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 RESUMEN 

 

TITULO: EVALUACIÓN DE UNA METODOLOGIA PARA LA EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS EN 
BIOMASA HÚMEDA A PARTIR DE Chlorella Vulgaris UTEX 1803 Y Nannochloropsis Sp

*
 

 
AUTOR: NATHALY ANDREA MONTOYA TORRES, LUCIA AKIMUSHKIN VALENCIA

**
 

PALABRAS CLAVE: LÍPIDOS, MICROALGAS, BIOMASA HÚMEDA, SOLVENTES DE 

EXTRACCIÓN. 

DESCRIPCIÓN:  

Los lípidos son sustancias de origen biológico constituidos por moléculas orgánicas, se 
caracterizan por su poca solubilidad en agua debido a que están formados por cadenas largas 
hidrocarbonadas, sin embargo son altamente solubles en solventes orgánicos como cloroformo, 
benceno, éter y hexano entre otros. Una alternativa interesante para la obtención de lípidos es la 
utilización de microalgas como fuente de extracción, estos microorganismos pueden almacenar 
cantidades importantes de metabolitos como proteínas de 40% a 50%, carbohidratos hasta 55% y 
lípidos de 20% a 30%. Para la extracción de lípidos provenientes de microalgas se han utilizado 
diferentes métodos con biomasa seca, entre ellos extracción con solventes químicos, siendo este 
un método rápido y eficiente que puede alcanzar un rendimiento de 98%. Dos de los solventes más 
utilizados son el hexano y el cloroformo quienes alcanzan rendimientos de extracción de 70% y 
90% respectivamente. La utilización de biomasa húmeda en los procesos de extracción de lípidos 
es sumamente importante debido a la disminución de costos de secado, reduciendo hasta un 90% 
el gasto energético. El presente trabajo evaluó las metodologías propuestas por Sathish et al y 
Bligh and Dyer para la extracción de lípidos a partir de Chlorella Vulgaris y Nannochloropsis Sp, 
utilizando biomasa seca y húmeda. Lo anterior mediante la ejecución de los diseños 

experimentales obtenidos para cada una de las metodologías estudiadas. Las eficiencias de 

extracción de lípidos alcanzadas fueron superiores utilizando biomasa húmeda en ambas 
metodologías, 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. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: EVALUATIÓN 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: LÍPIDS, 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. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los lípidos son sustancias de origen biológico constituidos por moléculas 

orgánicas (biomoléculas), se caracterizan por su poca o casi nula solubilidad en 

agua, debido a que están formados por cadenas largas hidrocarbonadas [1], sin 

embargo  son altamente solubles en solventes orgánicos 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 fabricación de diferentes 

productos como alimentos, aceites y jabones entre otras aplicaciones industriales. 

Actualmente los lípidos han sido utilizados en la elaboración de nuevas fuentes de 

energía renovable como es el caso de  los biocombustibles. Estos últimos cumplen 

un papel importante en el mercado, siendo una nueva alternativa potencial hacia el 

reemplazo de los combustibles fósiles [2].  

 

Los lípidos se pueden clasificar en saponificables y no saponificables. Los 

primeros son hidrolizados en medio alcalino produciendo ácidos grasos, mientras 

que los segundos no experimentan la reacción ya mencionada. Los  lípidos 

saponificables han  sumado importancia en la industria debido a que se puede 

obtener sales alcalinas (jabón), ceras, grasas y aceites. Estos productos tienen 

una demanda significativa frente a los lípidos no saponificables (esteroides, 

aceites esenciales y vitaminas lipofílicas) [3]. Sin embargo el costo en el mercado 

de los productos obtenidos a partir de lípidos no saponificables resulta ser más 

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

 

Una alternativa interesante para la obtención de lípidos es la utilización de 

microalgas como fuente de extracción. Las microalgas presentan diversas 

ventajas, entre las cuales se encuentra un rápido crecimiento, gran tolerancia al 

medio de cultivo (agua no potable) [5,6] y altos contenidos de compuestos 

orgánicos. Estos microorganismos pueden acumular cantidades importantes de 
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metabolitos como, proteínas (40% a 50%), carbohidratos (55%) y lípidos (20% a 

30%). Recientemente se ha utilizado el género Chlorella Vulgaris en la obtención 

de lípidos, 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 más altos en comparación  con otras 

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

 

En la extracción de lípidos provenientes de microalgas a nivel de laboratorio se 

han utilizado métodos de extracción con solventes químicos, choque osmótico, 

extracción con fluidos súper críticos, autoclavado, extracción con ultrasonido, 

extracción asistida con microondas, extracción mediante destrucción mecánica y 

transesterificación directa [12,13,14]. La extracción mediante solventes se ha 

caracterizado por ser un método rápido y eficiente, que evita la degradación de la 

biomasa, alcanzando hasta un 98% de rendimiento [15]. No obstante, el uso de 

solventes tiene ciertas desventajas, como la selectividad y la obtención de algunos 

productos no deseados como azúcares, aminoácidos, sales, proteínas y 

pigmentos hidrófobos [16]. Tradicionalmente, se han empleado diferentes tipos de 

solventes orgánicos en la extracción de lípidos a partir de biomasa de microalgas, 

entre los solventes más utilizados se encuentran el hexano y el etanol. Mediante 

una mezcla hexano-etanol, es posible extraer hasta el 98% de los ácidos grasos 

presentes en la biomasa. Los métodos de extracción con hexano han llegado a 

mostrar resultados interesantes, obteniendo hasta un 79.4 % de lípidos 

transesterificables [17]. La utilización de hexano presenta múltiples ventajas, tiene 

una menor toxicidad comparado con otros solventes, es relativamente económico, 

fácil de recuperar y tiene alta selectividad hacia los lípidos neutros, que pueden 

ser convertidos en biodiesel utilizando tecnologías ya existentes  [18,19]. 

 

Otras metodologías basadas en solventes químicos, pueden llegar a ser selectivas 

para lípidos polares y no polares, esto se logra debido a la utilización de un 
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solvente apolar, en combinación con un solvente relativamente polar. Con base en 

estas propiedades se desarrollaron métodos utilizando la mezcla cloroformo-

metanol (Bligh & Dyer), este método rápido y eficiente ha sido ampliamente 

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

 

Comúnmente, se ha utilizado biomasa seca en los procesos de extracción con 

solventes químicos, algunos solventes han logrado buenos resultados con 

biomasa húmeda, alcanzando hasta un 85% en la primera extracción [22, 23]. 

Recientemente se han realizado comparaciones entre los procesos de extracción 

con biomasa seca y húmeda, mediante balances de energía. En estos trabajos, se 

demostró que las etapas del secado de biomasa y extracción de lípidos consumen 

altas cantidades de energía [24]. El secado de la biomasa representa el 90% del 

gasto de energía total del proceso [25], por lo tanto, para disminuir el consumo de 

energía se hace necesario eliminar la etapa del secado. En este sentido, el 

escenario es propicio para estudiar alternativas de extracción de lípidos a partir de 

biomasa húmeda, teniendo en cuenta la influencia de otras variables en el 

rendimiento de los procesos. El presente trabajo evaluó las metodologías 

propuestas por Sathish et al [17] y Bligh and Dyer [26] para la extracción de lípidos 

a partir de Chlorella Vulgaris y Nannochloropsis Sp, utilizando biomasa seca y 

húmeda. Lo anterior mediante, la ejecución de los diseños experimentales 

obtenidos para cada una de las metodologías estudiadas.  
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1. DESCRIPCIÓN METODOLÓGICA 

 

Se evaluaron dos metodologías empleando disrupción celular seguida de 

extracción con solventes. La primera metodología 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 metodología se presenta en la figura 1. La 

segunda metodología se basa en lo propuesto por Bligh and Dyer donde se utiliza 

una mezcla cloroformo: metanol como solvente de extracción. El diagrama de 

proceso de esta metodología se muestra en la figura 2. 

 

Figura 1. Metodología Experimental propuesta por Sathish et al 
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Figura 2. Metodología Experimental propuesta por Bligh And Dyer 
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1.1  MÉTODOS DE CULTIVO 

 

Chlorella vulgaris  UTEX 1803 y Nannochloropsis Sp, fueron adquiridas de la 

colección 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 

 Lípidos Fase Inferior 
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H2O 
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Agitación 
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acoplaron a un sistema de aireación por burbujeo, ciclo luz-oscuridad 12:12 h, 

temperatura ambiente (23°C), pH neutro y sin ningún suministro complementario 

de CO2. Después de 15 días de cultivo la biomasa fue recuperada mediante 

centrifugación a 3400 rpm durante 15 minutos en una centrífuga  (UNIVERSAL 

320 R). 

 

Tabla 1. Medio Bold Basal 

Compuesto Composición (mg/L) Compuesto Composición (mg/L) 

NaNO3 2,94 MoO3 4,93 X 10
-3

 

MgSO4.7H2O 3,04 X 10
-1

 CuSO4.5H2O 6,29 X 10-3 

NaCl 4,28 X 10-1 Co (NO3)2.6H2O 1,68 X 10
-3

 

K2HPO4 4,31 X 10
-1

 H3BO3 1,85 X 10
-1

 

KH2PO4 1,29 EDTA 1,71 X 10
-1

 

CaCl2.2H2O 1,70 X 10
-1

 KOH 5,53 X 10
-1

 

ZnSO4.7H2O 3,07 X 10-2 FeSO4.7H2O 1,79 X 10
-2

 

MnCl2.4H2O 7,28 X 10
-3

 
  

 

1.2 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

1.2.1 Método Sathish et al. El diseño experimental de composición central 33 con 

17 pruebas, se realizó utilizando la herramienta informática STATISTIC 7.0. Las 

variables en consideración fueron  relación biomasa/solvente y temperatura de 

solvente. En la Tabla 2 se presenta el diseño de experimentos. 
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Tabla 2. Diseño de experimental Sathish et al. 

Prueba Biomasa (g) 
Temperatura 

(°C) 
Volumen 

(ml) 
Prueba 

Biomasa 
 (g) 

Temperatura 
(°C) 

Volumen 
(ml) 

A 290,33 42.5 5 J 425 60 6.60 

B 625 42.5 5 K 825 60 3.4 

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 3.4 

G 625 42.5 2.32 P 625 71.78 5 

H 825 60 6.60 Q 625 13.21 5 

I 425 60 3.4 
    

 

 
1.2.2. Método Bligh and Dyer. El diseño experimental de composición central 43 

con 27 pruebas, se realizó utilizando la herramienta informática STATISTIC 7.0. 

Las variables en consideración fueron relación biomasa/solvente y la 

concentración de la solución extractora (relación de los componentes de la 

solución extractora). En la Tabla 3 se presenta el diseño de experimentos. 

 

Tabla 3. Diseño de experimental Bligh And Dyer 

Prueba 
Biomasa/Ste 

(g/L) 
Relación  

Metanol:Cloroformo:H2O 
Prueba 

Biomasa/Ste 
(g/L) 

Relación  
Metanol:Cloroformo:H2O 

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 O 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 

I 20 01:00,8 U 10 02:01:00 

J 10 01:00,8 V 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 EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS 

 

1.3.1. Extracción de lípidos con base en el método descrito por Sathish et al. 

A un tubo falcón de 25 ml se adicionó biomasa húmeda de acuerdo al diseño de 

experimentos de la tabla 1, posteriormente se le adicionó 1 ml de H2SO4 1M y se 

calentó a 90 °C durante 30 minutos. Seguidamente se le adicionó 1 ml de NaOH  

5M y se calentó a 90 °C durante 30 minutos. Se dejó a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 3400 rpm durante 20 minutos, para separar la fase sólida de la 

acuosa. La fase acuosa se transfirió a un tubo falcón de 25 ml y se dejó 

almacenada con el nombre corriente I. Seguidamente, a la fase sólida se le 

adicionó 1 ml de H2O desionizada y se centrifugó a 3400 rpm durante 20 minutos, 

para lograr una nueva separación de fases. La fase acuosa se transfirió a la 

corriente I y se adicionaron 3 ml de H2SO4  5M. La mezcla obtenida, se centrifugó 

a 3400 rpm durante 20 minutos. El sólido obtenido se transfirió a un tubo de vidrio 

de 25 ml, donde se adicionó un volumen de hexano de acuerdo al diseño de 

experimentos de la tabla 1. Luego la muestra se calentó a la temperatura indicada 

en la tabla 1, durante 15 minutos. La muestra se dejó a temperatura ambiente por 

un periodo de 12 horas para asegurar la separación de las fases. La fase superior 

(hexano-lípidos) se transfirió a cajas Petri previamente pesadas y se llevó a la 

cámara de extracción donde ocurrió la volatilización del hexano. Finalmente, las 

muestras se llevaron al desecador hasta alcanzar peso contante y se determinó la 

cantidad de extractos lipídicos por gravimetría (Ashik Sathish, Ronald C. Sims, 

2012) [17]. 

 

1.3.2 Método Bligh and Dyer. A un tubo falcón de 50 ml se le adicionó biomasa 

húmeda de acuerdo al diseño de experimentos presentado en la tabla 2. 

Seguidamente, se le adicionaron 5.7 ml de solución Bligh and Dyer con las 

proporciones indicadas en la tabla 2 y 5 mg de perlas de vidrio de 0.5 mm de 

diámetro. La mezcla se homogenizó con vórtex durante 10 minutos y se centrifugó 

a 3400 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se almacenó en tubos de vidrio 
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de 50 ml y al sólido obtenido, nuevamente se le adicionaron 5.7 ml de solución  

Bligh and Dyer con las proporciones indicadas en la tabla 2. La mezcla se 

homogenizó con vórtex durante 7 minutos y se centrifugó 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 homogenizó por tres minutos. 

Posteriormente, se adicionaron 3 ml  cloroformo y se homogenizó nuevamente con 

vórtex por tres minutos. La mezcla se dejó a temperatura ambiente por un período 

de 24 horas para permitir la separación de las fases (agua y cloroformo-lípidos). 

La fase cloroformo-lípidos se transfirió a cajas Petri previamente pesadas y fueron 

llevadas a la cámara de extracción para permitir la volatilización del cloroformo. 

Finalmente, se llevaron al desecador hasta alcanzar peso constante y se 

determinó la cantidad de extracto lipídico por gravimetría. (Bligh and Dyer 

modificado, 2013)[26] 

 

1.3.3. Determinación de la humedad. Se tomó 0.1 g de biomasa húmeda de 

microalgas y se llevó a papel filtro previamente pesado. La muestra se secó en el 

horno durante 24 horas a una temperatura de 100 °C. Posteriormente se llevó al 

desecador hasta alcanzar peso constante, y se determinó la perdida de agua por 

gravimetría.  

 

1.3.4. Cálculo de la eficiencia de extracción. Teniendo en cuenta el contenido 

de lípidos para cada una de las microalgas utilizadas como se muestra en la tabla 

4, se calculó la eficiencia de extracción para cada uno de los métodos evaluados 

siguiendo la ecuación (1). 
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Tabla 4. Contenido de lípidos de Microalgas 

Microalga 
Lípidos 

 (% En peso seco) 

Chlorella vulgaris 15* 

Nannochloropsis Sp 23** 

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

 

 

 

 

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extracción de lípidos a partir 

de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor rendimiento para 

realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp húmeda. Lo anterior con el objetivo de 

comparar la eficiencia de extracción en estos tipos de microalgas. 

 

1.3.5. Caracterización de lípidos. Los extractos lipídicos que alcanzaron un 

mayor peso fueron enviados al laboratorio de alimentos CICTA, para cuantificar 

los ácidos grasos presentes. Para esto se utilizó un cromatógrafo de gases con 

detector de ionización en llama (GC-FID), según las normas NTC 4967 y NTC 

5013 (“Grasas y aceites animales y vegetales, Preparación y análisis de los 

ésteres metílicos de los ácidos grasos por Cromatografía de gases”).   
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2. RESULTADOS Y ANALISIS 

 

2.1  METODOLOGÍA CON BASE EN LO PROPUESTO POR SATHISH ET AL.  

 

Utilizando la metodología descrita por Sathish et al [17] y teniendo en cuenta el 

diseño de experimentos de la tabla 2, se calculó la eficiencia de extracción de 

lípidos a partir de biomasa (seca y húmeda) de Chlorella Vulgaris. Los resultados 

obtenidos se presentan en la figura 1. 

 

Figura 1. Eficiencia de Extracción de lípidos de Chlorella vulgaris 

 

 

Como se muestra en la figura 1, gran parte de las pruebas alcanzó una mayor 

eficiencia de extracción  de lípidos a partir de biomasa húmeda. Algunos autores 

han presentado resultados superiores utilizando biomasa húmeda mediante 
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extracción con otros solventes. Jones et al [30] realizó extracciones con 2-etoxi 

etanol en biomasa seca y húmeda y obtuvo una cantidad final de lípidos dos veces 

mayor en húmedo. 

 
El mayor porcentaje de eficiencia de extracción de lípidos se obtuvo a condiciones 

de 42,5 °C y relación biomasa/solvente de 15,73 g/L correspondiente al 

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

 

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extracción de lípidos a partir 

de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor eficiencia para 

realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp húmeda. Se compararon las eficiencias 

de extracción de lípidos de estas dos microalgas. Los resultados obtenidos se 

presentan en la figura 2.   

 
Figura 2. Comparación de eficiencias de extracción de lípidos entre Chlorella 

Vulgaris y Nannochloropsis Sp utilizando biomasa húmeda
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En la mayoría de los casos se observa una mayor eficiencia de extracción en 

Chlorella Vulgaris. Serrano Bermúdez [31] alcanzó 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 extracción, 

como lo muestran Shin et al (2014) [32]. Los autores aseguran que una mayor 

temperatura del solvente  (cercana al punto crítico) conduce a valores de eficiencia 

más altos. De acuerdo a los resultados de la figura 2 se logra alcanzar una 

eficiencia de 16.93% a condiciones de 60 °C y relación biomasa/solvente de 16,92 

g/L, correspondiente a l aprueba J.  

 

2.2. METODOLOGÍA CON BASE EN LO PROPUESTO POR BLIGH AND DYER.  

 

Utilizando la metodología descrita por Bligh and Dyer [26]  y teniendo en cuenta el 

diseño de experimentos de la Tabla 3, se calculó la eficiencia de extracción de 

lípidos a partir de biomasa (seca y húmeda) de Chlorella Vulgaris. Los resultados 

obtenidos se presentan en la figura 3.  
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Figura 3. Eficiencia de Extracción de lípidos de Chlorella Vulgaris

  

 

Como se muestra en la figura 3, gran parte de las pruebas alcanzó una mayor 

eficiencia de extracción de lípidos utilizando biomasa húmeda. En estudios 

anteriores donde se utilizó dimetil éter como solvente se obtuvo hasta un 97% de 

eficiencia a partir de biomasa húmeda, en comparación con la extracción Bligh and 

Dyer empleando biomasa seca [33]. El experimento Q, donde se utilizó una 

relación biomasa solvente de 5g/L y solución extractora de 

metanol:cloroformo:agua (0.5:4:0.2) alcanzó la mayor eficiencia de extracción 

correspondiente al 98.9%. 

 

Una vez obtenidos los resultados de las eficiencias de extracción de lípidos a partir 

de Chlorella vulgaris, se seleccionaron las pruebas con mayor eficiencia para 

realizarlas utilizando Nannochloropsis Sp húmeda. Se compararon las eficiencias 

de extracción de lípidos de estas dos microalgas. Los resultados obtenidos se 

presentan en la figura 4.   

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

C D E F G H I J K L M N O P Q R T U V W X

%
 E

fi
ci

e
n

ci
a 

Experimentos 

Biomasa Seca Biomasa Húmeda



29 
 

Figura 4. Comparación de eficiencias de extracción de lípidos entre Chlorella 

Vulgaris y Nannochloropsis Sp utilizando biomasa húmeda 

 

 

En la figura 4 se observa un comportamiento similar al presentado utilizando la 

metodología basada en Sathish et al. El experimento Q alcanzó el mayor 

porcentaje de eficiencia (98.89%) se llevó a cabo con una relación biomasa 

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

  

2.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

2.3.1 Metodología según lo propuesto por Sathish et al.5 Mediante el diseño 

de experimentos descrito en la tabla 2 se evaluó la influencia de las variables 

relación biomasa/solvente, temperatura de solvente y volumen de solvente, sobre 

la eficiencia de extracción de lípidos. A partir de los resultados obtenidos y 

utilizando el programa STATISTIC 7.0, se generó el diagrama de Pareto de la 

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

 

 

La relación biomasa/solvente es la variable  más significativa en la eficiencia de 

extracción de lípidos en biomasa húmeda, esto debido a que sobrepasa el umbral 

de significancia de 0.05 (línea punteada). El resultado del diagrama de Pareto, 

permite inferir que a menor relación biomasa/solvente se obtienen mejores 

eficiencias de extracción. Lo que significa que aumentando el volumen de hexano 

es posible extraer mayor cantidad de lípidos. Por otra parte, la temperatura no 

muestra influencia significativa en la eficiencia de extracción, para la metodología 

utilizada. Sin embargo, algunos autores aseguran que a temperaturas superiores 

al punto de ebullición de los solventes se logran mejores resultados en la 

extracción de lípidos. [17,32] 

 

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

eficiencia de extracción lípidos evaluando las variables biomasa y volumen de 

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

 

 



31 
 

Figura 7. Superficie de respuesta de extracción de lípidos utilizando 

Chlorella vulgaris húmeda 

 

 

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 relación 

biomasa/solvente incrementa sustancialmente el valor de la eficiencia.   

 

2.3.2  Metodología según lo propuesto por Bligh and Dyer. Mediante el diseño 

de experimentos descrito en la Tabla 3 se evaluó la influencia de las variables 

relación biomasa/solvente y volumen de los componentes de la solución 

extractora, sobre la eficiencia de extracción de lípidos. A partir de los resultados 

obtenidos y utilizando el programa STATISTIC 7.0, se generó el diagrama de 

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

 

 

El volumen de cloroformo fue la variable significativa en esta metodología de 

extracción, debido  a que sobrepasa el umbral de significancia de 0.05 (línea 

punteada). El resultado del diagrama de Pareto, permite asegurar que a mayor 

volumen de cloroformo se obtienen mejores resultados en la eficiencia de 

extracción. Yao et al [23] encontró, que al aumentar  el volumen de solvente, la 

cantidad de lípidos obtenidos también aumenta. Por otra parte Rezende dos  

Santos et al [34]  presentó un estudio en el que se variaban las proporciones de 

cloroformo:metanol y como resultado se obtenían mayores extractos lipídicos al 

aumentar la proporción de cloroformo. Sin embargo, al incrementar el volumen del 

solvente, también se elevarían los costos de separación, purificación y 

recuperación del solvente. 

 

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

eficiencia de extracción lípidos, evaluando las variables volumen de cloroformo y 

relación biomasa/solvente. El resultado obtenido se presenta en la figura 9. 
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Figura 9. Superficie de respuesta de extracción de lípidos utilizando 

Chlorella vulgaris húmeda  

 

 

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. ANÁLISIS COMPARATIVO ENTRE LAS METODOLOGÍAS 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 metodologías evaluadas. 
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Figura 10. Comparación de métodos de extracción evaluados. 

  

 

La prueba Q (método Bligh and Dyer) con relación biomasa solvente de 5 g/L y 

solución extractora metanol:cloroformo:agua de relación (0.5:4:0.2) alcanzó el 

valor de eficiencia más alto, comparado con la prueba A (Sathish et al) a 

condiciones de temperatura de 42.5 °C y relación biomasa solvente de 15.73 g/L. 

Esto demuestra que es posible extraer hasta 5.5 veces más lípidos con la 

metodología Bligh and Dyer utilizando biomasa húmeda de Chlorella vulgaris. 

 

Por otra parte, al comparar las dos metodologías empleando Nannochloropsis Sp 

húmeda se observa que hay una diferencia poco significa entre las eficiencias de 

extracción. Los porcentajes obtenidos fueron de 64.9% y 57.53% utilizando Bligh 

and Dyer  y Sathish et al respectivamente. 

 

En la metodología propuesta por Bligh and Dyer es posible extraer una gran 

cantidad de componentes lipídicos [35], no obstante, la poca selectividad del 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Chlorella vulgaris húmeda Nannochloropsis Sp húmeda

%
 E

fi
ci

e
n

ci
a

 

Metodologías de Extracción 

Sathis et al

Bligh and Dyer



35 
 

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 extracción de lípidos debido a la presencia de impurezas como, 

clorofilas, carotenoides, hidrocarburos, aldehídos, fosfolípidos y glicolípidos. Lo 

anterior, podría incrementar el costo del proceso, dada la necesidad de purificar el 

extracto obtenido. 

 

Por otra parte el hexano es selectivo hacia los lípidos neutros saponificables y 

pequeñas cantidades de ácidos grasos poliinsaturados [37]. Esto, podría explicar 

la baja eficiencia del método evaluado (Sathis et al).  Sin embargo, esta 

metodología se puede optimizar aumentando la temperatura del solvente, como lo 

plantea Shin et al [32] en su estudio de extracción con hexano en condiciones 

cercanas al punto crítico.  

 

En los anexos 1 y 2 se presentan los resultados de las eficiencias de extracción de 

lípidos obtenidas a partir de las metodologías empleadas utilizando biomasa 

húmeda 

 

2.5. CARACTERIZACIÓN DEL EXTRACTO LIPÍDICO  

 

Los extractos lipídicos de las mejores pruebas de extracción de los métodos 

evaluados, se caracterizaron por cromatografía 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. Composición de ácidos grasos de Chlorella Vulgaris. 

Ácidos 

grasos 
Nomenclatura (%) Teórico* 

(%) (%) 

Ashik 

Sathish 

Bligh and 

Dyer 

Palmítico 16:00 19,2 25,5 12,9 

Esteárico 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 extracción de ácidos palmítico y esteárico 

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 ácido 

oleico y linoleico, demostrando su selectividad hacia cierto tipo de ácidos grasos 

como se muestra en la tabla 5. [37] 

 

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

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

 

Tabla 6. Composición de ácidos grasos de Nannochloropsis Sp. 

Ácidos 

Nomenclatura 

(%) (%) (%) 

 grasos Teórico* 
Ashik 

Sathish 

Bligh and 

Dyer 

Palmítico 16:00 6,91 19,7 1,9 

Heptadecanoico 17:00 0,11 41,2 3,8 

Esteárico 18:00 0,14 25 3,1 

Eicosapentanoico 20:05 10,43 1,4 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 cromatografía 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 metodologías ya mencionadas. 
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3.  CONCLUSIONES 

 

Las mejores condiciones de extracción utilizando la metodología propuesta por 

Sathis et al  fueron: relación biomasa/solvente de 15.73 g/L y temperatura de 

solvente de 42.5 °C, logrando una eficiencia de extracción de 18.22% empleando 

Chlorella vulgaris húmeda. Por otra parte para Nannochloropsis Sp húmeda, las 

mejores condiciones de extracción fueron: relación biomasa/solvente de 16.92 g/L 

y temperatura de solvente de 60 °C, logrando una eficiencia de extracción de 

16.93%. 

 

El análisis del diseño experimental para el método Sathish et al mostró que la 

variable relación biomasa/solvente influye significativamente en los porcentajes de 

eficiencia de extracción. Los valores de la eficiencia aumentan cuando la 

extracción se lleva a cabo con una menor relación biomasa/solvente.  

 

Los porcentajes de extracción de ácidos grasos empleando el método propuesto 

por Sathish et al muestran valores superiores a los registrados en la literatura, lo 

cual hace del método una opción atractiva para obtener ácido palmítico, esteárico 

y heptadecanoico utilizando biomasa húmeda. 

  

Las mejores condiciones de extracción utilizando la metodología propuesta por 

Bligh and Dyer fueron: relación biomasa/solvente de 5 g/L y y solución extractora 

de metanol:cloroformo:agua de relación 0.5:4:0.2 alcanzando una eficiencia de 

extracción de lípidos de 98.9% empleando Chlorella vulgaris húmeda. Por otra 

parte las mejores condiciones de operación utilizando Nannochloropsis Sp 

húmeda fueron: relación biomasa/solvente de 5 g/L y y solución extractora de 

metanol:cloroformo:agua de relación 0.5:4:0.2, alcanzando una eficiencia de 

extracción de lípidos de 64,9%. 

 



39 
 

El análisis del diseño experimental para el método Bligh and Dyer mostró que la 

variable volumen de cloroformo influye significativamente en los porcentajes de 

eficiencia de extracción. Los valores de la eficiencia aumentan al aumentar el 

volumen de cloroformo. 

 

Bligh and Dyer presentó lo mejores resultados de eficiencias de extracción de 

lípidos a partir de biomasa húmeda. El método propuesto por Sathish et al muestra 

ser una gran alternativa al momento de obtener  los ácidos grasos más comunes.  
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4.  RECOMENDACIONES 

 

Evaluar otros métodos de disrupción celular  como ultrasonido o microondas, en 

combinación con las metodologías planteadas que puedan incrementar el 

porcentaje de extracción de lípidos y su eficiencia. 

 

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

microalgas. 

 

Buscar métodos alternativos para identificar los componentes no lipídicos que 

generan ruido en los cromatogramas como pueden ser las fracciones de biomasa 

solubles en cloroformo y hexano. 

 

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

temperatura crítica del hexano. 

 

Evaluar las metodologías propuestas con solventes menos tóxicos y más 

amigables con el medio ambiente. 
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ANEXOS  

ANEXO A.  RESULTADOS DE EFICIENCIA DE EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS 

UTILIZANDO EL MÉTODO EMPLEADO POR SATHIS ET AL CON BIOMASA 

HÚMEDA. 

 

Prueba 
Chlorella vulgaris 

% Eficiencia 

Nannochloropsis Sp 

% 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 EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS 

UTILIZANDO EL MÉTODO EMPLEADO POR BLIGH AND DYER  CON 

BIOMASA HÚMEDA. 

 

Prueba 
Chlorella vulgaris 

% Eficiencia 

Nannochloropsis Sp 

% Eficiencia 

C 26,71 - 

D 19,46 - 

E 73,36 31,88 

F 55,04 - 

G 16,86 - 

H 6,59 - 

I 54,67 19,51 

J 52,58 22,48 

K 73,36 31,88 

L 55,04 - 

M 89,25 60,22 

N 34,51 26,20 

O 58,01 - 

P 91,91 - 

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 CROMATOGRAFÍA DE GASES 

PARA METODOLOGÍA DESCRITA POR ASHIK SATHISH ET AL EMPLEANDO 

BIOMASA HÚMEDA DE CHLORELLA VULGARIS 

  



54 
 

 

 



55 
 

ANEXO D. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES 

PARA METODOLOGÍA DESCRITA POR BLIGH AND DYER ET AL 

EMPLEANDO BIOMASA HÚMEDA DE CHLORELLA VULGARIS 
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ANEXO E. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES 

PARA METODOLOGÍA DESCRITA POR ASHIK SATHISH ET AL UTILIZANDO 

BIOMASA HÚMEDA DE NANNOCHLOROPSIS SP 
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ANEXO F. RESULTADOS DE PRUEBAS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES 

PARA METODOLOGÍA DESCRITA POR BLIGH AND DYER ET AL 

EMPLEANDO BIOMASA HÚMEDA DE NANNOCHLOROPSIS SP  
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ANEXO G. FOTOGRAFÍAS DEL PROCESO PARA EL DESARROLLO DE LAS 

METODOLOGÍAS PROPUESTAS. 

 

Figura 11. Cultivo de microalgas. 

 

Figura 12. Centrifugación y pesado de la biomasa recuperada. 
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Figura 13. Calentamiento de las muestras empleando el método Sathis et al 

 

Figura 13. Homogenización de las muestras empleando los dos métodos 
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Figura 14. Obtención final de los extractos lipídicos empleando el método Sathis et 

al 

 

Figura 15. Obtención final de los extractos lipídicos empleando el método Bligh 

and Dyer  
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