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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE UNA METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION DE LI'I-“:IDOS EN
BIOMASA HUMEDA A PARTIR DE Chlorella Vulgaris UTEX 1803 Y Nannochloropsis Sp

AUTOR: NATHALY ANDREA MONTOYA TORRES, LUCIA AKIMUSHKIN VALENCIA”

PALABRAS CLAVE: LIPIDOS, MICROALGAS, BIOMASA HUMEDA, SOLVENTES DE
EXTRACCION.

DESCRIPCION:

Los lipidos son sustancias de origen biolégico constituidos por moléculas organicas, se
caracterizan por su poca solubilidad en agua debido a que estan formados por cadenas largas
hidrocarbonadas, sin embargo son altamente solubles en solventes organicos como cloroformo,
benceno, éter y hexano entre otros. Una alternativa interesante para la obtencién de lipidos es la
utilizacion de microalgas como fuente de extraccién, estos microorganismos pueden almacenar
cantidades importantes de metabolitos como proteinas de 40% a 50%, carbohidratos hasta 55% y
lipidos de 20% a 30%. Para la extraccion de lipidos provenientes de microalgas se han utilizado
diferentes métodos con biomasa seca, entre ellos extraccidon con solventes quimicos, siendo este
un método rapido y eficiente que puede alcanzar un rendimiento de 98%. Dos de los solventes mas
utilizados son el hexano y el cloroformo quienes alcanzan rendimientos de extraccién de 70% y
90% respectivamente. La utilizacion de biomasa hiumeda en los procesos de extraccién de lipidos
es sumamente importante debido a la disminucion de costos de secado, reduciendo hasta un 90%
el gasto energético. El presente trabajo evalué las metodologias propuestas por Sathish et al y
Bligh and Dyer para la extraccién de lipidos a partir de Chlorella Vulgaris y Nannochloropsis Sp,
utilizando biomasa seca y humeda. Lo anterior mediante la ejecucion de los disefios
experimentales obtenidos para cada una de las metodologias estudiadas. Las eficiencias de
extraccion de lipidos alcanzadas fueron superiores utilizando biomasa himeda en ambas
metodologias, para el método con base en lo propuesto por Bligh and Dyer se obtuvieron
eficiencias hasta de 99% con Chlorella Vulgaris y 65% con Nannochloropsis Sp, por otra parte para
el método con base en lo propuesto por Sathis et al se obtuvieron eficiencias de 18 % para
Chlorella Vulgaris y 57% con Nannochloropsis Sp.

“ Proyecto de Grado
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela Ingenieria Quimica. Director: Viatcheslav Kafarov,
Ingeniero Quimico Dr. Sc. Codirector: Paola Andrea Sanguino Barajas, Ingeniera Quimica
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF A METODOLOGY TO LIPID EXTRACTION USING WET BIOMASS OF
Chlorella Vulgaris UTEX 1803 AND Nannochloropsis Sp

AUTHOR: NATHALY ANDREA MONTOYA TORRES, LUCIA AKIMUSHKINA VALENCIA™
KEYWORDS: LIPIDS, WET MICROALGAE BIOMASS, EXTRACTION WITH SOLVENTS.

DESCRIPTION:

Lipids are substances of biological source constituted by organic molecules, they are characterized
by insolubility in water because they are formed by long hydrocarbonates chains, however they
have high solubility in organic solvents like chloroform, benzene, ether and hexane. An interesting
alternative to lipid extraction is the use of microalgae as source, these microorganisms can contain
high amounts of metabolites like proteins between 40 and 50, carbohydrates 55%, and lipids between
20% and 30%. To lipid extraction of microalgae had been utilized different methods with dry biomass, the
most popular is the extraction with chemical solvents due to the high reached efficiencies. Two of the
best known solvents are the hexane and chloroform which reaches efficiencies of 70% and 90%
respectively.The utilization of wet biomass in extraction processes is very important due to the decrease
of dry costs, which represents the 90% of total costs of lipid extraction. This work evaluates Sathish et al
y Bligh and Dyer proposed methodologies to lipid extraction using wet biomass of Chlorella Vulgaris and
Nannochloropsis Sp through the development of experimental designs for each one. The lipid extraction
was always higher using wet biomass. With Bligh and Dyer proposed methodology the maximum
reached efficiency was 99% using Chlorella Vulgaris and 65% using Nannochloropsis Sp. On the other
hand with Sathish et al proposed methodology the maximum reached efficiency was 18 % using
Chlorella Vulgaris and 57% using Nannochloropsis Sp.

" Bachelor Thesis
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela Ingenieria Quimica. Director: Viatcheslav
Kafarov, Ingeniero Quimico Dr. Sc. Codirector: Paola Andrea Sanguino Barajas, Ingeniera Quimica
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INTRODUCCION

Los lipidos son sustancias de origen biolégico constituidos por moléculas
organicas (biomoléculas), se caracterizan por su poca o casi nula solubilidad en
agua, debido a que estan formados por cadenas largas hidrocarbonadas [1], sin
embargo son altamente solubles en solventes organicos tales como cloroformo,
benceno, éter y hexano entre otros. Estas sustancias cumplen diferentes
funciones, constituyen reservas energéticas en los seres vivos y forman parte de
las membranas celulares. También se utilizan en la fabricacion de diferentes
productos como alimentos, aceites y jabones entre otras aplicaciones industriales.
Actualmente los lipidos han sido utilizados en la elaboracién de nuevas fuentes de
energia renovable como es el caso de los biocombustibles. Estos ultimos cumplen
un papel importante en el mercado, siendo una nueva alternativa potencial hacia el

reemplazo de los combustibles fosiles [2].

Los lipidos se pueden clasificar en saponificables y no saponificables. Los
primeros son hidrolizados en medio alcalino produciendo acidos grasos, mientras
que los segundos no experimentan la reaccion ya mencionada. Los lipidos
saponificables han sumado importancia en la industria debido a que se puede
obtener sales alcalinas (jabon), ceras, grasas y aceites. Estos productos tienen
una demanda significativa frente a los lipidos no saponificables (esteroides,
aceites esenciales y vitaminas lipofilicas) [3]. Sin embargo el costo en el mercado
de los productos obtenidos a partir de lipidos no saponificables resulta ser mas

atractivo y representa una mejor oportunidad de negocio [4].

Una alternativa interesante para la obtencion de lipidos es la utilizacion de
microalgas como fuente de extraccion. Las microalgas presentan diversas
ventajas, entre las cuales se encuentra un rapido crecimiento, gran tolerancia al
medio de cultivo (agua no potable) [5,6] y altos contenidos de compuestos

organicos. Estos microorganismos pueden acumular cantidades importantes de
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metabolitos como, proteinas (40% a 50%), carbohidratos (55%) y lipidos (20% a
30%). Recientemente se ha utilizado el género Chlorella Vulgaris en la obtencién
de lipidos, debido a su contenido de metabolitos de aproximadamente 58% de su
peso seco [7, 8,9]. Otra microalgas generalmente utilizadas ha sido
Nannochloropsis Sp, cuyo contenido de metabolitos puede alcanzar cerca de 53%
de su peso seco [10]. Estos porcentajes son mas altos en comparacion con otras

fuentes de biomasa como palma, coco, mamon, y semilla de girasol [11].

En la extraccion de lipidos provenientes de microalgas a nivel de laboratorio se
han utilizado métodos de extraccion con solventes quimicos, choque osmdtico,
extraccidon con fluidos super criticos, autoclavado, extraccion con ultrasonido,
extraccidon asistida con microondas, extraccion mediante destruccion mecanica y
transesterificacion directa [12,13,14]. La extraccion mediante solventes se ha
caracterizado por ser un método rapido y eficiente, que evita la degradacion de la
biomasa, alcanzando hasta un 98% de rendimiento [15]. No obstante, el uso de
solventes tiene ciertas desventajas, como la selectividad y la obtencion de algunos
productos no deseados como azucares, aminoacidos, sales, proteinas vy
pigmentos hidrofobos [16]. Tradicionalmente, se han empleado diferentes tipos de
solventes organicos en la extraccion de lipidos a partir de biomasa de microalgas,
entre los solventes mas utilizados se encuentran el hexano y el etanol. Mediante
una mezcla hexano-etanol, es posible extraer hasta el 98% de los acidos grasos
presentes en la biomasa. Los métodos de extraccion con hexano han llegado a
mostrar resultados interesantes, obteniendo hasta un 79.4 % de lipidos
transesterificables [17]. La utilizacion de hexano presenta multiples ventajas, tiene
una menor toxicidad comparado con otros solventes, es relativamente econémico,
facil de recuperar y tiene alta selectividad hacia los lipidos neutros, que pueden
ser convertidos en biodiesel utilizando tecnologias ya existentes [18,19].

Otras metodologias basadas en solventes quimicos, pueden llegar a ser selectivas

para lipidos polares y no polares, esto se logra debido a la utilizacion de un
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solvente apolar, en combinacion con un solvente relativamente polar. Con base en
estas propiedades se desarrollaron métodos utilizando la mezcla cloroformo-
metanol (Bligh & Dyer), este método rapido y eficiente ha sido ampliamente

utilizado para algunos tipos de biomasa [20,21].

Comunmente, se ha utilizado biomasa seca en los procesos de extraccion con
solventes quimicos, algunos solventes han logrado buenos resultados con
biomasa humeda, alcanzando hasta un 85% en la primera extraccion [22, 23].
Recientemente se han realizado comparaciones entre los procesos de extraccion
con biomasa seca y humeda, mediante balances de energia. En estos trabajos, se
demostré que las etapas del secado de biomasa y extraccion de lipidos consumen
altas cantidades de energia [24]. El secado de la biomasa representa el 90% del
gasto de energia total del proceso [25], por lo tanto, para disminuir el consumo de
energia se hace necesario eliminar la etapa del secado. En este sentido, el
escenario es propicio para estudiar alternativas de extraccion de lipidos a partir de
biomasa humeda, teniendo en cuenta la influencia de otras variables en el
rendimiento de los procesos. El presente trabajo evalué las metodologias
propuestas por Sathish et al [17] y Bligh and Dyer [26] para la extraccién de lipidos
a partir de Chlorella Vulgaris y Nannochloropsis Sp, utilizando biomasa seca y
hameda. Lo anterior mediante, la ejecucién de los disefios experimentales

obtenidos para cada una de las metodologias estudiadas.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

Se evaluaron dos metodologias empleando disrupcion celular seguida de
extraccidon con solventes. La primera metodologia utilizada se basa en lo
propuesto por Sathis et al, en la que se emplea hexano como solvente extractor.
El diagrama de proceso de esta metodologia se presenta en la figura 1. La
segunda metodologia se basa en lo propuesto por Bligh and Dyer donde se utiliza
una mezcla cloroformo: metanol como solvente de extraccion. El diagrama de

proceso de esta metodologia se muestra en la figura 2.

Figura 1. Metodologia Experimental propuesta por Sathish et al
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Centrifugacion
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Figura 2. Metodologia Experimental propuesta por Bligh And Dyer
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1.1 METODOS DE CULTIVO

Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis Sp, fueron adquiridas de la
coleccién de cepas proveniente de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA);
Inicialmente las cepas se cultivaron en medio Bold Basal (Tabla 1). Se utilizaron

reactores rectangulares con un volumen de cultivo de 2.5 L. Los reactores se
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acoplaron a un sistema de aireacion por burbujeo, ciclo luz-oscuridad 12:12 h,
temperatura ambiente (23°C), pH neutro y sin ningdn suministro complementario
de CO,. Después de 15 dias de cultivo la biomasa fue recuperada mediante
centrifugacion a 3400 rpm durante 15 minutos en una centrifuga (UNIVERSAL
320 R).

Tabla 1. Medio Bold Basal

Compuesto Composicion (mg/L) Compuesto Composicién (mg/L)
NaNOs 2,94 MoOgs 4,93X10°
MgS04.7H,0 3,04 X 10™ CuS04.5H,0 6,29 X 10-3
NaCl 4,28 X 10-1 Co (NOg)2.6H,0 1,68 X 10
KzHPO4 431X 10" HsBO3 1,85 X 10™
KH2PO4 1,29 EDTA 1,71 X 10™
CaCl,.2H20 1,70 X 10™ KOH 5,53 X 10"
ZnS04.7H20 3,07 X 10-2 FeS0O,4.7H0 1,79 X 10*
MNCl,.4H,0 7,28 X 10°

1.2 DISENO EXPERIMENTAL

1.2.1 Método Sathish et al. El disefio experimental de composicién central 3° con
17 pruebas, se realizé utilizando la herramienta informatica STATISTIC 7.0. Las
variables en consideracion fueron relacion biomasa/solvente y temperatura de

solvente. En la Tabla 2 se presenta el disefio de experimentos.
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Tabla 2. Disefio de experimental Sathish et al.

Prueba Biomasa (q) Tem|(3°ecr)atura Voé:Jnrlr;en Prueba Biog)asa Tem?cecr)atura Voéz}rlr;en

A 290,33 42.5 5 J 425 60 6.60

B 625 42.5 5 K 825 60 34

C 625 42.5 5 L 825 25 3.4

D 625 42.5 5 M 825 25 6.60

E 959.66 42.5 5 N 425 25 6.60

F 625 42.5 7.67 o 425 25 34

G 625 42.5 2.32 P 625 71.78

H 825 60 6.60 Q 625 13.21

| 425 60 34

1.2.2. Método Bligh and Dyer. El disefio experimental de composicién central 43

con 27 pruebas, se realizo utilizando la herramienta informéatica STATISTIC 7.0.

Las variables en consideracion

fueron relacion biomasa/solvente y la

concentracion de la solucién extractora (relacion de los componentes de la

solucién extractora). En la Tabla 3 se presenta el disefio de experimentos.

Tabla 3. Disefio de experimental Bligh And Dyer
Prueba Biomasa/Ste Relacion Prueba Biomasa/Ste Relacion
(g/L) Metanol:Cloroformo:H,O (g/L) Metanol:Cloroformo:H,O

A 5 8:0,25:0,2 M 5 0,5:4:3,2
B 15 8:0,25:0,2 N 15 0,5:4:3,2
C 5 8:0,25:3,2 @] 5 04:00,2
D 15 8:0,25:3,2 P 15 04:00,2
E 5 0,5:0,25:0,2 Q 5 0,5:4:0,2
F 15 0,5:0,25:0,2 R 15 0,5:4:0,2
G 5 0,5:0,25:3,2 S 10 9.5:1:0,8
H 15 0,5:0,25:3,2 T 10 01:00,8
| 20 01:00,8 U 10 02:01:00
J 10 01:00,8 \Y 10 01:03,8
K 5 04:03,2 w 10 2:4.75:0,8
L 15 04:03,2
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1.3 EXTRACCION DE LIPIDOS

1.3.1. Extraccion de lipidos con base en el método descrito por Sathish et al.

A un tubo falcén de 25 ml se adicion6 biomasa humeda de acuerdo al disefio de
experimentos de la tabla 1, posteriormente se le adicion6 1 ml de H,SO4 1M y se
calenté a 90 °C durante 30 minutos. Seguidamente se le adicion6 1 ml de NaOH
5My se calentd a 90 °C durante 30 minutos. Se dejo a temperatura ambiente y se
centrifugd a 3400 rpm durante 20 minutos, para separar la fase solida de la
acuosa. La fase acuosa se transfirio a un tubo falcon de 25 ml y se dejo
almacenada con el nombre corriente I. Seguidamente, a la fase sdlida se le
adicion6 1 ml de H,O desionizada y se centrifug6é a 3400 rpm durante 20 minutos,
para lograr una nueva separacion de fases. La fase acuosa se transfirié a la
corriente 1 y se adicionaron 3 ml de H,SO, 5M. La mezcla obtenida, se centrifugo
a 3400 rpm durante 20 minutos. El sélido obtenido se transfirio a un tubo de vidrio
de 25 ml, donde se adicion6 un volumen de hexano de acuerdo al disefio de
experimentos de la tabla 1. Luego la muestra se calent6 a la temperatura indicada
en la tabla 1, durante 15 minutos. La muestra se dejé a temperatura ambiente por
un periodo de 12 horas para asegurar la separaciéon de las fases. La fase superior
(hexano-lipidos) se transfirio a cajas Petri previamente pesadas y se llevo a la
camara de extraccion donde ocurrié la volatilizacion del hexano. Finalmente, las
muestras se llevaron al desecador hasta alcanzar peso contante y se determiné la
cantidad de extractos lipidicos por gravimetria (Ashik Sathish, Ronald C. Sims,
2012) [17].

1.3.2 Método Bligh and Dyer. A un tubo falcon de 50 ml se le adicioné biomasa
humeda de acuerdo al disefio de experimentos presentado en la tabla 2.
Seguidamente, se le adicionaron 5.7 ml de solucion Bligh and Dyer con las
proporciones indicadas en la tabla 2 y 5 mg de perlas de vidrio de 0.5 mm de
diametro. La mezcla se homogeniz6 con vértex durante 10 minutos y se centrifugd

a 3400 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se almacené en tubos de vidrio

22



de 50 ml y al sélido obtenido, nuevamente se le adicionaron 5.7 ml de solucién
Bligh and Dyer con las proporciones indicadas en la tabla 2. La mezcla se
homogeniz6 con vortex durante 7 minutos y se centrifugd a 3400 rpm durante 15
minutos. Los dos sobrenadantes se mezclaron en los tubos de vidrio y se
agregaron 3 ml de agua destilada, la mezcla se homogenizé por tres minutos.
Posteriormente, se adicionaron 3 ml cloroformo y se homogenizé nuevamente con
vortex por tres minutos. La mezcla se dejé a temperatura ambiente por un periodo
de 24 horas para permitir la separacion de las fases (agua y cloroformo-lipidos).
La fase cloroformo-lipidos se transfirié a cajas Petri previamente pesadas y fueron
llevadas a la camara de extraccion para permitir la volatilizacion del cloroformo.
Finalmente, se llevaron al desecador hasta alcanzar peso constante y se
determiné la cantidad de extracto lipidico por gravimetria. (Bligh and Dyer
modificado, 2013)[26]

1.3.3. Determinacién de la humedad. Se tomé 0.1 g de biomasa humeda de
microalgas y se llevd a papel filtro previamente pesado. La muestra se sec6 en el
horno durante 24 horas a una temperatura de 100 °C. Posteriormente se llevo al
desecador hasta alcanzar peso constante, y se determiné la perdida de agua por

gravimetria.

1.3.4. Célculo de la eficiencia de extraccion. Teniendo en cuenta el contenido
de lipidos para cada una de las microalgas utilizadas como se muestra en la tabla
4, se calcul6 la eficiencia de extraccion para cada uno de los métodos evaluados

siguiendo la ecuacion (1).
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Tabla 4. Contenido de lipidos de Microalgas

) Lipidos
Microalga
(% En peso seco)
Chlorella vulgaris 15*
Nannochloropsis Sp 23**

Fuente: [27] [28]*, [29] **

. . » Lipidos Experimentales g
%Eficiencia de Extraccion = Lipidos teoricos g *100%

Ecuacién (1)

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extraccion de lipidos a partir
de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor rendimiento para
realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp humeda. Lo anterior con el objetivo de

comparar la eficiencia de extraccion en estos tipos de microalgas.

1.3.5. Caracterizacién de lipidos. Los extractos lipidicos que alcanzaron un
mayor peso fueron enviados al laboratorio de alimentos CICTA, para cuantificar
los &cidos grasos presentes. Para esto se utiliz6 un cromatografo de gases con
detector de ionizacién en llama (GC-FID), segun las normas NTC 4967 y NTC
5013 (“Grasas y aceites animales y vegetales, Preparacion y analisis de los

ésteres metilicos de los acidos grasos por Cromatografia de gases”).
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2. RESULTADOS Y ANALISIS
2.1 METODOLOGIA CON BASE EN LO PROPUESTO POR SATHISH ET AL.
Utilizando la metodologia descrita por Sathish et al [17] y teniendo en cuenta el

disefio de experimentos de la tabla 2, se calculd la eficiencia de extraccion de

lipidos a partir de biomasa (seca y hiumeda) de Chlorella Vulgaris. Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 1.

Figura 1. Eficiencia de Extraccion de lipidos de Chlorella vulgaris
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Como se muestra en la figura 1, gran parte de las pruebas alcanzé una mayor
eficiencia de extraccion de lipidos a partir de biomasa hiumeda. Algunos autores

han presentado resultados superiores utilizando biomasa humeda mediante
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extraccidn con otros solventes. Jones et al [30] realizd extracciones con 2-etoxi
etanol en biomasa seca y himeda y obtuvo una cantidad final de lipidos dos veces

mayor en humedo.

El mayor porcentaje de eficiencia de extraccion de lipidos se obtuvo a condiciones
de 42,5 °C vy relacibn biomasa/solvente de 15,73 g/L correspondiente al

experimento A, que alcanzo6 un 18,22% de eficiencia.

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extraccion de lipidos a partir
de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor eficiencia para
realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp hiumeda. Se compararon las eficiencias
de extraccion de lipidos de estas dos microalgas. Los resultados obtenidos se

presentan en la figura 2.

Figura 2. Comparacion de eficiencias de extracciéon de lipidos entre Chlorella

Vulgaris y Nannochloropsis Sp utilizando biomasa humeda
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En la mayoria de los casos se observa una mayor eficiencia de extraccion en
Chlorella Vulgaris. Serrano Bermudez [31] alcanzé a obtener una eficiencia de

45% utilizando Chlorella vulgaris y 25% utilizando Nannochloropsis Sp.

Los experimentos J y P presentaron mayor eficiencia en Nannochloropsis Sp
alcanzando valores de eficiencia de 16,93% y 11,63% respectivamente. Esto
puede obedecer a la influencia de la temperatura del solvente sobre la extraccion,
como lo muestran Shin et al (2014) [32]. Los autores aseguran que una mayor
temperatura del solvente (cercana al punto critico) conduce a valores de eficiencia
mas altos. De acuerdo a los resultados de la figura 2 se logra alcanzar una
eficiencia de 16.93% a condiciones de 60 °C y relacién biomasa/solvente de 16,92

g/L, correspondiente a | aprueba J.

2.2. METODOLOGIA CON BASE EN LO PROPUESTO POR BLIGH AND DYER.
Utilizando la metodologia descrita por Bligh and Dyer [26] y teniendo en cuenta el
disefio de experimentos de la Tabla 3, se calcul6 la eficiencia de extraccion de

lipidos a partir de biomasa (seca y humeda) de Chlorella Vulgaris. Los resultados

obtenidos se presentan en la figura 3.
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Figura 3. Eficiencia de Extraccion de lipidos de Chlorella Vulgaris
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Como se muestra en la figura 3, gran parte de las pruebas alcanzé una mayor
eficiencia de extraccion de lipidos utilizando biomasa humeda. En estudios
anteriores donde se utilizd dimetil éter como solvente se obtuvo hasta un 97% de
eficiencia a partir de biomasa himeda, en comparacion con la extraccién Bligh and
Dyer empleando biomasa seca [33]. El experimento Q, donde se utiliz6 una
relacion  biomasa solvente de 5g¢g/L 'y solucion extractora de
metanol:cloroformo:agua (0.5:4:0.2) alcanz6é la mayor eficiencia de extraccion

correspondiente al 98.9%.

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extraccion de lipidos a partir
de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor eficiencia para
realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp hiumeda. Se compararon las eficiencias
de extraccion de lipidos de estas dos microalgas. Los resultados obtenidos se

presentan en la figura 4.
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Figura 4. Comparacion de eficiencias de extraccion de lipidos entre Chlorella

Vulgaris y Nannochloropsis Sp utilizando biomasa humeda
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En la figura 4 se observa un comportamiento similar al presentado utilizando la
metodologia basada en Sathish et al. El experimento Q alcanzé el mayor
porcentaje de eficiencia (98.89%) se llevd a cabo con una relacion biomasa

solvente de 5g/L y solucidon extractora de metanol:cloroformo:agua (0.5:4:0.2) .

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

2.3.1 Metodologia segun lo propuesto por Sathish et al.5 Mediante el disefio
de experimentos descrito en la tabla 2 se evalud la influencia de las variables
relacion biomasa/solvente, temperatura de solvente y volumen de solvente, sobre
la eficiencia de extraccion de lipidos. A partir de los resultados obtenidos y
utilizando el programa STATISTIC 7.0, se gener6 el diagrama de Pareto de la

figura 6.
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Figura 6. Diagrama de Pareto utilizando Chlorella vulgaris humeda

DV: % Eficiencia

. B
////

(2)Relacion Biomasa/Solvente (gfl}(L) -2.5337

Relacion Biomasa/Solvente (gfl)(O)

1Lby2L 1,787874

Temperatura (*C)Q) 1,55026

(1)Temperatura (°C}(L) 1,465268

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

La relacién biomasa/solvente es la variable mas significativa en la eficiencia de
extraccion de lipidos en biomasa himeda, esto debido a que sobrepasa el umbral
de significancia de 0.05 (linea punteada). El resultado del diagrama de Pareto,
permite inferir que a menor relacion biomasa/solvente se obtienen mejores
eficiencias de extraccion. Lo que significa que aumentando el volumen de hexano
es posible extraer mayor cantidad de lipidos. Por otra parte, la temperatura no
muestra influencia significativa en la eficiencia de extraccion, para la metodologia
utilizada. Sin embargo, algunos autores aseguran que a temperaturas superiores
al punto de ebullicibn de los solventes se logran mejores resultados en la
extraccion de lipidos. [17,32]

Teniendo en cuenta lo anterior se generd la superficie de respuesta para la

eficiencia de extraccion lipidos evaluando las variables biomasa y volumen de

solvente. El resultado obtenido se presenta en la figura 7.

30



Figura 7. Superficie de respuesta de extraccion de lipidos utilizando

Chlorella vulgaris humeda

DV: % Eficiencia

ey e

En la figura 7 se puede observar que el comportamiento de la eficiencia es acorde
a los resultados obtenidos en el diagrama de Pareto, donde una menor relacién

biomasa/solvente incrementa sustancialmente el valor de la eficiencia.

2.3.2 Metodologia segun lo propuesto por Bligh and Dyer. Mediante el disefio
de experimentos descrito en la Tabla 3 se evalud la influencia de las variables
relacion biomasa/solvente y volumen de los componentes de la solucion
extractora, sobre la eficiencia de extraccion de lipidos. A partir de los resultados
obtenidos y utilizando el programa STATISTIC 7.0, se generd el diagrama de

Pareto de la figura 8
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Figura 8. Diagrama de Pareto utilizando Chlorella vulgaris humeda

DV: Eficiencia (%)
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El volumen de cloroformo fue la variable significativa en esta metodologia de
extraccion, debido a que sobrepasa el umbral de significancia de 0.05 (linea
punteada). El resultado del diagrama de Pareto, permite asegurar que a mayor
volumen de cloroformo se obtienen mejores resultados en la eficiencia de
extraccion. Yao et al [23] encontrd, que al aumentar el volumen de solvente, la
cantidad de lipidos obtenidos también aumenta. Por otra parte Rezende dos
Santos et al [34] presentd un estudio en el que se variaban las proporciones de
cloroformo:metanol y como resultado se obtenian mayores extractos lipidicos al
aumentar la proporcién de cloroformo. Sin embargo, al incrementar el volumen del
solvente, también se elevarian los costos de separacion, purificacion y

recuperacion del solvente.
Teniendo en cuenta lo anterior se generd la superficie de respuesta para la

eficiencia de extraccion lipidos, evaluando las variables volumen de cloroformo y

relacion biomasa/solvente. El resultado obtenido se presenta en la figura 9.
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Figura 9. Superficie de respuesta de extraccion de lipidos utilizando
Chlorella vulgaris humeda

Loy B

En la figura 9 se puede observar que el comportamiento de la eficiencia es acorde
a los resultados obtenidos en el diagrama de Pareto, donde un mayor volumen de

cloroformo incrementa el valor de la eficiencia.

2.4. ANALISIS COMPARATIVO ENTRE LAS METODOLOGIAS EVALUADAS
(SATHISH ET AL Y BLIGH AND DYER).

En la figura 10 se presentan los resultados obtenidos de la mejor prueba para
cada una de las metodologias evaluadas.
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Figura 10. Comparacién de métodos de extraccion evaluados.

100

90 -

80 -

70 A

60 -

50 -
M Sathis et al

% Eficiencia

40 - .
MW Bligh and Dyer
30 -
20 -

10 -

0 -
Chlorella vulgaris himeda Nannochloropsis Sp himeda

Metodologias de Extraccion

La prueba Q (método Bligh and Dyer) con relacién biomasa solvente de 5 g/L y
solucion extractora metanol:cloroformo:agua de relacién (0.5:4:0.2) alcanzé el
valor de eficiencia mas alto, comparado con la prueba A (Sathish et al) a
condiciones de temperatura de 42.5 °C y relacién biomasa solvente de 15.73 g/L.
Esto demuestra que es posible extraer hasta 5.5 veces mas lipidos con la

metodologia Bligh and Dyer utilizando biomasa humeda de Chlorella vulgaris.

Por otra parte, al comparar las dos metodologias empleando Nannochloropsis Sp
himeda se observa que hay una diferencia poco significa entre las eficiencias de
extraccion. Los porcentajes obtenidos fueron de 64.9% y 57.53% utilizando Bligh

and Dyer y Sathish et al respectivamente.

En la metodologia propuesta por Bligh and Dyer es posible extraer una gran
cantidad de componentes lipidicos [35], no obstante, la poca selectividad del
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cloroformo, permite extraer otros metabolitos no deseados. Jeon et al (2013) [36],
y Rezende dos Santos [34] plantean la posibilidad de sobreestimar el valor de la
eficiencia en la extraccion de lipidos debido a la presencia de impurezas como,
clorofilas, carotenoides, hidrocarburos, aldehidos, fosfolipidos y glicolipidos. Lo
anterior, podria incrementar el costo del proceso, dada la necesidad de purificar el

extracto obtenido.

Por otra parte el hexano es selectivo hacia los lipidos neutros saponificables y
pequefias cantidades de &cidos grasos poliinsaturados [37]. Esto, podria explicar
la baja eficiencia del método evaluado (Sathis et al). Sin embargo, esta
metodologia se puede optimizar aumentando la temperatura del solvente, como lo
plantea Shin et al [32] en su estudio de extraccién con hexano en condiciones

cercanas al punto critico.

En los anexos 1y 2 se presentan los resultados de las eficiencias de extraccion de
lipidos obtenidas a partir de las metodologias empleadas utilizando biomasa

himeda

2.5. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO LIPIDICO

Los extractos lipidicos de las mejores pruebas de extraccion de los métodos
evaluados, se caracterizaron por cromatografia de gases. Los resultados
obtenidos se presentan en las tablas 5 y 6 para Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis Sp respectivamente. Adicionalmente, estos resultados fueron

comparados con caracterizaciones reportadas en la literatura.
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Tabla 5. Composicion de acidos grasos de Chlorella Vulgaris.

: % %
Acidos . ) %)
Nomenclatura (%) Tedrico* Ashik Bligh and
grasos _
Sathish Dyer
Palmitico 16:00 19,2 25,5 12,9
Estearico 18:00 14,6 32,9 7,9
Oleico 18:01 12,66 1,8 19,2
Linolénico 18:03 21,09 2,5 17,8

Fuente: [27, 38, 39]*

Los valores experimentales para la extraccion de acidos palmitico y esteérico
empleando el método propuesto por Sathish et al son superiores a los reportados
en la literatura. Por otra parte se obtienen valores poco significativos para el &cido
oleico y linoleico, demostrando su selectividad hacia cierto tipo de acidos grasos

como se muestra en la tabla 5. [37]

El método Bligh and Dyer presenta porcentajes de acidos grasos cercanos a los

reportados en la tabla 5, debido a la poca selectividad del método. [36]

Tabla 6. Composicion de acidos grasos de Nannochloropsis Sp.

Acidos (%) (%) (%)
Nomenclatura . Ashik Bligh and
grasos Teadrico* .

Sathish Dyer

Palmitico 16:00 6,91 19,7 1,9
Heptadecanoico 17:00 0,11 41,2 3,8
Esteérico 18:00 0,14 25 3,1
Eicosapentanoico 20:05 10,43 14 8,6

Fuente: [29]*
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En Nannochloropsis Sp se evidencia un comportamiento similar al presentado por
chlorella vulgaris, demostrando selectividad empleando el método Sathis et al y

valores cercanos para Bligh and Dyer (Tabla 6).
Los resultados de la cromatografia de gases para Chlorella Vulgaris se presentan

en los anexos 3-4 y para Nannochloropsis Sp en los anexos 5-6, obtenidos a partir

de las metodologias ya mencionadas.

37



3. CONCLUSIONES

Las mejores condiciones de extraccion utilizando la metodologia propuesta por
Sathis et al fueron: relacion biomasa/solvente de 15.73 g/L y temperatura de
solvente de 42.5 °C, logrando una eficiencia de extraccion de 18.22% empleando
Chlorella vulgaris humeda. Por otra parte para Nannochloropsis Sp humeda, las
mejores condiciones de extraccion fueron: relacion biomasa/solvente de 16.92 g/L
y temperatura de solvente de 60 °C, logrando una eficiencia de extraccion de
16.93%.

El andlisis del disefio experimental para el método Sathish et al mostré6 que la
variable relacion biomasa/solvente influye significativamente en los porcentajes de
eficiencia de extraccion. Los valores de la eficiencia aumentan cuando la

extraccion se lleva a cabo con una menor relacion biomasa/solvente.

Los porcentajes de extraccion de acidos grasos empleando el método propuesto
por Sathish et al muestran valores superiores a los registrados en la literatura, lo
cual hace del método una opcion atractiva para obtener acido palmitico, estearico

y heptadecanoico utilizando biomasa humeda.

Las mejores condiciones de extraccion utilizando la metodologia propuesta por
Bligh and Dyer fueron: relacion biomasa/solvente de 5 g/L y y solucion extractora
de metanol:cloroformo:agua de relacion 0.5:4:0.2 alcanzando una eficiencia de
extraccion de lipidos de 98.9% empleando Chlorella vulgaris himeda. Por otra
parte las mejores condiciones de operacion utilizando Nannochloropsis Sp
hameda fueron: relacion biomasa/solvente de 5 g/L y y solucién extractora de
metanol:cloroformo:agua de relacion 0.5:4:0.2, alcanzando una eficiencia de

extraccion de lipidos de 64,9%.
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El analisis del disefio experimental para el método Bligh and Dyer mostrd que la
variable volumen de cloroformo influye significativamente en los porcentajes de
eficiencia de extraccion. Los valores de la eficiencia aumentan al aumentar el

volumen de cloroformo.
Bligh and Dyer presentd lo mejores resultados de eficiencias de extraccion de

lipidos a partir de biomasa humeda. El método propuesto por Sathish et al muestra

ser una gran alternativa al momento de obtener los acidos grasos mas comunes.
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4. RECOMENDACIONES

Evaluar otros métodos de disrupcion celular como ultrasonido o microondas, en
combinacion con las metodologias planteadas que puedan incrementar el

porcentaje de extraccion de lipidos y su eficiencia.

Aplicar y validar la metodologia propuesta en este trabajo a otras especies de

microalgas.
Buscar métodos alternativos para identificar los componentes no lipidicos que
generan ruido en los cromatogramas como pueden ser las fracciones de biomasa

solubles en cloroformo y hexano.

Evaluar la metodologia propuesta por Sathish et al a temperaturas cercanas a la

temperatura critica del hexano.

Evaluar las metodologias propuestas con solventes menos téxicos y mas

amigables con el medio ambiente.
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ANEXOS

ANEXO A. RESULTADOS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE LiPIDOS

UTILIZANDO EL METODO EMPLEADO POR SATHIS ET AL CON BIOMASA
HUMEDA.

Chlorella vulgaris Nannochloropsis Sp

Prueba
% Eficiencia % Eficiencia
A 18,22 19,56
B 10,59 7,25
C 6,39
D 10,59 9,24
E 9,62 4,67
F 13,69 11,46
G 3,92
H 2,94
I 4,20
J 11,90 57,53
K 12,85 7,10
L 2,33
M 3,57
N 12,04 9,18
O 6,27
P 6,58 39,52
Q 3,48
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ANEXO B. RESULTADOS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE LIPIDOS
UTILIZANDO EL METODO EMPLEADO POR BLIGH AND DYER CON
BIOMASA HUMEDA.

Prueba ChIoreI?a.vulqaris Nannoch-lo.rops-is Sp
% Eficiencia % Eficiencia

c 26,71 i

D 19,46 i

E 73,36 31,88
F 55,04 i

G 16,86 i

H 6,59 )

l 54,67 19,51
J 52,58 22,48
« 73,36 31,88
L 55,04 i

M 89,25 60,22
N 34,51 26,20
0 58,01 i

P 91,91 i

Q 98,89 64,88
R 97,96 63,13
T 81,12 42,19
U 61,23 15,52
v 50,41 ]
W 51,39 46,42
X 79,05 27,30
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ANEXO C. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
PARA METODOLOGIA DESCRITA POR ASHIK SATHISH ET AL EMPLEANDO
BIOMASA HUMEDA DE CHLORELLA VULGARIS

‘ E “lﬁ INFORME DE ENSAYD

Pagina 1 de 2
INFORME DE ENSAYO Niimero: 497-14
FECHA: Agosto 22 de 2014
NOMBRE/EMPRESA: Paola Sanguino -UIS
DIRECCION: Cra 27 Calle 9
TELEFONO: 300571 2222
CODIGO DE LA MUESTRA: M53d-14
PRODUCTO: Chorella B1H
FECHA DE RECEPCION: Agosto 13 de 2014

REALIZACION DEL ANALISIS: Agosto 14 a Agosto 15 de 2014

DESCRIPCION DEL AMALISIS:

1. El andlisis de Acidos grasos se llevd a cabo mediante la obtencion de sus metilésteres y
cuantificacion por cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID),
segin las normas NTC 4967 v NTC 5013 (“Grasas y aceifes animales y vegefales,
Preparacidn y analisis de los ésteras metilicos de los dcidos grasos por Cromatografia de
gasas” El andlisis cromatografico de la muestra se realizd en un cromatagrafo de gases (GC)
AT TEOON (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UL.), con detector de lonizacion de
llama (FID). La columna empleada en el analisis fue HPB8 (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UL.) [88%-cianopropil-aril-polisiloxano), 60 m x 0,25 mm x 0,20 pm]. La inyeccion se
realizé en modo Split (10:1) (V.,: 2uL).
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INFORME DE ENSAYD

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS M534-14

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

NOMBRE NC* Eﬂnﬂ"ﬁ%} R.EL;:'I""IEE?%]I PROMEDIO
Palmitico (C16:0) 255 25,5 25,5
Heptadecanoico (C17:0) 307 30,7 30,7
cis-10-heptadecenoico (C17:1) 2,0 2,0 20
Estedrico (C18:0) 325 329 32,9
Dleico (C18:1n9c) 18 18 18
g-Linolénico (C18:3n6) 25 2,5 2.5
Araquidico (C20:0) 46 46 46
REVISO ¥ AUTORIZO

Arley R. Villamizar J.
Quimico PQ 2839
Coordinador de Calidad

NOTA; ESTE INFORME DE RESLL TADOS CORRESPONDE UNTCAMENTE A LA MUESTRA ANALIZADA, WO PLEDE SER N
PARCEAL AT TOTALMENTE REPRODLETIN STV LA APROSACTON 08 LARORATORTD

FIN DEL INFORME
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ANEXO D. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
PARA METODOLOGIA DESCRITA POR BLIGH AND DYER ET AL
EMPLEANDO BIOMASA HUMEDA DE CHLORELLA VULGARIS

TORIO DE FOITIE.O1
ulﬁ ALTMENTOS INFORME DE ENSAYO Versidn: 02
-CICTA-
Pagina 1de 2
INFORME DE ENSAYO Niimero: 507-14
FECHA: Agosto 29 de 2014
MOMBRE/EMPRESA: Paola Sanguine -UIS
DIRECCION: Cra 27 Calle 9
TELEFOMNO: 300571 2222
CODIGO DE LA MUESTRA:  M544-14
PRODUCTO: Chiorella JH1I
FECHA DE RECEPCION: Agosto 13 de 2014

REALIZACION DEL ANALISIS: Agosto 14 a Agosto 25 de 2014

DESCRIPCION DEL ANALISIS:

1. El analisis de acidos grasos se llevd a cabo mediante |3 obtencion de sus metilésteres y
cuantificacion por cromatografia de gases con detector de jonizacidn en llama (GC-FID),
segln las normas NTC 4967 v NTC 5013 (“Grasas y aceifes animales y vegefales,
Preparacion y andlisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos por Cromatografia de
gases” El analisis cromatografico de la muesira se realizd en un cromatdgrafo de gases (GC)
AT TBOON (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UUL), con detector de ionizacion de
llama {FID). La columna empleada en el analisis fue HPEE (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.ULL) [88%-cianopropil-aril-polisiloxano), 60 m x 0,25 mm x 0,20 pm). La inyeccion se

realizé en modo Spiit (10:1) (V.- 2uL).
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LABORATORIO DE
ALTMENTOS

INFORME DE ENSAYD

FOITIE.01

-CICTA-

Versidn: 02

Phgina 2 de 2

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS M544-14

AMALISIS DE ACIDOS GRASDS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
HOMERE HC= “ﬂ‘_::n"'ff:f%] HEmD;?%} PROMEDIO

Palmitico [C16:0]) 129 12,9 12,9
Palmitoleico (C16:1} 3,7 3.7 37
Heptadecanoico (C17.0} 2,6 26 2,6
cis-10-heptadecensico (C17:1} 1,6 16 16
Estearico [C1E:0) 7,9 75 7,9
Oleico [C18:1nGc) 13,2 19,2 13,2
Linoleico [C18:2nic) 145 14,9 149
g-Linolénico [C18:3n6) 0,9 ] 0,9
Araguidico {C20:0] g8 BB BB
Linalénico (C18:3n3} 17,8 17,8 17 .8
Eicosapentandaic [C20:5n3) 10 10 1,0

| Lignocérico {C24:0] 0,8 0.8 0,8
REVISO ¥ AUTORIZO

Arley R. Villamizar J.
Quimico PO 2839
Coordinador de Calidad

NOTA: ESTE IADRME OF RIESLE TADCS CORRESPORDE DANSCAMENTE A L4 MUESTRA ANALLZATA. N0 PLEDE 557 A
FARCTAL NF TOTALMENTE SEPROOLETOD S0 LA APROSACTON DEL LABORA TORIT
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ANEXO E. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
PARA METODOLOGIA DESCRITA POR ASHIK SATHISH ET AL UTILIZANDO
BIOMASA HUMEDA DE NANNOCHLOROPSIS SP

INFORME DE ENSAYD

INFORME DE ENSAYO Niimero: 503-14
FECHA: Agosto 29 de 2014

NOMBRE/EMPRESA: Paola Sanguino -UIS

DIRECCION: Cra 27 Calle 9

TELEFONO: a0o0s71 2222

CODIGO DE LA MUESTRA: k520-14

PRODUWCTO: Manoclonopsis KN

FECHA DE RECEPCION: Agosto 13 de 2014

REALIZACION DEL ANALISIS: Agosto 14 a Agosto 25 de 2014

DESCRIPCION DEL AMALISIS:

1. El analisis de dcidos grasos s2 llevo a cabo mediante la obtencion de sus metilésteres y
cuantificacion por cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID),
segln las nomas MNTC 4967 v NTC 5013 (*Grasas y aceifes animales y vegefales,
Preparacion y analisis de los ésteres metilicos de los dcidos grasos por Cromatografia de
gases”. El anadlisis cromatografico de la muestra s2 realizd en un cromatografo de gases (GC)
AT TESOM (Agient Technologies, Palo Alto, California, EE.UL.), con detector de jonizacion de
llama (FID). La columna empleada en el andlisis fue HPBE (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UL.) [BA%-cianopropil-aril-polisiioxans), 60 m x 0,25 mm x 0,20 pm]. La inyeccion se

realizd en modo Splt (10:1) (V. 2pL).
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LABORATORIO DE
ALIMENTOS
-CICTA-

INFORME DE ENSAYD

FOITIE.O01

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS M540-14

Versidn: 02

Pégina 2 de 2

ANALISIS DE ACIDOS GRASDS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
HOMEBRE HC* “E_E:wa;'s%] H_Emn;?%} PROMEDIO
Palmitico [C16:0}) 19,7 19,7 19,7
Heptadecanoics (C17:0) 412 412 41,2
Estearico [C18:0} 25,0 25,0 25,0
oleico [C18:1noc) 16 16 1,6
g-Linclénico {C18:3n6] 4,0 4.0 4,0
HenelCosanoico (c21:0] 19 1% 19
Eicosadienaico [Cc2o:2) 1,7 1,7 17
Araquidonico [C20:4) 15 15 1,5
Docosadienaics [C22:2nkE) 2,0 20 2,0
Eicosapentanaics [c20:5n3) 14 14 14

REVISO Y AUTORIZG

Arley R. Villamizar 1.
Quimice P 2839
Coordinador de Calidad

NOTA: ESTE IORME DE REGLE TADCE: CORRESPORDE DNRCAMENTE A LA MUESTRA ANALIZANA, MO PLEDE 558 M
FARCTAL AT TOTALMENTE SEPROCUETON SIN LA APROSACTON DL LABORATORID
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ANEXO F. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
PARA METODOLOGIA DESCRITA POR BLIGH AND DYER ET AL
EMPLEANDO BIOMASA HUMEDA DE NANNOCHLOROPSIS SP

— FOITIE.O1
“lﬁ ALTMENTDS INFORME DE ENSAYO Versiom: 02
-CICTA-
Pagina 1de 2
INFORME DE ENSAYO Nimero:321-14
FECHA: Junio 5 de 2014
MNOMBRE/EMPRESA: Paola Sanguino -UIS
DIRECCION: Cra 27 Calle 9
TELEFONC: 300571 2222

CODIGO DE LA MUESTRA: M324-14
PRODUCTO: 6 Mannochloropsis inferior

FECHA DE RECEPCION: Mayo 22 de 2014
REALIZACION DEL ANALISIS: Mayo 28 de 2014

DESCRIPCION DEL AMALISIS:

1. El analisis de acidos grasos se llevd a cabo mediante [a obtencion de sus metilésteres y
cuantificacion por cromatografia de gases con detector de ionizacian en llama {GC-FID),
segun las normas NTC 4867 y NTC 5013 (“Grasas y aceffes animales y vegefales,
Preparacidn y analisis de los ésteres metilicos de los Acidos grasos por Cromatografia de
gases”. El analisis cromatografico de la muestra se realizd en un cromatdgrafo de gases (GC)
AT TBOON (Agilent Technologies, Palo Alto, Califomnia, EE.ULL), con detector de ionizacion de
llama (FID). La columna empleada en el analisis fue HPAS (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UL) [88%-cianopropil-aril-polisiloxanc), 60 m x 0,25 mm x 0.20 pm]. La inyeccion ss
realizd en modo Spii (10:1) (V- 2uL).
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LABORATORID DE FOITIE.OL
“lﬂ ALTMENTOS INFORME DE ENSAYD Versign: 02
-CICTA-
Pagina 2 de 2

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS M324-14

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
NOMBRE NC* HEI'_::%EF:?%} REE:HT“D;‘?%} PROMEDIO
Laurico {c12:0) 13 13 13
Palmitico {C16:0) 13 19 19
Palmitoleico {C16:1) 23 23 23
Heptadecanoico (C17:0) 3,8 38 38
Estearico {C18:0) 3.1 31 31
Linolénico {C18:3n3) 53,2 53,2 53,2
Eicosenoico (C20:1) 13 13 13
Eicosapentanoico (C20:5n3) 26 g6 g26

REVISO ¥ AUTORIZO

Arley R. Villamizar 1.
Quimico PO 2839
Coordinador de Calidad

NOTA: ESTE INFORME DF RESUE TADOS CORRESPONDE DWICAMENTE A LA MUESTRA ANALIZADM, NG PUEDE SER NI
PARTTAL AT TOTALMENTE REPRODUCTIN STW LA APROBACTON DF LARORATORID
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ANEXO G. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO PARA EL DESARROLLO DE LAS
METODOLOGIAS PROPUESTAS.

Figura 11. Cultivo de microalgas.
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Figura 13. Calentamiento de las muestras empleando el método Sathis et al

Figura 13. Homogenizacion de las muestras empleando los dos métodos
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Figura 14. Obtencion final de los extractos lipidicos empleando el método Sathis et

al

Figura 15. Obtencidn final de los extractos lipidicos empleando el método Bligh

and Dyer

L LLLTT

ﬂj

ha bd G BH KE BB
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