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RESUMEN

Las microalgas contienen una valiosa composicion de
metabolitos de interés para la industria de los alimentos,
cosmética, farmacéutica, nutracéutica y de los
biocombustibles. Sin embargo, la fuerte pared celular de las
microalgas ha dificultado la extraccion de sus compuestos
bioactivos, como clorofilas y carotenoides. Este trabajo
presenta la implementacion de un método novedoso para
asistir la extraccion de clorofilas y carotenoides totales basado
en la irradiacion infrarroja en la microalga Scenedesmus
obliquus. Ademas, se evaluo la capacidad extractiva de nueve
mezclas con disolventes polares y no polares a diferentes
proporciones. Los resultados obtenidos se compararon con el
método de extraccion de Soxhlet. Los disolventes que
mostraron mejor eficiencia de extraccion  fueron
hexano/metanol y acetato de etilo/metanol. El método Soxhlet
mostrd una eficiencia ligeramente mayor en la extraccion de
clorofila a (Ca) 2.75-22.53 pg mL-1, clorofila b (Cb) 0.29
8.97 nug mL-1 y carotenoides totales (CT) 0.7-6.35 ug mL-1
en comparacion con la extraccion asistida con infrarrojo
(EAIR), 1.71-13.41 pg mL-1, 0.26- 5.72 pg mL-1 y 0.55-5.03
ng mL-1 para Ca, Cb y CT respectivamente. Sin embargo, las
condiciones de extraccion Soxhlet, como el tiempo (180 min),
energia (calor) y disolvente (150 mL), fueron
significativamente mayores a aquellas necesarias en la EAIR
(10 min y 10 mL de disolvente). Para mejorar la eficiencia de
extraccion de la EAIR son necesarios estudios de
optimizacion de las condiciones de extraccion como la
proporcion de los disolventes, el tiempo y temperatura de
extraccion y la intensidad de la irradiacion.

Palabras clave: Carotenoides, Clorofilas, EAIR,
Scenedesmus obliquus, Extraccion Soxhlet.

INTRODUCCION

Las microalgas son los organismos mas primitivos y
dominantes del planeta con una capacidad y eficiencia
fotosintética, que supera ampliamente al de las plantas
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ABSTRACT

Microalgae contain a valuable metabolite composition of
interest to the food, cosmetic, pharmaceutical, nutraceutical,
and biofuel industries. However, the strong cell wall of
microalgae has hindered the extraction of their bioactive
compounds, such as chlorophylls and carotenoids. This work
presents the implementation of a novel method to facilitate
the extraction of chlorophylls and total carotenoids based on
infrared irradiation in the microalga Scenedesmus obliquus.
In addition, the extractive capacity of nine mixtures of polar
and non-polar solvents at different ratios was evaluated. The
results obtained were compared with the Soxhlet extraction
method. The solvents that showed the best extraction
efficiency were hexane/methanol and ethyl acetate/methanol.
The Soxhlet method showed slightly higher efficiency in the
extraction of chlorophyll a (Ca) 2.75-22.53 pg mL-1,
chlorophyll b (Cb) 0.29-8.97 ug mL-1 and total carotenoids
(CT) 0. 7-6.35 pg mL-1 compared to infrared assisted
extraction (IRAE), 1.71-13.41 pg mL-1, 0.26-5.72 ug mL-1
and 0.55-5.03 pug mL-1 for Ca, Cb and CT respectively.
However, the Soxhlet extraction conditions, such as time (180
min), energy (heat), and solvents (150 mL), were significantly
higher than those in IRAE (10 min and 10 mL solvent). To
improve the extraction efficiency of IRAE, optimization
studies of the extraction conditions, such as solvent ratio,
extraction time and temperature, and irradiation intensity, are
needed.

Keywords: Carotenoids, Chlorophylls, IRAE, Scenedesmus
obliquus, Soxhlet extraction.

INTRODUCTION

Microalgae are the most primitive and dominant
organisms on the planet, with a photosynthetic capacity and
efficiency far exceeding that of plants (Chisti, 2020).
Consequently, microalgae are a sustainable source of
metabolites of industrial interest in functional foods,
nutraceuticals, pharmaceuticals, cosmetics, and aquaculture
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(Chisti,2020). Las microalgas son una fuente sustentable de
metabolitos de interés industrial en las areas de los alimentos
funcionales, nutracéuticos, productos farmacéuticos,
cosméticos, y acuicultura (Silva et al., 2020). Proteinas,
antioxidantes, acido folico, polisacaridos, acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), triglicéridos, vitaminas, clorofilas y
carotenoides son ejemplo de los metabolitos presentes en las
microalgas (Sathasivam et al., 2019).

Scenedesmus obliquus es una microalga que ha sido

utilizada en diversas aplicaciones biotecnoldgicas debido a su
alta tasa de crecimiento, su extrema resistencia a condiciones
desfavorables de cultivo, y a su alto contenido nutricional. S.
obliquus contiene pigmentos como clorofilas (a y b), luteina,
ademas de carotenoides importantes como [-caroteno y
astaxantina. Estos metabolitos son esenciales en la
suplementacion humana, ya que no son sintetizados
endogenamente por las personas (Oliveira et al., 2021).
La mayor limitacion en la recuperacion de pigmentos en
microalgas proviene de su rigida y gruesa pared celular, esto
disminuye la eficiencia en la obtenciéon de metabolitos e
incrementa los costes de extraccion (Alhattab et al., 2019).
Diversas metodologias de disrupcion celular se han utilizado
para incrementar la extraccion de estos compuestos con
resultados prometedores, como por ejemplo la sonicacion,
microondas, homogeneizacion, extraccion a con fluidos
supercriticos, extraccion enzimatica entre otras (Pagels et al.,
2021). Sin embargo, no existe una metodologia establecida
para llevar a cabo una extraccion eficiente de pigmentos en
microalgas. Por lo anterior, es indispensable la investigacion
y desarrollo de métodos que aborden la eficacia, la
selectividad y el tiempo de extraccion, los costes de
mantenimiento y operacion, el consumo de energia, y la
degradacion de los compuestos extraidos en microalgas.

La irradiacion infrarroja es una potencial alternativa
para facilitar la extraccion de productos naturales con
menores tiempos de extraccion, menor consumo energético,
menores desechos y subproductos indeseados, y mayores
rendimientos del producto (Escobedo et al., 2016). El
infrarrojo (IR) es la parte del espectro electromagnético
ubicada entre las regiones visible y de microondas. Las
moléculas organicas absorben la IR y la convierten en energia
de rotacion molecular a una frecuencia de 100 ecm!. A
frecuencias absorbidas de 10,000-100 cm™ la molécula
dispersa la energia en forma de vibracion. Por lo que, la IR es
una forma no convencional, pero directa de calentamiento
(Chemat et al., 2020). La extraccion asistida con infrarrojos
(EAIR) ha sido utilizada para facilitar la obtencion de acidos
fendlicos y diterpenoides en Radix Salviae miltiorrhizae
(Chen et al., 2010). (Li et al., 2015), evaluaron el efecto de la
EAIR junto con hidréxido de tetrabutilfosfonio (TBPH), para
extraer salidrésido a partir de Rhodiola crenulata 'y
compararon la eficiencia de los extractos obtenidos por IR y
por un método de extraccion convencional, logrando mejoras
con el primer método. Recientemente, también se evalud la
IR en la extraccion de compuestos polifendlicos como la
punicalagina y la punicalina de céscara de granada (Punica
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(Silva et al., 2020). Proteins, antioxidants, folic acid,
polysaccharides, polyunsaturated fatty acids,
triglycerides,  vitamins, chlorophylls, and carotenoids are
metabolites in microalgae.

Scenedesmus obliquus is a microalga that has been used
in various biotechnological applications due to its high
growth rate, extreme resistance to unfavorable culture
conditions, and high nutritional content. S. obliquus contains
pigments such as chlorophylls (a and b), lutein, and important
carotenoids such as P-carotene and astaxanthin. These
metabolites are essential in human supplementation, as they
are not synthesized endogenously by humans (Oliveira et al.,
2021).

The major drawback in microalgae pigment recovery
comes from their rigid and thick cell wall. This decreases the
efficiency of obtaining metabolites and increases extraction
costs (Alhattab et al., 2019). Several microalgae cell
disruption techniques have been used to increase the
extraction of these compounds with promising results, such as
sonication, microwaves, homogenization, supercritical fluid
extraction, and enzymatic extraction, among others (Pagels et
al., 2021). However, an established methodology for efficient
pigment extraction in microalgae has yet to be established.
Therefore, research and development methods that address
the efficiency, selectivity and extraction time, maintenance
and operation costs, energy consumption, and degradation of
the extracted compounds in microalgae are essential.

Infrared irradiation is a potential alternative to assist the
natural products extraction with shorter extraction times,
lower energy consumption, reduced waste and unwanted by-
products, and higher product yields (Escobedo et al., 2016).
The infrared (IR) is the part of the electromagnetic spectrum
located between the visible and microwave regions. Organic
molecules absorb IR and convert it into molecular rotational
energy at a frequency of 100 cm™'. At absorbed frequencies of
10,000-100 cm!, the molecule scatters the energy in
vibration. Thus, IR is an unconventional but direct form of
heating (Chemat et al., 2020). Infrared-assisted extraction
(IRAE) has been used to facilitate obtaining phenolic acids
and diterpenoids in Radix Salviae miltiorrhizae (Chen et al.,
2010). Lietal., (2015), evaluated the effect of IRAE and tetra-
butyl phosphonium hydroxide (TBPH) to extract salidroside
from Rhodiola crenulata and compared the efficiency of
extracts obtained by IR and by a conventional extraction
method, achieving improvements with the former method.
Recently, IR was also evaluated in extracting polyphenolic
compounds such as punicalagin and punicalin from
pomegranate (Punica granatum L.) peel, with good results
(Rajha et al., 2019). The IRAE implementation possesses
unique features such as simple, safe, robust, controlled
operation, low energy consumption, fast heating, and high
mass transfer. In addition, this method allows for using
renewable resources such as microalgae and less toxic
solvents and aiming for a non-denatured product (Neetoo and
Chen, 2014).

This study compared the extraction efficiency
of photosynthetic pigments in Scenedesmus obliquus using
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granatum L.) con buenos resultados (Rajha et al., 2019).
La implementacion de la EAIR posee caracteristicas
Unicas como un funcionamiento sencillo, seguro, robusto
y controlado, un bajo consumo energético, un rapido
calentamiento y alta transferencia de masa. Ademas,
este método permite utilizar recursos renovables como
las microalgas, utilizar disolventes menos toxicos, y
aspirar a un producto no desnaturalizado (Neetoo and Chen,
2014)

En este estudio se compar¢ la eficiencia de extraccion
de pigmentos fotosintéticos en Scenedesmus obliquus
utilizando una técnica convencional de extraccion como
Soxhlet y una novedosa tecnologia de extraccion asistida con
irradiacion infrarroja.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de biomasa de S. obliquus

En recipientes de 1 L, se adicionaron 845 mL de medio
Basal Bold (MBB) estéril, y 5 mL de un cultivo de S. obliquus
(UTEX 3031, Universidad de Texas, E.U.A) a una densidad
optica de 0.20 + 0.01 medida a 750 nm (D.O.750) (Uv-vis,
Thermo Scientific Genesys 10s). Los recipientes se taparon y
se abastecieron con un flujo de aire a 1500 cc/min. Los
cultivos se incubaron a 22 °C £ 2 °C, bajo un fotoperiodo de
luz/oscuridad de 16/8 h con lamparas de luz blanca-fria
fluorescente (OSRAM 096/850), y una intensidad 76 pmol m?
s hasta la deteccion de la fase estacionaria temprana.

Las cinéticas de crecimiento de los cultivos se
determinaron por conteo celular directo. La concentracion
celular (C) se determind a través de un hematocitometro de
0.1 mm de profundidad (Hausser Scientific™ Bright-Line™).
Las muestras (10 pL) se observaron en un microscopio optico
(Olympus CH30 LF 100) con un aumento de 40X cada 48 h
hasta la deteccion de la fase estacionaria temprana. La
concentracion celular (células/mL) se determiné de acuerdo
con la ecuacion 1:

C =[(N/4)/107%] X factor de dilucién ec. 1

Donde N = promedio de células presentes en los 5
cuadros pequefios del cuadro central del hematocitometro.

Posteriormente, los cultivos fueron decantados y
centrifugados a 10,000 rpm por 10 min. La biomasa obtenida
se lavo con agua destilada (5 mL, 3 veces), y se liofilizo. El
peso seco (PS) de la biomasa liofilizada de S. obliquus se
determin6 gravimétricamente.

Extracciéon de pigmentos de S. obliquus por el Método de
Soxhlet

En un cartucho de celulosa (25X80 mm, AHLSTROM)
se agregaron 0.2 + 0.01 g de biomasa liofilizada de S.
obliquus, y se coloco dentro de la camara de extraccion del
equipo Soxhlet. Enseguida, los pigmentos se extrajeron por 3
horas a reflujo (2 gotas por segundo) con 40 mL de cada una
de las mezclas de disolventes indicadas en la Tabla 1. El
exceso de disolvente de las muestras se evaporo a 40 °C bajo
presion reducida en roto-evaporador.
DOI: https://doi.org/10.57737/biotecnologiaysust.v7il.1646
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a conventional extraction technique such as Soxhlet and
a novel infrared radiation-assisted extraction technology.

MATERIALS AND METHODS

Biomass production from S. obliquus

In 1 L vessels, 845 mL of sterile Basal Bold medium
(BBM) and 5 mL of a dense culture of S. obliquus (UTEX
3031, University of Texas, USA) was added at an optical
density of 0.20 = 0.01 measured at 750 nm (D.0O.750) (Uv-vis,
Thermo Scientific Genesys 10s). Vessels were capped and
supplied with airflow at 1500 cc/min. Cultures were
incubated at 22 °C + 2 °C, under a 16/8 h light/dark
photoperiod with fluorescent cool-white light lamps
(OSRAM 096/850), and intensity 76 umol m? s until
detection of early stationary phase.
Growth kinetics were determined by direct cell counting. Cell
concentration (C) was determined through a 0.1 mm deep
hematocytometer (Hausser Scientific™ Bright-Line™).
Samples (10 uL) were observed under an optical microscope
(Olympus CH30 LF 100) at 40X magnification every 48 h
until the detection of the early stationary phase. Cell
concentration (cells/mL) was determined according to
equation 1:

C = [(N/4)/107¢] X dilution factor ec. 1
Where N = average cells number present in the five small
squares in the hematocytometer central square.

Subsequently, the cultures were decanted and
centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The biomass obtained
was washed with distilled water (5 mL, three times) and
lyophilized. The S. obliquus dry weight (DW) lyophilized
biomass was determined gravimetrically.

Extraction of pigments from S. obliquus by the Soxhlet
Method

In a cellulose cartridge (25X80 mm, AHLSTROM), 0.2
+ 0.01 g S. obliguus lyophilized biomass was added and
placed inside the Soxhlet extraction chamber. Then, the
pigments were extracted for 180 min at reflux (2 drops per
second) with 40 mL of each solvent mixture indicated in
Table 1. Finally, solvent excess was evaporated at 40 °C
under reduced pressure in a roto-evaporator, and the
recovered extracts were kept in the dark at 4 °C until use.

S. obliquus pigment extraction assisted with IRAE.

Freeze-dried microalgae biomass (0.2 + 0.01 g) was
added to a 250 mL round bottom flask coupled to a condenser.
Then, 10 mL of each solvent mixture was added according to
Table 1. Pigment extraction was assisted with an incandescent
infrared (IR) light lamp (BR40 6015 250 W ADIR lighting,
Mexico) placed 2 cm from the bottom of flask for 10 min.
Excess solvent was evaporated at 40 °C and reduced pressure
in a roto-evaporator. The recovered extracts were kept in the
dark at 4 °C until use.
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Los extractos recuperados se mantuvieron en oscuridad
a 4 °C hasta su uso.

Extraccion de pigmentos de S. obliquus asistida con
irradiacién infrarroja

Se agregaron 0.2 + 0.01 g de biomasa liofilizada de
microalga a un matraz de fondo redondo de 250 mL acoplado
a un condensador. Enseguida, se agregaron 10 mL de cada
una de las mezclas de disolventes de acuerdo con la tabla 1.
La extraccion de los pigmentos se asistié con una lampara
incandescente de luz infrarroja (IR) (BR40 6015 250 W
ADIR lighting, México) colocada a 2 cm de distancia del
matraz durante 10 min. El exceso de disolvente se evaporé a
40 °C y a presion reducida en un roto-evaporador. Los
extractos recuperados se mantuvieron en oscuridad a 4 °C
hasta su uso.
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Chlorophyll determination

The crude extract from each extraction was weighed and
dissolved in 100 mL of absolute methanol. Chlorophylls a, b,
and total carotenoids were quantified by Uv-vis
spectrophotometry (Thermo Scientific Genesys 10s)
according to the equations of Wellburn (1994).

Statistical analysis

Three biological replicates were carried out to determine
growth kinetics, biomass, and pigment extraction. Data were
analyzed using Prisma Windows software, version 8.00
(GraphPad Software, Inc.). Significant differences between

Tabla 1. Condiciones de extraccion de clorofilas de S. obliquus

Método Disolventes Tiempoﬂe
DMP/DP Proporcion (v/v) Extraccion
CH2Cl:MeOH 1:2 2:1 3:2
CH2Cl2:EtOH 1:2 2:1 3:2
CH2Cl2:iPrOH 1:2 2:1 3:2
AcOEt:MeOH 1:2 2:1 3:2
EAIR AcOEt:EtOH 1:2 2:1 3:2 10
AcOEt:iPrOH 1:2 2:1 3:2
Hex: MeOH 1:2 2:1 3:2
Hex:EtOH 1:2 2:1 3:2
Hex:iPrOH 1:2 2:1 3:2
CH2Cl:MeOH 1:2 2:1 3:2
CH2Cl2:EtOH 1:2 2:1 3:2
CH2Cl2:iPrOH 1:2 2:1 3:2
AcOEt:MeOH 1:2 2:1 3:2
Soxhlet AcOEt:EtOH 1:2 2:1 3:2 180
AcOEt:iPrOH 1:2 2:1 3:2
Hex:MeOH 1:2 2:1 3:2
Hex:EtOH 1:2 2:1 3:2
Hex:iPrOH 1:2 2:1 3:2

DMP: disolvente menos polar. DP: Disolvente polar. EAIR: extraccion asistida con irradiacion infrarroja.

Determinacion de clorofilas

El extracto crudo de cada una de las extracciones se peso
y se disolvio en 100 mL de metanol absoluto. Las clorofilas
a, b y carotenoides totales fueron cuantificados por
espectrofotometria Uv-vis (Thermo Scientific Genesys 10s)
de acuerdo con las ecuaciones de Wellburn, (1994).

Analisis estadistico

La determinacion de las cinéticas de crecimiento, biomasa
y extraccion de pigmentos se llevo a cabo en tres réplicas
biologicas. Los datos se analizaron con Prisma software para
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treatment means for each variable were compared with a
Tukey analysis at a 95% confidence level (p-value < 0.05). In
addition, the mean values of a data set were compared with
an analysis of variance (ANOVA). The graphs' standard
deviation (SD) values were represented as error bars.

RESULTS AND DISCUSSION

Growth of S. obliquus
It has been reported that the chlorophylls in microalgae is
significantly higher in the stationary phase compared to the
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Windows, version 8.00 (GraphPad Software, Inc.). Las
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
para cada variable se compararon con un analisis de Tukey a
un nivel de confianza del 95% (valor p < 0,05). Los valores
medios de un conjunto de datos se compararon con un analisis
de varianza (ANOVA). Todos los valores de desviacion
estandar (DE) de los graficos se representaron como barras de
error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo y cosecha de S. obliquus

Se ha reportado que la cantidad de clorofilas en
microalgas es significativamente mayor en la fase
estacionaria en comparacion con la fase logaritmica
(Schumann et al., 2005). La tasa de crecimiento de S. obliquus
en MMB se muestra en fig. 1. Los resultados indican una fase
exponencial entre los dias 2-13. Al dia 15, se detect? el inicio
de la fase estacionaria, se determin6 el numero de células en
11.07 X 10° cél. mL! y se cosecho la biomasa en esta fase.
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logarithmic phase (Schumann et al., 2005). The S. obliquus
growth rate in MMB is shown in Figure 1. The results indicate
an exponential phase between days 2-13. On day 15, the onset
of the stationary phase was detected.

Soxhlet and IR S. obliquus pigment extraction.

Two different pigment extraction methods were evaluated
in S. obliquus. In both, nine mixtures of six solvents with
increasing polarity, such as n-hexane, CH:Cl,, AcOEt,
iPrOH, EtOH, and MeOH, were tested in ratios of 1:2, 2:1,
and 3:2. To determine the extraction efficiency, the results
between the two techniques were compared (Figure 2).

Pigment extraction efficiency depends mainly on the
biological model used, the polarity of the solvent, the
extraction time, and whether a cell disruption technique is
present. An ideal extraction procedure requires fast and
reproducible results, simple in execution, to be innocuous,
and does not cause chemical changes in the pigments
(Schagerl and Kunzl, 2007). Figures 3A and 3B show the
extracted chlorophyll a (Ca) derived from the Soxhlet method
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Figura 1. Cinética de crecimiento de S. obliquus. Las barras indican la
desviacion estandar de la media (n = 3).

Figure 1. S. obliquus growth kinetics. The bars indicate the standard

deviation of the mean (n = 3).

Extraccion de Pigmentos por el método de Soxhlet y por
EAIR

Se evaluaron dos diferentes métodos de extraccion de
pigmentos en S. obliquus. En ambos, se probaron nueve
mezclas de seis disolventes con polaridad creciente como n-
hexano, CH:ClL,, AcOEt, iPrOH, EtOH y MeOH en
proporciones de 1:2, 2:1 y 3:2. Para determinar la eficiencia
de extraccidon, se compararon los resultados entre ambas
técnicas (Figura 2).

La eficiencia de extraccion de pigmentos depende
principalmente del modelo biologico utilizado, la polaridad
del disolvente, del tiempo de extraccion y de si existe o no,
una técnica de disrupcion celular. Un procedimiento de
extraccion ideal requiere resultados rapidos y reproducibles;
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(SE) and IRAE. The highest amounts of Ca, 18.41 and 22.53
pg mL!, were obtained with the SE in the Hex/MeOH (3:2
v/v) and AcOEt/MeOH (2:1 v/v) mixtures, respectively.
However, IRAE obtained amounts close (13.00-13.41 pg mL-
) to SE with the mixtures of AcOEt/MeOH (1:2 v/v) and
CH:2Cl2/MeOH, and Hex/MeOH (2:1 v/v). Although SE
elicited higher amounts of C., this process required long
heating times (180 min) and larger solvent volumes (150 mL).
Therefore, the SE application represents a significant
difficulty in correctly disposing of solvents and a high
expenditure of energy and inputs. In addition, the long heating
periods stimulate the thermal decomposition of the extracted
metabolites (Lopez-Bascon and de Castro, 2020). On the
other hand, IRAE obtained good C. yields with only 10 min
of extraction and 10 mL of solvent. Infrared energy, when
scattered from an infrared emitter, quickly reaches the

100



Biotecnologia y Sustentabilidad Vol. 7. Num. 1 (2022)

Biotecnologia y
Sustentabilidad

Erid ""‘(

ﬁiw;ulnuuum"' i

Figura 2. Extraccion de pigmentos de S. obliquus con solventes. A) EAIR, B) ES, C) Pigmentos totales extraidos.

Figure 2. S. obliquus pigment extraction with solvents. A) IRAE, B) Soxhlet extraction, C) Total pigments extracted.

En la Figura 3A y 3B, se muestra la cantidad de clorofila
a (C,) extraida, derivada del método de Soxhlet (ES) y de la
EAIR. Las mayores cantidades de Ca, 18.41 y 22.53 pg mL™!,
se obtuvieron con la ES en las mezclas de Hex/MeOH (3:2
v/v) vy AcOEt/MeOH (2:1 v/v), respectivamente. Sin
embargo, la EAIR obtuvo cantidades cercanas (13.00-13.41
pug mL) a la ES con las mezclas de AcOEt/MeOH (1:2 v/v)
y CH2Cl2/MeOH, y Hex/MeOH (2:1 v/v). A pesar de que la
ES suscité mayores cantidades de C,, este proceso requirid
largos periodos de calentamiento (180 min) y mayores
volimenes de disolvente (150 mL). La aplicacion de la ES
representa una mayor dificultad para desechar correctamente
los disolventes, un alto gasto energético, de insumos y
ademas, los largos periodos de calentamiento estimulan la
descomposicion térmica de los metabolitos extraidos (Lopez-
Bascon and de Castro, 2020). Por otro lado, la EAIR con tan
so6lo 10 min de extraccion y 10 mL de disolvente, obtuvo
buenos rendimientos de C.. La energia infrarroja, al
dispersarse desde un emisor de infrarrojos, alcanza
rapidamente las superficies de cualquier material bajo
estudio, el cual la absorbe facilmente y se calienta. La
absorcion de la irradiacion IR induce una excitacion
vibracional de los atomos o moléculas, tanto del disolvente
como de los componentes celulares. Esto incrementa
paulatinamente la energia térmica del sistema y, en el interior
celular, el citoplasma inicia un estado de vaporizacion que
facilita la ruptura de la pared celular y la difusion de los
metabolitos (Ogundele and Kayitesi, 2019).

En este estudio, diferencias significativas en la extraccion
de C. se encontraron dependiendo del tipo de mezcla
empleada. Se observo que, independientemente del disolvente
menos polar (DMP) de la mezcla, el disolvente polar (DP)
como el MeOH, fue el que contribuy6 en mayor grado a la
extraccion de Ca, en comparacion con el EtOH y el iPrOH
(Fig. 3A y 3B).

Estudios previos han reportado el uso de acetona (Acet) y
MeOH como disolventes de extraccion en clorofilas. No
obstante, la acetona ha mostrado baja capacidad de extraccion
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surfaces of any material under study, which readily absorbs it
and heats up. In addition, IR absorption induces a vibrational
excitation of the atoms or molecules of both the solvent and
the cellular components. This gradually increases the system's
thermal energy inside the cell, and the cytoplasm initiates a
state of vaporization that facilitates the rupture of the cell wall
and the diffusion of metabolites (Ogundele and Kayitesi,
2019).

This study found significant differences in Ca extraction
depending on the type of mixture used. Furthermore, it was
observed that, regardless of the least polar solvent (LPS) in
the mixture, the polar solvent (PS), such as MeOH,
contributed the most to Ca extraction compared to EtOH and
iPrOH (Figs. 3A and 3B).

Previous studies have reported using acetone and MeOH
as chlorophyll extraction solvents. However, acetone has a
low extraction capacity for photosynthetic pigments, unlike
MeOH, which has shown better extraction yields (Schumann
etal., 2005). The high polarity of MeOH allows it to permeate
and penetrate the cell membrane of microalgae, which
facilitates the diffusion of pigments into the extracellular
matrix. Similarly, AcOEt has shown high lipophilic
metabolite extraction capacity in the microalga Chlorella sp.
(Wuetal., 2017). Due to the non-polar nature of chlorophylls,
PS and LPS mixtures were used in this work to increase
extraction efficiency.

In chlorophylls b (Cb) extraction, the mixture that showed
the best extraction efficiencies were Hex/MeOH (1:2 v/v)
with the SE method. In the IRAE, the CH2Cl./MeOH mixture
and Hex/MeOH (1:2 v/v) showed higher extraction amounts
than the other mixtures. However, the C, obtained were
slightly lower than SE (Figures 4A and 4B). Combinations of
non-polar and polar solvents such as Hex and alcohol have
been reported in lipid extraction in Tetraselmis sp. As in this
study, the extraction efficiency followed the order:
Hex/MeOH > Hex/ EtOH > Hex/iPrOH (Shin et al., 2018).
Under IRAE, the CH2Cl./MeOH (1:2) mixture showed the
highest Cp extraction capacity compared with the others.
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Figura 3. Clorofilas a en Scenedesmus obliquus. A. ES: 0.2 g biomasa (PS), 150 mL mezcla de disolventes, tiempo extraccion
180 min. B) EAIR: 0.2 g biomasa (PS), 10 mL mezcla de disolventes, tiempo extraccion 10 min. Las barras indican la
desviacion estandar de la media (# = 3). * indican las diferencias significativas ANOVA (p < 0.05).

Figure 3. Chlorophyll a in Scenedesmus obliquus. A. ES: 0.2 g biomass (DW), 150 mL solvent mixture, extraction time
180 min. B) IRAE: 0.2 g biomass (DW), 10 mL solvent mixture, extraction time 10 min. Bars indicate the standard deviation
of the mean (n = 3). * Indicate significant differences ANOVA (p <0.05).

de pigmentos fotosintéticos, no asi el MeOH, que ha
mostrado mejores rendimientos de extraccion (Schumann et
al., 2005). La alta polaridad del MeOH le permite permear y
penetrar la membrana celular de las microalgas lo que facilita
la difusion de los pigmentos hacia la matriz extracelular. De
igual forma, el AcOEt, ha mostrado una alta capacidad de
extraccion de metabolitos lipofilicos en la microalga
Chlorella sp. (Wu et al., 2017).

Debido a la naturaleza apolar de las clorofilas, en este
trabajo, se utilizaron mezclas de DP con un DMP con la
intencion de incrementar la eficiencia de extraccion.

En el caso de las clorofilas b (Cyp), la mezcla que mostro
las mejores eficiencias de extraccion fue la de Hex/MeOH
(1:2 v/v) con el método ES. En la EAIR, la mezcla de
CH:Cl2/MeOH y el Hex/MeOH (1:2 v/v) mostraron mayores
cantidades de extraccion en comparacion con las otras
mezclas, sin embargo, las cantidades obtenidas fueron
ligeramente inferiores a la ES (Figuras 4A y 4B).

A
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CH2Clz2 has been shown to have extraction selectivity of
chlorophylls from Achillea millefolium L. This can be
attributed to its higher dielectric constant (¢ = 9.08) (Pavlic et
al., 2016).

The results of total carotenoid extraction are shown in
Figures 5A and 5B. Due to the hydrophobic nature of the
carotenoids, the Hex: MeOH mixture (2:1 v/v) allowed a
higher extraction over the other mixtures used. Various
solvents have been used to extract carotenoids. For example,
hexane/iPrOH and ultrasound on Paracoccidioides
brasiliensis and P. Paulensis macerated in acetone resulted in
high carotenoid yields (Mezzomo et al., 2011). Here,
AcOEt/MeOH (1:2 v/v) also showed high carotenoid
extraction capacity in S. obliquus. Similarly, the highest
carotenoid yields from Gac fruit peel were obtained with
AcOEt compared to acetone, EtOH, and Hex. Although, the
authors did not evaluate solvent mixtures (Chuyen et al.,
2017).

CH,Cl,/MeOH
CH,Cl5/EtOH
CH]Cl'_)f"i]’I’OH
Hex/MeOH
Hex/EtOH
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AcOEt/MeOH
AcOEtEtOH
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Figura 4. Clorofilas b en Scenedesmus obliquus. A. ES: 0.2 g biomasa (PS), 150 mL mezcla de disolventes, tiempo extraccion
180 min B). EAIR: 0.2 g biomasa (PS), 10 mL mezcla de disolventes, tiempo extraccion 10 min. Las barras indican la
desviacion estandar de la media (# = 3). * indican las diferencias significativas ANOVA (p < 0.05).

Fig. 4. Chlorophyll b in Scenedesmus obliquus. A. SE: 0.2 g biomass (DW), 150 mL solvent mixture, extraction time 180
min B). IRAE: 0.2 g biomass (DW), 10 mL solvent mixture, extraction time 10 min. Bars indicate the standard deviation of
the mean (n = 3). * Indicate significant differences ANOVA (p < 0.05).
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Combinaciones de disolventes polares y no polares como el
Hex y un alcohol, se ha reportado en la extraccion de lipidos
en Tetraselmis sp. Al igual que en este estudio, la eficiencia
de extraccion siguid el orden: Hex/MeOH > Hex/ EtOH >
Hex/iPrOH (Shin et al., 2018). Bajo la EAIR, la mezcla de
CH2Cl2/MeOH (1:2) mostré la mayor capacidad de extraccion
de Cyen comparacion con las otras. E1 CH2Clz ha demostrado
tener selectividad de extraccion de clorofilas de Achillea
millefolium L. Esto se puede atribuir a su mayor constante
dieléctrica (e = 9,08) (Pavlic et al., 2016).

Los resultados de la extraccion de carotenoides totales se
muestran en las figuras 5SA y 5B. Debido a la naturaleza
hidrofébica de los carotenoides, la mezcla Hex:MeOH (2:1
v/v) permiti6é una extraccidn mayor sobre las demas mezcla
utilizadas. Diversos disolventes de han utilizado para extraer
carotenoides. Por ejemplo, Hex/iPrOH y ultrasonido en
Paracoccidioides brasiliensis y P. Paulensis macerados en
acetona, generaron altos rendimientos de carotenoides
(Mezzomo et al., 2011). Ademas, de la mezcla de Hex:MeO,
el AcOEt/MeOH (1:2 v/v) mostr6 también alta capacidad de
extraccion de carotenoides en S. obliquus. De forma similar,
los mayores rendimientos de carotenoides totales fueron
obtenidos de la cascara del fruto de Gac, con AcOEt, en
comparacion con Acet, EtOH y Hex. Aunque, los autores no
evaluaron ninguna mezcla (Chuyen et al., 2017).

Para una extraccion eficiente de carotenoides,
generalmente se requiere de un tratamiento de disrupcion
celular para facilitar la entrada de los disolventes. La firme
asociacion de los carotenoides con proteinas y acidos grasos,
dificultan la transferencia de masa durante el proceso de
extraccion (Zarrinmehr et al., 2022). Es por esto que la EAIR
posee un gran potencial para la extraccion de pigmentos de
microalgas. La IR no so6lo emite calor, la emision simultanea
de un espectro continuo sobre los compuestos organicos,
produce un mayor flujo y capacidad de arrastre de metabolitos
hacia fuera de la matriz intracelular (Chen et al., 2010). En
comparacion con la ES, la eficiencia de la transferencia de
calor de la EAIR es superior, lo que reduce el gasto
energético. En un proceso de calentamiento convencional, el
calor se dispersa sobre la superficie de la célula microalgal
por conveccion térmica del disolvente, de esta manera, se
induce la difusién del metabolito hacia el exterior. Este
proceso posee bajas tasas de transferencia de calor y de
transferencia de masa. Por otro lado, el calentamiento por IR
penetra la muestra y actia directamente sobre la matriz
interior, al mismo tiempo que se calienta el entorno. Esto da
lugar a un gradiente de temperatura temporal, bajo un
calentamiento homogéneo y una elevada tasa de transferencia
de calor en la biomasa microalgal (Xiang et al., 2022).

Aunque la cantidad de pigmentos extraidos por la EAIR
(méx. 5.03 ug mL!) fue ligeramente menor, en comparacion
con la ES (méx. 6.35 pg mL™'), es probable que, a una
temperatura y a un tiempo de extraccion Optimos, se pueda
superar la eficiencia de extraccion del método de Soxhlet
(Figuras 5A y 5B).

Una temperatura de extraccion Optima disminuye la
viscosidad del disolvente e incrementa la difusion y
solubilidad de los compuestos objetivo.
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Cell disruption treatment is generally required to facilitate
solvent entry for efficient carotenoid extraction. The tight
association of carotenoids with proteins and fatty acids
hinders the mass transfer during the extraction process
(Zarrinmehr et al., 2022). Therefore, IRAE has excellent
potential for extracting pigments from microalgae. IR, which
emits heat and a continuous spectrum on organic compounds,
produces a higher flux and carryover capacity of metabolites
out of the intracellular matrix (Chen et al., 2010). Compared
to SE, the heat transfer efficiency of IRAE is higher, reducing
energy expenditure. In a conventional heating process, heat is
dispersed over the surface of the microalgal cell by thermal
convection of the solvent, thus inducing outward diffusion of
the metabolite. This process has low heat transfer and mass
transfer rates. On the other hand, IR heating penetrates the
sample and acts directly on the inner matrix while heating the
surroundings. This results in a temporal temperature gradient
under homogeneous heating and a high heat transfer rate in
the microalgal biomass (Xiang et al., 2022).

Although the pigments extracted by IRAE (max. 5.03 pg
mL!) were slightly lower compared to SE (max. 6.35 pg mL~
1, it is likely that, at optimal extraction temperature and time,
it can exceed the Soxhlet extraction efficiency (Figures SA
and 5B).

An optimal extraction temperature decreases solvent
viscosity and increases the diffusion and solubility of target
compounds. While an optimal time increases the contact
probabilities between solvents and pigments, facilitating their
extraction. In addition, IR can modify the dielectric
properties, viscosity, surface tension, and polarity of water
(cytoplasm), which can induce higher mass transfer of
photosynthetic pigments (Xiang et al., 2022). IR has been
used to extract bioactive compounds and, mainly, to
synthesize organic compounds (Escobedo et al., 2016). The
IR implementation has been highlighted by rapid and uniform
heating, shorter extraction/reaction times, lower solvent
consumption, lower energy expenditure, simple and
inexpensive equipment assembly requirements, and easy and
safe process handling. Therefore, infrared irradiation is a
potential clean energy source that favors a selective
metabolite obtention within a green extraction protocol
(Chemat et al., 2012). However, the target compounds
degradation due to high temperatures, and larger light
exposure times, is a limitation to consider within the IR
extraction process. Hence, IR intensity, temperature, and
extraction time must be optimized. In addition,
comprehensive energy, mechanistic, thermodynamic, and
economic analyses will be necessary to establish the
feasibility of this technology on a large scale.

In this study, the IRAE implementation for the
photosynthetic pigments extraction in S. obliquus was shown
to be a safe and straightforward method, with less time, and
energy expenditure during the process, as opposed to SE.
However, future research should address the IRAE
optimization in terms of radiation intensity, temperature, and
extraction time.
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Figura 5. Carotenoides Totales en Scenedesmus obliquus. A. ES: 0.2 g biomasa (PS), 150 mL mezcla de disolventes, tiempo
extraccion 180 min. B) EAIR: 0.2 g biomasa (PS), 10 mL mezcla de disolventes, tiempo extraccion 10 min. Las barras indican la
desviacion estandar de la media (# = 3). * indican las diferencias significativas ANOVA (p < 0.05).

Figure 5. Total carotenoids in Scenedesmus obliquus. A. SE: 0.2 g biomass (DW), 150 mL solvent mixture, extraction time 180
min. B) IRAE: 0.2 g biomass (DW), 10 mL solvent mixture, extraction time 10 min. Bars indicate the standard deviation of the

mean (n = 3). *Indicate significant differences ANOVA (p < 0.05).

Mientras que un tiempo Optimo, aumenta las
probabilidades de contacto entre los disolventes y los
pigmentos, facilitando su extraccion. Ademas, la IR tiene la
capacidad de modificar las propiedades dieléctricas, la
viscosidad, la tension superficial y la polaridad del agua
(citoplasma), lo que puede inducir una mayor transferencia de
masa de los pigmentos fotosintéticos (Xiang et al., 2022). La
IR ha sido utilizada para la extraccion de compuestos
bioactivos y, principalmente en la sintesis de compuestos
organicos (Escobedo et al., 2016). La implementacion de la
IR se ha destacado por un calentamiento rapido y uniforme,
menores tiempos de extraccion/reaccion, menor consumo de
disolventes, menor gasto energético, requerimientos simples
y baratos en el montaje del equipo, y por un manejo facil y
seguro del proceso. Por lo anterior, la irradiacion infrarroja es
una potencial fuente de energia limpia que puede favorecer la
obtencion selectiva de metabolitos, dentro de un protocolo de
extraccion verde (Chemat et al., 2012). Sin embargo, la
degradacion de los compuestos de interés frente a altas
temperaturas, y a largos tiempos de exposicion a la luz, es una
limitante por considerar dentro del proceso de extraccion con
IR. De aqui, que la intensidad de la IR, la temperatura y el
tiempo de extraccion debe ser optimizados cuidadosamente.
Ademas, analisis energéticos, mecanisticos, termodinamicos
y economicos completos seran necesarios para establecer la
viabilidad de esta tecnologia a gran escala.

En este estudio, la implementacion de la EAIR para la
extraccion de pigmentos fotosintéticos en S. obliquus mostrd
ser un método seguro y sencillo, con tiempos, insumos y gasto
energéticos menores durante el proceso, a diferencia de la ES.
Sin embargo, proximas investigaciones deberan abordar la
optimizacion de la EAIR en lo que respecta a la intensidad de
la radiacion, la temperatura y el tiempo de extraccion.
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CONCLUSIONS

This study is the first report on using IRAE to extract
photosynthetic pigments in microalgae. Good extraction
yields of chlorophylls a, b, and total carotenoids were
obtained mainly with mixtures of Hex or AcOEt with MeOH.
In contrast to SE, IR extraction time was shorter, and energy
and solvent consumption were diminished. Finally,
optimizing the IRAE conditions is recommended to increase
the extraction efficiency of photosynthetic pigments in
microalgae.
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CONCLUSIONES

Este trabajo es el primer reporte sobre el uso de la EAIR
para la extraccion de pigmentos fotosintéticos en microalgas.
Se obtuvieron buenos rendimientos de extraccion de
clorofilas a, b y carotenoides totales principalmente con las
mezclas de Hex o AcOEt con MeOH. En contraste con la ES,
los tiempos de extraccion con IR fueron mucho mas cortos, y
el consumo energético y de disolventes, fueron menores.
Finalmente, es recomendable optimizar las condiciones de la
EAIR con el fin de incrementar la eficiencia de extraccion de
los pigmentos fotosintéticos en microalgas.
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