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azucares, proteinas o hidratos de carbono.
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Saponificacion Es la sintesis de jabdn a partir de la reaccién quimica

de aceites o grasas en un medio alcalino.

Urea Compuesto quimico cristalino e incoloro.
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realizé la evaluacion y
caracterizacion fisicoquimica a escala laboratorio de acidos grasos de interés

alimentario de la microalga Chlorella vulgaris procedente de Amatitlan.

La fraccion lipidica se extrajo de la biomasa de la microalga, a partir de
maceracion dindmica. Se realiz6 saponificacion directa a la fraccion lipidica para
la extraccion de acidos grasos. Los &cidos grasos poliinsaturados se
concentraron por el método de inclusién de urea a 0 °C, 25 °C y 30 °C. Se tomo
una muestra de cada solucion y de los cristales a diferentes temperaturas y se

realizé el perfil de acidos grasos de cada muestra por cromatografia gaseosa.

La microalga Chlorella vulgaris presenta en su perfil de acidos grasos,
acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados de interés
alimentario. Los acidos grasos mayoritarios presentes en la biomasa son el acido
oleico con 25,273 % y el linoléico con 20,885 %. En la saponificacion directa, el

acido graso mayoritario es el linoléico con 66,311 %.

Por el método de inclusién de urea, el acido graso mayoritario es el acido
linoléico. Se obtuvo un mayor rendimiento del acido linoléico a temperatura de
cristalizacion de 0 °C con rendimiento de 70,412 % y en los cristales se obtuvo
mayor rendimiento del &cido linolénico a 25 °C con rendimiento de 72,668 %.
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Se determiné que la temperatura de cristalizacion (Tc) tiene un efecto
significativo sobre el rendimiento los &cidos grasos poliinsaturados presentes en

la microalga.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el rendimiento y caracterizar fisicoquimicamente acidos grasos de
interés alimentario de la microalga (Chlorella vulgaris) procedente de Amatitlan a

escala laboratorio.

Especificos

1. Determinar el rendimiento de acidos grasos de interés alimentario

presentes en la microalga (Chlorella vulgaris)

2. Caracterizar fisicoquimicamente los acidos grasos presentes en la
biomasa de la microalga (Chlorella vulgaris) y los obtenidos por
saponificacion directa por medio de cromatografia de gases y detector de

llama de ionizacion (FID).

3. Caracterizar fisicoquimicamente los &acidos grasos poliinsaturados
obtenidos mediante el método de Urea a diferentes temperaturas de
cristalizacion: 0 °C, 25 °Cy 30 °C, por medio de cromatografia de gases y

detector de llama de ionizacion (FID).

4. Dar a Caracterizar fisicoquimicamente los acidos grasos poliinsaturados

presentes en los cristales obtenidos por el método de urea a diferentes
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temperaturas de cristalizacion, 0°C, 25°Cy 30°C, por medio de
cromatografia de gases y detector de llama de ionizacién (FID).
Comparar el rendimiento de acidos grasos presentes en el extracto
obtenido por saponificacion directa 'y en los AGPI y cristales obtenidos por
el meétodo de urea a diferentes temperaturas de
cristalizacion, 0°C, 25°C y 30°C.
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HIPOTESIS

Hipotesis cientifica

La composicion quimica de la microalga Chlorella vulgaris, es apta para

la obtencién de acidos grasos de interés alimentario.

El rendimiento de &cidos grasos poliinsaturados de interés alimentario en
la microalga Chlorella vulgaris, aumentara al aplicar el método de inclusién

de urea a diferentes temperaturas de cristalizacion.
La composicion quimica de la microalga Chlorella vulgaris se ve afectada

al variar la temperatura de cristalizacion por el método de inclusion de

urea.
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o Hipotesis estadistica

Hipotesis nula:

El rendimiento de los acidos grasos poliinsaturados, %AGPI, presentes en
la microalga Chlorella vulgaris, no difieren significativamente entre si al variar la
temperatura de cristalizaciéon (Tc). La temperatura de cristalizacién (Tc) no afecta

significativamente a la variable de medicion.
HO:%AGPITCl = %AGPITCZ = %AGPITc3
Hipotesis alternativa:

Hipotesis alternativa (Ha): ElI rendimiento de los acidos grasos
poliinsaturados, %AGPI, presentes en la microalga Chlorella vulgaris, difieren
significativamente entre si al variar la temperatura de cristalizacion (Tc). La
temperatura de cristalizacién (Tc) si afecta significativamente a la variable de

medicion.

Ho: %AGPITCI * %AGPITCZ * %AGPch3
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INTRODUCCION

Los acidos grasos son biomoléculas formados por largas cadenas de
carbono y un grupo carboxilo. Pueden encontrarse en aceites vegetales,
alimentos de origen de mar y grasas animales. Los acidos grasos segun su
estructura molecular se pueden clasificar en: saturados, cuando solamente tienen
enlaces simples entre los atomos de carbono, monoinsaturados, cuando tienen
un doble enlace en toda la cadena de carbono, acidos grasos poliinsaturados

(AGPI), cuando tienen méas de un doble enlace en su estructura.

Los AGPI son conocidos como acidos grasos esenciales, son un tipo de
lipidos que son indispensables para el funcionamiento del organismo humano y
que éste no puede sintetizar, por lo que es necesario adquirirlos a través de los
alimentos. Pueden clasificarse en dos grupos, omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6).
Las microalgas son consideradas una fuente potencial para la obtencion de
AGPI.

El presente trabajo de investigacion se enfocé en los acidos grasos de
interés alimentario, especificamente en los acidos grasos poliinsaturados (AGPI).
Existen diferentes métodos para la obtencién de la fraccién lipidica de las
microalgas, entre ellas la maceracion dinamica y estética. Para obtener un mayor
rendimiento de los acidos grasos presentes en la microalga, se puede, aplicar el

método de inclusién de urea con etanol.
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El presente trabajo de investigacion determind el contenido de acidos
grasos de interés alimentario en la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris. Se
utilizé saponificacion directa para la extraccion de los acidos grasos y mediante
el método de inclusiébn de urea se concentraron los AGPI y se realiz6 la

cristalizacion a tres temperaturas, 0 °C, 25°Cy 30 °C.

Se determind el perfil de acidos grasos de la biomasa, de la extraccion por
saponificacion directa y del concentrado obtenido utilizando el método de
inclusién de urea. Ademas, se determind la temperatura de cristalizacion con la
que se obtiene un mayor rendimiento de los AGPI (acidos grasos poliinsaturados)
presentes en la microalga Chlorella vulgaris.
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1. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos trabajos de investigacion enfocados en los temas
de extraccion de aceites de microalgas, extraccidon de compuestos bioactivos de
microalgas y caracterizacion del perfil lipidico de aceites de microalgas. Los
trabajos de investigacion que se presentan a continuacion han aportado

informacion relevante a esta investigacion.

Lesly Tejeda Benitez, Daniela Henao Argumedo, Mario Alvear Alayon,
Carlos Rafael Castillo Saldarriaga (enero de 2015), de la Universidad Pedagdgica
y Tecnoldgica de Colombia, Facultad de Ingenieria, realizaron el trabajo de
investigacion, caracterizacion y perfil lipidico de aceites de microalgas. Este
trabajo abarca desde el cultivo de dos clases de microalgas, Chlorella sp y
Dunaliella salina, hasta la determinacion del perfil lipidico de las mismas. Para la
extraccion de los aceites presentes en la biomasa de las microalgas, se utilizo el
método modificado de Bligh & Dyer. Para determinar el contenido de &cidos
grasos en los aceites extraidos de las microalgas se usé cromatografia gas-
liquido. Los resultados del perfil de acidos grasos de ambas microalgas tienen en

su mayoria dos acidos grasos insaturados: acido linolénico y acido oleico.



Investigadores del centro tecnolégico Neiker-Tecnalia (noviembre de 2015),
realizaron el estudio, identificacién de microalgas con 4cidos grasos beneficiosos
para la salud. Este estudio busca localizar microalgas que presentan acidos
grasos tipo omega 3, para ser empleadas en alimentos funcionales. Se identificé
y aislé varias especies de microalgas marinas pertenecientes a la familia
Thraustochytridae. Los resultados de los andlisis bioguimicos muestran que
estas microalgas tienen un 20 % de DHA del total de &cidos grasos que producen.
Ademas, se encontraron otros compuestos de interés para la industria

alimentaria, como pigmentos naturales con poder antioxidante, y enzimas como

lipasas, celulasas o tereasas.

Eddy Mauricio Viana Ruano (julio de 2014), de la Universidad de San Carlos
de Guatemala, Facultad de Ingenieria, Escuela de Ingenieria Quimica, realizé el
trabajo de investigacion, obtencion de B-caroteno a escala laboratorio a partir de
biofactorias fotosintéticas de spirulina spp., mediante el uso de mezcla ternaria.
Este trabajo de investigacion evalla el rendimiento de obtencién de S-caroteno
de la microalga spirulina spp al variar la relacién de biomasa/solvente y evaluarlo
mediante un analisis de cromatografia liquida de alta resolucion. Se realizo la
extraccidon a escala laboratorio por maceraciéon dinamica y posteriormente hacer
la saponificacién, extraccion y concentracion del S-caroteno. Se determiné que la
relacion biomasa/solvente con la que se obtiene un mayor rendimiento de (-

caroteno es 2:1.



Erick Giovanni Estrada Palencia (mayo de 2011), Universidad de San
Carlos de Guatemala, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, realizé el
trabajo de investigacion, Evaluacion del cultivo de microalgas a nivel de planta
piloto para la extraccion de aceite como materia prima en la produccion de
biodiesel. En el presente trabajo, se disefaron fotobiorreactores para la
produccién de biomasa de microalgas, siendo el de mangas plasticas con el que

se obtuvo un mayor rendimiento.

Raul Ernesto Olivares (enero de 2010), Facultad de Ingenieria y
Arquitectura de la Universidad de El Salvador, realiz6 el trabajo de investigacion:
Produccion de aceite para usos industriales a partir de la microalga,
scenedesmus Obliquus. En esta investigacién para la obtencion del aceite de
microalga se siguio el siguiente procedimiento, secaron la biomasa de microalgas
y la exprimieron aplicando expresion, usando una prensa de ochenta toneladas.
Al tener el aceite de microalga, se realizé la caracterizacion de los mismos. Para
la determinacién de acidos grasos presentes se utilizd saponificacion. Para
determinar si el aceite de microalga de scenedesmus Obliquus es apto para el
consumo humano, se siguié la Norma Codex Stan-19-1981, que especifica olor,
color, apariencia, impurezas insolubles, humedad y porcentaje de acidos grasos
libres. Los resultados, siguiendo esta norma, muestra que el aceite de microalga
de scenedesmus Obliquus es muy similar a un aceite vegetal de consumo
humano, aunque falta realizar otros analisis para determinar si realmente puede

utilizarse para la industria alimentaria.

A. Conchillo, I. Valencia, A. Puente, D. Ansorena e I. Astiasaran (mayo-junio
de 2006), departamento de Tecnologia de alimentos y toxicologia de la
Universidad de Navarra, Espafia, realizaron el trabajo de investigacion,
componentes funcionales en aceites de pescado y de algas. La investigacion

consistid en la caracterizacion de la fraccion lipidica del aceite de pescado y de
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alga, con la finalidad de valorar su potencial uso como ingredientes funcionales,
se evaluo el contenido de acidos grasos de alto peso molecular, esteroles y otros
componentes de la fraccion insaponificables. Para la determinacion de acidos
grasos se utilizé cromatografia gaseosa usando trifluoruro de boro/metanol. Los
resultados muestras que los aceites de pescado y de alga tienen una fraccién
lipidica muy rica en acidos grasos poliinsaturados w-3 de alto peso molecular. El
aceite de alga presenta un 43,97 % de estos acidos grasos, siendo el DHA el
acido graso mayoritario. Se lleg6 a la conclusién que estos aceites pueden ser

utilizados como ingredientes funcionales.

A. Robles Medina, A. Giménez, E. Molina Grima y J.L. Garcia Sanchez
(junio de 1995), departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de ciencia
experimentales de la Universidad de Almeria, realizaron el estudio de
investigacion: Obtencion de concentrados de acidos grasos poliinsaturados por
el método de los compuestos de inclusion de urea. Esta investigacion consistio
en evaluar la influencia de la relacion urea/acidos grasos y de la temperatura en
las concentraciones y rendimientos de los acidos grasos: SA, EPA y DHA de
aceite de higado de bacalao. Se utilizé saponificacion para la obtencién de acidos
grasos y cromatografia de gases para la determinacion de los mismos. Los
resultados obtenidos fueron utilizando metanol, una relacion U/A de 4:1 a 4 °C,
se maximizan las concentraciones y rendimientos en SA y DHA. Para obtener
concentracion y rendimientos altos de EPA se debe cristalizar a 28 °C. También
se determiné que la relacion urea/acidos grasos, es la variable que mas afecta la

concentracion de los AGPI.



2. MARCO TEORICO

2.1. Lipidos

Los lipidos son biomoléculas organicas presentes en los organismos de los
seres vivos. Estan formadas principalmente por carbono, hidrégeno y en
porcentajes menores oxigeno. Algunos pueden contener en su estructura atomos

de fosforo, nitrégeno y azufre.

Los lipidos tienen un elevado peso molecular. Son compuestos apolares e
hidrofébicos, por lo que son insolubles en agua. La baja solubilidad en agua se
debe a su estructura quimica que es hidrocarbonada, formada por enlaces

covalentes de C-Hy C-C.

Al ser insolubles en agua, un disolvente polar, los lipidos son solubles en
disolventes apolares, por ejemplo, etano, éter, cloroformo, benceno, o éter de
petréleo. Esta propiedad hace que sea posible su extraccion de las células y de
los tejidos animales o vegetales, utilizando uno de estos solventes. Los lipidos

son la fraccién soluble que se extrae de estos tejidos.

Cuando se extraen los tejidos animales o vegetales utilizando uno o mas de
estos disolventes organicos, se disuelve una parte del material. Los lipidos son

los componentes que constituyen a la fraccion soluble.



2.1.1. Clasificacion de lipidos

Como se mencioné anteriormente la fraccion lipidica, es la fraccion de una
materia biolégica que se extrae utilizando un disolvente organico. Dicha fraccion
incluye diferentes compuestos, que pueden clasificarse de muchas formas segun

el criterio que se emplee.

Los lipidos se clasifican segun su importancia biolégica (White, Handler,
Smith, Hill & Lehman, 1983) en:

Il. Acidos grasos

II. Lipidos que contienen glicerol

° Grasas neutras

e Fosfoglicéridos

[II. Lipidos que no contienen glicerol
o Esfingolipidos
o Alcoholes alifaticos y ceras
. Terpenos
o Esteroides

IVI. Lipidos combinados con otro material

o Lipoproteina

o Proteolipidos

o Fosfatidopéptidos
o Lipoaminoacidos

o Lipopolisacaridos



La clasificacion de los lipidos también puede darse segun su estructura
molecular como sigue:

l. Lipidos saponificables
Il. Lipidos insaponificables
Il Lipidos conjugados

Esta ultima, es una forma mas simple de clasificarlos dada la variedad de
lipidos que existen.

2.1.1.1. Lipidos insaponificables

Los lipidos insaponificables se caracterizan por no tener acidos grasos en
su estructura molecular. Debido a esto, no es posible llevan a cabo una reaccion
de saponificaciébn con esto lipidos. Entre esta clasificacion se encuentran los
isoprenoides, terpenos, esteroides y prostaglandinas. Un ejemplo de lipidos

insaponificables son los carotenoides, que son pigmentos vegetales.

2.1.1.2. Lipidos saponificables

Los lipidos saponificables contienen acidos grasos en su estructura
molecular. Estos lipidos son ésteres de acidos grasos y alcoholes (glicerina,
esfingosina, entre otros)

Su nombre se deriva de la capacidad para producir reacciones quimicas
de saponificacién. La formacion de estos lipidos se da mediante reacciones de

esterificacién que se explicara detalladamente mas adelante.



Este grupo de lipidos se divide en:

—Simples: 4cidos grasos saturados e insaturados, acilglicéridos y céridos

—Compuestos: fosfolipidos y los glucolipidos

Estos lipidos se encuentran en estado liquido a temperatura ambiente. Los
aceites vegetales como por ejemplo el aceite de oliva y de girasol, y aceites de

animales como el aceite de pescado, son lipidos saponificables.

2.2. Acidos grasos

Los acidos grasos son acidos carboxilicos de cadena larga hidrocarbonada,
apolar, aciclica y no ramificada. Generalmente poseen un niamero par de atomos
de carbono, entre 12 a 24. Los de 16 y 18 carbonos son los mas abundantes.

Algunos derivados de los 4cidos grasos son los ésteres o amidas.

El grupo carboxilo en los acidos grasos es ionizable, mientras que la cadena
hidrocarbonada, como se mencioné anteriormente es apolar. Los acidos grasos
se pueden clasificar en saturados o insaturados. Cuando las cadenas de los
acidos grasos no tienen dobles enlaces a lo largo de su estructura, se clasifican
como saturado. Si tienen uno o méas dobles enlaces en su estructura, son acidos

grasos insaturados.



Figura 1. Estructura de acidos grasos saturados e

insaturados
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Fuente:

Consejo europeo de informacion alimentaria.
http://www.eufic.org/article/es/expid/Datos-sobre-
las-grasas-aspectos-basicos/. Consulta: 12 de
abril de 2016

2.2.1. Propiedades fisicas y quimicas de los &cidos grasos

Las propiedades fisicas de los acidos grasos dependen de la longitud y el

grado de instauracion de las cadenas.

2.2.1.1. Solubilidad y polaridad

Una caracteristica muy importante de los acidos grasos es que son
moléculas anfipaticas. Al ser compuestos anfipaticos, contienen un grupo polar
con afinidad por el agua, constituido por el grupo carboxilo y un grupo no polar

gue carece de afinidad con el agua formado por la cadena hidrocarbonada.



Esta propiedad hace que los &cidos grasos sean insolubles en solventes
polares, como el agua y solubles en disolventes organicos como, etano, éter,
cloroformo, etc. La salubridad de los acidos grasos disminuye cuanto mas larga
y menos enlaces dobles tengan la cadena hidrocarbonada, un compuesto con

cadena de 12 carbonos 0 mas es insoluble.

2.2.1.2. Densidad

Los acidos grasos son menos densos que el agua. A continuacion, se
da un listado de la densidad de algunos &cidos grasos saturados e

insaturados.

Tabla l. Densidad de acidos grasos, saturados e insaturados.

Acido graso Dé?;'ﬁ%d Temperatura

Saturados

Butirico (4:0) 0,959 20°C
Valérico (5:0) 0,939 20°C
Caproico (6:0) 0,928 20°C
Enantico (7:0) 0,918 20°C
Caprilico (8:0) 0,910 20°C
Pelargénico (9:0) 0,907 20°C
Céprico (10:0) 0,886 40°C
Laurico (12:0) 0,869 50°C
Miristico (14:0) 0,859 60°C
Palmitico (16:0) 0,849 70°C
Margarico (17:0) 0,840 80°C
Esteérico (18:0) 0,839 80°C
Araquidico (20:0) 0,824 100°C
Behénico (22:0) 0,822 100°C

Monoinsaturados (cis)

. a9 0,895 20°C
Oleico (18:17) 0863 60°C
Ericico (22:1%) 0,861 60°C

Poliinsaturados (cis)
Linoléico (18:2°?%) 0,901 20°C
(18:3&}}2)0'9”'50 0,905 20°C

Fuente:
Universidad Complutense Madrid. https://www.ucm.es/data/cont/docs/458-2013-07-24-cap-6-
grasas.pdf. Consulta: 12 de abril de 2016
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2.2.1.3. Punto de fusion

El punto de fusion de los &cidos grasos al igual que la solubilidad, depende
de la longitud y la cantidad de dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada.

El punto de fusién aumenta al aumentar el niumero de carbonos de la
cadena hidrocarbonada. Esto se debe a que dentro de la cadena se forman mas
enlaces de Van der Waals. La presencia de dobles enlaces en la cadena
hidrocarbonada reduce los enlaces de Van der Waals dentro de la cadena,
disminuyendo el punto de fusion. Por lo tanto, los acidos grasos insaturados

tienen un punto de fusibn mas bajo que los saturados de igual niumero de

carbono.
Tabla Il. Temperatura de fusién de acidos grasos saturados
Acidos grasos Temperatura
de fusion °C
SATURADOS
Butirico (4:0) -6
Caproico (6:0) -3
Caprilico (8:0) 17
Céaprico (10:0) 32
Laurico (12:0) 44
Miristico (14:0) 54
Palmitico (16:0) 63
Esteérico (18:0) 69
Araquidico (20:0) 77
Behénico (22:0) 80
Lignocérico (24:0) 84
Cerdtico (26:0) 88

Fuente:
Centro de informacion de lipidos. http://www.cyberlipid.org/fa/acid0001.htm. Consulta: 15 de
abril de 2016
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Tabla lll. Temperatura de fusién de acidos grasos insaturados

INSATURADOS (cis)
Monoinsaturados
Miristoleico (14:1A%) 4°C )

Palmitoleico (16:1A°) 1°C
Oleico (18:1A9) 13°C
Gadoleico (20:1A9) 23°C
Poliinsaturados
Linoléico (18:2A%12) sc
a-Linolénico (18:3A%1215) -11°C
Araquidoénico (20:4A5811.14) SOOC'
Insaturados (trans)
idi -1 Al
Elaidico (18:1A%Y) 46°C
ani A AL
Vaccénico (18:1A) 40°C
Linoelaidico (18:2A9121) 28°C

Fuente: Centro de informacion de lipidos.
http://lwww.cyberlipid.org/fa/acid0001.htm. Consulta: 17 de abril de 2016

La cadena hidrocarbonada de los acidos grasos saturados es lineal debido
a los enlaces sencillos que la conforman. Lo que hace posible que este tipo de

acidos grasos tenga una estructura casi cristalina.
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En los acidos grasos insaturados cis, la presencia de doble enlaces
provoca quiebres en la linealidad de la cadena. A diferencia de los acidos grasos
saturados, los insaturados no pueden tener una estructura casi cristalina.
Esto provoca que estos acidos grasos sean liquidos a temperatura ambiente y
que sus puntos de fusibn sean menores a los de un saturado de la misma

longitud.

Los acidos grasos insaturados trans, tienen propiedades distintas a sus
equivalente cis, ya que su configuracion de dobles enlaces hace que tengan
estructuras lineales similares a los acidos grasos saturados, dandoles puntos de
fusién mas altos.

2.2.2. Acidos grasos saturados

Los &cidos grasos saturados como se mencioné anteriormente son aquellos
que solo tienen enlaces simples entre los atomos de carbono. Estos &cidos
grasos son muy poco reactivos y en su mayoria son solidos a temperatura

ambiente.

El acido palmitico (C16:0) y el esteéarico (C18:0) son los &cidos grasos
saturados mas abundantes. Muchas de sus propiedades se mencionaron
anteriormente, por ejemplo, que tienen puntos de fusién altos dependiendo la
longitud de la cadena y que a partir de 12 carbonos son sélidos a temperatura

ambiente e insoluble en agua.

2.2.2.1. Acidos grasos saturados en los alimentos

Como se menciond anteriormente las grasas que contienen este tipo de

acidos grasos son sélidos a temperatura ambiente y son muy estables por lo que
13



es dificil que se combinen con otras moléculas. Los &cidos grasos saturados son
considerados nutricionalmente como grasas malas. Se ha comprobado que el
consumo de estas grasas saturadas aumenta los niveles de colesterol en la

sangre y provocan problemas circulatorios.

Los diferentes &cidos grasos saturados tienen distintos comportamientos

sobre los niveles de colesterol:

—El Acido Palmitico (C16:0): Esta presente en alimentos de origen animal.

Es el responsable de incrementar los niveles de colesterol total en la sangre.

—El Acido Miristico (C14:0): Esta presente en la mantequilla. También es el
responsable de aumentar la concentracion de colesterol total, aunque en menor

proporcion.

—El Acido Estearico (C18:0): A diferencia de los dos anteriores, este no
eleva los niveles de colesterol en la sangre. Por el contrario este acido tiende a
metabolizarse a acidos oleico.

— Acido Laurico (C12:0): Esta presente en grandes proporciones en el
aceite de coco. Se ha comprobado que el consumo de este aceite aumenta los

niveles de colesterol.

—Acidos grasos saturados de cadena corta de 10 carbonos o menos, no

aumentan de forma significativa el colesterol.

Estos acidos grasos se encuentran principalmente en las grasas de tipo

animal gue son altamente saturadas, a excepcion de las de pescado y mariscos,
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por ejemplo, en la carne de cerdo, leche, crema, quesos, yema de huevo,
mantequilla, etc. También pueden encontrarse en algunos aceites vegetales

como el aceite de coco y el de palma.

Tabla IV. Fuentes de acidos grasos saturados

Nomenclatura Nombre | No de atomos Formula Punto Origen tipico
quimica comun de C quimica de fusion C
Etanoico Acético 2 CH3COOH - -
Butanoico Butirico 4 C3HICOQH -1.9 Mantequilla
Hexanoico Caproico 6 C5H11CO0H -34 Mantequilla
Octanoico Caprilico 8 C7H15CO0H 16.7 Aceite de coco
Decanéico Caprnco 10 CYH19COOH 31.6 Aceite de coco
Dodecandico Ladrico 12 C11H23CO0H 442 Aceite de coco
Tetradecanoico | Miristico 14 C13H2{1COQH 54.4 Mantequilla,
aceite de coco
Hexadecanoico | Palmitico 16 C15H31COQH 62.9 La mayoria de las
grasas y aceites
Octadecanoico | Esteanco 18 CT7H35CO0H 63.6 La mayona de [as
grasas y aceites
Eicosandico Araquidico 20 C19H39CO0H 754 Aceite de
cacahuate
Docosanoico Behénico 22 C21H39CO0H 80.0
Fuente:

Fundacién espafiola de a nutricién.
http://www.fen.org.es/anibes/archivos/paginas/macronutrientes/6_Contribucion-MUFA-grupos-y-
subgrupos_ES.pdf. Consulta: 13 de abril de 2016
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2.2.3. Acidos grasos insaturados

Las propiedades fisicas de los acidos grasos insaturados ya se
mencionaron anteriormente. Tienen puntos de fusion menores a los saturados

debido a la presencia de los dobles enlaces en la cadena de carbono.

Dentro de las reacciones quimicas de los acidos grasos poliinsaturados
debido a los dobles enlaces se pueden mencionar las siguientes:

o Pueden adicionar hidrogeno a su estructura. Esta reaccién es
conocida como hidrogenacién catalitica de los acidos grasos insaturados. Se
utiliza en la industria para transformar aceites en grasas soélidas (acidos grasos
saturados), con la finalidad de prevenir la oxidacion de los acidos grasos

insaturados.
Por ejemplo:
Figura 2. Estructura acido graso saturado e insaturado

H H
1o

R-C=C-(CH,),-COOH + H, > R-C—C-(CH,) -COOH
I | I |

H H Acido graso H H Acido graso
insaturado saturado
{en triacilgliceroles {en triacilgliceroles
* aceites) * Qrasas)

Fuente: Biomodel. http://biomodel.uah.es/model2/lip/acgr-prop.htm. Consulta: Mayo 2016
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o Son susceptibles a la oxidacion. La tendencia a oxidarse aumenta
con el niumero de dobles enlaces de la cadena hidrocarbonada. Esta reaccion

provoca el enranciamiento de las grasas.

Los acidos grasos saturados pueden dividirse en:

o Acidos grasos monosaturados

o Acidos grasos poliinsaturados

Las grasas insaturadas son consideradas nutricionalmente como grasas
buenas ya que ayudan al control del colesterol en la sangre. Son grasas liquidas
a temperatura ambiente, y se pueden encontrar en aceites vegetales como el
aceite de girasol y ajonjoli y en aceites de origen animal como el pescado, entre

otros.

2.2.4. Acidos grasos monoinsaturados

Se caracterizan por poseer solamente un doble enlace en toda la cadena
hidrocarbonada. Los lipidos provenientes de fuentes vegetales o animales que
contienen acidos grasos monoinsaturados son liquidos a temperatura ambiente

y son estables en presencia del calor.

Los acidos grasos monoinsaturados no son acidos grasos esenciales, ya
gue el organismo a partir de otros sustratos es capaz de sintetizar estas grasas

monoinsaturadas.
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22.4.1. Importancia de los &cidos grasos monoinsaturados en los
alimentos.

Los &cidos grasos monoinsaturados tienen muchos beneficios para la

salud. Por ejemplo, el aceite de oliva tiene entre 60 y un 80 % de acido oleico.

Las principales propiedades de las grasas monoinsaturadas son:

. Previenen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
. Disminuyen la tension arterial.
. Disminuyen los niveles de colesterol en la sangre.

. Recomendadas en la alimentacion de pacientes con cancer de mama.

Se aconseja que el consumo de grasas por dia se divida en la siguiente forma:

. Saturadas: 25 %.
. Monoinsaturadas: 50 %
. Poliinsaturadas: 25 %.

o Colesterol: menos de 300 mg al dia.

Los acidos grasos monoinsaturados que se encuentran en mayor
abundancia en los alimentos son el acido palmitoleico (16 carbonos) y acido
oleico (18 carbonos).

2.2.4.2. Acidos grasos omega 9

La palabra omega indica que la molécula tiene un doble enlace en su
estructura. Al decir omega 9, el numero indica que el doble enlace se encuentra

en el carbono 9.
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Existen tres tipos de acidos grasos omega 9 que se enumeran a

continuacion:

. Acido oleico

Es un &cido graso de 18 carbonos. Es el mas conocido y abundante de los
acidos grasos monoinsaturados, ya que se ha encontrado que su consumo en la

alimentacion tiene muchos beneficios para la salud.

e Acido gadoleico

Se trata de un tipo de acido graso de 20 atomos de carbono.

. Acido ertcico

Es un &cido graso de 22 carbonos. Se ha considerado como una grasa
toxica por lo que los aceites ricos en ese componente no son aptos para el

consumo humano.

Algunas fuentes naturales de este 4cido es el aceite de mostaza y el aceite
de canola. Desde 1949 se ha establecido que el acido erucico es perjudicial para

la salud, ya que causa la formacion de depdsitos de grasas en el corazon.

Actualmente, se han desarrollado técnicas de refinado para la obtencién
de aceites con menos de un 2 % de acido erdcico. Con este porcentaje
organismos de seguridad alimentaria como la EFSA (European Food Safety

Authority) consideran a este alimento como seguro.
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2.2.5. Acidos grasos poliinsaturados

Son los acidos grasos que tienen mas de un enlace doble en la cadena
hidrocarbonada. Existen algunos acidos grasos poliinsaturados como el linoléico,
linolénico y araquiddnico que el organismo humano no puede sintetizar, por lo
gue deben ser suministrados en la dieta. Por este motivo reciben el nombre de

acidos grasos esenciales.

2.2.5.1. Importancia de los acidos grasos monoinsaturados en los
alimentos

Como se menciond anteriormente los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) no pueden ser sintetizados por el organismo humano y forman parte de
muchas funciones importantes. Los acidos grasos esenciales una vez son
metabolizados se convierten en prostaglandinas, las cuéles ejercen un poderoso

efecto sobre la salud.

Existen dos grupos de AGPI:

2.25.2. Omega 3

Son una familia de acidos grasos insaturados. Dentro de este grupo se
encuentra el acido alfa linolénico (ALA, 18:3, w-3), acido eicosapentaenoico
(EPA, 20:5, n-3) y acido docosahexaenoico (DHA, 22:6, w-3). El término omega-

3, se utiliza para indicar que el primer doble enlace esté el tercer carbono.

Las propiedades y beneficios de los tres acidos grasos poliinsaturados

Omega 3 se describen a continuacion:
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. Acido alfa-linolénico (ALA)

Es un &cido graso de 18 carbonos con tres dobles enlaces de
configuracion cis. El primer doble enlace esta ubicado en la posicién n-3. Este

acido puede encontrarse en la canola, soja, nueces y semillas de lino.

El consumo de ALA, reduce los niveles de colesterol y triglicéridos e
impide la acumulacion de depoésitos grasos en las arterias ayudando a
prevenir enfermedades coronarias y accidentes cerebrovasculares. La falta
de este acido en el organismo puede provocar anormalidades neuroldgicas y

déficit de crecimiento.
o Acido eicosapentaenoico (EPA)

Es un &cido graso de 20 carbonos con cinco dobles enlaces de
configuracion cis. El primer doble enlace esta ubicado en la posicion n-3. Este
acido puede encontrarse en pescados aceitosos como el arenque, caballa,
salmoén y sardina.

El EPA es un componente necesario para el correcto funcionamiento
del sistema inmunoldgico de los sistemas de inflamacion y coagulacién
sanguinea y en la salud cardiovascular.

. Acido docosahexaenoico (DHA)

Es un acido graso de 22 carbonos con seis dobles enlaces de

configuracion cis; el primer doble enlace esta ubicado en la posicion n-3. Este
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acido se encuentra en pescados aceitosos y también se obtienen mediante
fermentacion de algas.

Cerca de un 30 % de los acidos grasos en la materia gris del cerebro son
DHA, y en la zona central de la retina el DHA es mayor al 50 %. El consumo de
DHA, ayuda a la proteccion contra los procesos degenerativos de la retina y
previene el deterioro anatomofuncional de las neuronas. Las formulas de leche
para nifilos contienen suplementos de DHA, ya que ayuda al desarrollo del

cerebro.

2.2.5.3. Omega 6

Son una familia de acidos grasos insaturados. Dentro de este grupo se
encuentra el acido gama-linoléico (18:2, w-6), y acido araquidénico (20:4, w-6).
El término omega-6, se utiliza para indicar que el primer doble enlace estéa el

sexto carbono.

Las propiedades y beneficios de estos dos acidos grasos poliinsaturados

Omega 6 se describen a continuacion:

. Acido linoléico (AL)

Es un acido graso formado por una cadena de 18 carbonos. El primer
doble enlace esta ubicado en la posicién n-6. Este acido puede encontrarse
en el aceite de soja, maiz, cartamo, girasol, mani, semilla de algodén vy fibra
de arroz. La falta del mismo en el organismo puede ocasionar reduccion del

crecimiento.
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. Acido araquidonico (AA)

Es un &cido graso formado por una cadena de 20 carbonos. El primer
doble enlace se encuentra ubicado en la posicién n-6. Este acido puede

encontrarse en el aceite de mani, carnes rojas, huevos, productos lacteos.

2.3. Microalgas

Las microalgas son microorganismos unicelulares fotosintéticos. Son
formadoras de biomasa organica rica en lipidos, azucares, proteinas o
hidratos de carbono, a partir de diéxido de carbono y luz solar. Son
microscopicas y de varios tamafios, pueden ir de 2 a 200 um en promedio. Las
condiciones de cultivo como la temperatura, luz, salinidad, pH, nutrientes como

fosforo, azufre, nitrégeno, vitaminas y otros, varian de una especie a otra.

A nivel comercial las microalgas son de gran interés, se han utilizado para
la producciéon de diversos compuestos quimicos como biocombustibles,
biofertilizantes, carotenos, tratamiento de aguas residuales y aditivos para

alimentos.

Algunos de los compuestos de gran interés que se pueden obtener a partir
de microalgas son los carotenoides, biodiesel, lipidos, polisacaridos, entre otros.
Dentro de las cinco cepas de mayor interés para uso en alimentos se encuentra:
Spirullina méaxima, Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Diacronema
vlkianum e Isochrysis galbana (Batista, Gouveia, Bandarra Franco y Raymundo
(2013) P. 164-173).
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En la industria las investigaciones por conocer las propiedades y
componentes de las diversas microalgas, es cada vez es mayor, al ser los

mercados cada vez mas exigentes.

Se ha introducido biomasa de microalgas a productos alimenticios ya que
aportan un valor agregado por los antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados

omega-3 o proteinas presentes en la misma.

2.3.1. Chlorella vulgaris

Chlorella significa pequefa verde. Chlorella vulgaris es un alga unicelular
de color verde, de forma esférica que tiene un tamafio de 5-10um. Esta microalga
se reproduce muy rapidamente y de forma asexual. Habita en rios, arroyos de

agua dulce y suelos encharcados.

Es utilizada principalmente para suplementos alimenticios, productos
cosmeéticos, para estimular el sistema inmune y para la desintoxicacion de
metales pesados. Contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C,
betacaroteno y vitaminas B (B1, B2, B6 y B12). Se cree que es un alimento viable
cuando se deshidrata. Se ha demostrado que el consumo de esta microalga
impulsa la salud humana. Adicional producen lipidos, contenido de lipidos por

biomasa es de aproximadamente 42 %.
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Tabla V. Taxonomia de la Chlorella Vulgaris

Reino: Protista (Primoplantae)
Division: Chlorophyta
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella
Fuente:

https://sites.google.com/site/espemicroalgae/taxonomia-microalgal. Consulta: 1 mayo 2016.
2.4. Saponificacion de una grasa

La saponificacion es una reaccion quimica y exotérmica, principalmente de
un 4cido graso o un lipido saponificable con compuesto alcalino, en la que se
obtiene como producto la sal del acido y la sal del compuesto alcalino. Las grasas
se disuelven en un medio alcalino, separandose en glicerina y en sales que

contienen acidos grasos. A continuacion, se ejemplifica esta reaccion:

Figura 3. Reaccion de saponificacion

Reaceidn de Saponificacion H

r Na0OC~" """
FH_Q_B/\/\/\ 3 NaOH H—C—0H

\
Cal
H—?—O—G/\\N\ " H_ﬁ_OH NaOOC~" "
0
H

H (Jabones)
3 sales sidicas
Triacilglicerido Glicerina de dados grasos

Fuente:
https://www.academia.edu/9772248/Extracci%C3%B3n_de %C3%81cidos_Grasos_insaturado
s_y_obtenci%C3%B3n_del_Omega_3 de_los_residuos_industriales_pesqueros_utilizando_tec

nolog%C3%ADas_mas_limpias?. Consulta: 15 de abril 2016
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El compuesto alcalino es indispensable para que se produzca esa
reaccion. Las bases més utilizadas para esta reaccion son el hidroxido de sodio
(NaOH) y el hidréxido de potasio (KOH).

2.5. Método de concentracion de AGPI por inclusion de urea

El método de inclusion de urea es la técnica mas utlizada para la
concentracion de AGPI. Este método consiste en aislar los acidos grasos
poliinsaturados de los acidos grasos saturados y monoinsaturados. Esto lo logra
al cristalizarse, atrapa a los &cidos grasos saturados y monoinsaturados dentro
de la estructura cristalina, dejando a los acidos grasos poliinsaturados en la

disolucioén.

La constante de estabilidad y los calores de formacion son pardmetros
llamados UAV (urea adductability values) son utilizados para determinar la
tendencia de distintos acidos grasos para formar compuestos de inclusién de

urea.

A partir de estos parametros se ha encontrado que hay acidos grasos que
no forman compuesto de inclusion de urea a temperatura ambiente, pero que
pueden formarlos a 0°C. Los AGPI de cadena larga como el EPA y DHA, tienen

muy poca tendencia a formar compuestos por inclusion de urea.

Este método consiste en agregar a los acidos grasos soluciones de
urea/metanol, para que se dé la cristalizacion de los compuestos de inclusién de
urea. Se ha establecido que las variables mas significativas son la temperatura

de cristalizacion y la relacion urea/acidos grasos.
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Al aumentar la relacion urea/dcidos grasos favorece la formacion de los
compuestos de inclusion. Se recomienda que la relacidon en peso, urea/ 4cidos

grasos debe ser aproximadamente 3:1.

En general, al disminuir la temperatura de cristalizacion, la formacion de
compuestos de inclusion de urea también aumenta, aunque la temperatura
Optima varia dependiendo de cada acido graso. Por ejemplo para conseguir un
rendimiento alto de EPA, la cristalizacidon se debe de realizar a temperaturas entre
20 a 28 °C (Belarbi Hassa, E, 1999).

El método de inclusién de urea es el método mas utilizado debido a que es
de es un método de bajo costo y tiene rendimientos mas altos en comparacion

con otros métodos de separacion.

2.6. Cuantificacion de los lipidos

Evaluar quimicamente los lipidos en los alimentos es muy importante para
medir la calidad nutricional de los alimentos. Existen distintos métodos para la
extraccion y cuantificacion de lipidos, ya sea usando solventes o con métodos

instrumentales.

2.6.1. Cromatografia

La cromatografia es un método muy utilizado para la separacion y analisis
de gases o liquidos en una mezcla. Es muy utilizada para el andlisis de lipidos.
La cromatografia se utiliza cuando se desea separar componentes muy similares
entre si. Es utilizada para la caracterizacion cualitativa y para la cuantificacion

de las especies presentes en la mezcla analizada. Para la separacion por
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cromatografia, los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una

fase movil y otra estacionaria.

2.6.2. Cromatografia de gases y detector de llama de ionizacion
(FID)

La cromatografia de gases se utiliza para la separacién, identificacion y
cuantificacion de los esteres metilico de los acidos grasos, se basa en la
diferencia de los puntos de ebullicion y de la diferencia de la polaridad de los

diferentes componentes en la muestra problema.

Como se explicd para la cromatografia se tienen dos fases, una mévil y
otra estacionaria. La muestra se volatiliza y avanza a través de la columna y se
verifica el reparto de los componentes entre la fase movil y la estacionaria. La
polaridad es la propiedad mas importante ya que esta determina la capacidad de

la columna para separar los compuestos de la muestra.

Figura 4. Esquemade un cromatografo de gases

Electrodo

colector Registr
Jeringa N QYD
)r-—‘ Amplificador
Trampa de 2\

oxxgeoo )
~ | Gasesde
Inyector llama
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1egulacnun

Columna

Tratamiento de datos

% Gas de apoyo

Horno

Fuente:
Museo Nacional de Ciencias Naturales.
http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/cromatografia_de

gases.pdf. Consulta 2 de julio de 2016
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El detector de ionizacién de llama (FID) es un detector muy utilizado mas
utilizando en la cromatografia de gases. Es un quemador y su funcionamiento
consiste en que el efluente de la columna se mezcla con Hz y aire para luego

encenderse eléctricamente.

Al descomponerse los compuestos organicos, con la temperatura de una
llama, producen iones y electrones que pueden conducir la electricidad a través
de la llama. Cuando se aplica una diferencia de potencial entre el extremo del
guemador y un electrodo colector situado por encima de la llama, la corriente que
resulta (~102 A) se dirige para su medida hacia un amplificador operacional de
alta impedancia. En la ionizacion de la llama de compuestos que contienen
carbono se observa que el nUmero de iones que se producen es relativamente
proporcional al nimero de atomos de carbono reducidos en la llama. El detector
de ionizacion de llama responde al numero de a&tomos de carbono que entra en
el detector por unidad de tiempo, por ello, es mas un detector sensible a la masa
(Abell6 Linde, 2017).

Figura5. Esquema general del detector FID
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h | |
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Fuente:
Abellé Linde.
http://www.abellolinde.es/internet.lg.lg.esp/es/images/Cromatograf%C3%ADa%20de%20Gases
%20lonizaci%C3%B3n%20y%20Termoi%C3%B3nico%2019007-01316_120153.pdf?v=1.0,

consulta, enero 2018
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Localizacion

La fase experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion de
Extractos Vegetales (LIEXVE), Seccién de Quimica Industrial, Centro de
Investigaciones de la Facultad de Ingenieria, Universidad de San Carlos de

Guatemala.

La microalga proviene del lago de Amatitlan ubicado en el municipio de
Amatitlan, del departamento de Guatemala. Fue obtenida y secada por

liofilizacién a través de una empresa de agricultura.
El andlisis fisicoquimico se realiz6 por cromatografia gaseosa en el Instituto

de Investigaciones Quimicas, Biologicas, Biomédicas y Biofisicas de la

Universidad Mariano Galvez de Guatemala.
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3.2. Variables

Se definieron las variables independientes, dependientes y los parametros

gue se mantuvieron constantes durante el desarrollo de la investigacion.

En el trabajo de investigacion se hizo una comparacion entre el contenido
de AGPI obtenido por saponificacion directa y el contenido de AGPI obtenido
después de aplicar el método de concentracién de urea al variar la temperatura

de cristalizacion.

3.2.1. Contantes
Tabla VI. Parametros constantes
Variable Especificacion Constante
Materia prima Microalga Chlorella Vulgaris X
Cantidad de materia prima g X
Temperatura de saponificacion °C X
Presion atm X
| [ f
So ventelpéra a extraccion de Etanol X
acidos grasos
Método de extraccién de e e s
. Saponificacion directa X
acidos grasos
Método de concentracion de .,
Inclusion de urea X
AGPI
Relacion urea/acidos grasos 4:01 X
Solvente método de urea Etanol X

Fuente: elaboracion propia
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3.3.

El trabajo de investigacion se limitd a realizar el estudio a escala laboratorio.

De la fraccion lipidica de la microalga Chlorella vulgaris se estudiaron los

3.2.2. Variables dependientes e independientes
Tabla VII.  Variables
. e . Variable Variable
Parametro Especificacion . .
independiente respuesta
T turad
en?per.a ura] e oC X
cristalizacion
Caracterizacion
fisicoquimica por % X

cromatografia
gaseosa

Fuente: elaboracion propia

Delimitacion de campo de estudio

proveniente del lago de Amatitlan.
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Se estudi6 la fraccion lipidica de la microalga marina, Chlorella vulgaris

lipidos saponificables de interés alimentario presentes en la misma. Se aplico el
método de saponificacion directa para la obtencién de acidos grasos y el método
de urea para la concentracion de los acidos grasos poliinsaturados a diferentes
temperaturas de cristalizacion 0 °C, 25°C y 30 °C. Se realizé la caracterizacion
fisicoquimica mediante cromatografia gaseosa y detector de llama de ionizacion
(FID).




3.4. Disefio Experimental

El estudio se realizé para una especie de microalga marina Chlorella
vulgaris. Se utilizé la biomasa liofilizada y se determiné el perfil lipidico de la

biomasa antes de los tratamientos, realizandose 3 repeticiones.

Se realizd la saponificacion por medio de maceracion dinamica por 24
horas, a temperatura ambiente, utilizando etanol al 96 % e hidroxido de potasio
(KOH). Se extrajo una muestra para realizar el perfil de acidos grasos, este
procedimiento se realiz6 9 veces. Al tener la fraccion lipidica, se realizo el
procedimiento para la extraccion de acidos grasos, utilizando hexano y acido
clorhidrico y se volvié a sacar una muestra para realizar el perfil de acidos grasos,

este procedimiento se repitio 9 veces.

Para aumentar el rendimiento de los acidos grasos presentes se realiz6 el
método de inclusion de urea en una relacion 4:1. Se evaluaron 3 tratamientos,
variando la temperatura de cristalizacion de 0°C, 25 °C y 30°C. Para cada
temperatura se realizaron 3 repeticiones, haciendo un total de 9 tratamientos. Se
tomaron muestras de los cristales obtenidos y del filtrado de los cristales para

cada repeticion.

Para determinar el perfil de acidos grasos de cada muestra, se realizo por

medio de cromatografia gaseosa. En total se obtuvieron 39 muestras.
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Figura 6. Diagrama del disefio experimental
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cromatografia gaseosa

l

Saponificacion directa por medio
de maceracion dinamica con
Etanol e Hidréxido de potasio

(KOH) por 24 horas a
temperatura ambiente

W

Perfil de acidos grasos
después de la saponificacion
directa, por medio de
cromatografia gaseosa

Realizar 3 extracciones liquido-
liquido con hexano para separar
los insaponificables (acidos

grasos) y eliminar el solvente

—>

l

Concentracion de AGPI por
medio de inclusion de urea, con
una relacion de 4:1 Realizar
cristalizacion por 24 horas a
0e°C, 25 °C y 30 °C._ Al finalizar
filtrar los cristales formados

Perfil de acidos grasos
después de las extracciones
con hexano y eliminacion de

solvente por medio de

cromatografia gaseosa

Perfil de acidos grasos
después del filtrado y por
medio de cromatografia
gaseosa

Perfil de acidos grasos de
cristales obtenidos por
medio de cromatografia

gaseosa.

Fuente: elaboracion propia

35



3.5. Recursos humanos disponibles

Se detalla de manera resumida el perfil de los recursos humanos
disponibles para la realizacion del presente trabajo de investigacion.
o Investigador: Yoselin Brisset Raxon Matias
Profesion: estudiante de Ingenieria Quimica de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.
o Asesor: Inga. Telma Maricela Cano Morales
Profesion: Ingeniera Quimica. Profesora titular I1X e investigadora del
Centro de Investigaciones de Ingenieria, Facultad de Ingenieria, USAC.
o Asesor: Ing. Mario José Mérida Meré

Profesion: Ingeniero Quimico. Profesor Investigador, Escuela de
Ingenieria Quimica, USAC. Jefe del Laboratorio de Investigacion de
Extractos Vegetales — LIEXVE, Seccion Quimica Industrial, Centro de
investigaciones de la Facultad de Ingenieria, USAC.
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3.6.

Recursos materiales disponibles

A continuacion de describiran todos los materiales que se utilizaron para la

elaboracion de la fase experimental.

3.6.1. Equipo

A continuacion de enumera y describe el equipo que se utilizé para

cada procedimiento

Tabla VIII.

Equipo para la extraccion y concentracion de acidos grasos

de biomasa y para concentracion de AGPI por inclusién de urea

Equipo Descripcion | Cantidad Especificaciones Foto del equipo
Agitador Marca 1
magnético VWR
Hz: 60 - W: 630-V: 115
Balanza Marca 1 d=0.1 mg Tension de entrada:
analitica BOECO 11V-21V
Marca
BUCHI
modelo R-
Rotavapor | 200/205 1
con
graduacion
de0al0 V: 100-240 VAC Hz: 50/60 W: 60
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Continacién de la tabla VI

Equipo Descripcion | Cantidad Especificaciones Foto del equipo
Marca BUCHI
Bomba de
- modelo R-
5000
V: 100-240 VAC Hz: 50/60 W: 210
Bombade | Sistemade
agua enfriamiento

V/Hz: 120/1/60

Bafio Marca BUCHI
calefactor de 0a 100

AN

Hz: 50/60 - W: 1400 - V: 120VAC

Fuente: elaboracién propia
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3.6.2. Cristaleria

A continuacion de enumera y describe la cristaleria que se utilizar4 cada

procedimiento

Tabla IX. Cristaleria para la extraccién de acidos grasos de biomasa

Extraccion de acidos grasos de la
biomasa

Cristaleria Dimensiones Descripcion Cantidad
Ampolla de decantacion 2 000 mL vidrio 1
Balébn aforado de fondo 250 mL vidrio 1
redondo

Beacker 100 mL vidrio 2
Beacker 500 mL vidrio 3
Beacker 1 000 mL vidrio 1
Embudo Grande vidrio 1
Pipeta 1mL Vidrio 1
Probeta 500 mL vidrio 1
Probeta 200 mL vidrio 1
Varillas de agitacion vidrio 3

Fuente: elaboracion propia
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Tabla X. Cristaleria para la concentracion de AGPI por inclusion de

urea

Concentracion de AGPI por el método de inclusién de

urea
Cristaleria Dimensiones Descripcién Cantidad
Balon de fondo redondo 250 mL vidrio 1
Baldn de fondo redondo 100mL vidrio 1
Beacker 100 mL vidrio 2
Beacker 500 mL vidrio 5
Kitasato 500 mL vidrio 1
pipeta 1mL vidrio 1
Probeta 100 mL vidrio 2
Probeta 200 mL vidrio 1
Varillas de agitacion 15cm vidrio 1

Fuente: elaboracion propia

3.6.3. Otros materiales
Tabla XI. Otros materiales
Materiales Descripcion Cantidad
Mangueras Plasticas 2
Embudo Buchner | Ceramica 1
Papel filtro Cortado en circulos 8
Magnetos Medianos 1

Fuente: elaboracion propia

40




3.6.4. Reactivos

A continuacion de enumera y describen los reactivos que se utilizara cada

procedimiento

Tabla XII. Materia prima
Materia prima
Cantidad
. . por Numero de | Numero de Total
Materia prima | Descripcion | repeticion : . .
v tratamiento | repeticiones | reactivo

tratamiento
Microalga
Chlorella Masa seca 38¢ 3 3 342 ¢
Vulgaris

Fuente: elaboracion propia

Tabla Xlll. Reactivos para la extraccion de acidos grasos de la biomasa

Extraccion de acidos grasos de biomasa de microalga |
Cantidad por
Reactivo Descripcién repeticion y
tratamiento

Numero de | Numero de

tratamiento | repeticiones Total reactivo

Concentracion

Etanol al 96% 570 mL 3 3 513 L
Hidréxido de
potasio KOH 15,2¢g 3 3 136,8 g
Agua H20 220 mL 3 3 1,98 L
Hexano C6H14 1218 mL 3 3 11L
Acido Concentracion
clorhidrico al 36% 275 mL 3 3 250 L

Fuente: elaboracion propia
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Tabla XIV.

Reactivos para la concentracion de AGPI por inclusion de

urea

Concentracion de AGPI por el método de

inclusion de urea

Cantidad por

Reactivo Descripcion repeticion y LILErE G2 DS ek Lo
. tratamiento | repeticiones | reactivo
tratamiento
Urea 15,29 3 3 136,8 g
Concentracion
E'tanol 2l 96 % 91,5 mL 3 3 824 mL
Acido Concentracion
clorhidrico 0,1N 150 mL 3 3 1.35L
Hexano C6H14 375 mL 3 3 340 L

Fuente: elaboracion propia
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3.7. Técnica cuantitativa

El presente trabajo de investigacion es de caracter experimental y se trabajé
con una técnica cuantitativa, para determinar la cantidad de acidos grasos de
interés alimentacién presentes en la biomasa de la microalga por medio de
cromatografia gaseosa. Se analizé la influencia de la temperatura de
cristalizacion en el método de inclusion de urea sobre el rendimiento de acidos

grasos de las muestras de biomasa.

Para determinar la cantidad de acidos grasos de interés alimentario en la
microalga (Chlorella vulgaris), se procedi6 a realizar la extraccion de los acidos
grasos por saponificacion directa. Se obtuvieron muestras iguales de biomasa a
las cuales se les aplicaron los siguientes tratamientos: caracterizacion
fisicoquimica de los acidos grasos presentes en la biomasa, caracterizacion
fisicoquimica de &cidos grasos obtenidos por saponificacion directa,
caracterizacion fisicoquimica de acidos grasos por el método de inclusion de urea
a 3 temperaturas diferentes y caracterizacion fisicoquimica de acidos grasos
presentes en los cristales obtenidos por el método de inclusion de urea a 3

temperaturas diferentes.
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3.8. Procedimiento
Se describira el procedimiento para la saponificacion directa, la extraccion
de acidos grasos y la concentracion de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

por el método de inclusion de urea.

3.8.1. Extraccion de &cidos grasos de la biomasa

El proceso de preparacion de las muestras consiste en secar la

biomasa de la microalga por medio del método de liofilizacion.

3.8.2. Extraccion de acidos grasos de la biomasa

o Tomar una muestra de 38 g de biomasa seca.

o Colocar en un beacker, 380 mL de solucion de etanol al 96
%.

o Agregar 15,2 g de KOH.

o Mezclar solucion etanol/KOH con la biomasa.

o Dejar en agitacion contante durante 24 horas a temperatura
ambiente.

o Filtrar la mezcla con papel filtro.

o Lavar el residuo con 190 mL de etanol al 96 %.

o Agregar segundo filtrado al primero.

o Colocar filtrado total en una ampolla de decantacion de 2
000 mL.

o Agregar 220 mL de agua.

o Realizar 3 extracciones con 268 mL de hexano cada una

para separar los insaponificables.
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Realizar extraccion liquido-liquido.

Tratar la fase hidroalcohdlica con HCI al 35 % hasta llegar a
un pH=6.

Realizar 3 extracciones con 138 mL de hexano cada una, a
la fase hidroalcohdlica.

Colocar en un balén de 250 mL las 3 extracciones con
hexano

Retovaporar la solucién que contiene ya los acidos grasos,
para eliminar el solvente (Hexano).

Tomar 2 alicuotas de 1 mL para el analisis de cromatografia

gaseosa.
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Figura 7. Diagrama de flujo para la extraccion de acidos grasos de la

Biomasa

INICIO

| Pesar 38g de biomasa seca |

¥

| Medir 380mL de etanol al 95% ‘

v

| Agregar 156.2g de KOH ‘

v

Agitar mezcla durante 24 horas a
temperatura ambiente

¥

Filtrar la mezcla con papel filtro

v

Lawar el residuoc con 130mL de etanol al
96%

"

Agregar segundo filtrado al primer filtrado

v

Colocar filtrado en una ampolla de
decantacién de 2000 mL

v

Agregar 220 mL de agua

Vv

Realizar 3 extracciones con 268mL de
hexano cada una para separar los
insaponificables

v

Realizar extraccidn liquido-liquido

v

Tratar la fase hidroalcohédlica con HCL al
35% hasta llegar a un pH=6

¥

Realizar 3 extracciones a la fase
hidraalcohélica con 138 mL de hexano
cada una

v

Retowaporar la solucidn, para eliminar el .
P P Tomar 2 alicuotas de 1 mL para

solvente. (Balén 250ml) el andlisis de cromatografia

FIN

Fuente: elaboracion propia
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3.8.3. Concentracion de AGPI por el método de inclusién de

Urea
o Preparar una solucion con 17,2 g de urea y 91,5 mL de
etanol.
. Adicionar esta solucion a los 250 mL de solucién, obtenida

en el proceso anterior, para crear una relacion urea/acidos
grasos 4:1.

. Agitar contantemente a 70°C, hasta tener una mezcla
homogénea y trasparente.

. Dejar la solucion en reposo por 24 horas a temperatura de
0°C, 25°C 35°C, segun sea el caso para que se realice la
cristalizacion.

. Filtrar los cristales por filtracion al vacio.
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Figura 8. Diagrama de flujo para la concentracion de AGPI por el

método de inclusion de urea

INICIO

Preparar solucién con 17,2 g de urea
con 91,5 m de etanol

v

Agregar a la solucidn anterior los 250 mL
de solucion obtenida en el proceso
anterior, para crear una relacion
urealacido graso 4:1

v

Agitar constantemente a 70 °C, hasta
obtener mezcla homogénea y
transparente

v

Dejar solucién en reposo por 24 horas a 0
°C, 25 °C y 30 °C para cristalizar

L 7
| Filtrar los cristales par filtracidn al vacio ‘

Fin

Fuente: Elaboracion propia

3.84. Analisis de los cristales.

. Lavar los cristales con una solucién de urea/etanol a la

temperatura de cristalizacion.

o Anadir a los cristales 75 mL de HCI 0,1 N y 150 mL de
Hexano.

o Realizar extraccion liquido-liquido.

o Separar el Hexano y aforar a 250 mL

o Tomar 1 alicuota de 1 mL para el analisis de cromatografia
gaseosa.
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Figura 9. Diagrama de flujo para Analisis de los cristales.

INICIO

Lavar los cristales con solucion
ureal/etanol a la temperatura de
cristalizacidn

v

Aiiadir a los cristales 75mL de HCL 01N
y 150mL de hexano

\

Realizar extraccion liquido-liquido

v

el analisis de cromatografia

Separar el hexano y aforar a 250 mL 7/ Tomar 1 alicuotas de 1 mL para

FIN

Fuente: elaboracion propia

3.8.5. Anadlisis del filtrado

o Agregar al filtrado, 75 mL de HCI 0,1 N

o Realizar 3 extracciones con 75 mL de Hexano cada una
o Aforar a 100 ml y retovaporar la fase hexanica resultante.
o Tomar una alicuota de 1 mL para el analisis cromatografico.
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Figura 10. Diagrama de flujo para el andlisis del filtrado

L

¥

Agregar al filtrado 75 mL de HCL
0,1N

v

Realizar 3 extracciones con 75
mL de hexano cada una

v

Aforar a 100 mL rotavaporar la )
fase hexanica resultante Tomar 1 alicuotas de T mL para

el andlisis de cromatografia

FIN

Fuente: elaboracion propia

3.8.6. Determinacion de acidos grasos por cromatografia
gaseosa.
o Colocar las alicuotas de los procesos anteriores en tubos de
ensayo
o Agregar 1 mL de la mezcla metanol/cloruro de acetilo

relacion 20:1 cada tubo de ensayo.
o Preparar solucion estandar con 25 mg de acido relacion
17:0 en 1mL de tolueno.

o Agregar 10 uL se solucién estandar a cada tubo de ensayo.
50



Agitar los tubos de ensayo cada 10 minutos durante 1 hora
y calentar a 100 °C.

Enfriar los tubos de ensayo.

Agregar 1 mL de agua y 1 mL de Hexano.

Agregar la fase hexanica en viales.

Colocar viales en el automuestrador del cromatografo de
gases.
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Figura 11. Determinacion de &cidos grasos por cromatografia gaseosa

(e ]

v

Colocar alicuotas de procesos anteriores
en tubos de ensavo

v

Agregar 1 mL de la mezcla
metanol/cloruro de acetilo relacion 20:1
cada tubo de ensayo.

i

Preparar solucion estandar con 25 mg de
acido relacion 17:0 en 1mL de tolueno

v

Agregar 10 UL se solucion estandar a
cada tubo de ensavo

%

Agitar los tubos de ensayo cada 10
minutos durante 1 hora y calentar a
100°C

\2

Enfriar tubos de ensayo

v

Agregar 1 mL de agua v 1 mL de
Hexano.

v

Agregar la fase hexanica en viales.

v

Colocar viaes en el automuestrador del
cromatéarafo de gases.

v
)

Fuente: elaboracion propia
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3.9. Disefio de tratamientos

El método de inclusion de urea se aplico a tres temperaturas:

. 0 °C
° 25 °C
) 30 °C

De cada tratamiento se realizaron 3 corridas

Figura 12. Diagrama de clasificacion de muestras

Corrida 1
Cristales Corrida 2
furmachE
Bapu!'lifi:a:im Inclusion de Corsidas
directa urea,
[Maceracion proporcion .
dindamica 24 h) 4:1 a0°C Corrida 1
Filtrado .
PP—— Corrida 2
Corrida 3
Corrida 1
Cristales Corrida 2
formados
Materia 5E||::-|::-!'|ifi|:a|:i|:':n Inclusidn de Craritais
prima directa urea,
Chicrelia [Maceracian proporcion .
Vulgaris dinamica 24 hj 4-1 3 2550 Corrida 1
Filtrado .
obtenido Corrida 2
Corrida 3
Corrida 1
Cristales Corrida 2
formados
5E||::-|::-!'|ifi|:a|:im Inclusion de ECDrridElﬂ
directa ures,
[Maceracion proporcion .
dinamica 24 h) 4:1a 30°C Corrida 1
Filtrado .
Obtenida Corrida 2

Corrida 3

Fuente: elaboracion propia
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3.9.1. Descripcion de la clasificacion de muestras

Muestra 1: materia prima, microalgas base seca

" Muestra 1.1: caracterizacion fisicoquimica de acidos grasos
por cromatografia gaseosa presentes en la biomasa
. Procedimiento:  Extraccion de &cidos grasos por
saponificacion directa
o Muestra 1.2: caracterizacion fisicoquimica de acidos
grasos por cromatografia gaseosa obtenidos por
saponificacion directa
o Procedimiento: concentracion de AGPI en el extracto
de acidos grasos por medio del método de inclusién
de Urea a 0 °C.
. Muestra 1.3: caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
obtenidos por el método de inclusion de urea a
0 °C.
. Muestra 1.4: caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
presentes en los cristales obtenidos por el

método de inclusiéon de urea a 0 °C.
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Muestra 2: materia prima, microalgas base seca
Muestra 2.1: Caracterizacion fisicoquimica de acidos grasos
por cromatografia gaseosa presentes en la biomasa
Procedimiento:  Extraccion de acidos grasos por

saponificacion directa

o) Muestra 2.2: Caracterizacion fisicoquimica de acidos
grasos por cromatografia gaseosa obtenidos por
saponificacion directa

o) Procedimiento: Concentracion de AGPI en el extracto
de acidos grasos por medio del método de inclusion de
Urea a 25 °C.

. Muestra 2.3: Caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
obtenidos por el método de inclusion de urea
a 25 °C.

. Muestra 2.4: Caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
presentes en los cristales obtenidos por el

método de inclusion de urea a 25 °C.
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Muestra 3: materia prima, microalgas base seca

. Muestra 3.1: caracterizacion fisicoquimica de acidos grasos
por cromatografia gaseosa presentes en la biomasa
. Procedimiento: extraccidn de acidos grasos por saponificacion
directa
o) Muestra 3.2: caracterizacion fisicoquimica de acidos
grasos por cromatografia gaseosa obtenidos por
saponificacion directa
o Procedimiento: concentracion de AGPI en el extracto de
acidos grasos por medio del método de inclusion de
Urea a 30°C.

. Muestra 3.3: caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
obtenidos por el método de inclusion de urea
a 30 °C.

. Muestra 3.4: caracterizacion fisicoquimica de
acidos grasos por cromatografia gaseosa
presentes en los cristales obtenidos por el

método de inclusion de urea a 30 °C.

Como se pueden observar se tomaran 3 muestras de biomasa
debido a que se realizara a 3 temperaturas diferentes de cristalizacion
de las cuales se tomaran 4 submuestras para realizar la comparacion
entre acidos grasos en la biomasa en la extraccion por saponificacion,
después de aplicar el método de urea y los acidos grasos presentes
en los cristales de urea. Se haran 3 repeticiones, dando un total de

36 muestras.
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3.10. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

Tabla XV. Datos del procedimiento de saponificacion directa

Cantidad
Tara Materia Car:lt;dad Cantidad | Tiempo de C{?l?rt;%aod dge segduida Filtrado
o B | T | svems | G | Gramean | swoiesan | el | o
con etanol)
(mL)
298,2312 | 38,0021 | 380,000 | 15,2000 24 376 185 561
1 208,2534 | 38,0001 | 380,000 | 15,2040 24 370 180 550
208,2222 | 38,0023 | 380,000 | 15,2021 24 377 183 560
208,2256 | 38,0001 | 380,000 | 15,2002 24 370 186 556
2 208,2330 | 38,0045 | 380,000 | 15,2010 24 372 187 559
208,2391 | 38,0010 | 380,000 | 15,2002 24 376 183 559
208,2503 | 38,0022 | 380,000 | 15,0024 24 379 186 565
3 298,2517 | 38,0001 | 380,000 | 15,0015 24 369 180 249
298,2533 | 38,0003 | 380,000 | 15,0007 24 375 181 556

Fuente: elaboracion propia

Tabla XVI. Datos del procedimiento de obtencién de 4cidos grasos

Cantidad de Cantidad de .
Hexano i Alicuota
. . pH fase solucién
. Filtrado utilizado para . . para
Corrida hidro- después de
total (mL) las e cromato-
i alcohdlica rotavaporar ,
extracciones grafia (mL)
(mL)
(mL)
561,0 138,0 6,2 250.0 4.7
1 550,0 138,0 6,1 250.0 5.3
560,0 138,0 6,0 250.0 6.2
556,0 138,0 59 250.0 4.4
2 559,0 138,0 6,2 250.0 3.5
559,0 138,0 6,0 250.0 6.2
565,0 138,0 6,0 250.0 5.3
3 549,0 138,0 59 250.0 5.1
556,0 138,0 6,1 250.0 5.0

Fuente: elaboracion propia

57



Tabla XVII.

Datos para procedimiento de concentracién de AGPI

por inclusion de urea

Tiempo Cantidad ,
de . Alicuota
Tara Relacién | Temperatura | reposo Temperatura Peso . de solucion para
. o de de Filtrado después Extracto
Corrida | Beacker | urea/acido | de agitacion para A cromato-
) 150 (oC) cristali- cristalizacion | cristales | (mL) de rafia fotal (g)
9 g . (°C) (g) retovaporar %mL)
) (mL)
298,231 41 70 24 0 50641 | 226 100 52 0,7025
1 298,2533 41 65 24 25 45610 | 230 100 43 08265
298,2220 41 75 24 30.3 46420 | 235 100 38 0,7548
298,2251 41 69 24 05 43411 | 233 100 6.1 07774
2 298,2337 41 65 24 255 . | 60042 | 223 100 56 0,6897
208,2393 41 68 24 298 6,3210 | 239 100 54 0,8591
298,2509 4:1 66 24 0 42304 240 100 48 0,5128
3 2982512 41 69 24 255 5.8002 224 100 46 0,4365
2082534 | 41 70 24 30 49378 | 229 100 59 | 098

Fuente: elaboracion propia
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3.11. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de informacién

Tabla XVIII. Rendimiento de acidos grasos
Corrida '\/Fl)ar;[:qga Extracto % dfe Promedio Deslviacién
(@ total (g) | rendimiento % estandar %
38,0021 0,7025 1,85
1 38,0001 0,8265 2,18 2,01 0,17
38,0023 0,7548 1,99
38,0001 0,7774 2,05
2 38,0045 0,6897 1,82 2,04 0,22
38,0010 | 0,8591 2,26
38,0022 0,5128 1,35
3 38,0001 0,4365 3,78 2,57 1,22
38,0003 0,9825 2,59

Fuente: elaboracion propia

Tabla XIX. Datos de cromatografia gaseosa y detector de llama de
ionizacion (FID) de acidos grasos obtenidos por saponificacion

directa, promedio y desviacién estandar

Saponificacion | Saponificacion | Saponificacion | Saponificacion L

- . . ) . . Desviacion

Acido graso directa corrida directa directa directa .
) . ) estandar
1 corrida 2 corrida 3 promedio

Palmitico (C16:0) 25,577 % 25,449 % 24,722 % 25,249 % 0,461 %
Palmitoleico (C16:1) 3,310% 1,000 % 1,450 % 1,920 % 1,225 %
Margarico (C17:0) 0,000 % 0,000 % 0,000 % 0,000 % 0,000 %
Estearico (C18:0) 0,000{ % 0,000 % 0,000 % 0,000 % 0,000 %
Trans-Oleico (trans C18:1) 1,730 % 1,910 % 0,000 % 1,213 % 1,055 %
Oleico (cis C18:1) 3,930% 2,800 % 2,420 % 3,050 % 0,785 %
Linoléico (cis C18:2) 62,120 % 68,850 % 67,964 % 66,311 % 3,657 %
Linolénico (C18:3) 3,330 % 0,000 % 3,440 % 2,257 % 1,955 %

Fuente: elaboracion propia
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Tabla XX. Datos de cromatografia gaseosay detector de llama de
ionizacion (FID) de acidos grasos obtenidos en la biomasay por

saponificacion directa

. Saponificacidn
Biomasa .
L directa o .
Componente quimico - - Familia Estructura quimica
Porcentaje | Porcentaje de
de area area
Caproico (C6:0) 0,900 % i Acido graso /\/\i
saturado OH
— o
Caprilico (C8:0) 0,200 % - Acido graso PO
saturado OH
Miristico (C14:0) 1,770 % - Acido graso W
saturado |
Miristoleico (C14:1 n9) 1,550 % - Omega 5 | o
e NN
Aci 0t
Pentadecanoico (C15) 0,700 % - Acido graso AN
saturado g
Palmitico (C16:0) 26932% | 252099 | Addograso W
saturado |
Palmitoleico (C16:1) 4,170 % 1,920 % Omega 7 _Wh
Margérico (C17:0) 1,010% - Addograso | A
saturado | ™ "
— .
Estedrico (C18:0) 12,780 % Acido graso .
saturado AN
Trans-Oleico [trans| C18:1)| 2,720% 1,213 % Omega 9 , 1
AVAVAVAAVAVAVAVAS
i)}
Oleico (cis C18:1, AQ) 25,273 % 3,050 % Omega 9 |
Linoléico (cis C18:2, AL) 20,885 % 66,311 % Omega 6
Linolénico (C18:3, ALA) 1,200 % 2,257 % Omega 3

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla XXI. Datos de cromatografia gaseosay detector de llama de
ionizacion (FID) de acidos grasos obtenidos en el concentrado

obtenido por el método de inclusién de urea

Método de | Método de

Métodode | .~ " letodo
inclusion de inclusion | - inclusidn
. o |deurea 25| deurea 30 N N
Componente quimico urea 0 °C oc . — csructura quimi

Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje

de drea de area de area
Lurico| (C12:0) 0,400 % : . Acido graso 1
saturado | oSSy
Palmitico (C16:0) 18,021% | 24366% | 24,1749 |~cdograso o
saturado -

Palmitoleico (C16:1) 2,330% 3,280 % 3,110% Omega 7 Wh

Trans-Oleico (trans C18:1) | 1,870% 2,170% 1,660 % Omega 9

ANANANAAN
Oleico (cis C18:1) 3,760 % 3,920 % 3,690 % Omega 9 |
Linoléico (cis C18:2) 70,412% | 62,375% | 64,141% | Omegab
Linolénico (C18:3, ALA) 3,260 % 3,900 % 3,23% Omega 3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXII.

Datos de cromatografia gaseosay detector de llama de

ionizacion (FID) de acidos grasos obtenidos en los cristales

obtenidos por el método de inclusién de urea

Cristales Cristales Cristales
obtenidos | obtenidos | obtenidos
por el por el por el
método de | método de | método de
Componente quimico inclusion inclusion inclusion Familia
de urea de urea de urea
0°C 25°C 30°C
Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
de drea de drea de drea
Acido graso
1,700 9 - -
Laurico (C12:0) /700 % saturado
Acido graso
41,0459 27,3329 2 9
Palmitico (C16:0) 045 % 332% 8,686 % saturado
Palmitoleico (C16:1) - - - Omega 7
Trans-Oleico (trans C18:1) - - - Omega 9
Oleico (cis C18:1) 2,380 % - 5,750 % Omega 9
Linoléico (cis C18:2) 54,867 % | 72,668 % 65,565 % Omega 6
Linolénico (C18:3) - 0,000 % 0,000 % Omega 3

Fuente: elaboracion propia.
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3.12. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de datos se utilizaran los siguientes métodos

3.12.1. Media

La siguiente ecuacion indica el promedio de una medicion. Indica el
valor alrededor del cual se agrupan los datos, dando una idea de como
estan centrados los datos y proporciona mayor facilidad para realizar

comparaciones

Xszi

Ecuacion NUm. 2

X Media de los datos
2. X;  Sumatoria de valores

N NUmero de datos
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3.12.2. Desviacion estandar

Es una medida de dispersion, indica cuanto pueden alejarse los

, _2

Ecuacion NUm. 4

valores respecto a la media

dDesviacion estandar

X Media de los datos

X; Valor individual de cada dato
N

NUmero de datos
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3.12.3. Andlisis de varianza de un factor (ANOVA)

Para un analisis experimental de resultados, el analisis de la varianza
permite aprobar hipoétesis, ya sea la hipotesis nula o hipétesis alternativa. Un
ANOVA consiste en determinar si el factor que se va a estudiar (tratamiento)
influye sobre la variable respuesta (variable dependiente). Para ello, compara la
varianza entre las medias de los grupos y la varianza dentro de los grupos para
determinar si los grupos forman parte una misma poblaciéon o son poblaciones
separadas con caracteristicas  distintas. La  hipdtesis nula (
Ho) indica que, al aplicar tratamientos, las variables respuesta son iguales,
mientras que la hipotesis alternativa (H1) describe que por lo menos una de las

variables respuesta difiere de las demas.

Ho:yl =y2 =y3 ..
H1:y1 #y2 # y3 ..

Un ANOVA para el presente trabajo de investigacion se realizé en el
programa, Microsoft Excel. Para el presente trabajo de investigacion, los factores
seran las temperaturas de cristalizacion del método de inclusién de urea y la
variable respuesta sera el rendimiento de los acidos grasos. Para aceptar o
rechazar una hipotesis estadistica, se hizo basandose en la distribucion de
Fisher. Se utilizd una confiabilidad del 95 % y se compar¢ la F critica con la F

calculada a partir de los siguientes criterios para el analisis de varianza:
Si F > Feritica» S€ rechaza la hipétesis nula.

Si F < Fepritica, S€ acepta la hipétesis nula.
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3.12.4.

Resultado analisis ANOVA

Tabla XXIIl. Analisis de varianza para la concentracion de AGPI linoléico

variando la temperatura de cristalizacién 25,30y 0 °C

ANALISIS DE VARIANZA
. Grados | Promedio Valor
?{r;rggéigflis C]SJI;EI:‘E;(?;S de de los F Probabilidad | critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 107,039 2 53,5195 81,905 4411E-05 5,143
Dentro de los 3.920 6 0653
grupos

Fuente: elaboracion propia

Tabla XXIV. Analisis de varianza para la concentracién de AGPI linolénico

variando la temperatura de cristalizacion 25,30y 0 °C

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados Promedio Valor
Vargiaciones cuadrados de de los F Probabilidad critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 0,859 2 0,429 468707 2,617E-10 5,143
lDem“’ de 0,00055 6 9,168E-05
0s grupos

Fuente: elaboracion propia
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3.12.5. Conclusion analisis ANOVA

Utilizando una confiabilidad del 95 %. Dado que F experimental es mayor que
F critica, (F>Fc), y la probabilidad < a, se rechaza la hipétesis nula para el acido
linoléico (AL) y para el acido linolénico (ALA). Esto infiere que el rendimiento de los
acidos grasos poliinsaturados, %AGPI presentes en la microalga Chlorella vulgaris,
difieren significativamente entre si al variar la temperatura de cristalizacion (T¢). La
temperatura de cristalizacion (Tc) si afecta significativamente el rendimiento del

acido linoléico (AL) y linolénico (ALA).
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4. RESULTADOS

Tabla XXV. Rendimiento extractivo de acidos grasos presentes en la

microalga Chlorella Vulgaris

. Materia | Extracto % de Promedio Desv'lauon
Corrida . . estandar
prima (g) | total(g) | rendimiento % %
38,0021 0,7025 1,85
1 38,0001 0,8265 2,18 2,01 0,17
38,0023 0,7548 1,99
38,0001 0,7774 2,05
2 38,0045 0,6897 1,82 2,04 0,22
38,0010 0,8591 2,26
38,0022 0,5128 1,35
3 38,0001 0,4365 3,78 2,57 1,22
38,0003 0,9825 2,59

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVI. Caracterizacion fisicoquimica de los 4cidos grasos presentes
en la biomasay los obtenidos por saponificacién directa

. Saponificacion
Biomasa

. directa . ..
Componente quimico Familia Estructura quimica
Porcentaje | Porcentaje de
de drea % drea %
Caproico (C6:0) 0,900 : Acido graso Mi
saturado aH
— 5
Caprilico (C8:0) 0,200 - Acido graso e~
saturado OH
Miristico (C14:0) 1,770 - Acido graso g
saturado o
Miristaleico (C14:1 n9) 1,550 - Omega 5 ' o
1Y NSNS TR
Aci 0
Pentadecanoico (C15) 0,700 - Acido graso AN
saturado 0
Palmitico (C16:0) 26,932 25,249 Acido graso W
saturado |

Palmitoleico (C16:1) 4,170 1,920 Omega 7 Wh

Acido graso

Margarico (C17:0) 1,010 - saturado “!R/\/W\/\/\/\,JL
Estedrico (C18:0) 12,780 ﬁ‘;:iﬁfﬂ?:’ o So
Trans-Oleico (trans C18:1) | 2,720 1,213 Omega 9 /\/\N\/\/\/\/\/\ H
QOleico (cis C18:1, AD) 25,273 3,050 Omega 9 |

Linoléico (cis C18:2, AL) 20,885 66,311 Omega b

Linolénico (C18:3, ALA) 1,200 2,257 Omega 3

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13. Caracterizacion fisicoquimica de los acidos grasos
presentes en la biomasay los obtenidos por

saponificacion directa

Perfil de acidos grasos biomasa y saponificacion directa
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVII.

Caracterizacién fisicoquimica de los acidos grasos obtenidos

en el concentrado obtenido por el método de inclusion de urea

Método de | Metodo de | Método de
. y inclusion | inclusion
inclusion de
. . de urea de urea .
Componente quimico urea 0°C 250 30°C Familia Estructura quimica
Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
dedrea% | dedrea% | dedrea%
Léurico (C12:0) 0,400 - - Acido graso
saturado “OH
Palmitico (C16:0) 18,021 24,366 24174 | fddograso VOO |
saturado ;
Palmitoleico (C16:1) 2,330 3,280 3,110 Omega7 | ‘Wh
Trans-Oleico (trans C18:1) 1,870 2,170 1,660 Omega 9 AAAAAAAAAY
Oleico (cis C18:1) 3,760 3,920 3,690 Omega 9 '
Linoléico (cis C18:2) 70,412 62,375 64,141 Omega 6
Linolénico (C18:3, ALA) 3,260 3,900 3,230 Omega 3

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 14. Caracterizacion fisicoquimica de los acidos grasos
obtenidos en el concentrado obtenido por el método

de inclusion de urea

Perfil de acidos grasos concentrado obtenido por el
metodo de inclusion de ureaa 0, 25y 30 °C

80.000% e 2w
SR
3 1
70.000% S~
~ (e}
60.000%
50.000%
40.000% S g\‘:
R @S
30.000% SES
o0
20.000% =
° X X o 30 o XX R X X R
R R R £58 2858 323 2858
10.000% 8388 M o8 N~ o © N O &
S S Q N Mo a N o M Mo N Mo
o
0.000% _OO m . - B - ... -.-
Laurico Palmitico Palmitoleico Trans-Oleico Oleico (cis  Linoléico  Linolénico
(C12:0) (C16:0) (C16:1) (transC18:1) C18:1)  (cis C18:2) (C18:3, ALA)
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B Método de inclusién de urea 30 °C

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVIII.

Caracterizacién fisicoquimica de los acidos grasos obtenidos

en los cristales obtenidos por el método de inclusion de urea

Cristales Cristales Cristales
obtenidos | obtenidos | obtenidos
por el por el por el
método de | método de | método de
Componente quimico inclusion | inclusion | inclusién Familia Estructura quimica
de urea de urea de urea
0°C 25°C 30°C
Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
dedrea% | dedrea% | dedrea%
Léurico (C12:0) 1,700 - - Acido graso
saturado ol
Palmitico (C16:0) 41,045 27,332 28,686 | /\cidosraso POV |
saturado |
Palmitoleico (C16:1) - - - Omega 7 ~I\J\/v\/=\/\./\/['“l
Trans-Oleico (trans C18:1) - - - Omega 9 N p |
AANANAAAAA
Oleico (cis C18:1) 2,380 - 5,750 Omega 9
Linoléico (cis C18:2) 54,867 72,668 65,565 Omega 6
Linolénico (C18:3) - - - Omega 3

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 15. Caracterizacion fisicoquimica de los acidos grasos
obtenidos en los cristales obtenidos por el método de

inclusién de urea

Perfil de acidos grasos concentrado obtenido en los
cristales obtenidos por el método de inclusidon de urea O,

25y 30 °C )
o X
80.000% 8 8
XN 5
70.000% B[
«Q
60.000% § 3
o
50.000% g °N\° §
40.000% 3
N
30.000% o
xX
OO g e ZEE EEE GEC ¥E
S @ :
10.000% — ~ 8 8 888 888 08w 888
- o o c o o S o o °m o oo
0.000% - -
Laurico Palmitico  Palmitoleico Trans-Oleico Oleico (cis Linoléico (cis Linolénico
(C12:0) (C16:0) (C16:1)  (transC18:1)  C18:1) c18:2) (€18:3)

H Cristales obtenidos por el método de inclusién de urea 0 °C
M Cristales obtenidos por el método de inclusién de urea 25 °C

M Cristales obtenidos por el método de inclusidn de urea 30 °C

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIX. Resumen: Caracterizacion fisicoguimica de acidos grasos

totales de la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris, del extracto

obtenido por saponificacion directa y del extracto después de aplicar

el método de inclusion de ureay en los cristales de urea a 25 °C, 30 °C

y 0°C
Biomasa 259C 30 °C 0 °C
Cristales Cristales Cristales
Método | obtenidos Método | obtenidos Método | obtenidos
. Fraccion | Saponifica- de porel | Saponifica- de porel | Saponifica- de por &l
Perfil lipidico o . g . 3 g . o i .
lipidica cidn Inclusion | método cion Inclusion | método gien Inclusion | método
% directa% | deurea de directa% | deurea de directa% | deurea de
% inclusién % inclusidn % inclusidn
de urea % de urea % de urea %
Caproico (C6:0) | 0,900
Caprilico (C8:0} | 0,200 _
Laurico (C12:0) - - - - - - - - 0.400 1.700
Miristico
(c14) L770
Miristoleico
(C14:1n9) 1,350
Pentadecanoico
(c15) 0,700
Palmitico
(C1m:0) 26,932 25.577 24.356 27.332 25.445 24.174 28,686 24,722 18.021 41.045
Palmitoleico
4,170 - , .
(C1m:1) 3.310 3.280 1.000 3.110 - 1.450 2.330
Margarico
(c17:0) 1,010
Estedrico
[c18:0) 12,780
Trans-Oleico
(trans C18:1) 2,720 1.730 2.170 - 1.910 1.660 - - 1870
Oleico (cis
C18:1) 25,273 3.930 3.520 - 2.800 3.650 5.750 2420 3.760 2.380
Linoléica {cis
C18:2) 20,885 62.120 62.375 72.668 68.850 64.141 65.565 67.564 70412 54.867
Linolénico
(C18:3) 1,200 3.330 3.500 0.000 - 3.230 0.000 3.440 3.260

Fuente: elaboracion propia
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Figura 16. Comparacion del perfil de acidos grasos obtenido de la
biomasa de la microalga Chlorella vulgaris, del
extracto obtenido por saponificacion directay del
extracto después de aplicar el método de inclusién de

ureaa25°C,30°C yO0°C.
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Fuente: elaboracion propia
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Figura 17. Comparacion del perfil de acidos grasos obtenido de la
biomasa de la microalga Chlorella vulgaris, del
extracto obtenido por saponificacion directay de los
cristales obtenidos por el método de inclusion de urea
a25°C,30°C yO0-°C.
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78



5. INTERPRETACION

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el
contenido de acidos grasos de interés alimentario presentes en la microalga
Chlorella vulgaris. Se realiz6 un andlisis directo a la biomasa para conocer el
perfil de acidos grasos. Para determinar los acidos grasos presentes, se utilizo el
método de saponificacion directa. Con el objetivo de concentrar los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) presentes, se aplico el método de inclusion de urea para
aumentar el rendimiento de los AGPI a tres temperaturas y evaluar si existe un
aumento en el rendimiento y si la temperatura es una variable que influye en el

rendimiento de los AGPI presentes.

En la tabla XXV se muestra el resultado del rendimiento de acidos grasos
obtenidos después de realizar la saponificacion directa y la separacion de acidos
grasos, en promedio se obtuvo un rendimiento de 1,91 % de extraccion de acidos

grasos de la microalga Chlorella vulgaris.

En la tabla XXVI y 13 se puede observar el perfil de acidos grasos de la
biomasa de la microalga, se muestra la presencia de &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados de interés alimentario como, caproico,
caprilico, miristico, miristoleico, pentadecanoico, palmitico, palmitoleico,
margarico, estearico, oleico (cis y trans) (AO), linoléico (AL) y linolénico (ALA).
Se obtuvo que los acidos grasos mayoritarios presentes en la biomasa fue el
acido palmitico con 26,931 %, acido oleico-cis (AO) con 25,273 %y linoléico (AL)
con 20,885 % respectivamente.

79



Para realizar la saponificacion directa de la microalga, se utiliz6 maceracion
dinamica con etanol e hidroxido de potasio. Después de la aplicacién de este
tratamiento, se analiz6 una muestra por medio de cromatografia gaseosa y
detector de llama de ionizacidn (FID) para analizar el perfil de acidos grasos. En
la tabla XXVI y 13, se muestra el perfil de acidos grasos obtenidos en la
saponificacion directa, se muestra la presencia de los siguientes acidos grasos:
palmitico, palmitoleico, trans-oleico, oleico (Cis, AO), linoléico (AL) y linolénico
(ALA), siendo el linoléico (AL) el mayoritario con 66,311 %, seguido por el
palmitico con 25,249 %. Algunos &cidos grasos saturados ya no fueron
detectados después de realizar el tratamiento de saponificacion.

Al extracto obtenido por saponificacién directa se le aplico el método de
inclusiébn de urea, que tiene como objetivo concentrar los acidos grasos
poliinsaturados, también conocidos como acidos grasos esenciales ya que el
cuerpo humano no puede sintetizarlos y por eso son de gran importancia en la
industria alimentaria. El procedimiento se realiz6 a 0 °C, 25 °C y 30 °C y se
determind si la temperatura es una variable que afecta al proceso de

concentracion de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI).

En la tabla XXVII y en la 14, se puede observar el resultado del analisis
del perfil de acidos grasos al concentrado obtenido después de aplicar el método
de inclusién de urea, se detectaron los siguientes &acidos grasos: laurico,
palmitico, palmitoleico, tras-oleico, oleico (cis, AO), linoléico (AL) y linolénico
(ALA). En este procedimiento los &cidos grasos de interés son el linoléico (AL)y
linolénico (ALA), por ser acidos grasos poliinsaturados, siendo el linoléico (AL) el
mayoritario en las tres temperaturas, a 25 °C se obtuvo 62,375 %, a 30 °C, 64,141
%y 0°C, 70,412 %.
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En la tabla XXVIIl y en la 15, se puede observar el resultado del analisis
del perfil de &cidos grasos a los cristales obtenidos después de aplicar el método
de inclusién de urea, se detectaron los siguientes acidos grasos: laurico,
palmitico, palmitoleico, tras-oleico, oleico (cis, AO) y linoléico (AL), siendo este
ualtimo el mayoritario en las tres temperaturas, a 25 °C se obtuvo 72,668 %, a 30
°C, 65,565 % y 0 °C, 54,867 %. EIl acido linolénico (ALA) ya no se detecto en los

cristales de urea.

Segun el andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) se determiné que la
temperatura de cristalizacion (Tc) si afecta significativamente la obtencion de los
acidos grasos poliinsaturados, presentes en la microalga Chlorella vulgaris, % de
deteccion del acido linoléico (AL) y del acido linolénico (ALA). Por lo que la
temperatura de cristalizacion es una variable muy importante para la obtencion

de estos acidos grasos.

En la tabla XXIX se muestran un resumen de los resultados del perfil de
acidos grasos de la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris del extracto
obtenido por saponificacién directa, del extracto obtenido al aplicar el método de

inclusion de urea y de los cristales obtenidos por el método de inclusion de urea

En la 16 se hace una comparacion entre la concentracion de los AGPI
presentes en la biomasa, los obtenidos por saponificacion directa y los obtenidos
en el extracto después de realizar el procedimiento de inclusion de urea a tres
temperaturas diferentes, 0 °C, 25 °C y 30 °C, los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) que se detectaron después de realizar este procedimiento fueron el

linoléico (AL) y linolénico (ALA) siendo los mayoritarios.
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El &cido linoléico (AL) esta presente en la biomasa en un 20,89 %, después
de realizar la saponificacion directa para obtener los &cidos grasos
saponificables, el porcentaje de acido linoléico aumenté a 66,31 % como era de
esperarse. Después se aplicé el método de inclusion de urea para aumentar el
rendimiento del &cido linoléico (AL). Se obtuvo el mayor rendimiento a 0 °C siendo
este de 70,412 %. Se puede observar que las otras dos temperaturas, 25 °Cy 30
°C, el rendimiento de &cido linoléico (AL) disminuy6é al compararlo con el

rendimiento en el extracto por saponificacion directa.

El acido linolénico (ALA) esta presente en la biomasa en un 1,2 %, se
encontré presente en la extraccion por saponificacion directa con un 2,26 % y se

obtuvo el mayor rendimiento a 25 °C, siendo este de 3,90 %.

Enla 17 se realiza la comparacion entre la concentracion de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) presente en la biomasa, en el extracto por saponificacion

directa y en los cristales obtenidos por el método de inclusion de urea.

En los cristales se detect6 el acido linoléico (AL). El &cido linoléico (AL)
sigue siendo el mayoritario. Se puede observar que se obtuvo mayor rendimiento
de este acido graso en los cristales a 25 °C, siendo de 72,67 %. El &cido linolénico

(ALA) ya no se detectd en los cristales de urea.

El acido graso linoléico (AL) y linolénico (ALA) son muy importantes en la
industria de alimentos. Como se menciond al inicio son acidos grasos esenciales
y de ahi proviene la importancia de encontrar fuentes que provean estos acidos

grasos.
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El 4cido linoléico (AL) que fue el de mayor rendimiento, pertenece al grupo
de los omega 6 y tiene funciones esenciales para el ser humano. Este acido
mejora el sistema inmunologico al incrementar las defensas, ayuda al
funcionamiento de las neuronas y reduce los niveles de colesterol. Ademas, a
partir del AL puede sinterizarse el acido araquidonico (AA). El AA tiene 20

carbonos y es importante para la funcién del sistema nervioso central.

El acido graso linolénico (ALA) es un omega 3 que ayuda a reducir la
inflamacién, a la integridad celular, la salud de la piel y del corazon. Ademas, el
cuerpo humano puede sintetizar otros acidos grasos de cadena mas larga a partir
del ALA como el acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA) gue son dos acidos grasos omega 3 de gran importancia para el ser

humano.

El EPA es necesario para la produccion de prostaglandinas, sustancia que
controla la coagulacion de la sangre. Adicional a esto ayuda a la reduccion del
colesterol y los triglicéridos. EL DHA por su parte, es indispensable para la

formacién de los componentes estructurales del cerebro y del sistema nervioso.

La presencia de los &cidos grasos y el porcentaje en el que se detectan
dependen del procedimiento y de las condiciones en las que se realice para su
extraccion. Para este trabajo de investigacion, se utiliz6 maceracion dinamica por
24 horas para la extraccién de la fraccién lipidica y la saponificacién directa
utilizando hidréxido de potasio y etanol. Para el método de inclusién de urea se

realizo la cristalizacion a 25 °C, 30 °C y 0 °C por 24 horas.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un rendimiento de 1,91 % de acidos grasos obtenidos de la

biomasa de la microalga Chlorella vulgaris, con una desviacién de 0,44 %.

Los &cidos grasos presentes en la biomasa de la microalga Chlorella
vulgaris muestra la presencia de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados de interés alimentario como caproico
(0,900 %), caprilico (0,200 %), miristico (1,770 %), miristoleico (1,550 %),
pentadecanoico (0,700 %), palmitico (26,932 %), palmitoleico (4,170 %),
margarico (1,010 %), estearico (12,780 %), trans-oleico (2,720 %), oleico

cis (25,273 %), linoléico (AL) (20,885 %) y linolénico (ALA) (1,200 %).

Los acidos grasos presentes en el extracto obtenido por saponificacion
directa de la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris muestra la
presencia de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
de interés alimentario como el acido palmitico (25,249 %), palmitoleico
(1,920 %), trans-oleico (1,213 %), oleico cis (3,050 %), linoléico (AL)
(66,311 %) y linolénico (ALA) (2,257 %).

Los &cidos grasos poliinsaturados de interés alimentario obtenidos por el
meétodo de inclusion de urea a diferentes temperaturas de cristalizacion de
la microalga Chlorella vulgaris, muestra la presencia del &cido linoléico
(AL) con rendimiento a 25 °C de 62,375 %, a 30 °C de 64,141 % y a 0 °C
de 70,412 % y el acido linolénico (ALA) a 25 °C de 3,900 %, a 30 °C con
3,230 %, y a 0 °C con 3,260 %.
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Los &cidos grasos poliinsaturados de interés alimentario presentes en los
cristales obtenidos por el método de inclusién de urea a diferentes
temperaturas de cristalizacion, de la microalga Chlorella vulgaris muestra
la presencia del &cido linoléico (AL) con rendimiento a 25 °C de 72,668 %,
a 0°C de 65,565 % y a 0 °C de 54,867 %.

La temperatura de cristalizacién para el método de inclusion de urea, tiene
un efecto significativo sobre el rendimiento de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) presentes en microalga Chlorella vulgaris. Se
obtuvo un mayor rendimiento del &cido linoléico a 0 °C de 70,412 %,
mientras que para el acido linolénico se obtuvo mayor rendimiento a 25 °C
de 3,900 %.
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RECOMENDACIONES

Realizar extracciones de la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris,

variando el tiempo y temperatura de maceracion dinamica.

Realizar extracciones de otras especies de microalga.

Aplicar el método de inclusidn de urea a temperaturas por debajo de 0 °C
y mayores a 40 °C para determinar la temperatura que da el rendimiento
maximo y minimo para la obtencion de cada AGPI presente en la

biomasa.
Aplicar el método de inclusibn de urea, variando el tiempo de

cristalizacion para determinar el tiempo Optimo de cristalizacion para la

obtencion de cada AGPI presente en la biomasa.
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APENDICES

Apéndices A: cromatogramas

Figura 18. Informe de resultado del perfil de acidos grasos de la

biomasa Chlorella vulgaris

DATOS GENERALES

Datos del Cliente
Nombre: Raxén
Direccién: Ciudad de Guatemala

ldentificacién y Descripcion de la Muestra
Biomasa Microalga Chlorella Vulgans
Polvo fino de color verde oscuro

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Cddigo de muestra del Laboratorio
2017/03/21 0219170321Q

Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0219170321Qa.D

METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segun Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005

RESULTADOS
ACIDO GRASO tr (min) PORCENTAUJE (érea / area)

Caproico (C6:0) 8.94 09
Capirilico (C8:0) 9.45 0.2
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) 11.78 Trazas
Tridecanoico (C13.0) No detectado
Miristico (C14:0) 14.48 1.77
Miristoleico (C14:1n9) 16.04 1.55
Pentadecanoico (C15) 16.55 0.7
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.33 26.932
Palmitoleico (C16:1, como suma de isomeros) 21.59 4.17
Margarico (C17.0) 23.03 1.01
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Estearico (C18:0) 28.01 12.788
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isomeros) 30.50 272
Oleico (cis C18:1, como suma de isémeros) 31.30 25273
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isbmeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isobmeros) 37.35 20.885
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isbmeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isomeros) 46.24 1.20
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Continuacion figura 18.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / area)

Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11 ,14-Eicosatrienoico 67.72 Trazas

Beheénico (C22:0) - No detectado
Araquidonico (cis C20:4n6) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - No detectado
[EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24.0) - No detectado
Nervonico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Nota 1: tz (min) = Tiempo de retencién en minutos

Nota 2: Los acidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencion (tg) del

isémero mayoritario

Nota 3: La informacion de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segin AOCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Nota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacion sefial/ruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas

cuando la relacién sefial/ruido esta entre 5y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 44.206
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 33.707
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 22.087
ACIDOS GRASOS TRANS 2.72"
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 1.20
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 20.885

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de &cidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, los picos con RT 29.79, 30.15 y 30.50 min corresponden a &cidos trans.

presente informe sustituye al identificado como HC-89-0822-2017, emitido el 6 de abril de 2017.

El

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 19. Informe de resultado del perfil de &cidos grasos del extracto

obtenido por saponificacion directa (parainclusion a 25 °C)

DATOS GENERALES
Datos del Cliente

Nombre: Raxén
Direccién: Ciudad de Guatemala

Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 1: saponificados 25°C
Liquido color amarillo verdoso, transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Cédigo de muestra del Laboratorio
2017/02/22 0123170222Q
Fecha de andlisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
2017/03/01 0123170222Qa.D
METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005
RESULTADOS
ACIDO GRASO tz (min) PORCENTAJE (érea / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14:0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.29 25.577
Palmitoleico (C16:1, como suma de isémeros) 21.55 3.31
'Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Esteanco (C18.0) 27.97 Trazas
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isémeros) 29.75 1.73
Oleico (cis C18:1, como suma de isémeros) 31.20 3.93
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isémeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isémeros) 37.28 62.120
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isomeros) 46.14 3.33
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Continuacion figura 19.

RESULTADOS
ACIDO GRASO t (min) PORCENTAJE (4rea / area)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11,14-Eicosatrienocico - No detectado
Behénico (C22:0) - No detectado
Araquiddnico (cis C20:4n6) - No detectado
Erdcico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23.0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadiencico (C22:2) - No detectado
Lignocerico (C24:0) - No detectado
Nervénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Nota 1: ti (min) = Tiempo de retencién en minutos

Mota 2: Los dcidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans {suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencién (tz) del
isdémero mayoritario,

Nota 3. La informacion de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segin AQCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

MNota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacién sefalfruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacion sefial/ruido esta entre 6 y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 25577
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 8.97
ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS 65.450
ACIDOS GRASOS TRANS 173
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 3.33
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 62.120

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de acidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, los picos con RT 29.75y 30.75 min corresponden a acidos trans.

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 20. Informe de resultado del perfil lipidico del concentrado

obtenido por el método de inclusién de urea 25 °C

DATOS GENERALES

Datos del Cliente
Nombre: Raxon
Direccién: Ciudad de Guatemala

Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 1: saponificados 25°C
Liquido color amarillo verdoso. transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Cédigo de muestra del Laboratorio
2017/02/22 0123170222Q

Fecha de anilisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
2017/03/01 0123170222Qa.D

METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segiin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005

RESULTADOS
ACIDO GRASO tx (min) PORCENTAJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14.0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.29 25.577
Palmitoleico (C16:1, como suma de isdmeros) 21.55 3.31
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Esteérico (C18.0) 27.91 Trazas
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isdmeros) 29.75 1.73
Oleico (cis C18:1, como suma de isdmeros) 31.20 3.93
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isémeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isémeros) 37.28 62.120
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isomeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isomeros) 46.14 3.33
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Continuacion figura 20.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / area)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11,14-Eicosatrienoico - No detectado
Behénico (C22:0) - No detectado
Araquiddnico (cis C20:4n6) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24:0) - No detectado
Nervoénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Nota 1: tg (min) = Tiempo de retencién en minutos

Nota 2: Los acidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencién (tg) del
isémero mayoritario.

Nota 3: La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segin AOCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Nota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando Ia relacién sefial/ruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacién sefial/ruido esta entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS “TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 24.356
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 9.37
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 66.272
ACIDOS GRASOS TRANS 247
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 3.90
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 62.375
OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de acidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, los picos con RT 29.74 y 30.75 min corresponden a &cidos trans.

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez

100




Figura 21. Informe de resultad o del perfil lipidico de los cristales

obtenidos por el método de inclusién de urea 25 °C

Direccion: Ciudad de Guatemala

) Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 3: cristales urea 25°C
Liquido de color amarillo, transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Cddigo de muestra del Laboratorio
2017/02/22 0125170222Q

Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
2017/03/01 0125170222Qa.D

METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segun Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005

~RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14.0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.28 27.332

Palmitoleico (C16:1, como suma de isbmeros) - No detectado
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Estearico (C18:0) - No detectado
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isdbmeros) - No detectado
Oleico (cis C18:1, como suma de isomeros) - No detectado
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isdbmeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isomeros) 37.23 72.668

gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isobmeros) - No detectado
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Continuacion apéndice 21.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tz {min) PORCENTAJE (area / irea)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11,14-Eicosatrienoico - No detectado
Behénico (C22:0) E No detectado
Araquidodnico (cis C20:4n6) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignocerico (C24:0) - No detectado
Nervénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Mota 1: tz (min) = Tiempo de retencién en minutos

Nota 2: Los dcidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencién (tg) del
isémero mayoritario.

Nota 3: La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segin AOCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Mota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacion sefialiruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacion sefial/ruido estd entre 5y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOQS 27.332
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 0.00
ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS 72.668
ACIDOS GRASOS TRANS 0.00*
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 0.00
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 72.668

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de acidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el ACCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, no se encontraron picos con RT correspondientes a acidos trans.

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 22. Informe del perfil lipidico del extracto obtenido por

saponificacion directa (para inclusién a 30 °C)

DATOS GENERALES

Datos del Cliente
Nombre: Miguel Raxén
Direccibn: Ciudad de Guatemala

Identificacién y Descripcién de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 1; corrida 1: saponificados 30°C
Liquido_de color amarillo, transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaafmm/dd) Caodigo de muestra del Laboratorio
2017/03/21 0213170321Q

Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0213170321Qa.D

METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005

RESULTADOS
ACIDO GRASO tz (Min) PORCENTAUJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprﬁco (CB:0) No detectado
Caprico (C10:0} No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13.0) No detectado
Miristico (C14:0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.32 25.449
Palmitoleico {C16:1, como suma de isomeros) 21.58 1.00
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (01?:1) - No detectado
Estearico (C18.0) - No detectado
frans-Oleico (trans C18:1, como suma de isémeros) 29.77 1.91
Oleico (cis C18:1, como suma de isdmeros) 31,07 2.80
trans-Linoleico (trans C18:2 como suma de isdmeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isomeros) 37.34 68.850
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolenico (trans C18;3 como suma de isdmeros) - No detectado
Linolénice (C18:3, como suma de isomeros) 48.23 Trazas
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Continuacion figura 22.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / area)
Heneicosanoico (021:(')3 - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11, 14-Eicosatrienoico - No detectado
Behénico (C22:0) - No detectado
Araquidénico (cis C20:4n8) - No detectado
Ertcico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - Mo detectado
cis-13,18-Docosadienoico {C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24:0) - No detectado
Nervénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Nota 1: tg (min) = Tiempo de retencion en minutos

Nota 2: Los acidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencidn (1) del
isémero mayoritario.

Nota 3: La informacién de los frans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segdn AQCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22,

Nota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando |a relacin sefal/ruide del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacién sefialfruido esta entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
[ACIDOS GRASOS SATURADOS 35.440
CIDOS GRASOS MONQINSATURADOS 5.70
ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS 68.850
ACIDOS GRASOS TRANS 1.91
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 Trazas
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 66.650

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos os acidos trans
presentes en la muestra, el total de 4cidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AQCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20de 22, los picos con RT 29.77 y 30.80 min corresponden a &cidos trans,

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Figura 23. Informe del perfil lipidico del concentrado obtenido por el

método de inclusion de urea 30 °C

DATOS GENERALES

Datos del Cliente
Nombre: Raxén
Direccion: Ciudad de Guatemala

) Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 2; corrida 1: concentrado urea 30°C
Liquido de color amarillo pardo, turbio

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Cdédlgo de muestra del Laboratorio
2017/03/21 0215170321Q
Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0215170321Qa.D
METODO DE ENSAYO

Muestras analizadas segun Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005v

RESULTADOS
ACIDO GRASO tz {min) PORCENTAJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14:0) 14.48 Trazas
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Paimitico (C16:0) 19.33 24174
Palmitoleico (C16:1, como suma de isémeros) 21.58 3.11
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Estearico (C18:0) 27.98 Trazas
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isémeros) 29.78 1.66
Oleico (cis C18:1, como suma de isdbmeros) 31.28 3.69
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isémeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isémeros) 37.37 64.141
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linoienico (trans C18:3 como suma de isomeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isémeros) 46.24 3.23
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Continuacion figura 23.

RESULTADOS

ACIDO GRASO

tz (min)

PORCENTAUJE (area / area)

Heneicosanoico (C21:0)

No detectado

cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6)

No detectado

cis-8,11,14-Eicasatrienoico

No detectado

Behenico (C22:0)

No detectado

Araquidonico (cis C20:4n6) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - Mo detectado
EPA (C20:5n3) - Mo detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignocerico (C24:0) - No detectado

Nervonico (C24:1n9)

No detectado

DHA (C22:6n3)

No detectado

MNeta 10 tg (min) = Tiempo de retencién en minutos

Nota 2: Los &cidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencion (tg) del

isémero mayoritario.

Nota 3: La informacidn de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
crematagrafico segin AQCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Mota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuanda la relacién sefialiruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas

cuando la relacion sefialiuido estd entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 24174
[ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 8.45
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 67.372
ACIDOS GRASOS TRANS 1.66"
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 3.23
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 B64.141

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de dcidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AQCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, los picos con RT 29.78 y 30.83 min corresponden a dcidos trans.

presente informe sustituye al identificado como HC-89-0818-2017, emitido el 6 de abril de 2017.

El

1

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 24. Informe del perfil lipidico de los cristales obtenidos por el

método de inclusion de urea 30 °C

~ DATOS GENERALES

Datos del Cliente
Nombre: Raxén
Direccién: Ciudad de Guatemala

) Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 3; corrida 1: cristales urea 30°C
Liquido de color amarillo transparente

Fecha de Ingreso de Ja muestra (aaaa/mm/dd) Coédigo de muestra del Laboratorio
2017/03/21 0217170321Q

Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0217170321Qa.D

METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas seqtin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (Min) PORCENTAUJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) 11.82 Trazas
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14:0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.32 28.686
Palmitoleico (C16:1, como suma de isomeros) - No detectado
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Estearico (C18:0) - No detectado
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isémeros) - No detectado
Oleico (cis C18:1, como suma de isémeros) 31.29 5.75
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isomeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isdbmeros) 37.32 65.565
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isomeros) - No detectado
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Continuacion figura 24.

RESULTADQS
ACIDO GRASO tr (min} PORCENTAJE {4rea [ 4rea)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado

cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6)

No detectado

cis-8,11,14-Eicosatrienoico

No detectado

Behenico (C22:0)

No detectado

Araquidonico (cis C20:4n6)

No detectado

Erticico (C22:1n9)

No detectado

Tricosanoico (C23:0)

No detectado

EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico {C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24:0) - No detectado
Nervoénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Mata 1: tp (min) = Tiempo de retencién en minutos

Nota 2: Los acidos grasos reportados como suma de isdmeros cis o trans {suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencién (tz) del

isémero mayoeritario.

Meta 3: La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 estd basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segin AOCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22

Nota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacion sefialiruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacion sefial/ruido esta entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta come no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 78.686
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 5.75
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 65.565
ACIDOS GRASOS TRANS 0.00"
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 0.00
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 65.565

OBSERVACIONES: ~ A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de cidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AQCS, Cfficial Method Ce th-
05, Pag.20 de 22, no se encontraron picos con RT correspondientes a acidos trans.

presente informe sustituye al identificado como HC-89-0820-2017, emitido el & de abril de 2017.

El

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Figura 25. Informe del perfil lipidico del extracto obtenido por

saponificacion directa (parainclusién a 0 °C)

— o —— = .. e L LI vy

) Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 1; corrida 3: saponificados 0°C
Liquido de color amarillo, transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd) Codigo de muestra del Laboratorio
2017/03/21 0214170321Q
Fecha de analisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0214170321Qa.D
METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segiin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005
RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / area)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) No detectado
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14:0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.32 24.722
Palmitoleico (C16:1, como suma de isdmeros) 21.58 1.45
Margarico (C17:0) - No detectado
cis-10-Heptadecenoico (C17:1) - No detectado
Estearico (C18:0) - No detectado
trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isdmeros) 29.78 Trazas
Oleico (cis C18:1, como suma de isémeros) 31.26 2.42
itrans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isdmeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isémeros) 37.34 67.964
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isémeros) 46.25 3.44
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) ] - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Continuacion figura 25.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (area / &rea)
{Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11 ,14-5&&:satﬁen0ico - No detectado
Behénico (C22:0) - No detectado
Araquidénico (cis C20:4n6) - No detectado
Erticico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - Mo detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24:0) - MNo detectado
Nervénico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Nota 1: tg (min) = Tiempo de retencidn en minutos

Nota 2: Los &cidos grasos reportados como suma de isdmeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencidn (tz) del
isémero mayoritario.

Nota 3: La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18.3 est4 basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segiin AOCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Mota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacion sefaliruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacion sefialiruido esta entra § y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 24722
ACIDOS GRASOS MONQINSATURADOS 3.87
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 71.409
ACIDOS GRASOS TRANS Trazas*
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 3.44
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 67.964

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de &cidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, el pico con RT 29.78 min corresponde a un 4cido trans.

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 26. Informe del perfil lipidico del concentrado obtenido por el

método de inclusion de urea 0 °C

) Identificacion y Descripcion de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 2; corrida 3: concentrado urea 0°C
Ligquido de color amarillo oliva transparente

Fecha de Ingreso de la muestra (aaaa/mm/dd)

Codigo de muestra del Laboratorio

2017/03/21 0216170321Q
Fecha de anélisis de la muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0216170321Qa.D
METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segtin Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005
RESULTADOS
ACIDO GRASO tr (min) PORCENTAJE (area / 4rea)

Caproico (C6:0) No detectado
Caprilico (C8:0) No detectado
Céprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) 11.82 0.4
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14:0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.31 18.021
Palmitoleico (C16:1, como suma de isémeros) 21.57 2.33
Margarico (C17:0) - No detectado

cis-10-Heptadecenoico (C17:1)

No detectado

Estearico (C18:0)

No detectado

trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isémeros) 29.76 1.87
Oleico (cis C18;1, como suma de isémeros) 31.27 3.76
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isémeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isomeros) 37.34 70.412
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isdbmeros) 46.23 3.26
cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) - No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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Continuacion figura 26.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tz (min) PORCENTAJE (érea / area)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - Mo detectado
Cis-8,11,14-Eicosatrienoico - No detectado
Behenico (C22:0) - No detectado
Araquidonico (cis C20:4n86) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - No detectado
Tricosanoico (C23:0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadiencico (C22:2) - No detectado
Lignocérico (C24:0) - Mo detectado
Nervonico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - Mo detectado

Mota 1: tg {min} = Tiempe de retencién en minutos

Mota 2! Los acidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencidn (tg) del
isémero mayaritario.

Nota 3. La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfi
cramatografico segin AQCS Official Method Ce 1h-05, Pag. 20 de 22.

Nota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacién sefialiruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacién sefatiruido ests entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta come no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS “TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 16,362
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 7.95
ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS 73.669
ACIDOS GRASOS TRANS 187
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 3.06
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 70.412

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estdndares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de acidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, los picos con RT 29.76 y 30.82 min corresponden a 4cidos trans. El presente
informe sustituye al identificado como HC-89-0819-2017, emitido el 6 de abril de 2017.

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez
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Figura 27. Informe del perfil lipidico de los cristales obtenidos por el

método de inclusion de urea 0 °C

identificacion y Descripcién de la Muestra
Acidos grasos Microalgas Muestra 3; corrida 3: cristales urea 0°C
Liquido de color amarillo transparente

Fecha de Ingreso de [a muestra (aaaa/mm/dd)

Cdédigo de muestra del Laboratorio

2017/03/21 0218170321Q
Fecha de analisis de ia muestra (aaaa/mm/dd) No. de Cromatograma asociado
31/04/2017 0218170321Qa.D
METODO DE ENSAYO
Muestras analizadas segun Método Oficial AOAC 969.33, Ed. 18, 2005
RESULTADOS
ACIDO GRASO ts (min) PORCENTAJE (area / 4rea)

Caproico (C6:0) No detectado
Capirilico (C8:0) No detectado
Caprico (C10:0) No detectado
Undecanoico (C11:0) No detectado
Laurico (C12:0) 11.82 1.70
Tridecanoico (C13:0) No detectado
Miristico (C14.0) No detectado
Miristoleico (C14:1n9) No detectado
Pentadecanoico (C15) No detectado
cis-10-Pentadecenoico (C15:1) - No detectado
Palmitico (C16:0) 19.32 41.045

Palmitoleico (C16:1, como suma de isomeros)

No detectado

Margarico (C17:0)

No detectado

cis-10-Heptadecenoico (C17:1)

No detectado

Estearico (C18:0)

No detectado

trans-Oleico (trans C18:1, como suma de isomeros)

No detectado

Oleico (cis C18:1, como suma de isdbmeros) 31.27 2.38
trans-Linoleico (trans C18:2,como suma de isdbmeros) - No detectado
Linoleico (cis C18:2, como suma de isémeros) 37.33 54.867
gama-Linolénico (C18:3n6) - No detectado
Araquidico (C20:0) - No detectado
trans-Linolénico (trans C18:3 como suma de isémeros) - No detectado
Linolénico (C18:3, como suma de isomeros) 46.24 Trazas

cis-11-Eicosenoico (C20:1n9)

No detectado

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Galvez

113

xxxxxxxx




Continuacion figura 27.

RESULTADOS
ACIDO GRASO tg (min) PORCENTAJE (érea / area)
Heneicosanoico (C21:0) - No detectado
cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2n6) - No detectado
cis-8,11,14-Eicosatrienoico - No detectado
Behénico (C22:0) - No detectado
Araguiddnico (cis C20:4n6) - No detectado
Erucico (C22:1n9) - Mo detectado
Tricosanoico {C23:0) - No detectado
EPA (C20:5n3) - No detectado
cis-13,16-Docosadienoico (C22:2) - No detectado
Lignoceérico (C24:0) - No detectado
Nervonico (C24:1n9) - No detectado
DHA (C22:6n3) - No detectado

Mota 1.tz (min) = Tiempo de retencién en minutos

MNota 2: Los acidos grasos reportados como suma de isémeros cis o trans (suma de varios picos) tienen asignado el tiempo de retencién (t;) del
isdmero mayoritario.

Nota 3: La informacién de los trans C18:1, C18:2 y C18:3 esta basada en la coincidencia contra el material de referencia y en el perfil
cromatografico segln ADCS Official Method Ce 1h-05, Pag, 20 de 22,

Naota 4: Los resultados se expresan de manera porcentual cuando la relacién sefialfruido del pico es mayor que 10 y se reporta como trazas
cuando la relacién sefial/ruido esta entre 5 y 10. Por debajo de 5 se reporta como no detectado.

COMPOSICION POR CATEGORIAS TOTAL (%)
ACIDOS GRASOS SATURADOS 42.749
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS 2.38
ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS 54.667
ACIDOS GRASOS TRANS 0.00°
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 Trazas
ACIDOS GRASOS OMEGA 6 54.867

OBSERVACIONES: * A pesar de que no contamos con los estandares individuales de todos los acidos trans
presentes en la muestra, el total de acidos grasos trans se reporta tomando en cuenta el AQOCS, Official Method Ce 1h-
05, Pag.20 de 22, no se encontraron picos con RT correspondientes a 4cidos trans. El
presente informe sustituye al identificado como HC-89-0821-2017, emitido el 6 de abril de 2017.

l\
R I

Fuente: Instituto de investigaciones Universidad Mariano Géalvez
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APENDICES B, TABLA DE REQUISITOS ACADEMICOS

computadoras 1

Tabla I. Tabla de requisitos académicos.
carrera Area Curso Tema
- Soluciones,
Quimica 4 titulacion
Grupos
funcionales,
Quimica organica 1 hidrocarburos,
mecanismos de
reaccion
Acidos
g carboxilicos,
€ Quimica orgéanica 2 derivados de acidos
‘5 carboxilicos,
<} esteres.
Manejo
Analisis cuantitativo estadistico de d:_atos
en el laboratorio,
errores de medicidn
8 Lipidos,
% saponificacién,
T . - saturacidon e
P Bioquimica . .
= instauracion, lipidos
-g relacionados con
Q acidos grasos,
£ . . Procesos de
[} ) Transferencia de masa g
8 g o Q-4 separacion,
o8 Lixiviacién
8§ 5 Transf ia d
a5 ransferencia de masa
en unidades continuas Q-5 Secado
c
L% g Microbiologia Algas
% Extracciones Extraccion de
'O industriales aceites
>
7 . 3lisi
L) Estadistica 1 Analisis de
L @ datos
B T
s g
@ é Técnicas de estudio e Método de
E 3 investigacion investigacion
[0]
O g- . Uso de
8 Programacién de

programas de
computacién: Word

Fuente: elaboracion propia
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APENDICES C, DIAGRAMA DE ISHIKAWA

Figura 1. Diagrama de Ishikawa
Entorno Factor Humano Proceso
Temperatura
de
Temperatura : ) cristalizacion
ambiente Investigador > Saponificacidn /
m Método de urea
Asesores
Presion 5 .
atmosferica Extracn_:lon_yi
Revisar caracterizacion
Secado 5 fisicoquimica a
matena prima escala laboratorio de
acidos grasos de
interés alimentario
it Cromatogat Analsis de la microalga
Fsicoauimi &— Vligticos Chiorella Vulgaris
. sicoquimico
Equipo procedente de
o Amatitlan
Materia prima
Cristaleria Gasto
extraccion Rendimiento extraccion acidos’
grasos por saponificacion
Reactivos Costo de
reactivos & Materia prima Rendimiento de AGP
Ures  Etanal por metodo ‘de urea
Recursos materiales Factor economico Variable respuesta

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Visio 2013

116



ANEXOS

Anexo 1. Reporte del Centro de Investigaciones
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" CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
‘ FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GL{AT(EMALA

& / | O,T.N{;h@sza 4L

u ' No. Informe LIEXVE-QI 02-2017

Interesado: Yoseii}'; Brisset Raxon Matias i
Proyecto: “EVALUACIOI\i' DEL RENDIMIENTO Y- CARACTERIZAC]C')N
; ; FISICOQUIMICA A ESCALALABORATORIO DE AC!DOSGRASOS DE
A iy aae INTERES ALIMENTARIO DE LA MICROALGA (Chlorelia vulgans) ¢
PROCEDENTE DE AMATITLAN” \ j f S
3 Fecha: Guatemaia 23 de agosto de 2017 =/
\_

A continuacién se presenta la metodologm para la extraccion de los acudos grasos de mteres
alimentario de la mlcroa!ga (Chiorella vulgans)

RESULTADOS

1. Se tomo una muestra de 38 g de biomasa seca y colocar en un beacker, 380 mL de
solucion de etanol al 96%; con 15.2 g de KOH.

A

i )

/2. Se mezcld la solucién etanol/KOH con la biomasa, dejar en agitacion contante durante 24
- horasa temperatura ambiente.

Pdginalde5
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/ Edificio T-5, Ciudad 'Umversntarla zona 12 [
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CENTRO DE INVESTIGACION‘ES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN/CARLOS DE GUATEMALA

1 | / | ~

3. Se filtrd la mezcla con papel filtro y se lavé el residuo con 190 mL de eta’h&ﬂg'ega% E
Agregar segundo filtrado al primero.

o ek . \
4. | Se coloco el filtrado total en una ampolla de decantacion de 2000 mL. Agregar 220 mL de’
agua para formar una relacién de 40% v/v. Realizar 3 extracciones con 268 mL de hexano
cada una para separar los insaponificables (relacion de fase r=0,4).

S

5.  Para obtener los acidos grasos, se realiz6 la extraccion quuldo—hqu:do y la fase
hldroaicohchca se traté con &cido clorhidrico al 35% hasta llevarla a un pH—B

7 \

| s Pagina2deb
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CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGEN]E.RIA‘
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A\

A\

Realizar 3 extracciones con 138 mL de hexano cada una, a la fase hidroatcohélicﬁr(lﬂ,g.s 4 3

i

g

/
/

6. lLuego colocar la primera extraccién hexanica en un balén de 250mL.

-

Las otras 2

extracciones fueron rotaevaporadas para concentrar el volumen y luego se agregaron a la

. primera extraccion hasta aforar el balén de 250 mL.

4 .

7. Tomar alicuota para el andlisis de cromatografia gaseosa.

/Concentracion de AGPI por el método de inclusién de Urea

1. Preparar una solucién con 17.2 g de urea y 91.5 mL de"etanol. Adicionar esta solucion a

t

los 250 mL de solucién obtenidos en el proceso anterior, para crear una relacién

urea/acidos grasos 4:1.

2. Agitar, contantemente a 70°C/ hasta fener una mezcla hcmoéenea y\trasparente Dejar fa -

/

solucién en reposo por 24 horas a temperatura de 0°C, 25°C 30°C, segun sea el caso para

- que se realice la cristalizacion.
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[ /)
)
Fod

o2

i

J‘l \ 4 i %
6. Lafase hexanica se rotaevapor6 aforando a un volumen de 100 mL.

3. Filtrar los cristales por filtracion al vacio. |\

5,
N (]

' Analisis del filtrado

Agregar al filtrado, 75 mL de HCI 0.1N
Luego realizar 3 extracciones con 75 mL de Hexano cada una, forméndose la fase &
hexanica que contiene los PUFA's yl@ fase hidroalcohdlica que es el residuc. o

7. Tomar una alicuota de 1 mL para el anélisis cromatografico. ﬁ

- \

ANALISIS DE LOS CRisﬁ‘ALEs

Lavar los cristales con una solucién de ureafetanol a la temperatura de crlstahzacmn
Afadir a los cristales 75 ml de HCI 0.1N y 150 ml de Hexano. Realizar extraccion liquido-
liquido, donde la fase hexamca gue contiene los PUFAs vy la fase h:ciroaicohohca que es el

residuo. -8 Py /
B /

i’
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e 10. Separar el Hexano y aforar a 250 mL

i, A ~LIEXVE-
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