND  ND 

C14:0 1.36  ND  0.97  ND  1.02  ND  1.51  ND  1.07  ND 

C15:0 ND  0.16  ND  0.21  ND  0.23  ND  0.51  ND  0.24 

C16:0 10.53  2.44  13.10  5.37  6.63  2.68  8.88  3.68  9.36  1.90 

C16:1n7 3.96  2.93  4.22  5.06  3.25  4.02  3.54  4.12  4.12  2.13 

C17:0 ND  0.21  ND  0.29  ND  0.30  ND  0.57  ND  0.30 

C18:0 3.68  1.13  5.90  4.68  2.19  1.12  3.47  1.72  2.94  0.89 

C18:1n9t 5.69  ND  3.88  ND  4.26  0.24  5.26  0.46  5.69  0.25 

C18:1n9c ND  1.45  ND  2.10  ND  1.91  ND  2.44  ND  1.41 

C18:2n6c ND  ND  0.84  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C18:2n6t 3.23  ND  3.42  ND  2.55  ND  2.73  ND  3.04  ND 

C18:3n3 1.76  1.00  1.42  2.03  1.31  1.17  1.76  1.00  1.44  0.71 

C18:3n6 ND  ND  ND  0.29  ND  ND  ND  ND  ND  ND 

C20:0 ND  ND  0.78  0.40  ND  ND  ND  ND  ND  0.24 

C20:3n6 ND  ND  ND  ND  ND  0.59  ND  1.09  ND  0.90 

C20:4n6 ND  0.29  ND  0.38  ND  0.44  ND  0.86  ND  0.45 
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C20:3n3 ND  0.26  ND  0.34  ND  0.38  ND  0.75  ND  0.39 

C22:1n9 ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  0.24 

C24:1n9 ND  0.32  ND  0.56  ND  0.46  ND  1.06  ND  0.44 

C22:6n3 ND   ND   1.40   0.41   ND   ND   ND   ND   ND   ND 

BS: biomasa seca 

T.: transesterificación 

ND: No detectado 

Se presenta la media de tres experimentos independientes. La desviación estándar se encuentra entre 0.00 y 3.71. 
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Figura 27.   Distribución porcentual de los FAMEs componentes del biodiésel de N. muscorum obtenido por: 
(a) transesterificación in situ, y, (b) transesterificación ex situ.  De izquierda a derecha en: medio optimizado, 
nitrógeno deficiente, nitrógeno limitante, salinidad baja y, salinidad alta. 
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6.11. Estimación de las propiedades del biodiésel  

Se estimaron las propiedades del biodiésel obtenido por transesterificación in situ y también por transesterificación 
ex situ (cuadros 24 a 29). 

 

Cuadro 24. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación in situ a partir del cultivo optimizado y en condiciones 
de estrés de la microalga C. vulgaris. 

Propiedad Unidades 
Límitesa Medio 

optimizado 

Nitrógeno 

deficiente 

Nitrógeno 

limitante 

Salinidad  

baja 

Salinidad  

Alta Mín Máx 

CN Cetanos 51  51.45 ± 1.15 53.67 ± 1.81 64.00 ± 16.21 52.57 ± 2.14 51.89 ± 1.68 

SV mg KOH/g ----  194.71 ± 2.70 198.37 ±0.55 199.21 ± 1.90 197.54 ± 1.98 197.26 ± 0.83 

IV g I2 /100 gaceite  120 101.48 ± 3.41 89.30 ± 8.37 86.61 ± 6.35 94.71 ± 10.67 97.90 ± 7.82 

DU % en peso   83.04 ± 4.38 83.81 ± 7.23 78.99 ± 4.92 88.13 ± 4.59 87.19 ± 5.04 

OS h 8  8.68 ± 0.39 12.60 ± 2.00 10.28 ± 0.96 14.24 ± 2.18 11.24 ± 2.16 

KV mm2/s 3.5 5.0 4.21 ± 0.18 4.08 ± 0.04 4.08 ± 0.10 4.07 ± 0.03 4.07 ± 0.04 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.01 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 

HHV MJ/kg 35  39.71 ± 0.09 39.62 ± 0.01 39.60 ± 0.06 39.63 ± 0.04 39.63 ± 0.02 
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CP °C   15.05 ± 2.49 10.78 ± 3.25 14.62 ± 1.92 9.24 ± 1.10 12.32 ± 0.89 

CFPP °C   26.97 ± 4.19 15.31 ± 4.51 32.98 ± 16.48 16.18 ± 4.47 18.93 ± 1.55 

PP °C -15 6 9.51 ± 2.71 4.87 ± 3.52 9.04 ± 2.08 3.19 ± 1.19 6.54 ± 0.97 

FP °C 130  169.35 ± 5.94 165.21 ± 1.38 164.98 ± 3.42 164.88 ± 1.03 164.62 ± 1.45 

CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV:Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019 
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Cuadro 25. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación ex situ a partir del cultivo optimizado y en condiciones 
de estrés de la microalga C. vulgaris. 

Propiedad Unidades 
Límitesa Medio 

optimizado 

Nitrógeno 

deficiente 

Nitrógeno 

limitante 

Salinidad  

baja 

Salinidad  

alta Mín. Máx. 

CN Cetanos 51  33.77 ± 0.41 45.58 ± 1.24 41.94 ± 4.41 48.07 ± 3.25 42.65 ± 3.36 

SV mg KOH/g ----  203.17 ± 0.25  204.03 ± 0.74 203.81 ± 0.58 203.56 ± 1.18 203.12 ± 0.37 

IV g I2 /100 gaceite  120 174.88 ± 1.71 121.89 ± 5.92 138.19 ± 19.94 111.07 ± 14.95 135.45 ± 15.07 

DU % en peso   126.23 ± 1.66 91.39 ± 4.14 97.78 ± 13.88 78.57 ± 12.48 98.44 ± 9.14 

OS h 8  4.71 ± 0.08 5.69 ± 0.25 5.53 ± 0.51 7.75 ± 1.48 5.79 ± 0.50 

KV mm2/s 3.5 5.0 3.25 ± 0.02 3.59 ± 0.01 3.47 ± 0.12 3.66 ± 0.07 3.52 ± 0.10 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.89 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 

HHV MJ/kg 35  39.27 ± 0.01 39.37 ± 0.01 39.33 ± 0.03 39.40 ± 0.02 39.36 ± 0.03 

CP °C   10.82 ± 0.36 19.70 ± 1.06 18.66 ± 3.82 23.56 ± 3.69 18.35 ± 2.41 

CFPP °C   8.77 ± 0.55 25.00 ± 4.23 20.91 ± 5.28 23.46 ± 4.93 18.21 ± 2.76 

PP °C -15 6 4.91 ± 0.39 14.56 ± 1.15 13.43 ± 4.15 18.76 ± 4.01 13.09 ± 2.62 

FP °C 130  138.07± 0.58 148.96 ± 0.32 145.15 ± 3.76 151.35 ± 2.33 146.61 ± 3.16 
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CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV: Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019 
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Cuadro 26. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación in situ a partir del cultivo optimizado y en condiciones 
de estrés de la microalga N. oleoabundans. 

Propiedad Unidades 
Límitesa 

Medio 
optimizado 

Nitrógeno 
deficiente 

Nitrógeno 
limitante Salinidad baja Salinidad  

alta Mín. Máx. 

CN Cetanos 51  38.10 ± 5.60 22.81 ± 2.87 28.57 ± 1.59 29.42 ± 1.66 32.90 ± 5.45 

SV mg KOH/g ----  178.95 ± 1.14 178.11 ± 0.83 176.96 ± 0.36 176.58 ± 0.47 171.07 ± 0.06 

IV g I2 /100 gaceite  120 171.76 ± 23.98 240.33 ± 13.36 215.63 ± 7.14 212.15 ± 7.68 201.08 ± 24.15 

DU % en peso   161.81 ± 7.59 170.57 ± 2.24 159.79 ± 0.98 149.74 ± 1.68 140.32 ± 5.48 

OS h 8  ND 11.50 ± 0.72 ND 9.43 ± 0.23 ND 

KV mm2/s 3.5 5.0 4.41 ± 0.31 3.79 ± 0.08 4.04 ± 0.07 4.15 ± 0.06 4.53 ± 0.26 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.89 ± 0.01 0.90 ± 0.01 0.89 ± 0.00 0.89 ± 0.00 0.89 ± 0.01 

HHV MJ/kg 35  40.02 ± 0.09 39.86 ± 0.02 39.96 ± 0.02 39.99 ± 0.02 40.18 ± 0.07 

CP °C   -8.89 ± 0.08 -8.69 ± 0.04 -9.02 ± 0.28 -8.92 ± 0.39 -9.34 ± 0.00 

CFPP °C   -16.23 ± 0.04 -16.12 ± 0.02 -16.30 ± 0.16 -16.25 ± 0.22 -16.48 ± 0.00 

PP °C -15 6 -16.51 ± 0.08 -16.29 ± 0.04 -16.66 ± 0.31 -16.54 ± 0.43 -17.01 ± 0.00 

FP °C 130  175.99 ± 10.14 155.53 ± 2.75 163.76 ± 2.13 167.42 ± 1.91 179.82 ± 8.55 
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CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV:Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019. 
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Cuadro 27. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación ex situ a partir del cultivo optimizado y en 
condiciones de estrés de la microalga N. oleoabundans. 

Propiedad Unidades 
Límitesa 

Medio 
optimizado 

Nitrógeno 
deficiente 

Nitrógeno 
limitante 

Salinidad  
baja 

Salinidad  
alta Mín. Máx. 

CN Cetanos 51  53.93 ± 3.98 56.39 ± 1.53 58.15 ± 3.27 59.81 ± 0.93 57.52 ± 2.90 

SV mg KOH/g ----  196.99 ± 4.63 201.73 ± 0.99 201.39 ± 2.96 199.73 ± 3.49 199.73 ± 2.64 

IV g I2 /100 gaceite  120 89.09 ± 14.80 75.15 ± 7.01 67.56 ± 13.32 61.22 ± 2.11 71.36 ± 11.67 

DU % en peso   83.04 ± 4.38 83.83 ± 7.22 78.40 ± 4.67 82.62 ± 1.01 81.58 ± 5.56 

OS h 8  8.68 ± 0.38 14.39 ± 2.61 10.34 ± 0.97 20.41 ± 10.22 15.95 ± 5.86 

KV mm2/s 3.5 5.0 4.21 ± 0.37 4.04 ± 0.06 4.13 ± 0.23 4.27 ± 0.20 4.19 ± 0.21 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.88 ± 0.01 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.01 

HHV MJ/kg 35  39.67 ± 0.18 39.55 ± 0.03 39.58 ± 0.11 39.64 ± 0.11 39.62 ± 0.10 

CP °C   15.06 ± 2.50 10.77 ± 3.25 14.89 ± 1.58 10.41 ± 1.54 13.41 ± 1.17 

CFPP °C   26.97 ± 4.19 15.32 ± 4.50 37.31 ± 9.02 17.67 ± 5.36 20.71 ± 2.28 

PP °C -15 6 9.52 ± 2.71 4.86 ± 3.53 9.33 ± 1.72 4.47 ± 1.67 7.72 ± 1.26 

FP °C 130  169.28 ± 12.08 163.78 ± 1.90 166.77 ± 7.55 171.11 ± 6.59 168.62 ± 6.95 
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CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV:Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019 
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Cuadro 28. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación in situ a partir del cultivo optimizado y en condiciones 
de estrés de la cianobacteria N.muscorum. 

Propiedad Unidades 
Límitesa 

Medio 
optimizado 

Nitrógeno 
deficiente 

Nitrógeno 
limitante 

Salinidad 
 baja 

Salinidad  
alta Mín. Máx. 

CN Cetanos 51  57.53 ± 1.89 56.56 ± 5.92 56.00 ± 0.35 57.12 ± 0.56 56.88 ± 1.10 

SV mg KOH/g ----  210.41 ± 0.24 209.94 ± 0.45 210.38 ± 0.37 210.53 ± 0.37 210.32 ± 0.30 

IV g I2 /100 gaceite  120 65.16 ± 8.46 69.72 ± 26.07 72.00 ± 1.76 66.91 ± 2.41 68.09 ± 4.94 

DU % en peso   64.80 ± 8.87 61.15 ± 19.99 71.79 ± 1.56 65.73 ± 1.81 68.29 ± 4.41 

OS h 8  9.82 ± 0.88 10.42 ± 2.01 9.07 ± 0.21 9.62 ± 0.51 9.82 ± 0.57 

KV mm2/s 3.5 5.0 3.72 ± 0.06 3.70 ± 0.21 3.67 ± 0.00 3.70 ± 0.03 3.70 ± 0.03 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 0.87 ± 0.00 

HHV MJ/kg 35  39.30 ± 0.02 39.30 ± 0.08 39.29 ± 0.01 39.29 ± 0.01 39.30 ± 0.01 

CP °C   20.42 ± 4.00 24.14 ± 7.42 17.39 ± 1.17 20.10 ± 0.86 18.36 ± 2.06 

CFPP °C   18.10 ± 2.09 34.15 ± 0.16 9.55 ± 1.25 13.97 ± 0.78 10.61 ± 3.36 

PP °C -15 6 15.34 ± 4.35 24.04 ± 0.06 12.05 ± 1.28 15.00 ± 0.93 13.10 ± 2.23 

FP °C 130  153.27 ± 1.86 152.77 ± 6.83 151.74 ± 0.14 152.72 ± 0.85 152.71 ± 1.07 
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CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV:Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019 
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Cuadro 29. Propiedades del biodiésel producido por transesterificación ex situ a partir del cultivo optimizado y en 
condiciones de estrés de la cianobacteria N. muscorum. 

Propiedad Unidades 
Límitesa 

Medio 
optimizado 

Nitrógeno 
deficiente 

Nitrógeno 
limitante 

Salinidad 
 baja 

Salinidad  

alta Mín. Máx. 

CN Cetanos 51  52.41 ± 2.27 54.31 ± 6.50 52.33 ± 1.33 53.65 ± 0.88 50.34 ± 1.44 

SV mg KOH/g ----  208.76 ± 1.51 208.94 ± 1.82 206.80 ± 1.44 204.52 ± 0.76 203.10 ± 2.62 

IV g I2 /100 gaceite  120 88.83 ± 10.79 80.28 ± 28.34 90.30 ± 5.17 85.72 ± 3.61 101.26 ± 7.85 

DU % en peso   78.54 ± 8.58 63.67 ± 22.36 87.89 ± 2.30 86.04 ± 5.00 88.55 ± 5.37 

OS h 8  14.74 ± 1.21 13.85 ± 4.40 17.48 ± 2.77 25.10 ± 7.69 20.35 ± 4.91 

KV mm2/s 3.5 5.0 3.63 ± 0.04 3.68 ± 0.25 3.70 ± 0.10 3.83 ± 0.06 3.78 ± 0.06 

ρ g/cm3 0.86 0.90 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 0.88 ± 0.00 

HHV MJ/kg 35  39.30 ± 0.03 39.31 ± 0.11 39.35 ± 0.06 39.43 ± 0.03 39.44 ± 0.06 

CP °C   12.17 ± 3.27 21.69 ± 9.04 7.85 ± 2.23 10.50 ± 2.78 10.35 ± 0.74 

CFPP °C   10.67 ± 4.55 32.30 ± 3.56 1.44 ± 2.81 6.50 ± 0.96 4.47 ± 1.66 

PP °C -15 6 8.21 ± 2.23 22.34 ± 1.95 1.68 ± 2.43 6.31 ± 0.03 4.39 ± 0.81 

FP °C 130  150.25 ± 1.29 151.94 ± 8.07 152.59 ± 3.12 156.93 ± 1.83 155.20 ± 1.94 
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CN: Índice de cetano ρ: Densidad, 20 °C 

SV: Índice de saponificación HHV: Poder calorífico superior 

IV: Índice de yodo CP: Punto de niebla 

DU: Grado de insaturación CFPP: Punto de obstrucción de filtros en frío 

OS: Estabilidad oxidativa,110 °C PP: Punto de fluidez 

KV:Viscosidad cinemática, 40 °C FP: Punto de inflamabilidad 

a Estándares EN14214. Tomado de Beyene et al., 2022; Folayan et al., 2019. 
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7. DISCUSIÓN 
 

El contenido de lípidos en las microalgas y cianobacterias varía dependiendo de 

la especie y el ambiente en el que crezcan, para C. vulgaris comprende del 5 al 58 

%, mientras que para N. oleoabundans se reporta que puede alcanzar hasta 55 % 

(Markou et al., 2014; Ru et al., 2020; Safi et al., 2021). En las condiciones 

autotróficas que se probaron, el contenido alcanzó como máximo 21 % para C. 

vulgaris, que cae dentro del rango mencionado, sin embargo, para N. oleabundans 

se obtuvo un mayor porcentaje, llegando a 77 %. 

 

Sun et al. (2014) cultivaron C. vulgaris agregando glicerol o glucosa; el 

glicerol fue añadido en concentraciones de 1, 5, 10, 15 y 30 g/L, observando que el 

crecimiento de C. vulgaris se inhibió a la concentración de 15 g/L, y el rendimiento 

de lípidos se afectó negativamente cuando el glicerol excedió los 10 g/L. En ese 

estudio, se utilizaron diferentes modos de cultivo; los resultados correspondientes 

al modo batch tuvieron como producción de biomasa 1.32 g/L. En otro estudio, la 

concentración de biomasa de C. vulgaris alcanzó 1.72 g/L y 15.91 % lípidos cuando 

se adicionó con 5 g/L de glicerol al medio de cultivo (Choi y Yu, 2015). 

 

Estos resultados son similares a los logrados en este proyecto, sin embargo, 

en producción de lípidos Sun et al. lograron 355 mg/L, que representa un contenido 

de más del doble al obtenido en el medio optimizado, sugiriendo que la adición de 

glicerol favorece la producción de lípidos. Cabe mencionar que Pacheco et al. 

(2017) mencionan que las altas concentraciones de glicerol en cultivos mixotróficos 

tienden a cambiar los tilacoides en los cloroplastos, favoreciendo la asimilación de 

glicerol como respuesta adaptativa al estrés impuesto por las condiciones 

mixotróficas, sin embargo, el efecto positivo está limitado a una concentración dada, 

después de la cual se observan efectos inhibitorios en el crecimiento de la biomasa 

y la producción de lípidos. Por esta razón, encontrar la cantidad exacta de glicerol 

para cada especie de estudio fue un paso fundamental en la primera fase del 
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proyecto, y la metodología de superficie de respuesta fue utilizada para encontrar 

las condiciones óptimas de cultivo mixotrófico. 

 

Silva et al. (2016) cultivaron la misma cepa de N. oleoabundans que la del 

presente proyecto, en cultivo mixotrófico de glucosa y acetato de sodio, en el que 

se observó un efecto sinérgico de estos compuestos obteniendo resultados de 

biomasa de 1.75 g/L y 34.4 % de lípidos. Contrariamente, en nuestros resultados se 

observa claramente un efecto antagonista del acetato en cuanto a la concentración 

de biomasa, sin embargo, el porcentaje de lípidos fue de más del doble que el de 

ese estudio.  

 

N. muscorum ha sido estudiada para fines de remediación, para la obtención de 

bioplásticos y para la producción de biodiésel por lo que ha sido cultivada en 

diferentes tipos de medio de cultivo con rendimientos en biomasa variados. Mostafa 

et al. (2012) obtuvieron 181.12 mg/L después de 15 días cultivada en medio BG-11, 

mientras que El Shafay et al. (2021) la cultivaron en medio Allen por 24 días 

obteniendo una biomasa máxima de 640 mg/L. Nostoc sp. cultivada en agua 

residual al 75% por 10 días obtuvo una concentración de biomasa de 1310 mg/L 

(Silambarasan et al., 2021). Nuestro resultado en medio optimizado, después de 10 

días es de 589 mg/L. Con respecto a los lípidos, los reportes son también variados, 

con productividades para N. muscorum de 1.99 mg/L/d (Kamilya et al. 2006), 3.03 

mg/L/d (Patel et al., 2018) y 6.08 mg/L/d (El Shafay et al., 2021), mientras que para 

Nostoc sp. obtuvieron 19.46 mg/L/d (Silambarasan et al., 2021). Nuestro resultado 

en medio optimizado fue de 4.9 mg/L/d; tanto la biomasa como los lípidos se 

encuentran en un punto intermedio a los obtenidos por dichos autores. 

 

Los lípidos de microalgas han demostrado C14: 0, C16: 0, C18: 1, C18: 2 y C18: 

3 como principales ácidos grasos, y se consideran adecuados para la producción 

de biodiésel de calidad (Mary Leema et al., 2021). Sin embargo, las condiciones de 

cultivo y adición de nutrientes han mostrado tener influencia sobre la composición 

de ácidos grasos de los lípidos algales (Guldhe et al., 2017), tal como se observó 
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en el presente proyecto, en donde la variación de la composición del medio 

optimizado, condujo a variaciones en la distribución de los ácidos grasos 

componentes del biodiésel, sin embargo, la mayoría se encuentra entre C16 a C18, 

lo cual como se mencionó anteriormente es adecuado para la producción de 

biodiésel. 

 
Sun et al. (2014), encontraron que la composición de ácidos grasos de C. 

vulgaris cambió dependiendo del sustrato adicionado, pero en general, el ácido 

graso C16:0 representó del 28.79 al 30.31% de la composición total de ácidos 

grasos, y el C18:1, del 17.68 al 31.74%, siendo estos dos los ácidos grasos que 

representan la mayor proporción de la composición total. Estos resultados 

concuerdan con la composición de C. vulgaris cultivada en el medio optimizado. 

 

Para C. vulgaris, los principales ácidos grasos saturados son C16:0 y C18:0, 

pero también se tienen ácidos grasos insaturados como el C18:1n9t y el C18:3n3. 

Estos resultados son similares a los mencionados por Rautenberger et al. (2024), 

para C. vulgaris cultivada en condiciones autotróficas, mixotróficas y heterotróficas; 

estas últimas adicionando 5 g/L de glucosa. Por otra parte, Kumaran et al. (2023) 

reportaron aproximadamente la misma composición cultivándola en medio BG11 

por 22 días. La composición del biodiésel obtenido de C. vulgaris, también es similar 

a la obtenida de aceites vegetales de linaza, palma y soya (Sánchez-Borroto et al., 

2012).  

 

El Shafay et al. (2021) estudiaron el perfil de ácidos grasos de la cianobacteria 

Anabaena variabilis encontrando la presencia de los ácidos palmítico (15 – 30.8 %), 

linoleico (18.1 -33.5 %) y oléico (5.58 -45.04 %) entre los más abundantes, pero 

también estuvieron presentes ácido palmitoleico (C16:1) y ácido estéarico (C18:0). 

Esta composición es muy similar a la cianobacteria de nuestro estudio, cuando se 

cultivó en medio optimizado y aplicando condiciones de estrés. 
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Las propiedades del biodiésel fueron estimadas a partir del perfil de ácidos 

grasos obtenido de los tratamientos, y comparadas con los parámetros 

internacionales de calidad para el biodiésel EN14214. Esto es posible debido a que 

la composición del biodiésel depende de las propiedades de sus ácidos grasos de 

manera individual (Sánchez-Borroto et al., 2012).  

 

El número de cetano (CN) es una de las propiedades más importantes de un 

combustible e indica las características de ignición; un CN muy bajo reduce el 

rendimiento térmico lo que provoca golpeteo, combustión incompleta y aumento de 

la emisión de gases; por el contrario, un mayor CN reduce la emisión de gases lo 

que implica reducción de la contaminación (Simbi et al., 2022). El CN aumenta con 

la longitud de las cadenas de carbono y la disminución en el número de 

insaturaciones (Sánchez-Borroto et al., 2012), esto puede explicar que para el 

biodiésel obtenido por transesterificación in situ de N. oleoabundans no se cumpliera 

con el valor mínimo de 51 que proponen los estándares de calidad, ya que en estos 

tratamientos, se presentan ácidos grasos más ramificados, por ejemplo, el ácido 

8,11,14-cis eicosatrienoico (C20:3n6) y el  ácido araquidónico (C20:4n6), en 

porcentajes de hasta 19 y 24 %, respectivamente. El biodiésel obtenido por 

transesterificación ex situ de la biomasa de C. vulgaris presenta en su composición 

ácido palmítico (C16:0) y ácido esteárico (C18:0), los cuales no son ramificados, sin 

embargo, también presenta ácido α-linolénico (C18:3n3) en proporciones 

importantes de hasta 55 %, lo cual pudo influir para que tampoco alcanzara el límite 

mínimo de CN. Todos los demás tratamientos, cumplen con el estándar de calidad. 

 

La reacción de saponificación es una reacción intermedia durante la 

transesterificación en la producción de biodiésel; un índice de saponificación (SV) 

más bajo, representa una mejor calidad de biodiésel (Cardoso et al., 2020). Los 

valores de SV obtenidos para todas las especies de este proyecto se encuentran 

aproximadamente en 200 mgKOH/g. Si bien no existe un valor límite en los 

estándares de calidad, este resultado se aproxima a los valores obtenidos en la 
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producción de biodiésel de aceites de palma (196-202), de soya (189-195) y girasol 

(188-194) (Cardoso et al., 2020). 

 

La estabilidad oxidativa (OS) se refiere a la resistencia relativa a los cambios 

físicos y químicos producidos por la interacción con el ambiente (luz, calor, aire, 

entre otros) durante el almacenamiento prolongado del biodiésel; el tamaño de la 

cadena de los ácidos grasos, así como la presencia de insaturación afectan 

directamente a la OS (Moreira-Santos, 2012). El lineamiento mínimo para esta 

propiedad es de 8 h, y se puede observar que excepto para el biodiésel obtenido de 

C. vulgaris por transesterificación ex situ (cuadro 25) en todos los tratamientos se 

cumple esta propiedad.  

 

El índice de yodo (IV) es la masa de yodo absorbida en 100 g de biodiésel a 

través de la reacción entre el I2 y los dobles enlaces carbono-carbono, 

proporcionando una medida del grado de insaturación (Díez Valbuena et al., 2024). 

El IV tiene como límite máximo 120 gI2/100 g; nuevamente se observa que el 

biodiésel de C. vulgaris por transesterificación ex situ, así como el de N. 

oleoabundans por transesterificación in situ (cuadros 25 y 26), no cumplen con este 

parámetro debido a que en su composición presentan una gran proporción de 

ácidos grasos con insaturaciones. Asimismo, para N. oleoabundans el índice de 

yodo y el número de cetano para la transesterificación in situ, no cumplen con el 

límite establecido. Estos resultados son similares a los obtenidos por Altunoz et al. 

(2021), quienes cultivaron N. oleoabundans en medio BG-11 adicionado con 

diferentes cantidades de residuos de lodo, y al determinar las propiedades del 

biodiésel obtuvieron valores de CN ≤ 50, y valores de IV entre 107 y 136 gI2/100 g. 

 

El punto de nube o punto de niebla (CP) es la temperatura a la cual se hacen 

visibles los cristales que se forman cuando el combustible se enfría gradualmente; 

el punto de fluidez (PP) es la temperatura a la cual el crecimiento y posterior 

aglomeración de los cristales impiden el libre flujo del combustible (Benjumea et al., 

2007). El PP fue el único parámetro en el que se presentaron mayores diferencias 
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entre los tratamientos al interior de cada especie estudiada, y se observa en el 

cuadro 22 y el cuadro 25, que solamente en los tratamientos con deficiencia de 

nitrógeno y salinidad baja, tanto para C. vulgaris como para N. oleabundans se 

cumplen los límites establecidos para la calidad del biodiésel, con temperaturas 

entre -15 °C y 6 °C. Los componentes mayoritarios en estos tratamientos son los 

mismos, teniendo al ácido palmítico (C16:0), al ácido elaídico (C18:1n9t) y el ácido 

oleico (C18:129c), lo que sugiere que esta mezcla de ácido graso saturado con 

ácidos grasos monoinsaturados, favorece el PP, lo cual corresponde a lo que 

menciona El-Sheekh et al. (2019), debe existir un balance óptimo entre los ácidos 

grasos saturados e insaturados para lograr una alta calidad en el biodiésel. Por otra 

parte, Benjumea et al. (2007) y Jing et al. (2019) mencionan que aun los diferentes 

tipos de biodiésel que se comercializan (provenientes de aceites de colza, soya y 

girasol) presentan un desempeño pobre a bajas temperaturas comparado con el 

diésel convencional, por lo cual se han implementado algunas estrategias como el 

mezclado del biodiésel con el diésel, el uso de aditivos o el fraccionamiento 

mediante una cristalización inducida y posterior separación de las fracciones sólida 

y líquida formadas. 

 

Una de las propiedades fisicoquímicas más importantes para establecer el 

potencial de incendio y explosión de un material peligroso como lo es un 

combustible, es su punto de inflamación (FP). El FP se define como la temperatura 

más baja, corregida a una presión de 1 atm, a la que un líquido libera vapor que 

puede formar una mezcla combustible con aire (Costa do Nascimento et al., 2021). 

El biodiésel obtenido de todas las especies se encuentra en el límite establecido en 

la EN 14214 para el FP que es de mínimo 101 °C, ya que el FP estimado más bajo 

estuvo en 138 °C y el más alto en 176 °C.  

 

Para todas las especies, los parámetros de viscosidad, densidad, poder 

calorífico y punto de inflamabilidad cumplen con los estándares, por lo que se 

podrían considerar como adecuadas para la producción de biodiésel.  

 



136 
| 

Cabe señalar que N. muscorum, en el cultivo mixotrófico en la primera fase del 

proyecto, presentó alto contenido de ácido linoleico (C18:2n:6c) y el α-linolénico 

(C18:3n3) que tienen importancia debido a que son ácidos grasos esenciales, es 

decir, ̧ no se pueden sintetizar de novo por lo que deben ser suministrados a través 

de la dieta (Dorni et al., 2018; Levasseur et al., 2020). De manera semejante, N. 

oleoabundans en el cultivo mixotrófico en condiciones de nitrógeno deficiente y 

nitrógeno limitante, muestran porcentajes de 14 y 17 %, respectivamente, de ácido 

cis 4,7,10,13,16,19 docosahexanoico, comúnmente conocido como DHA (C22:6n3), 

reconocido por tener múltiples beneficios en la salud cardiovascular, anti-

inflamatoria y salud neurológica (Jesionowska et al., 2023), por lo que el cultivo 

mixotrófico de estas especies podría tener aplicaciones nutracéuticas también. 

 

8. CONCLUSIONES 
 

C. vulgaris, N. oleoabundans y N. muscorum mostraron capacidad de 

cultivarse mixotróficamente con acetato de sodio y glicerol, sin embargo, fue 

necesario diseñar un medio de cultivo optimizado y específico para cada una de las 

especies. Asimismo, contienen una variedad de ácidos grasos que pueden ser 

utilizados para producir biodiésel.  

  

La composición de los FAMEs obtenidos tiene una gran influencia en las 

propiedades del biodiésel, por lo que el conocimiento de las condiciones en las que 

se cultivaron en este proyecto y sus resultados, son valiosos para futuras 

aplicaciones. En las condiciones probadas en este proyecto se concluye que: 

 

• La transesterificación in situ resultó en mejores propiedades del biodiésel 

obtenido de C. vulgaris y de N. muscorum  

• La transesterificación ex situ en los tratamientos con nitrógeno deficiente y 

salinidad baja, para N. oleoabundans produjo biodiésel de buena calidad 
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• La transesterificación in situ de los tratamientos con nitrógeno deficiente y 

nitrógeno limitante en N. oleoabundans resultó en contenidos importantes de 

DHA, que es un compuesto muy valioso por sus aplicaciones en medicina y 

nutrición humana. 

• La transesterificación in situ en N. muscorum en 10 días del cultivo 

optimizado resultó también en la producción de ácidos grasos esenciales, 

que son importantes en nutracéutica. 
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analíticas en la evaluación de la biomasa microalgal. La Paz, Baja California 

Sur, México: Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste. 

Wang, J., Yang, H., & Wang, F. (2014). Mixotrophic Cultivation of Microalgae for 

Biodiésel Production: Status and Prospects. Applied Biochemistry and 

Biotechnology, 172(7), 3307-3329. 

Wen, Z.-Y., & Chen, F. (2003). Heterotrophic production of eicosapentaenoic acid 

by microalgae. Biotechnology Advances, 21(4), 273-294. 

Zutshi, S., & Fatma, T. (2015). Cyanobacteria. In D. Sahoo & J. Seckbach (Eds.), 

The Algae World (pp. 57-89). Dordrecht: Springer Netherlands. 

 

 

 

 

 

 

 


	Portada
	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE CUADROS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Biocombustibles
	1.2. Biodiésel
	1.3. ¿Por qué utilizar algas para producir biodiésel?
	1.4. ¿Cómo se produce el biodiésel a partir de biomasa algal?
	1.5. Transesterificación in situ
	1.6. Metodología de Superficie de Respuesta (MSR)

	2. JUSTIFICACIÓN
	3. HIPÓTESIS
	4. OBJETIVOS
	4.1. Objetivo general
	4.2. Objetivos particulares

	5. MATERIALES Y MÉTODOS
	5.1. Microorganismos de estudio
	5.2. Sistemas de cultivo
	5.3. Procedimiento analítico
	5.4. Perfiles de crecimiento, producción de lípidos y consumo de nutrientes
	5.5. Diseño experimental del cultivo mixotrófico
	5.6. Verificación de las condiciones de optimización del cultivo mixotrófico
	5.7. Efecto de condiciones de estrés en los cultivos optimizados en la producción de lípidos y composición del biodiésel
	5.8. Análisis de la composición de ácidos grasos del biodiésel
	5.9. Estimación de las propiedades combustibles del biodiésel

	6. RESULTADOS
	6.1. Selección de las especies de estudio
	6.2. Cultivos axénicos de las especies de estudio
	6.3. Desarrollo del sistema de cultivo
	6.4. Perfiles iniciales de crecimiento, consumo de nutrientes y porcentaje de lípidos
	6.5. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de C. vulgaris
	6.6. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de N. oleoabundans
	6.7. Efecto del cultivo mixotrófico sobre la biomasa y los lípidos de N. muscorum
	6.8. Obtención de biodiésel a través de transesterificación in situ y análisis de la composición de ácidos grasos presentes
	6.9. Producción de lípidos inducida por condiciones de estrés en los cultivos optimizados
	6.10. Efecto de las condiciones de estrés en la composición de los ácidos grasos
	6.11. Estimación de las propiedades del biodiésel

	7. DISCUSIÓN
	8. CONCLUSIONES
	9. REFERENCIAS

