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RESUMEN

Extraccidn y caracterizacion de alginato de sodio a partir de la planta acuatica
Elodea densa empleando métodos convencionales y de fluidos supercriticos

Elaborado por: Ing. Laura Muinoz Gambino

Dirigida por: Dra. Araceli Ortiz Celiseo.
Dra. Leticia Lopez Zamora.

La presente investigacion evaluo el potencial de Elodea densa como fuente alternativa
para la obtencidn de alginato de sodio (Alg-Na), mediante la optimizacion de métodos
de extraccion convencional y fluidos supercriticos. La caracterizacion fisicoquimica
evidenci6é diferencias entre las muestras de Ojo de Agua (OA) y Nogales (N),
destacando un mayor contenido de grasas y cenizas en OA, lo que influy6 en el
rendimiento de extraccion. En el convencional se utilizaron diferentes solventes a
diferente tiempo de hidratacion, posterior se aplicaron disefios como Box-Behnken y
CDC, en el que se trabajaron puntos alto, central y bajo: TH=72, 60y 48 h, CAL=11, 9
y 7%,y TC=120, 80 y 80 min de ambas lagunas, el CDC solo para N con punto central
de TH=42 h y TC=100 min y para el método con fluidos supercriticos (FS), se empled
como pretratamiento reemplazando al tiempo de hidratacidn bajo condiciones:
temperatura de 80, 75y 70 °C, co-solvente de 15, 10 y 5 %, y tiempo de extraccion de
3, 2.5y 2 h con una presion de 3500 psi. De acuerdo a los resultados, el solvente mas
favorable fue el formaldehido (0.1 %) a 72 h, el cual se aplico para el método
convencional. En OA se obtuvo 21.74 % (72 h de hidratacion, 9 % de concentracion
alcalina y 40 min de calentamiento) y de 17.73 % para N (60 h, 9 % y 80 min), mientras
que el disefio central compuesto incremento el rendimiento hasta 41.31 %. En fluidos
supercriticos, las mejores condiciones fueron 70 °C, 5 % de etanol y 2.5 h,
obteniéndose un rendimiento de 18.276 % y un modelo con R?de 92.02 %. Los analisis
por FT-IR y HPLC confirmaron la obtenciéon de alginato, con mayor pureza en las

muestras tratadas con FS, evidenciando que E. densa es una fuente viable de Alg-Na.



ABSTRACT

Extraction and characterization of sodium alginate from aquatic plant E/odea
densa using conventional methods and supercritical fluid

By: Eng. Laura Muiioz Gambino
Advisor(s): PhD Araceli Ortiz Celiseo.
PhD Leticia Lopez Zamora.

This research evaluated the potential of Elodea densa as an alternative source for
obtaining sodium alginate (Alg-Na), through the optimization of conventional and
supercritical fluid extraction methods. Physicochemical characterization revealed
differences between the Ojo de Agua (OA) and Nogales (N) samples, highlighting a
higher fat and ash content in OA, which influenced the extraction yield. In the
conventional method, different solvents were used at different hydration times.
Subsequently, designs such as Box-Behnken and CDC were applied, in which high,
central, and low points were considered: TH=72, 60, and 48 h, CAL=11, 9, and 7%,
and TC=120, 80, and 80 min for both lagoons. The CDC was used only for nitrogen (N)
with a central point of TH=42 h and TC=100 min. For the supercritical fluid (SCFs)
method, formaldehyde was used as a pretreatment, replacing the hydration time under
the following conditions: temperature of 80, 75, and 70 °C, co-solvent of 15, 10, and
5%, and extraction time of 3, 2.5, and 2 h at a pressure of 3500 psi. According to the
results, the most favorable solvent was formaldehyde (0.1%) at 72 h, which was applied
for the conventional method. In OA, a yield of 21.74% was obtained (72 h hydration,
9% alkaline concentration, and 40 min heating), and 17.73% for N (60 h, 9%, and 80
min), while the composite core design increased the yield to 41.31%. In supercritical
fluids, the best conditions were 70 °C, 5% ethanol, and 2.5 h, yielding 18.276% and an
R? value of 92.02%. FT-IR and HPLC analyses confirmed the production of alginate,
with higher purity un the samples treated with SCFs, demostranting that E. densa is a

viable source of Alg-Na.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Optimizar la extraccion de alginato de sodio a partir de la planta acuatica Elodea densa

proveniente de las lagunas de Nogales y Ojo de Agua.

Objetivos especificos

1. Recolectar e identificar la especie Elodea densa provenientes de las lagunas de
Nogales y Ojo de Agua, asi como determinar sus caracteristicas fisicas.

2. Optimizar la extraccion de alginato de sodio mediante un disefio de experimentos
las condiciones que afectan en la extraccion de alginato de sodio a partir de Elodea
densa por el método convencional.

3. Realizar una pre-extraccion de Elodea densa por medio de fluidos supercriticos
para comparar el rendimiento de alginato de sodio.

4. Caracterizar el alginato de sodio obtenido a partir de técnicas HPLC y FT-IR

Xiv
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INTRODUCCION

El alginato de sodio es un polisacarido natural que en los ultimos afios ha aumentado
el interés de su obtencidon debido a sus notables propiedades fisicoquimicas, como su
capacidad gelificante y estabilizante gracias a la presencia de cationes en su
estructura, su comportamiento estereoselectivo ha tenido un amplio uso, tiene diversas

aplicaciones dentro de la industria farmacéutica, alimentaria, entre otras.

La aplicacion del alginato de sodio ha mostrado interés en la industria farmacéutica,
en la encapsulacién de medicamentos, cicatrizacion de heridas, en el uso de pastas
para las prétesis dentales y en biotintas en impresiones de tejidos artificiales. En la
alimentaria, se ha utilizado como ingrediente para dar consistencias como espesante
y gelificante. Se ha utilizado en la obtencion de biopeliculas y recubrimientos naturales
(Bojorges et al., 2023).

El uso del alginato de sodio esta determinado por su estructura quimica y composicion,
lo que hace que su caracterizacion sea un aspecto fundamental, al igual que el proceso
de obtencion. La extraccion del alginato ha representado uno de los mayores desafios,
ya que los rendimientos varian significativamente segun las condiciones de extraccion
aplicadas. En este sentido, diversas variables han sido objetos de estudio en los
procesos de obtencion, tales como el tiempo de extraccién, pH, temperatura e incluso
concentracion de carbonato de sodio (Na2COs) (Montes et al., 2021). Estos factores
influyen directamente en la eficiencia del proceso y en la calidad del alginato obtenido,
por lo que multiples investigaciones exploran su comportamiento en relacion con las

diferentes fuentes de extraccién y los métodos empleados.

El método empleado tradicionalmente es por el convencional que se trabaja en tres
etapas: 1) pretratamiento, 2) extraccion acida y 3) extraccion alcalina). Sin embargo,
la problematica de este proceso, es el uso del formaldehido como solvente en la etapa
1), ya que puede presentar riesgos para la salud, ademas, esta etapa del proceso

conlleva a tiempos muy largos, entre 24 hasta 72 h. Para mitigar el uso el uso del
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solvente dafino y reducir el tiempo del pretratamiento, se han implementado
estrategias con procesos de extraccion sustentables como es el caso del método de

extraccion asistida por ultrasonido (UAE) y asistida por microondas (MAE).

Dentro de las fuentes de extraccion, las algas marinas son la materia prima principal
en la obtencién de alginato de sodio debido a la alta concentracion de acido alginico.
Sin embargo, presenta la problematica de temporalidad y requiere de cuidados para
su transporte. Por lo que el objetivo de esta investigacion se plantea el uso de una
nueva fuente: Elodea densa, una planta acuatica considerada invasora en diversas
regiones del mundo debido a su rapido crecimiento y a la capacidad de sus raices para

fijarse en cualquier zona del fondo acuatico (Zehnsdorf et al., 2015).

Ademas del uso de Elodea densa, se propuso incorporar un nuevo método de
extraccion para la obtencién de alginato de sodio: la extracciéon con fluidos
supercriticos (FS), la cual reemplaza parte de la etapa 1). Este método se emplea para
eliminar grasas, lipidos, fenoles y otros compuestos bioactivos presentes en Elodea
densa, a fin de realizar posteriormente las extracciones acida y alcalina, evaluando las
variables que intervienen en el proceso y que permiten obtener un rendimiento

eficiente y un producto de calidad.

Para ello, se desarrollé primero el método convencional con el propdsito de estudiar
las variables que permiten alcanzar un buen rendimiento. Los datos obtenidos se
sometieron a un disefio Box—Behnken para optimizar el proceso y determinar las
condiciones mas estables, como la concentracién de Na,CO; y el tiempo de extraccion

alcalina, que posteriormente se aplican en el pretratamiento con FS.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Polisacaridos

Los polisacaridos son carbohidratos de largas cadenas que se forman por enlaces
glucosidicos y presentan caracteristicas poliméricas, se encuentran en abundancia en
diversos alimentos animales, vegetales y algas. Los polisacaridos desempeian
papeles esenciales en la determinacion de la textura, calidad y valor nutricional en los
alimentos. Las algas, forman polisacaridos sulfatados en la pared celular que estan
incrustados en forma de celulosa y estdan compuestos por fucoidanos y alginatos

(Jayasingue et al., 2022).

Los alginatos presentan sales de alginato de calcio (Ca?*), alginato de magnesio (Mg?*)
y alginato de sodio (Na*), que dependen de la selectividad de los enlaces de forma
estructura y presentan pesos moleculares bajos, medianos y altos. Ademas, se forman
mediante macroestructuras lineales o ramificadas, las cuales se modifican con
facilidad mediante métodos fisicos, quimicos o enzimaticos. También poseen un
elevado grado de quiralidad que influye en su solubilidad en agua, y no son toxicos

para el ser humano (Khachatryan et al., 2022).

La complejidad de las estructuras de los polisacaridos presenta modificaciones
quimicas de acuerdo a la diversidad de las fuentes de obtencion, lo que resulta con
propiedades fisicoquimicas diferentes y da paso a diversas aplicaciones industriales:
la alimentaria, farmacética, agricola, entre otras, en las cuales influyen como
hidratante, gelificante, agente emulsificante y de espesamiento (Yao et al., 2023). Uno
de los polisacaridos mas importantes es el alginato de sodio debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades antibacterianas y facilidad de
formacion de gel, siendo uno de los mas abundantes en las algas marrores (Nam et
al., 2024)
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1.2 Generalidades del alginato de sodio

El alginato es el nombre general para describir las sales de sodio del acido alginico y
ha sido ampliamente estudiado debido a su amplia gama de aplicaciones, el cual ha
sido utilizado por ser abundante en la naturaleza. Se encuentra presente en las algas
pardas como polisacaridos en conjunto con fucoidanos y laminarano. En estas algas,
el alginato representa un 40 % en materia seca en toda su composicion y es el principal
responsable de la flexibilidad y resistencia mecanica de las hojas de las algas (Abka
et al., 2022).

Las propiedades presentes en el alginato dependen de las diferentes fuentes de
extraccion, entre ellas se encuentran las algas pardas, las cuales se recolectan en las
regiones costeras como el Caribe y Peninsula de Baja California. Ademas, ciertos
microorganismos son capaces de sintetizar alginatos bacterianos, particularmente
bacterias del suelo. De igual forma se pueden encontrar en plantas acuaticas
principalmente aquellas que ocasionan proliferaciones acuaticas (Hasnain et al.,
2020).

1.2.1 Caracteristicas del alginato de sodio

El alginato de sodio (Alg-Na) se presenta en forma de gel como acido alginico dentro
de las paredes celulares de las algas, el alginato comercial presenta una masa molar
relativa variante entre 32-400 kDa (Saji et al., 2022). Su estructura quimica consta de
dos acidos: B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) (Figura 1.1), los cuales estan
enlazados y forman mezclas homogéneas entre ellos (MM o GG), asi también mezclas
heterogéneas (MG o GM), lo que conlleva a las diferentes propiedades fisicoquimicas
para su aplicacién (Moreno-Rivas et al., 2024). Los bloques G se presentan en forma
de gel de fuerza alta y, por tanto, contienen una alta porosidad. Sin embargo, los
bloques M son de fuerza media y con alta resistencia a la extraccion que hacen que
sea de poros mas pequefos. La secuencia de los bloques depende de la procedencia

del alginato, de la condicién de extraccion y las concentraciones de soluciones que se
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utilicen en el proceso de extraccién. Por tanto, para alginato de sodio, el bloque G es

mayormente predominante en un 70 % (Guo et al., 2020).

Bloque G Bloque M Blogue GM
oﬂs
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Figura 1.1 Estructura de alginato de sodio: a) acido a-L-gulurénico (G) y b) acido B-D-

manurdénico (M) (Montes et al., 2021)

1.2.2 Propiedades del alginato

El Alg-Na presenta propiedades como agente espesante, estabilizador, agente
formador de peliculas y gelificante, dichas propiedades se deben a las diferentes
fuentes de extraccidn, algunas algas dan en la extraccion como resultados geles
fuertes (especie Durvillaesae) o de consistencia media (especie Laminaria digitata)
(Figura 1.2) (Rahman et al., 2024).

Las desventajas que presenta el Alg-Na son: la lenta solubilidad en agua fria y
ocasiona una solucidon muy espesa, es insoluble en éter, cloroformo y alcohol etilico,
e incluso se ha estudiado que su solubilidad depende del pH, la concentracién y la
fuerza ionica del solvente. El Alg-Na se encuentra estable en el entorno de pH alcalino
hasta un valor de 10, rebasando este valor provoca un efecto de despolimerizacion lo
que causa una descomposicion estructural de la molécula modificando de un polimero
a monomero, por otra parte, el alginato con su estructura heterogénea precipita en el
entorno acido de pH 3-4 (Guo et al., 2020).
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Figura 1.2 Origen y propiedades de los alginatos (Rahman et al., 2024)

La viscosidad de los alginatos depende de la longitud de su estructura molecular y de
su masa molar, es decir, si este presenta una masa molar alta formara una solucion
de alta viscosidad y viceversa, lo cual dependera de la aplicacion industrial. Por lo
tanto, la masa molar puede seleccionarse para ajustar la velocidad y la rigidez del gel;
sin embargo, una masa molar inadecuada podria generar fuerzas de corte elevadas
durante su inyeccion, lo que ocasionaria dafios en aplicaciones sensibles, como en

productos farmacéuticos inyectables (Guo et al., 2020).

La formacion de hidrogeles de alginato de sodio, poseen retencién de agua, flexibilidad
y capacidad de sintonizacion, por lo que es viable para modificaciones quimicas o la
composicion de otros materiales. Ademas, el alginato de sodio puede gelificar
rapidamente en condiciones suaves y en estado hidrofilico, lo que favorece su
aplicacion en diversos campos. Estas propiedades del alginato de sodio se deben a la
formacion de su estructura con respecto a los bloques M y G (apartado 1.2.1), en el
cual el M da lugar a la flexibilidad y G en geles resistentes (Cao et al., 2025). En la

Tabla 1.1 se muestran algunas de las propiedades que caracterizan al Alg-Na.
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Tabla 1.1 Propiedades de alginato de sodio (Guo et al., 2020)

Propiedad Descripcion

Capacidad de gelificacion Se debe a la interaccion idnica de su estructura
Biocompatibilidad Se adapta con facilidad para aplicaciones médicas
Hidrofilico Absorbe agua con facilidad, util para los cosméticos

Biodisponibilidad controlada | Presenta matrices poliméricas para liberacion de

farmacos en el cuerpo

Flexibilidad mecanica Alcanza deformarse y recuperar su forma original, es

excelente para las biopeliculas

1.2.3 Aplicaciones del alginato de sodio

El alginato, como polisacarido de origen natural, ha captado atencién significativa en
diversos campos por las propiedades y aplicaciones versatiles que presenta. Ademas,
es de baja toxicidad, biodegradable y alta viscosidad, por lo que es objeto de
investigacién en diversas industrias, principalmente en la: alimentaria, farmacéutica

(biotintas) y agricola (bioestimulantes) (Bojorges et al., 2023).

Industria alimentaria. Se utiliza como: estabilizador de alimentos, aglutinante y
espesante, sus geles son directamente aplicados en los alimentos para mejorar la
calidad, textura y cambio de color sin alterar el sabor de los alimentos (Figura 1.3a),
para la conservacién y envasado de los mismos ya que minimiza la actividad
bacteriana (Figura 1.3b) (Xue et al., 2024). Se ha empleado como ingrediente
texturizante, emulsionante y sustituto de grasas, ablandador de carnes (Figura 1.3c),
recubrimiento comestible natural, para dar una mejor consistencia de los lacteos y

mejorar su conservacion (Figura 1.3d) (Torabi et al., 2021).
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Figura 1.3 Aplicacion de alginato de sodio en alimentos: a) calidad y textura en panificacion,
b) conservacion y envasado, c) ablandador de carnes y d) consistencia en lacteos.

Fuente: elaborada con BioRender.com

Industria farmacéutica: el Alg-Na posee multiples propiedades funcionales, entre las
que destacan su actividad antibacteriana, asi como sus efectos potenciales
antidiabéticos y antiobesidad, lo que ha impulsado su amplio uso en aplicaciones
farmacéuticas. Uno de los usos innovadores es la incorporacion de biotintas para
impresion 3D de tejidos afiadiendo otros polisacaridos para formar hidrogeles capaces
de formar filamentos de forma controlada, lo cual permite que la biotinta presente un
amplio rango de viscosidades facilitando fabricacion de estructuras tridimensionales

con aplicaciones en ingenieria (Figura 1.4a). (Piras y Smith, 2020).

Adicionalmente, el Alg-Na se emplea en sistemas de encapsulacion de farmacos,
donde la matriz polimérica favorece la liberacion controlada y sostenida del principio
activo al entrar en contacto con el entorno fisioldgico, mejorando asi una eficacia en la
absorcién (Figura 1.4b) (Ye et al., 2024).
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Figura 1.4 Aplicacién de alginato de sodio en la industria farmacéutica, a) impresién de tejido

artificial y b) encapsulaciéon de farmacos. (Elaborada con BioRender.com)

Bioestimulantes: investigaciones recientes ha generado impacto sobre las
propiedades del alginato en la generacién de fertilizantes lo cual es crucial para la
agricultura sostenible. El alginato produce matrices de polimeros favoreciendo su
aplicaciéon como recubrimiento en una barrera adicional y modulando la liberacion de
nutrientes en condiciones ambientales como humedad del suelo o pH. Para garantizar
una buena aplicacion, se requiere un Alg-Na de alta pureza. Por ello, es fundamental
emplear una técnica de extraccion que mejore la eficiencia del proceso, permita
obtener un producto de mejor calidad en menos tiempo y reduzca el uso de solventes

que generan desechos y prolongan el tiempo de obtencion (Szopa et al., 2025).

1.3 Métodos de extraccion de alginatos

Las sales presentes en el acido alginico generalmente son magnesio, calcio y sodio,
siento este ultimo el mas comunmente extraido. La obtencién de alginato mediante
métodos convencionales requiere de una fase como tratamiento de las algas que
oscilas entre 24 y 72 h, esto con el fin de eliminar los lipidos y fenoles de las paredes
celulares de las algas y garantizar la seguridad y calidad del producto final. En este
contexto, han surgido alternativas basadas en principios de la quimica verde en el

tratamiento de algas que optimizan el proceso mejorando el rendimiento del producto

10
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(Rahman et al., 2024). Entre los métodos mas estudiados destacan la extraccion
asistida por microondas y la extraccién asistida por ultrasonido, los cuales han sido
evaluados en comparacion con la extraccion del método convencional. Asimismo,
investigaciones recientes han explorado el uso de fluidos supercriticos como estrategia

innovadora mostrando resultados eficientes y sostenibles (Ummat et al., 2021).
1.3.1 Extraccion asistida por microondas

La extraccidon asistida por microondas tiene la ventaja de automatizar el proceso de
extraccion, esto conlleva, una alternativa para la mejora de eficiencia energética en el
proceso de la obtencion de Alg-Na. Ademas, el método presenta un objetivo
importante: calidad del producto y eficiencia del proceso. El objetivo de este método
es optimizar los factores como temperatura, tiempo de extraccion y la relacion entre
cantidad de solventes a utilizar. Se basa en aplicar ondas electromagnéticas no
ionizantes a frecuencias de 300 MHz a 300 GHz y la transferencia de energia ocurre
por mecanismos de conduccion idnica y rotacion dipolar. El solvente mas utilizado, es
el etanol por su bajo costo y menos contaminante (Souza et al., 2024). Los equipos de
microondas se caracterizan principalmente por cuatro componentes: 1) generador de
microondas, 2) guia de ondas, 3) recipiente en el cual se coloca la muestra y 4)
circulador, este ultimo permite que las ondas se distribuyan de manera homogénea
por toda la muestra (Gomez et al., 2020). Las variables de operacién en este método

es la potencia de microondas (W) y la temperatura (°C).

1.3.2 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido tiene como objetivo reducir el tiempo del proceso,
la temperatura y la cantidad de solvente a utilizar, ademas es de los métodos de
extraccion mas efectivos para aumentar el rendimiento de la extraccion. Es necesario
conocer los parametros fisicos como: potencia, frecuencia y longitud de onda
(Rutkowska et al., 2017), los cuales determinan la intensidad ultrasénica para la

clasificacion de ultrasonidos como: de baja frecuencia, (16 a 100 kHz) y alta frecuencia

11
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(20 y 400 kHz). En la eleccion del disolvente, los parametros fisicos son: viscosidad,
tensién superficial y presion del vapor, ademas de la solubilidad de la muestra que se
realizara su extraccion. El parametro mas importante es la temperatura de extraccioén,
ya que un aumento inadecuado puede reducir cualquiera de los parametros descritos
anteriormente, afectando significativamente la forma estructural del Alg-Na (Sanjaya
et al., 2022).

1.3.3 Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos es una técnica amigable con el ambiente,
haciendo cumplir los principios de Quimica verde, presenta ventaja, a diferencia de la
convencional de no generar desechos, ya que el fluido que se utiliza como solvente se

logra recuperar (Gallego et al., 2019).

Para entender el proceso de extraccion por este método es necesario conocer el
fundamento principal de un fluido supercritico, el cual se considera un punto intermedio
entre un liquido y un gas. El fluido supercritico (FS) se describe a partir del diagrama
de fases, el cual se define por tres lineas: sublimacion, fusién y vaporizacién (Figura
1.5). La vaporizaciéon es un punto caracteristico de las fases, ya que en este punto es
la ultima etapa por desaparecer el cual se denomina punto critico, describiendo a la
presion y temperatura como criticas y superior a ello, se encuentra el fluido supercritico
(zona sombreada). Un componente puro que se considera en estado supercritico,
presenta caracteristicas de temperatura y presion excedidas de los valores criticos, en

los cuales las fases como gas y liquido ya no existen (Stota et al., 2025).

La extraccion por fluidos supercriticos de compuestos bioactivos es de gran interés,
principalmente para la obtencién de Alg-Na, siendo el mas importante para la industria
alimentaria. El proceso de extraccion es vital para obtener un buen rendimiento del
producto y con alta pureza para su aplicacion, como se observa en la Figura 1.6, la
cual describe las partes basicas del sistema de la extraccion por fluido supercritico. Se

12
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compone de una fuente del fluido (normalmente COz2), una celda que contiene el sdlido
a tratar, una bomba para presurizar el gas, un recipiente de recoleccién del extracto.
En el caso del COz, este gas se convierte en un fluido supercritico a una presion y

temperatura superiores a 31.1 °C y 7.29 MPa (Yousefi et al., 2021).
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Figura 1.5 Diagrama de fases modificado a fluido supercritico (Cengel y Boles, 2012)

La extraccion con el sistema de fluidos supercriticos se lleva a cabo mediante los
siguientes pasos: 1) presurizacion y ajuste de temperatura: se eleva la presion y la
temperatura por encima de la presion critica del solvente a utilizar; 2) extraccion, el
fluido supercritico fluye a través de un lecho fijo de particulas sdlidas y disuelve los
componentes extraibles del solido, después el disolvente se alimenta al extractor y
recircula al lecho fijo y 3) separacion, donde el solvente se descomprime a una presion

inferior a la critica (Brunner, 2010).
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Figura 1.6 Proceso de extraccion de sélidos con fluido supercritico (Yousefi et al., 2021)

Existen diferentes estudios de los tipos de solventes que se han comportado como un
fluido supercritico, en la Tabla 1.2, se describen las condiciones criticas de los
solventes mas comunes que se emplean en los fluidos supercriticos. El solvente CO2
se ha utilizado debido que es de baja toxicidad, no inflamable, baja temperatura y
presion critica, bajo costo y recuperable (Santos et al., 2019).

La extraccion por FS es de gran interés en el campo de compuestos bioactivos debido
a sus ventajas en la transferencia de masa, propiedades termodinamicas y seguridad
en el uso del solvente (principalmente (COz2). En investigaciones recientes, este
proceso se ha utilizado en aplicaciones como: descafeinar el café, extraccion de
compuestos bioactivos (acidos grasos, lipidos, terpenoides) que mantienen las
propiedades del producto mejor que los extractos obtenidos por métodos
convencionales. El uso de CO2 se puede utilizar como pretratamientos para la
obtencién de algun compuesto de interés, en el cual mejora la eficiencia en el

rendimiento (Lépez-Limon et al., 2024).
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Tabla 1.2 Propiedades criticas de disolventes (Sancho y Ovejero, 2023)

Disolvente Tc (°C) Pc (MPa) pc (kg*m3)
Didéxido de carbono 30.9 7.37 468
Hexafloruro de azufre 45.5 3.77 735
Oxido nitroso 36.4 7.25 452
Trifluorometano 26 4.82 525
Amoniaco 132.3 11.35 235
Xenon 16.5 5.84 1110
Agua 373.9 22.06 322
Metanol 239.4 8.09 272
Etanol 240.7 6.14 276
2-Propanol 235.1 4.76 273
Etano 32.2 4.88 203
Eteno 9.1 5.04 214
Propano 96.6 4.25 217
Tolueno 318.5 318.5 292

1.3.4 Extraccion por método convencional

El proceso mas utilizado para la obtencién de alginato de sodio es la extraccién por
solventes, este método conlleva un tiempo prolongado y cantidades grandes de
solventes y agua destilada en su proceso. Ademas, es necesario eliminar
componentes fendlicos mediante una solucion de formaldehido para tener una
extraccion eficiente de Alg-Na. Se consideran diversos parametros para su extraccion
como: temperatura, pH y concentraciones de reactivos (Contreras, 2020). Los pasos

que conlleva la extraccidén por el método convencional son los siguientes:

Las algas llevan un proceso de pretratamiento para para eliminar los fenoles presentes

en las paredes de las hojas, se realiza con formaldehido, Bojorges et al. (2023)
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proponen etanol y acetona al 70 % en este proceso, a continuacion, se realiza un
cambio iénico con una solucion de HCI o H2SO4 a baja concentracion, dando paso a
la reaccion de pre-extraccion (Ec. 1.1), en la que sucede una transformacion de

alginato de calcio a acido alginico.

Ca(Alg), + 2HCl - 2HAlg + CaCl, (1.1)

La reaccién de extraccion alcalina (Ec. 1.2), ocurre a partir de la conversion de acido
alginico, se realiza la obtencion del alginato de sodio (como sal) por un medio alcalino.
Normalmente con carbonato de sodio (Na2CO3) para la obtencidn conversién del acido

alginico (Naranjo-Guamani, 2019).

2HAlg + Na,C03; — 2NaAlg + CO, + H,0 (1.2)

En el método de conversién del acido alginico a alginato, suceden tres reacciones en
un solo paso, cuando se afiade CaClz se forma un complejo CaAlg,, (Ec. 1.3). Al afadir
acido clorhidrico (HCI) se obtiene el acido alginico (Ec. 1.4) y al afadir el Na2COs para
la conversion completa del alginato de sodio (Ec. 1.5). La finalidad es realizar un

cambio i6nico completo de la sal de calcio con la de sodio y neutralizacion con acido-

base.
2NaAlg + CaCl, — CaAlg, + 2NaCl (1.3)
CaAlg, + HCl - HAlg + CaCl, (1.4)
HAlg + Na,CO; —» NaAlg + H* (1.5)

Las rutas han mostrado un notable crecimiento en los rendimientos de alginato de
sodio al utilizar algas pardas como fuentes principales. No obstante, se han probado
algunos métodos de extraccidn como una via para optimizar el proceso, considerando

las extracciones y conversiones en una unica etapa, sin requerir multiples tratamientos.
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El conocimiento de la estructura y composicion del Alg-Na es fundamental, ya que los
distintos métodos de extraccion pueden dar lugar a productos con presencia de
impurezas o trazas de otros compuestos. Por ello, es necesario evaluar la pureza
empleando métodos analiticos; no obstante, las técnicas espectroscépicas son las

mas utilizadas debido a su precision y confiabilidad.

1.4 Métodos de caracterizacion de alginato

En la caracterizacion de Alg-Na, se consideran de acuerdo con sus propiedades, entre
ellos la solubilidad con los solventes, ya que en la mayoria de los andlisis
espectroscopicos emplean solventes para la caracterizacion. Los métodos mas
destacados en el analisis de alginato de sodio son: espectroscopia de infrarrojo por
Transformada de Fourier (FT-IR) y cromatografia liquida de alta resolucién HPLC

(High-Performance Liquid Chromatography) (Clayden et al., 2001).

1.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier indicara los principales
grupos funcionales que existen en la molécula. La medicién de los espectros IR se
ocupan para todas las fases (liquido, solido o gaseoso), aplicando una gota (en el caso
de los liquidos) entre dos placas de sal de NaCl o KBr, que son transparentes ante la
luz de IR y no causan interferencia en las mediciones de los grupos funcionales de
interés. En gases, se utiliza una celda de gas con ventanas transparentes, en la cual
la muestra se introduce y se sella para evitar fugas. Para las muestras sodlidas, se
disuelven en solventes comunes como cloruro de metileno (CH2Cl2), tetracloruro de
carbono (CCls). Las muestras de consistencia tipo “gel” se coloca en una celda mas
larga (Dutta, 2017).

Este método, la radiacién IR atraviesa la muestra y parte de ella, es absorbida, el

espectro resultante representa la absorcion de la radiacion creando una “huella”

molecular de la muestra. La frecuencia de absorcién IR depende de las vibraciones,
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mientras que la intensidad de: la eficacia de transferencia de energia a la molécula, la

cantidad que se transmite y el detector (Guerrero-Pérez y Patience, 2019).

Cabe senalar que los compuestos con un momento dipolar absorben la radiacion
infrarroja de acuerdo al grupo funcional caracteristico del Alg-Na. A medida que el Alg-
Na absorben energia, la molécula vibra y por tanto se estira y dobla, de acuerdo a su
geometria estructural. El rango de bandas de acuerdo a cada grupo funcional de
manera general se muestra en la Figura 1.7, en la cual las bandas caracteristicas del
Alg-Na se encuentran ' los estiramientos para los O-H en rangos de 3200-3400 cm-",
de C-H y COO entre los 1590 y 1610 cm-'. Los grupos correspondientes de los C-H
de a-L-gulurénico es de 900 cm™ y la banda de 860 cm™ es de C-H de &acido B-
manuronico. Los estiramientos de los grupos funcionales del Alg-Na dependeran de
acuerdo a la formacion de su estructura molecular (Guo y Zhang, 2020).

N=C=N :
N=G=S Halogenado
N=C=0
O-H C=N C=C
N-H CO NH C=C C=

|

| | | | | | | I | | | | | |
4000 3000 2000L
NUmero de onda (3m‘1

Figura 1.7 Rango de bandas de estiramiento espectroscopico IR de Alg-Na (Guerrero-Pérez
y Patience, 2019)

1.4.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una de las herramientas mas
importantes en la analitica aplicada en el analisis de entidades quimicas. El objetivo
del método es intentar separar y cuantificar el producto principal, cualquier impureza
de reaccion, todos los intermedios sintéticos disponibles y cualquier producto de
degradacion. El HPLC es el método es el mas preciso y ampliamente utilizado para

determinar la estabilidad del producto (Bhardwaj et al., 2015).
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La técnica de HPLC se basa en la separacion de los componentes de una muestra
mediante su paso a través de una columna. El proceso inicia con la inyeccion de la
muestra liquida, cuyos componentes viajan a través de la fase estacionaria mientras
un liquido (fase movil) es impulsado a alta presion por una bomba. El disolvente
utilizado en esta técnica puede ser polar o no polar, dependiendo de la naturaleza de
la muestra; ademas, debe tener una alta pureza, por lo que se emplean solventes de
grado HPLC. Para el Alg-Na se requiere como disolvente acido fosférico, ya que no es
soluble en otros como acetona, alcohol y requiere de un solvente que no interfiera en

el cambio estructural de la molécula (Ali, 2022).

1.5 Fuentes de obtencion de alginato de sodio

Las principales fuentes de obtencion del alginato son las algas marinas, conocidas
como macroalgas, las cuales presentan caracteristicas renovables y sostenibles, por
lo que las convierte en una excelente opcion para obtener biopolimeros convirtiéndose
en un interés por sus aplicaciones (Moore y Colbert, 2024 ), también se encuentran las
bacterias patdogenas que han atribuido a la obtencién de alginato de sodio (Abka-
Khajouei et al., 2022) y un nuevo estudio que abarca a partir de algas de agua dulce,
sin embargo, se sigue estudiando debido a que las caracteristicas de estas son

diferentes a la de las algas marinas.

1.5.1 Macroalgas

Las algas son organismos acuaticos fotosintéticos, pertenecen al dominio Eukaryota
pertenece al reino Plantae y Chromiska, contienen proteinas, aminoacidos,
polisacaridos, vitaminas, minerales, pigmentos, entre otros componentes, debido a
ello, se utilizan en actividades bioloégicas como antiviral, antimicrobianos o
antibacterial. Las macroalgas se caracterizan por su composicién celular que se
observa en las paredes de las hojas, su adaptacién depende de la disposicion de luz
solar y la temperatura del agua. Se clasifican de acuerdo a su pigmentacion y
composicion quimica, de las cuales existen tres tipos diferentes de especies (Figura
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1.8): Phaeophyceae (algas marrones), Rhodophyta (algas rojas) y Chlorophyta (algas
verdes) (Pereira, 2021).

Figura 1.8 Clasificacion de macroalgas: a) Phaeophyta, b) Rhodophyta y c) Clorophyta.
(Pereira, 2021)

e Macroalgas verdes y rojas

Las algas verdes se diferencian por sobrevivir en aguas saldas o dulces. Son
caracteristicas debido a color verde, su pigmentacion es idéntica a las plantas
vasculares que contienen clorofilas y carotenoides. Estas algas pertenecen al reino
Plantae. Las algas rojas tienen clorofila, ficobilinas y algunos carotenoides como
pigmentos fotosintéticos, su caracteristica principal como lo dice su nombre, es de

color rojo (Pereira, 2021).
e Macroalgas marrones

Estas macroalgas constituyen una fuente rica en polisacaridos, lo que les confiere una
gran relevancia en la obtencion de alginatos. En particular, las algas pardas son las
principales materias primas utilizadas, destacando especies como Macrocystis,
Laminaria y Ascophyllum (Figura 1.9). Asi mismo, se han reportado buenos
rendimientos en la extraccion a partir de otros géneros, como: Alaria, Eisenia,

Nercocystis, Sargassum, Cystoseira 'y Fucus (Rahman et al., 2024).
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Figura 1.9. Algas marrones, a) Macrocystis, b) Laminaria y c) Ascophyllum

De acuerdo a Saji et al. (2022), los rendimientos que se han obtenido de Macrocystis
21.5 %, de Laminaria digitata se ha reportado entre 33 - 39 % y Ascophyllum de 38 %
de alginato de sodio. Algunas de las especies varian su rendimiento de acuerdo a las
caracteristicas fisicoquimicas del alga, la especie de Sargassum ha presentado
rendimientos de entre 30-35 %, entre su clasificacion se encuentras otras algas como:
S. binderi con 28.7 % de rendimiento, S. muticum de 13.57+0.13 %, Sargassum sp de
24.56% y S. siliquosum de 38.9 %. Las algas de Ascophyllum nodosum varia su

rendimiento entre 22 a 30 % y Laminaria digitata con 25 a 44 % (Ahmad et al., 2021).

1.5.2 Bacterias en la produccion de alginato de sodio

En comparacién con los métodos tradicionales, la obtencion de alginato mediante
cultivo bacteriano ofrece ventajas como un proceso mas limpio, facil separacion y
purificacion, asi como un enfoque mas sostenible. De acuerdo con Abka et al. (2022),
la obtencién de alginato sucede en bacterias patégennas como Pseudomonas
aeruginosa y bacterias no patégenas como Pseudomonas mendocina y Pseudomonas

fluorescens y bacterias del suelo como Azotobacter vinelandii.

Las bacterias patdogenas y no patdégenas tienen la capacidad de producir alginato en
grandes cantidades como parte de su proceso de excrecion, generalmente observado
en forma de biopeliculas (Figura 1.10). El alginato producido por P. aeruginosa
presenta una calidad superior en comparaciéon con el obtenido de otras bacterias; sin

embargo, su cultivo requiere volumenes elevados y, por ello, la produccidn resulta mas
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costosa (Hurtado et al., 2022). Entre sus desventajas se tiene que, a pesar de su alta
calidad, la cantidad de alginato que puede producirse de forma controlada es limitada,
debido a las estrictas condiciones necesarias para el crecimiento bacteriano (Liu et al.,
2024).

Figura 1.10 Alginato bacteriano (Liu et al., 2024)

Muchas de las investigaciones en la extraccion de Alg-Na demuestran que las algas
marinas son eficaces como fuentes de obtencion, sin embargo, presentan la
problematica que se encuentran en la costa y solo en ciertas estaciones del afio,
ademas conlleva un proceso cuidadoso para su traslado. Por lo que el uso de algas
de agua dulce, se esta explorado como una nueva alternativa para la obtencion del
Alg-Na.

1.5.3 Algas de agua dulce para obtencién de alginato

Las algas de agua dulce presentan propiedades similares a las algas de agua salada,
sin embargo, existen pocas investigaciones sobre ellas y el rendimiento que se ha
reportado ha sido menor con respecto a las algas marinas. Naranjo-Guamani (2019),
realizé la extraccion de alginato de sodio a partir de un alga de agua dulce de la familia
Zygnemataceae, reportando un rendimiento de alginato de 6.08 %, empleando la
extracciéon por el método convencional demostrando que existe la presencia de una

minima cantidad de alginato de sodio.
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El alga de agua dulce de la familia Zygnemataceae, conocida comunmente como
escoria de estanque (Spirogyra sp), ha sido de una de las algas verdes mas evolutiva
con su caracteristica de tener una forma filamentosa y de pared lisa, sin poros (Figura
1.11). La escoria de estanque habita en superficies rocosas humedas e incluso
alrededor de otras algas acuaticas, se encuentra también en rios, lagos y tanques, en
las zonas que no tienen gran fluidez el agua y suele crecer al existir algas de alguna

otra especie sobrepoblada y poca oxigenacion (Busch y Hess, 2022).

Figura 1.11 Alga de agua dulce, Spirogyra sp Fuente:
https://www.jircas.go.jp/en/database/thaivege/094

Una fuente prometedora de alginato de sodio es la planta acuatica Elodea densa, la
cual se caracteriza por su amplia distribucion geografica y su alta disponibildiad a lo

largo del afio, ademas ofrece ventajas desde el punto de vista ambiental y econémico.

1.6 Generalidades de Elodea densa

La planta acuatica Elodea densa (o mejor conocida como Egeria densa), pertenece a
la familia Hydrocharitaceae, con nombre comun elodea brasilefa (Figura 1.12), esta
alga se considera una amenaza para los ecosistemas acuaticos ya que es invasiva por
encima de su distribucion, su propagacion es rapida en climas templados y calidos. La
Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion de las Plantas (EPPO), por su
adaptabilidad, la ha catalogado como una especie de plantas exdéticas invasoras
(Rimac et al., 2018).
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Figura 1.12 Elodea densa (Mehrhoff, 2014)

En diversos paises, E. densa se considera como una plaga por su rapida invasion y
adaptacién ecologica, debido a ello, se han buscado métodos de control de
propagacion. Al igual que cualquier otra maleza, existen métodos fisicos (mediante
extraccion manual), quimicos o bioldgicos que logran la eliminacién fisica de E. densa
a corto plazo, por ejemplo, el método en el control quimico se realiza con cobre y
herbicidas, lo cual genera un impacto negativo en el ecosistema acuatico. El control
bioldgico, se utiliza organismos como hongos (Fusarium sp.) y peces de especie
conocida Ctenopharyngodon idella, lo que conlleva a grandes desventajas la

adaptacién de estas dos especies (Curt et al., 2010).

1.6.1 Caracteristicas de la planta Elodea densa

La ubicacion de E. densa principalmente es en lagos y estanques de acuarios por sus
caracteristicas, ha demostrando la capacidad de captar nutrientes del cuerpo del agua
y realizar la fotosintesis incluso a bajas cantidades de CO2y luz, lo que le hace eficiente
para colonizar diferentes sistemas (Melo-Paez et al., 2021). Por su crecimiento, Elodea
densa disminuye la velocidad del agua provocando la sedimentacién de particulas en
suspension, asi aumenta la disponibilidad de luz. El objetivo principal de Elodea densa
es en el aspecto ambiental, lo que genera microhabitats utilizados como refugio y

criadero (Gomes et al., 2023).
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La planta E. densa es de tipo suculenta, perenne y se propagan con facilidad, presenta
hojas cercanas de entre 2 a 6 cm de grosor y entre 10-90 cm de largo. Los tallos rara
vez presentan ramificaciones, los cuales al romperse logran formar nuevas plantas.
Sus hojas son completamente lisas, sin poros y de color verde brillante (CABI, 2019),

ademas poseen cloroplastos, paredes finas y una cuticula delgada.

Su habitat es en agua dulce entre 1 a 2 m de profundidad, proveniente de América del
Sur (Brasil, Uruguay y Argentina). Se encuentra en lagos principalmente de poca
fluidez, se adapta a cualquier clima principalmente en templados, en temporadas de
invierno su reproduccién es menor, sin desaparecer. Presenta productividad de 497 g
de peso seco/m?/mes, ha logrado reemplazar la vegetacion completa de plantas
acuaticas nativas del agua, la problematica que presenta es amplia como obstruccion
de vias pluviales, es apta para sedimentos, sin embargo, es problema para los peces
(Hardiningtyas et al., 2020).

1.6.2 Aplicaciones de Elodea densa

Elodea densa tiene la capacidad de tolerar niveles de pH que van de 6.5 a 10 y su
crecimiento se debe a la disponibilidad de COz2, asimismo es resistente a la desecacion
por lo que es ventaja para el uso en humedales artificiales en el tratamiento de aguas
residuales. Se ha comprobado que esta planta acuatica es apta para la eliminacién de
contaminantes en el agua (Biatowiec et al., 2019).

Esta planta ha sido empleada como alternativa en el desarrollo de procesos
biotecnoldgicos de fitorremediacion para la remocion de metales pesados, como Pb(ll)
y Cr(lll), en sistemas acuaticos. Su eficacia se atribuye a su capacidad de biosorcion
y bioacumulacion, mediante la cual adsorbe, transporta y retiene tanto nutrientes como
diversos contaminantes presentes en los cuerpos de agua. Su crecimiento estable y
alta adaptabilidad favorece su implementacion en este tipo de aplicaciones (Melo-Paez
et al., 2021).
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Las plantas acuaticas como Elodea densa han despertado un creciente interés como
fuente de energia renovable, debido a su potencial para la produccién de
biocombustibles y biogas mediante procesos termoquimicos y biologicos. Su elevada
productividad y disponibilidad la convierten en una biomasa adecuada para su
aprovechamiento energético. En este contexto, Elodea densa ha sido estudiada en
diversas rutas de conversion, incluyendo tecnologias electroquimicas microbianas,
pirélisis y digestion anaerobia. Estos procesos se basan en la degradacion de la
biomasa, permitiendo la generacion de energia y valorizacidén de sus componentes Las
plantas acuaticas como E. densa, ha despertado interés como fuente de energia
renovable, ya que es una fuente energética por el potencial de generar biocombustible
y biogas en procesos termoquimicos y biolégicos. Debido a que es una fuente de
energia renovable, tiene una aplicacion en el uso de tecnologias electroquimicas

microbianas, pirdlisis y digestion anaerdbica (Dutta et al., 2021).

1.7 Antecedentes

Naranjo-Guamani (2019), realiz6 la extraccion de alginato de sodio por el método
convencional a partir del alga de agua dulce perteneciente a la familia Zygnemataceae
mediante tres etapas: pretratamiento (formol al 0.1 % y HCI-pH 4), extraccién alcalina
(Na2COs3 1.5% a 1-2 h con 50-95°C) y purificacion de la muestra utilizanto CaCl: al
10%, posteriormente realizé un intercambio iénico con Ca®*/H* con HCl a 0.5 M y
neutralizd6 con Na2COs; y precipitd con HCI con pH de 1.5-2, finalmente neutralizé dos
veces con Na2COs. Se obtuvo un 6.08% de rendimiento y se realizd la comparacion
con el alga Macricystis pyrifera con un 27.84% de rendimiento utilizando la misma

metodologia.

Okolie et al. (2020), realizaron una investigacion donde emplearon diferentes métodos
de extraccion de alginato de sodio, a partir de extractos de algas Ascophyllum
nodosum. En la extraccion convencional, utilizaron etanol al 80% en el pretratamiento
del extracto de alga durante 20 h a temperatura ambiente para eliminar pigmentos y
proteinas, finalmente la extraccion se realiz6 con HCI (0.01 M) a 70°C durante 3 h. La
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precipitacion de la muestra fue con centrifuga a 3000 rpm por 20 min. La extraccion se
realizd con Na2COs al 3% durante 3 h. El filtrado se realizé con etanol a temperatura
ambiente, el producto obtenido se liofilizé utilizando secado por congelacion. La
extraccion por microondas de alginato de sodio del extrado del alga se realiz6 a con
una solucion HCI al 0.01M. La irradiacién con microondas se realizé durante 15 min a
90°C (3 veces). Finalmente se anadié una solucién de Na2COs (3 %) a 100°C por 10
min. Se precipitd con etanol y se dejo a temperatura ambiente (3 h). La extraccion
asistida por ultrasonido, se realizé con una sonda ultrasonica de 750 W. La parte de
preextraccion, se diluyé con HCI y se sonicé de forma continua, se ocuparon los
mismos reactivos en menor concentracion para la extraccion. Los resultados de los
rendimientos obtenidos para el método convencional fue del 72 %, por microondas del
56 % y por asistida por ultrasonido en 70 %.

No existen referencias de la extraccion de alginato de sodio a partir de fluidos
supercriticos, sin embargo, a continuacion se describen algunas investigaciones que

serviran de referencia para esta investigacion.

Ho et al. (2020), estudiaron la extraccion a base de agua subcritica de compuestos
fendlicos de la planta Pseuderanthemun palatiferum (Nees) Radlk. La planta llevé un
tratamiento para eliminacion de humedad y molienda. La extraccion con agua
subcritica de la planta, se realizé en un reactor de volumen interno de 56 mL, el cual
se calienta por bafo termostatico que usa silicona como fluido calefactor. Se ocupd 6
g de la planta molida a una velocidad de 5 mL/m, con una temperatura de 150°C y
presion de 10 bar, en un tiempo de 45 min. Posteriormente, la muestra obtenida se
filtré a vacio y se liofilizd. Bajo las condiciones descritas, concluyen que eliminaron el

60% de contenido fendlico.
Nesic et al. (2023), realizaron la comparacion de la extraccion de alginato mediante

microondas y de manera convencional a partir del alga Sargassum. De acuerdo con la

metodologia convencional, ocuparon particulas de 50-80 mm de sargazo en seco, con
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un tratamiento de acido clorhidrico (0.1M) por 24 h a temperatura ambiente y 200 rpm
y una solubilizacion en medio alcalino con Na2COs por 3 h a 90 °C. Posteriormente
hicieron una comparacién con extracciéon por microondas, en condiciones estaticas y
con el sargazo humedo, con un caudal masico de biomasa de 0.6-0.8 g/min. La
extraccion se realizé con agua caliente por 3 h a 90°C y 200 rpm. De acuerdo con el
método convencional se obtuvieron rendimientos del 32%, este método ocupa diversos
solventes para la extraccion y los tiempos son altos. Con las algas pretratadas y por
microondas, se obtuvo un rendimiento de 32-36 %, con menos solventes y en menor

tiempo.

Nam et al. (2024), obtuvieron alginato a partir del alga Undaria pinnatifida utilizando
Na2COsz y HCI al 0.1 M por extraccion asistida por microondas. Los rangos de la
relacion solido/liquido fueron de 20-100 g/L, la temperatura de extraccién se trabajé en
50-90°C y las concentraciones de 1-10%. El alga se mantuvo en un solvente alcalino
(15 mL) en el sistema de microondas durante 5 min. Posteriormente, se llevd a
centrifugar a 8000 rpm por 10 min para separar la muestra de los sobrenadantes. La
muestra se neutralizé con HCl y se afiadi6 agua desionizada para obtener el
rendimiento mediante HPLC, finalmente, el sobrenadamente se precipité con etanol
hasta obtener el alginato sddico. Posteriormente, se lavd con etanol, metanol y
acetona, la muestra se secé a 70°C para su caracterizacion, de acuerdo con los
resultados se observo un rendimiento del 37% con una concentracion de solvente de
5% a una temperatura de 80°C y una relacion solido/liquido de 18 g/L en un tiempo de

5 min.

Lopez-Limén et al. (2024), evaluaron la aplicacion de CO2 (99.5 % de pureza)
supercritico para el pretratamiento de C-ficocianina (CPC) considerando los
parametros de presioén, temperatura y el cosolvente (etanol-99.5% de pureza) para la
evaluacion del rendimiento y eficiencia de su extraccién a partir Arthrospina maxima
(espirulina). La espirulina se deshidraté durante 4 h a 41°C y se llevo a un procesador

de alimentos para la molienda. Posteriormente se llevd al equipo de CO2 con un
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recipiente de extraccion de 450 mL de capacidad, con 90 g de espirulina. Esta se
acondicioné con perlas de borosilicato para integrar la biomasa, se trabajé en
presiones de 17, 24 y 31 Mpa, temperaturas de 45, 60 y 75°C y el cosolvente al 10%.
El caudal se mantuvo en 22 g/min durante 120 min. Se sometio a extraccion acuosa
continuamente de ultracongelacioén vy liofilizacion, obteniendo el producto de color azul.
El mejor rendimiento obtenido fue de 18.35 % y el mas bajo fue de 10.50 %,
comparando con otras investigacion donde obtuvieron un rendimiento del 9.35% a
diferentes parametros a los descritos. El color obtenido de esta microalga, es la primer

caracteristica notada como un producto altamente puro.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

En la Figura 2.1, se describe de forma general los pasos de la metodologia propuesta,
la cual inicia por la recoleccion de muestra, posteriormente el pretratamiento del alga

con diferentes solventes y finalmente la extraccion alcalina.

Recoleccionde |  _________________

Foeemsmmeees s alga y muestreo i Analisis de agua: :
Lavadode E. | de alga _L~: Dureza, calcioy |
densa : | magnesio, calidad !

i tritsuer::‘ijt;)nyde : Acondicionamiento Tratamiento por fluidos
:_ i __E[Qﬂje_a g'gr_lr_.g B _: de E. densa SU[JeI'CFitICOS
] ' Tratamiento con |
T Analisis T O cmaclihosc B,
| fislcogulmicos:de | Método " Extraccién aciday |
e E.densa____! : - : i
convencional L alcalina |
| " Filtraciony |
Conversiones | __precipitacion |
Fommmm———————— acido alginico y . d'fT’ata"“e"“f,a
| Lavado conagua [ | alginato de | Extraccion acida, | ! et;e:eef;f:::n ¥
TERERESR [ ZEFaEEES sodio ! ri':f';&ién E‘— cosolvgnte etanol
poewmmmek sy ] -____p____p _________ i y solvente CO,
' Adicion de HCI | Lavado con
besasaa—azas) etanol al 99% y
. [------__' secado
' Adicionde | I
! alcohol-agua (1:1) E Alginato de
: ¥:NaCl ' sodio
S L ]
I
| I e
Rendimientos Caracterizacion —— HPLC y FT-IR :

Figura 2.1 Metodologia general
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2.2 Recoleccion del alga y muestreo de agua de las lagunas

La planta acuatica Elodea densa, se recolectd en dos puntos diferentes de la region:
Laguna de Ojo de Agua (Figura 2.2a) ubicada en las coordenadas 19°40'49"N
99°00'36"0 / 19.68027778, -99.01 18.86013°N, 97.08145°0, y Laguna de Nogales
(Figura 2.2b) con coordenadas 18°49'21”N y 97°09'45”0, ambas lagunas ubicadas en
el estado de Veracruz, presentando temperaturas de 16 y 18°C. Por otra parte, se
tomaron muestras de agua de ambas lagunas para determinar si presenta algun efecto
en la obtencién de los resultados, para ello, la muestra de agua se obtuvo bajo la norma
NMX-AA-003-1980, y posteriormente se conservaron a 4°C para sus analisis
posteriores.

Figura 2.2 Recoleccion de algas y agua, a) Laguna de Ojo de Agua y b) Laguna de Nogales

2.3 Acondicionamiento y Caracterizacion de Elodea densa

2.3.1 Acondicionamiento de Elodea densa

Las muestras se trasladaron al laboratorio de investigacion, donde se eliminaron los
contaminantes presentes: arena, plasticos y plantas en descomposicion, se lavaron
con agua potable para eliminar completamente los residuos presentes.
Posteriormente, las muestras de E. densa se expusieron al sol durante 2-3 dias a
temperatura ambiente (26 °C) para eliminar el exceso de agua, seguido, se sometio a
un secado convectivo empleando un secador por charolas marca VEVOR a 40 °C
durante 6 horas. Finalmente, se procedio a la trituracién de las muestras con un molino

pulverizador marca 800A a 1600 rpm por 5 min.
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2.3.2 Analisis fisicos de Elodea densa

La planta acuatica se identifico en el herbario del Departamento de Biologia de
Organismos y Sistemas en la Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de
Pefiuela, ademas, midié el tamafio de las hojas con un Vernier Digital Inoxidable Lcd
Pie Rey (0 - 6/150 mm), como se observa en la Figura 2.3a y se determind la
luminosidad del color (Ec. 2.1) mediante un colorimetro marca FRU (Figura 2.3b).

AE = /(AL ¥)2 + (Aa %)% + (Ab *)2 (2.1)

donde, aindica el color en el eje verde-rojo (valores negativos indican verde y valores
positivos indican rojo), L representa la luminosidad con un rango de 0 (negro) y 100
(blanco) y b indica el color en el eje azul-amarillo (valor negativo indica azul, valor

positivo indica amarillo).

a)

Figura 2.3 Determinacion de propiedades fisicas de Elodea densa: a) medicion de hojas; b)

medicién de color con colorimetro FRU

2.3.3 Analisis quimicos de Elodea densa

Cenizas: se tomaron 10 g de muestra seca, se inciner6 a 550°C por 3 h en mufla
marca MF-3 y se pesaron en balanza analitica marca OHAUS, posteriormente se

realizé el calculo con la Ecuacion 2.2.
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] peso inicial — peso final
Y%cenizas = - * 100 (2.2)
peso final

Grasas: se realizd mediante el equipo de Soxhlet, que consta de un ciclo de
evaporaciéon y de condensacion utilizando una parrilla eléctrica marca Koblenz modelo
PEKM1000EG. En el extractor principal, se colocaron 5 g de alga seca vy triturada
dentro de un cartucho de papel filtro, el disolvente que se utilizé fue hexano, por 5 h.
Después de la extraccion, se eliminé el hexano mediante evaporacion en un rotavapor
marca IKA modelo RV 8 para obtener solo la grasa extraida. Posteriormente, se
determind el porcentaje de grasas empleando la Ecuacion 2.3. Cabe resaltar que el
peso de la muestra de alga se realizd en balanza analitica marca OHAUS, serie
Adventurer, modelo AX423.
Peso de la grasa extraida

% G = x 100 2.3
% Grasa Peso de la muestra (2:3)

Nutrientes: se tomaron 10 g de muestra seca, se incineré a 550°C por 3 h en mufla
marca MF-3, una vez obtenida la ceniza, se afor6 en 100 mL de agua desionizada.
Posteriormente, se tomé 1 mL de dicha solucion y se diluyé en 100 mL de agua
desionizada. Se utilizd el fotbmetro de mesa de la marca Hanna Instruments model
HI83099. Los parametros analizados se muestran en la Tabla 2.1, en la que se
describen los métodos que se trabajaron para cada caso, descritos en el Manual de
Standard Methods.

Tabla 2.1. Parametros quimicos de Elodea densa

Nutriente Método

Fosforo (P, PO, y P,O,) Aminoacido de Standard Methods (18a Ed)

Sulfatos (S0,°7) Turbidimétrido o nefelométrico para sulfatos
Nitratos (NO; Ny NO; ) Reduccion de cadmio
Calcio Oxalato
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2.4 Analisis fisicoquimicos del agua

Las caracteristicas de Elodea densa dependen del entorno en el que se encuentre, por
lo que se requirié analizar parametros fisicoquimicos del agua. El analisis de agua de
ambas lagunas (Ojo de agua y Nogales) se analizaron bajo los criterios ecoldgicos del

agua. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

2.4.1 Calidad de agua

La prueba de calidad de agua se realiz6 mediante un medidor multiparametro marca
Hach, modelo HQ40D. Para dicho analisis, se tomé la muestra del agua y se introdujo
el sensor multiparamétrico, se registraron datos como: pH, porcentaje de saturacion
de oxigeno y oxigeno disuelto (Norma NOM-127-SSA1-2021), la Temperatura se
determin6é de forma directa con un termdémetro acuerdo a la Norma NMX-AA-072-
SCFI1-2001.

2.4.2 Dureza total del agua

El método empleado para la determinacion de la dureza total del agua fue bajo la
Norma NMX-AA-072-SCFI-2001, se utiliz6 una cantidad de entre 25 y 50 mL de
muestra y se colocd en un matraz Erlenmeyer, se adicioné 1-2 mL de buffer de
amoniaco-cloruro de amonio para ajustar el pH a 10. Posteriormente, se afiadieron 0.2
g de indicador negro de eriocromo T, titulando con EDTA (0.01 N). La dureza total se
determind mediante la Ecuacion 2.4. En la determinacién de calcio (Ec. 2.5) y
magnesio (Ec. 2.6), se colocaron en un matraz 25 mL de muestra y se anadi6é 0.1 g

del indicador metalocromico vy titulando con EDTA (0.1 M).

Vepra (mL) X Ngpra

Dureza Total (mg/L de CaCO3) = V de muestra (mL)

(2.4)

Vepra (ML) X Nppra X 40.08 X 1000

Vmuestra (mL)

[Ca**1(mg/L) = (2.5)
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Vepratotal X Veprapara ca X Nepra
Vmuestra (mL)

[Mg**](mg/L) = (2.6)

2.4.2 Nutrientes

Se tomo una alicuota de 10 mL de la muestra de agua de la Laguna correspondiente
y se transfirié a un matraz aforado de 100 mL con agua desionizada. Posteriormente,
se tomd 1 mL de dicha solucion y se diluyé en 100 mL de agua desionizada. Se utilizé
el fotometro de mesa de la marca Hanna Instruments model HI83099. Los parametros

analizados analizados fueron:

e Fosforo (P, PO, % y P,O,): mediante el método de Aminoacido de Standard

Methods (18a Ed)
e Sulfatos (50,%7): por Turbidimétrido o nefelométrico para sulfatos
e Nitratos (NO3; N y NO3; " ): mediante reduccion de cadmio

e Calcio: por el método de oxalato

2.5 Obtencién de alginato de sodio

Se utilizaron 20 g de alga triturada, las cuales se sometieron a la eliminacion de grasas
con hexano en una proporcion 1:3 p/v durante 2 h. Posteriormente, se retiré el hexano
por decantacion para la eliminacion parcial y se dejé a temperatura ambiente para
volatilizar por completo el hexano por 30 min. A continuacién, se realizd el

pretratamiento y extraccion.

2.5.1 Pretratamiento de algas y extraccion acida de alginato de sodio

Se realizd un pretratamiento de las algas utilizando el solvente correspondiente
(formaldehido, acetona o etanol) con el fin de eliminar aceites y compuestos fendlicos
que pudieran interferir en el proceso de obtencion de alginato de sodio, utilizando tres
tiempos: 24, 48 y 72 h. Posteriormente, el solvente se retir6 por decantacion y el

material se lavd dos veces con agua destilada (250 mL) para asegurar su eliminacion
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completa. A continuacion, se llevd a cabo la extraccién acida empleando HCI (1 N)
para ajustar el pH a un rango de 3 a 4, se mantuvo en agitacion a 800 rpm por 15
minutos en parrilla calentamiento y agitacion marca IKA® C-MAG modelo HS 7, (Figura
2.4). Finalmente, se procedio a la extraccion alcalina.

Extraccion acida Extraccion alcalina
Eliminacién Filtracién ) = Lavado de algas
de grasas de algas Hidratacion
— \
‘\ ~u i \ ™ N
algas-hexano (1:3) _pH=3 pH=10, T=80 °C

Figura 2.4. Metodologia para pretratamiento y extraccién de alginato de sodio

2.5.2 Extraccion alcalina, filtracién y precipitaciéon

Después de la extraccion con acido, se afnadié una solucion Na2COs, al 10 %, el cual
ajusto el pH a 10, se mantuvo en agitacién a 800 rpom durante 2 h a 80 °C en parrilla
calentamiento y agitacién marca IKA® C-MAG modelo HS 7. Posteriormente, la
muestra obtenida, se filtré a vacio utilizando papel filtro de poro abierto, con el fin de
eliminar solidos no solubles en la muestra. Se realizé la precipitacion a 60 °C
afiadiendo la solucion de cloruro de calcio al 10 %, se filtré el alginato de sodio, se lavd
con etanol y se dejo secar a temperatura ambiente, finalmente se trituré en un mortero

con pistilo conservando el alginato de sodio.

2.6 Diseno de experimentos

2.6.1 Diseino Preliminar

A partir de la metodologia descrita por Moore y Colbert (2024) y Okolie et al. (2020)
modificadas, se realizdé un estudio preliminar para la obtencion de alginato de sodio
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cambiando las variables para este andlisis. Se emple6 un disefio 32, considerando
como variables independientes el tipo de solvente: formaldehido (0.1 %), acetona (70
%)y etanol (70 %), y tiempo de hidratacidn (24, 48 y 72 h).

2.6.2 Diseino Box-Benhken

A partir de los resultados obtenidos en el disefio 32, se implementd el disefio Box-
Behnken para incrementar el rendimiento de Alg-Na, siendo las variables
independientes: tiempo de hidratacion (X1: TH), concentracion de Na2COs (X2: CAL) y
tiempo de extraccion alcalina (Xs: TC), la variable de respuesta es el rendimiento de
alginato de sodio (R). En la Tabla 2.2, se observan los factores con niveles
experimentales que conllevan en el proceso de extraccion para obtener el rendimiento

optimo, este diseno se aplico para las algas de ambas lagunas.

Tabla 2.2 Variables con niveles experimentales para el proceso de obtencion de Alg-Na,

diseno Box-Behnken

Variable Simbolo Niveles
Independiente -1 0 +1
TH (h) X1 48 60 72
CAL (%) X2 7 9 11
TC (min) X3 40 80 120

2.6.3 Diseno CDC Equiradial

El disefio CDC Equiradial se aplico solo en el proceso de obtencion de alginato de
sodio de Elodea densa de Nogales, en virtud de los resultados obtenidos, a partir del
diseno Box-Behnken se determiné que la concentracion de Na2COs no presentd un
efecto significativo. Se consideraron como variables independientes TH (X1) y TC (X3),
cuyas condiciones se muestran en la Figura 2.5, empleando una a=+1.4142 para los
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puntos equirradiales. De igual forma, se encuentra el punto central como: X1=42 h y

X3=100 min, mientras que X2 se mantuvo constante en 10 %.

42 h, 128 min
Punto axial

24 h, 120 min 60 h, 120 min

16.5 h, 100 min e 67.5h, 100 min
Punto axial Punto axial
]
®
24 h, 80 min 60 h, 80 min
42 h, 72 min
Punto axial

Figura 2.5. Disefio CDC para la obtencion de Alg-Na de Elodea densa Nogales; eje X: tiempo

de hidratacion (TH, h), eje Y: tiempo de extraccioén alcalina (TC, min)
2.6.4 Analisis los modelos cuadraticos

A partir de los modelos de segundo orden (Ec. 2.7), los cuales se ajustaron a la
curvatura que aproxime a la variable de respuesta (% R) de cada modelo para
encontrar el conjunto 6ptimo de condiciones de operacion para TH (h), CAL (%) y TC
(min) (Montgomery, 2017).

Kk Kk
y=PFo+ zﬁixi + zﬁiixiz + Z,<,zlgijxixj +e€ (2.7)
i=1 i=1 =)

El modelo de segundo orden se utiliz6 con el fin de obtener el punto estacionario en
cada caso, el cual se puede obtener mediante una solucién general, utilizando la
notacién matricial, tal como se describe en la Ec. 2.8, que comprende la estructura
completa de las Ecs. (2.9, 2.10y 2.11) (Montgomery, 2017).

9 =By +x'b +x'Bx (2.8)
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donde
X1 .31] i1, Bi2/2, ., PBu/2
x=|"?| b={P2l y B=| P2 P - Bua/2) 29210y211)
Xk lﬁkJ simetrica Brex

b es el vector de los coeficientes de regresion de primer orden, y B es una matriz
simétrica cuya diagonal se forma a partir de los coeficientes de los términos
cuadraticos puros. Una vez definidos los coeficientes, se obtuvo los valores

estacionarios mediante la Ec. (2.12).

.~ 1
Xo = Bo +§B‘1b (2.12)
Posteriormente a la obtencidon de los valores estacionarios, se determind el punto

estacionario mediante la Ec. (2.13).

.1
Vo = Bo + Ex{,b (2.13)

2.6.5 Analisis de la superficie de respuesta

Posteriormente al hallazgo del punto estacionario, se caracterizd la superficie de
respuesta. Se calcularon las raices del polinomio en el software Matlab R2022a,
utilizando la funcién eig(B), como resultado se puede esperar: valores (+) dando un
minimo, valores (-) dando un maximo o valores con signos alternos (+, -) que da lugar
al punto de silla. Estos valores se determinan a partir de la ecuacidon canonica (Ec.
2.14).

J =P+ L4w? + Lwi+.. +A,wf (2.14)

donde, las wison las variables transformadas y las Ai son valores propios o llamados

raices caracteristicas de la matriz B.
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2.7 Tratamiento con Fluidos Supercriticos (FS)

Se realizo la extraccion con FS, con el fin de sustituir el uso de hexano y formaldehido
en la eliminaciéon de aceites y compuestos fendlicos del alga, se utilizd6 un sistema
equipado con una bomba dosificadora marca LEWA ecoflow® M400 (LEWA GmbH,
Alemania) y una celda de extraccion de 450 mL. Para cada corrida se emplearon 50 g
de alga seca y triturada, previamente acondicionada con perlas de vidrio de
borosilicato de 3 mm de diametro a fin de mejorar la distribucién del flujo y la eficiencia
del proceso. Como disolvente se empled didxido de carbono (CO,) de grado industrial

con una pureza del 99.5 %, y como co-solvente se utilizé etanol (5, 10 y 20 %).

2.7.1 Tratamiento de Elodea densa con CO:

En el tratamiento de Elodea densa, se realizaron las pruebas preliminares a diferentes
presiones (2000, 3500 y 4000 psi) y temperatura (45, 60, 70 y 80°C), se llevaron a
cabo las extracciones con y sin co-solvente en algunas pruebas. Se trabajé bajo un
caudal de 14 g/min para el CO2durante 2 y 3 h. De igual forma, se trabajaron bajo
condiciones de un diseio Box-Behnken, el cual se consideraron como variables
independientes: temperatura (70, 75 y 80 °C), la concentracién de etanol (5, 10y 15

%)y el tiempo de extraccion (2, 2.5 y 3 h), manteniendo la presién estable de 3500 psi.

2.7.2 Obtencidn de alginato de sodio

Posterior al tratamiento de Elodea densa con FS, a las algas se les anadieron 200 mL
de agua destilada con el fin de hidratarlas, realizando posteriormente la extraccion
acida con HCIl a 1N, el tiempo utilizado se describe en el apartado 2.5.1. Después se
adicion6 Na2COs a la concentracion con el mejor rendimiento obtenido del método
convencional del disefio Box-Behnken, donde el anélisis de modelos cuadraticos y de
superficie de respuesta se realizaron con lo descrito en el apartado 2.6.4 y 2.6.5.
Finalmente, se filtré y se lavd el alginato de sodio con etanol-agua (1:1), el alginato
obtenido se llevé a un proceso de secado a temperatura ambiente y se colocé en

bolsas con sellado al vacio para su conservacion.
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2.8 Rendimientos del alginato de sodio

El rendimiento de Alg-Na por ambos métodos, se determin6 mediante la Ecuacion
2.15, donde g inicial corresponde a los gramos usados de alga seca desde la

hidratacion y g de alginato obtenido es el producto final en la filtracion.

galginato obtenido

R (%) = %100 (2.15)

Yinicial

2.9 Caracterizacion de alginato de sodio

La caracterizacion de Alg-Na se realizd mediante dos tipos de estudios:
espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) y Cromatografia de
Liquida de Alta Resolucién (HPLC).

2.9.1 Método de caracterizaciéon por FT-IR

Se realiz6 el procedimiento de background en el equipo de FT-IR, con el fin de obtener
un espectro de referencia del ambiente y del sistema 6ptico, eliminando interferencias
debidas al vapor de agua u otras sefales instrumentales. Posteriormente, se coloco
una muestra de Alg-Na de 2-3 mg en un molde en el que se aplico presidn para formar
una pastilla, ésta se llevo al equipo de FT-IR marca Nicolet™ iS5™ (Figura 2.6), se
obtuvo el espectro correspondiente con picos definidos, el cual se identificé el grupo

funcional caracteristico a la estructura del alginato obtenido.

Figura 2.6 Espectrofotometro FTIR Nicolet™ iS5™
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2.9.2 Método de caracterizacion por HPLC

Las condiciones en el analisis de HPLC para alginato de sodio obtenido se realizaron
bajo el método descrito por Hanan A. et al. (2013). El analisis del HPLC se realiz6 en
un equipo marca Agilent 1260-Infinity Il equipado con columna Kinetex phenyl-hexyl
100 A (150 x 4.6 cm, 5 um) (Figura 2.7). La fase mdvil consistié en una mezcla de agua
y acido fosférico (0.05 %), con pH de 7 ajustado con NaOH (5 M). Se realizé con
separacion cromatografica por el método isocratico. Se utilizd absorcion en deteccion
UV a 200 nm y un volumen de inyeccion de 20 pL. EIl caudal de la fase movil se
establecié en 0.7 mL/min, antes de la inyeccién de cada solucion de muestra, el
sistema de HPLC se equilibr6 durante 30 min con la fase movil para asegurar la
estabilidad de la linea base y condiciones de analisis. Para la preparacién de las
muestras, se pesaron 100 mg de cada muestra y se adicioné 1 mL de fase mouvil.
Posteriormente, las muestras fueron sometidas a sonicacion durante 15 min con el fin
de favorecer su completa disolucién y homogenizacién. Después del proceso de
sonicacion, las muestras se centrifugaron a 11,000 rpm durante 15 min para separar
posibles particulas insolubles o residuos sélidos. El sobrenadante obtenido se filtrd
mediante una membrana de 0.22 um antes de su inyeccién al sistema cromatografico.
El estandar de alginato de sodio se preparo a una concentracion de 1 mg/mL utilizando

la fase movil como solvente de disolucion.

Figura 2.7 Equipo HPLC Agilent 1260 Infinity modelo G1329B
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Recoleccidn y caracterizacion de Elodea densa

Las plantas acuaticas recolectadas fueron sometidas a un proceso de limpieza,
posteriormente se tomaron muestras para analizar el contenido de humedad, el cual
se obtuvo un 91 %, lo que se considera superior al reportado por Mello et al. (2025)
para algas pardas del género Sargassum, cuyo intervalo oscila entre 60 y 70 %. Esta
diferencia puede atribuirse, al tipo de organismo y a su estructura morfologica, ya que
las plantas acuaticas como Elodea densa presentan tejidos mas blandos y con mayor

capacidad de retencion de agua en comparacion con las algas pardas.

Asimismo, el método y condiciones de recoleccion influyen de manera significativa en
el contenido de humedad. Mientras que el Sargassum suele recolectarse en zonas
costeras, donde puede experimentar deshidratacién parcial por exposicion de aire y
sol, las plantas de este estudio fueron recolectadas directamente del medio acuatico,
lo que favorece la conservacion de su contenido hidrico. El 91 % sugiere una alta

hidratacion del tejido vegetal.

3.1.1 Determinacion de caracteristicas fisicas de Elodea densa

La planta acuatica se identificé y clasificd en el Herbario de Departamento de Biologia
de Organismos y Sistemas de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de
Pefuela, identificandose que pertenece a la especie Elodea densa.

Se determind que el tamafio de las hojas de Ojo de Agua varia entre 12.76 y 19.20
mm en promedio y las de la Laguna de Nogales oscila entre 23.29 y 28.30 mm, como
se observa en la Figura 3.1. El tall6 se presentd entre 1y 3 m para E. densa de Nogales
y 1 a 1.8 m para Ojo de Agua.
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Figura 3.1 Determinacion de tamario de hojas de Elodea densa

3.1.2 Determinacion de color

Los valores obtenidos en la determinacion de color de Elodea densa, se sometieron a
CIELAB y a partir de la ecuacion de luminosidad (Ec.1), los resultados se describen en
la Tabla 3.1, en la cual los valores en donde los valores negativos indican los colores
verdes (a) y los valores positivos colores amarillos (b). La muestra 1 y 2, proveniente
de la Laguna de Ojo de Agua con AE que oscila entre 5.27 y 6.74, indicando colores
entre verdes ligeramente oscuros y amarillos poco perceptible con tonos ligeramente
marrones. Mientras que las muestras 3 y 4, provenientes de la Laguna de Nogales,
presenta un color ligeramente verde oscuro (con AE de 6.71) con matices de amairillo
y verde (con AE de 6.32).

De acuerdo con Wang et al., (2019), el color de las hojas de Elodea densa varia
respecto a las condiciones ambientales (agua limpia o contaminada) y la profundidad
en la que se encuentre puede existir la variacion en la pigmentacion de las hojas. Cabe
sefalar que las muestras de Ojo de Agua se tomaron en la parte superficial (muestra
1) y a mayor profundidad, con una diferencia aproximada de 80 cm (muestra 2). En
Nogales, las muestras se recolectaron bajo las mismas condiciones; sin embargo, la

zona de muestreo presenté mayor sombra que en Ojo de Agua.
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Tabla 3.1. Determinacion de color de plantas acuaticas Elodea densa

Lagunas | Muestra a b L AE
1 -7.38 19.18 23.95 5.27
Ojo de Agua -6.89 14.74 26.25
2 -6.78 14.74 26.25 6.74
-8.79 20.73 24.64
3 -3.54 16.61 19.13 6.71
Nogales -4.10 12.53 24.44
4 -2.17 16.84 28.64 6.32
-4.10 12.53 24.44

3.1.3 Analisis quimicos de Elodea densa

La caracterizacion quimica se realizd utilizando muestras de Elodea densa
acondicionadas, el proceso de secado resulta fundamental ya que favorece la
concentracion de los compuestos presentes en la planta y facilita la posterior
extraccion de alginato de sodio. Asimismo, otro parametro importante es el tamafo de
particula (1 a 2 mm), lo que incrementa el area de contacto y optimiza la eficiencia del
proceso de extraccion. Los parametros quimicos: minerales (cenizas), nutrientes y
grasas fueron necesarios para conocer la composicion de la planta y la diferencia que
hay entre ambas lagunas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 3.2, Elodea densa muestra una
diferencia en el contenido de minerales entre Ojo de Agua y Nogales, con valores de
239 y 15.35 %, respectivamente. Esta variacion puede atribuirse a factores
ambientales, como el habitat y la dinamica de la corriente en los sitios de muestreo,
los cuales influyen en la disponibilidad y absorcion de minerales, por lo que Elodea
densa no se ve afectado significativamente en su crecimiento ni sus propiedades
quimicas (Thiébaut, 2023).
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Otro parametro quimico interesante en la planta acuatica es la grasa, en el que
presentaron valores de 36.48 % y 27.81 %, respectivamente. El contenido de grasa
representa la fraccion de compuestos insolubles en agua, dicha grasa conlleva una
funcién como la composicion de la membrana celular de las hojas de la planta acuatica

y facilitar el proceso fotosintético (Li et al., 2020).

Tabla 3.2. Parametros quimicos de Elodea densa

Parametro quimico Ojo de Agua Nogales
Cenizas (%) 23.9 15.35
Grasas (%) 36.48 27.81
pH 6.4 6

Flores (2025), reportd que la composicion de las algas pardas de la especie S. natans
y S. fluitans, presentaron 5.36 % de grasa y 18.4 % de cenizas. El porcentaje de
cenizas del sargazo se encontro entre los valores obtenidos de Elodea densa, mientras
que la grasa, se observé que la planta acuatica presenté mayor cantidad, lo que podria

presentar afectaciones en el proceso de extraccion.

Se determiné el pH en las muestras de Elodea densa con el objetivo de evaluar
posibles variaciones entre ambas lagunas; sin embargo, los resultados obtenidos
mostraron valores similares. Esto sugiere que, en esta planta acuatica, el pH no ejerce
influencia significativa sobre el contenido de grasas y cenizas bajo las condiciones

estudiadas.

Debido que E. densa es una planta con alta capacidad de absorcion, se realizé un
analisis de nutrientes que contiene. En la Tabla 3.3 se observa que en Ojo de Agua
hay mayor concentracion de nutrientes, o que provoca una mayor actividad biolégica
benéfica para su crecimiento. En tanto, Nogales presenta valores mas bajos,
probablemente por un ambiente menos estable o eutréfico. De acuerdo con Zhi et al.
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(2024), en lagos poco profundos existe una carga moderada de nutrientes, lo que
favorece completamente el crecimiento de E. densa, como es el caso de Ojo de Agua.
Sin embargo, para Nogales se encontraron las plantas en mayor profundidad por lo
que los nutrientes estan en menor concentracion. Las concentraciones de nutrientes
en los dos sitios de estudio mostraron diferencias claras entre Ojo de Agua y Nogales.
En general, Elodea densa de Ojo de Agua presentd valores mas elevados en fosforo,
fosfatos y sulfatos en comparacion con la de Nogales. El calcio no fue detectado en

ninguna de las dos plantas.

Tabla 3.3 Nutrientes de Elodea densa

Nutriente Ojo de Agua Nogales
PPmM PPmM
Fésforo (P) 2.85+0.78 1.59 + 0.96
Fosfatos (P04_3) 8.75+2.47 4.80 + 3.10
Oxido de Fésforo 6.50 + 1.84 2.28 £ 042
(P205)
Sulfatos (5042‘) 9.99 +0.00 4.96 +0.00
Nitratos (NO; N) 3.30 £ 1.27 1.19+1.40
(NO3") 14.542 + 5.866 3.409 £ 5.232
Calcio 0.0 0.0

Las plantas absorben N y P del agua y sedimento, y su concentracién de tejidos
aumenta cuando el medio es mas rico en nutrientes. Sin embargo, un alto contenido
de nitratos induce procesos de eutrofizacion (Yang et al, 2025). Por otra parte, los

sulfatos contribuyen al equilibrio de fosfatos y nitratos en el crecimiento de la planta.

Las concentraciones obtenidas de los nutrientes influyen de manera indirecta en la
produccion de alginato al modificar su crecimiento, la fisiologia y la composicion
bioquimica de E. densa. En ambientes con alta disponibilidad de N y P, como Ojo de
Agua, favorece el crecimiento rapido de las algas debido al incremento de proteinas y
compuestos energéticos. Sin embargo, estudios en macroalgas pardas productoras de
alginato de sodio, han demostrado que este tipo de condiciones puede reducir la

proporcion de polisacaridos estructurales, ya que la energia metabdlica se dirige a la
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produccion de biomasa y no a la formaciéon de compuestos de la pared celular (Smart
et al., 2022).

3.2 Analisis de agua de las Lagunas Ojo de Agua y Nogales

El muestreo se realiz6 de acuerdo con la NMX-AA-003-1980, en el cual se tomd la
temperatura en la Lagunas de Ojo de Agua y Nogales, dando como resultado 19.5 y

17.5 °C, respectivamente.

3.2.1 Calidad de agua

La calidad del agua indica si es apta para su uso, al igual que para observar como
influye el crecimiento de Elodea densa de ambas lagunas. Los parametros que definen
a la calidad del agua son: pH, conductividad, oxigeno disuelto y % de saturacion (Tabla
3.4).

Tabla 3.4 Parametros de la calidad de agua

Parametros Ojo de Agua Nogales

pH 6.48 £ 0.026 6.84 £ 0.09
Oxigeno disuelto (mg/L) 6.87 £ 0.14 6.49 + 0.04
% de Saturacion 95.73+1.10 86.53 + 0.57

Tanto los parametros de pH como de oxigeno disuelto, presentaron una variabilidad
menor al 1 %, lo que ambos sitios se encuentran dentro de los rangos adecuados para
el desarrollo de plantas acuaticas como Elodea densa. En particular, el pH registrado
indica condiciones ligeramente acidas, lo cual coincide con lo reportado en la literatura
para el crecimiento y fotosintesis de esta planta. Estudios como Biatowiec et al. (2019),

senala que E. densa tolera el pH entre los rangos 6.5 a 10.

En cuanto al oxigeno disuelto indican una adecuada oxigenacion del agua en ambos

sitios. El umbral minimo es de 5 mg/L para las plantas acuaticas, sin embargo, los
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datos obtenidos son buen indicador con la actividad fotosintética de Elodea densa
(Davies, 2023). El porcentaje de saturacion presenta una variabilidad del 22 % entre
ambas lagunas, se debe que en Ojo de Agua presentd mayor densidad de plantas con
mayor disponibilidad de luz, mientras que para Nogales en la zona de recoleccion de

muestras presentd menor actividad fotosintética, es decir, menor luz.

3.2.2 Dureza del agua

La dureza del agua determinada por la concentracion de calcio (Ca?*) y magnesio
(Mg?*) constituye un factor clave en la fisiologia de las plantas acuaticas. En las
pruebas de dureza del agua de Ojo de Agua y Nogales (Tabla 3.5), los valores bajos
de dureza total indican un sistema con escasa mineralizacion, lo que da respuesta al
valor de 0 ppm del nutriente reportado en el apartado 3.1.3 (calcio) de Elodea densa
de ambas lagunas. A nivel ecoldgico, las plantas acuaticas responden factores
ambientales, incluyendo la quimica del agua. Estudios recientes indican que variables
como la disponibilidad de nutrientes, la luz y composicion iénica determinan la

estructura de las hojas y el proceso de crecimiento (De Morais et al., 2024).

Tabla 3.5 Pruebas de dureza del agua

Parametros Ojo de Agua Nogales
Dureza Total (mg/L) 1.82+0.48 1.5+0.43
Dureza de calcio (mg/L) 1.57 £ 0.36 0.76 £ 0.51
Dureza de magnesio (mg/L) 0.25+0.18 0.713 +£0.188

En conjunto, los resultados muestran que, ambos sitios presentan aguas blandas, las
variaciones resaltan la composicion idnica del agua como un factor determinante en la
productividad y calidad de compuestos derivados de las plantas acuaticas,
principalmente Elodea densa.
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3.2.3 Nutrientes del agua de la Laguna de Ojo de Agua y Nogales

Los nutrientes son esenciales para el agua y para la vida acuatica, y su concentracion
puede variar segun las condiciones del entorno. De acuerdo a la Tabla 3.6, el cloro
libre a altas concentraciones es dafiina para Elodea densa, ya que dicha planta se
desarrolla mejor en un valor cercado a 0 mg/L, como cualquier otra planta acuatica. El
valor obtenido en ambas lagunas es no significativo, por lo que es favorable en su
crecimiento. No existen datos especificos documentados sobre el nivel de cloro libre
que debe mantener el agua para Elodea densa, ya que la planta es conocida por tener
tolerar rangos amplios de condiciones de agua.

Tabla 3.6 Nutrientes del agua

Nutrientes Ojo de Agua Nogales
Cloro libre (mg/L) 0.005 + 0.007 0.025 + 0.021
Calcio (mg/L) 0x0 00
Nitratos NO3'N (mg/L) 0.55+0.778 2.35+3.323
NOs3 (mg/L) 0.7 £0.989 3.2+4.52
Mg?* (mg/L) 7.5+ 3.535 12.5 £+ 3.53

De acuerdo a Martemyanov y Tikhonenkov (2022), la planta similar a Elodea densa,
Elodea canadensis, debe mantener niveles de calcio y magnesio entre valores de 10
a 50 mg/L de agua. Por lo que dichos valores se toman como referencia para observar
que tanto el calcio como magnesio puede afectar en la formacion celular de las plantas,
sin embargo, en los valores obtenidos, se puede observar que los nutrientes de

magnesio y calcio para E. densa, favorece su desarrollo.

En relacion con los nitratos, se registraron concentraciones 22 % mayores en Nogales
en comparacién con Ojo de Agua. Los nitratos constituyen una fuente esencial de
nitrégeno para las algas, siendo fundamentales para la sintesis de proteinas, clorofila
y acidos nucleicos (Yaakob et al., 2021). Una mayor disponibilidad de nitratos genera

desequilibrios fisiolégicos o competencia con fitoplancton. A pesar de que en los
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nutrientes de Elodea densa (apartado 3.1.3) describe que en Ojo de Agua presenta
mayor cantidad de nitratos en comparacion con la de Nogales, esto se debe que existe
Nitrégeno desde los sedimentos y no de manera homogénea como en Nogales. En
relacion al magnesio (Mg?*) mostré valores en un 22% elevados en Nogales que en
Ojo de Agua. Este elemento es esencial en la fotosintesis, ya que forma parte de la
molécula de clorofila. Su mayor disponibilidad favorece a la actividad fotosintética en
plantas acuaticas y, en consecuencia, el crecimiento de organismos productores de
alginato (Zhang et al., 2024).

En general, los resultados muestran que, aunque ambos sitios presentan aguas
blandas, existen diferencias en la proporcién de calcio y magnesio que podria afectar
la calidad del alginato. Ojo de Agua, con mayor contenido de calcio, podria favorecer
la formacion de alginatos con mejores propiedades estructurales, mientras que
Nogales con mayor concentracion de magnesio, podria favorecer una mayor actividad
fotosintética ayudando a otro tipo de plantas en su crecimiento. Estas variaciones
resaltan la importancia idnica del agua como un factor determinante en la productividad

y calidad de compuestos derivados de las algas (Santana et al., 2024).

3.3 Obtencion de alginato de sodio en un disefo 32

En la Tabla 3.7, se presentan los resultados del disefio 32, propuesto en la seccién 2.6.
Los resultados comprueban que la planta acuatica Elodea densa es apta como fuente
de obtencion de Alg-Na, mostrando rendimientos de con 7.61% para la planta de Ojo
de Agua y 5.08 % para la planta de Laguna de Nogales, dichos resultados fueron
mejores en comparacion con Naranjo-Guamani (2019) quien obtuvo un 6.08 % de la
planta acuatica de la familia Zignemataceae y un 43 % con alga Laminaria digitata

(alga marina) y, empleando las mismas condiciones, para ambas algas.
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Tabla 3.7 Rendimientos de alginato de sodio método convencional y disefio 3% con Elodea

densa
Método Hidratacion Tiempo Rendimiento de Alg-Na (%)
(h) Ojo de agua Nogales
Preliminar | Formaldehido 12 7.61 5.08
Formaldehido (0.1 %) 72 15.66 31.01
48 11.05 20.89
24 10.01 15.01
2
3 Etanol (70 %) 72 417 2.04
48 2.93 0.408
24 498 7.66
Acetona (70%) 72 -- --
48 2.44 0.150
24 0.17 0.20

De acuerdo a los resultados con el método preliminar, se observé que, a tiempos de
hidratacion altos, se incrementa la eliminacion de fenoles, logrando un incremento en
el rendimiento del producto. Los rendimientos mas altos se alcanzaron en ambas
lagunas con 72 h de hidratacion, empleando formaldehido al 0.1 %. La diferencia de
rendimientos se debe a la sensibilidad de la planta ante mayor tiempo de hidratacion

y por las condiciones de cada habitat en las que se encontraron.

Okolie et al. (2020), mencionan que las algas de la especie A. nodosum 'y Macrocystis
pyrifera produjeron de 18 — 23 % y 24 % de alginato de sodio, respectivamente.
Utilizaron etanol (80 %) durante 20 h para remover pigmentos y proteinas. Mientras
que Montes et al. (2021), obtuvo el 24 % de A. nodosum, utilizando solo formaldehido
para la eliminacién de fenoles en un tiempo de 18 h. Estos valores son 22 % y 12 %
mas altos que lo obtenido con Elodea densa en Ojo de Agua y Nogales,
respectivamente, confirmando que puede ser una fuente competitiva bajo condiciones

optimizadas.
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Por otro lado, Abka-Khajouei et al. (2022), reportaron un rendimiento del 5.1 % para S.
henslowianum utilizando etanol al 95 % en el pretratamiento durante 24 h, resultados
que son comparables con los obtenidos en este trabajo al emplear etanol y acetona,
donde se registraron valores bajos, especialmente con acetona. Esto refuerza la idea
de que estos solventes son menos eficientes para la extraccion de alginato bajo las

condiciones evaluadas.

3.3.1 Analisis estadistico Disefio 32

El analisis de ANOVA (con nivel de significancia del 95 %), el efecto de los factores y
las ecuaciones de la regresién lineal se determinaron sobre los rendimientos de
alginato de sodio (Alg-Na) empleando el software Minitab® 20.3. Dicho analisis, permite
interpretar de manera integral la influencia de las variables del proceso (solvente y
tiempo) sobre el rendimiento de alginato de sodio obtenido a partir de Elodea densa
(Tabla 3.8).

Tabla 3.8 ANOVA de extraccion de alginato de sodio por método convencional del disefio 32
con Elodea densa de Ojo de Agua

Fuente Suma de GL Media Valor F Valor-p
cuadrados cuadratica
Lineal 210.592 4 52.648 10.51 0.021
Solvente 206.70 2 103.350 20.63 0.008
Tiempo 3.892 2 1.946 0.39 0.701
Error 20.038 4 5.009
Total 230.630 8

El ANOVA para la muestra de Ojo de Agua indica que el modelo es estadisticamente
significativo (p = 0.021 < 0.05), lo que confirma que las variables evaluadas explican
una proporcién importante de la variabilidad en el rendimiento. Al desglosar los
factores, se observa que el tipo de solvente tiene un efecto significativo (p = 0.008),
siendo el principal responsable de las diferencias en los rendimientos. Por el contrario,
el tiempo de hidratacion no presenta un efecto significativo (p = 0.0701).
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En la muestra de Nogales (Tabla 3.9), el modelo lineal de igual forma resulta
significativo (p=0.047 < 0.05). Se observa que el factor solvente es significativo (p =
0.018), mientras que el tiempo no muestra significancia estadistica (p = 0.694). Esto
confirma una tendencia consistente en ambas procedencias: el tipo de solvente
domina el proceso de extraccion, mientras que el tiempo tiene un efecto secundario

dentro de los niveles evaluados.

Tabla 3.9 ANOVA de extraccion de alginato de sodio por método convencional del disefio 32
con Elodea densa de Nogales

Fuente Suma de GL Media Valor F Valor-p
cuadrados cuadratica

Lineal 888.02 4 222.01 6.66 0.047

Solvente 861.32 2 430.66 12.93 0.018

Tiempo 26.70 2 13.35 0.40 0.694

Error 133.27 4 33.32

Total 1021.29 8

A partir de las graficas de Efectos Individuales (Figura 3.2), se valida la significancia
del solvente obtenido a partir del ANOVA, siendo el formaldehido el solvente que
incrementa el rendimiento del Alg-Na, en tanto que el comportamiento del tiempo de
hidratacion muestra su falta de significancia, aunque tiempos altos contribuyen al
incremento del rendimiento.

i *

Rendimiento (%)

2 a)

o

Tiempo de Hidratacion

3

72

25

s Solvente

20

Rendimiento (%)

b)

3

Tiempo de Hidratacion

24 48

72

Figura 3.2. Graficas de efectos individuales sobre el rendimiento de alginato de sodio: a) Ojo

de agua y b) Nogales
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Las ecuaciones (3.1) y (3.2) muestran los modelos de regresién de la Laguna de Ojo
de Agua y Nogales, cuyo factor de determinacion (R? ajustado) fueron 82.62 %, y 73.9
%, respectivamente. lo que indica que el modelo de Ojo de Agua describe
adecuadamente el comportamiento del proceso. La falta de ajuste para el modelo
obtenido para la Laguna de Nogales puede deberse a la influencia de factores externos

como las caracteristicas del agua o a su composicién quimica.

R, (%) = 5.712 + 6.53x; — 1.69x, — 4.84x; — 0.66X; — 0.24X, + 0.90X, (3.1)

Ry (%) = 8.60 — 0.97x; — 1.45x, + 2.45x5 + 13.71x, — 5.23x, — 8.48x, (3.2)

Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Saji et al. (2022), quienes sefialan
que el efecto del solvente es primordial y la concentracién aplicada varia de acuerdo
a cada fuente de extraccion. A pesar de que Elodea densa presenta mayor porcentaje
de grasas que las algas pardas, requiere de menor concentracion de acetona y etanol,
ya que ambos solventes llegan a penetrar mas la pared celular durante la hidratacion,
por lo que rompe los enlaces del acido alginico para lograr una conversion completa

al realizar las extracciones acida y alcalina.

3.4 Optimizacion de la obtencion de alginato de sodio a partir del disefio Box-
Behnken

Los resultados obtenidos del rendimiento en la extraccién de Alg-Na a partir de Elodea
densa, mediante el disefio Box-Behnken (Tabla 3.10) muestran variaciones
importantes en funcion de las condiciones experimentales evaluadas. En la Laguna
Ojo de Agua, el mayor rendimiento fue de 21.74 %, seguido por 21.71%. En Nogales,
el rendimiento maximo fue de 17.73 %, obtenido en las condiciones centrales del
diseno (60 h de TH, 9 % de CAL y 80 min de TC). Esta diferencia se asocia a la calidad
de las plantas, como se observo en los nutrientes de E. densa y de igual forma en la

calidad del agua.
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En relacién a las variables del proceso, se observa que el tiempo de hidratacion (TH)
influye en el rendimiento cuando se combina con concentraciones adecuadas de
Na2COs, favoreciendo la extraccion en valores intermedios y altos. Este
comportamiento es consistente con lo reportado por Mohammed et al. (2020), quienes
sefalan que variables como la temperatura de extraccion, la concentracion alcali, el
volumen del alcali que depende de la relacidon de algas secas y tiempo de extraccion
son determinantes en la eficiencia de obtencién de Alg-Na. De igual forma, consideran
que la temperatura adecuada para la extraccion es de 80 °C, ya que, por encima de
este valor, el alginato comienza a degradarse en la extraccion alcali afectando las
propiedades como la disminucién de la viscosidad y, por ende, no se logra el

precipitado.

Tabla 3.10 Rendimientos obtenidos de Alg-Na mediante el disefio Box-Behnken

Corrida TH (X1) CAL (X2) TC §X3) | Rendimiento (%)
h % min Ojo de Agua (RODA) Nogales (RN)

1 48 7 80 12.30 2.31

2 72 7 80 13.69 9.7

3 48 11 80 21.71 11.39
4 72 11 80 13.76 8.89
5 48 9 40 14.00 9.79
6 72 9 40 21.74 7.43
7 48 9 120 21.00 2.22
8 72 9 120 20.99 0.77
9 60 7 40 5.75 1.01

10 60 11 40 8.25 1.16
11 60 7 120 6.60 6.42
12 60 11 120 8.55 9.02
13 60 9 80 9.65 17.73
14 60 9 80 9.90 15.45
15 60 9 80 9.50 14.96
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3.4.1 Analisis estadistico de Ojo de Agua

El analisis de varianza presentado en la Tabla 3.11 permite evaluar la significancia
estadistica de las variables involucradas en la extraccion de alginato de sodio mediante

el disefio Box-Behnken para E. densa de Ojo de Agua.

Tabla 3.11 ANOVA de extraccién de alginato de sodio por método convencional del disefio

Box-Behnken con Elodea densa de Ojo de Agua

Fuente Suma de GL Media Valor F Valor-p
cuadrados cuadratica

Modelo 419.204 9 46.578 7.27 0.021
Lineal 31.272 3 10.424 1.63 0.295
Xi 0.171 1 0.171 0.03 0.877
X2 24.256 1 24.256 3.79 0.109
X3 6.845 1 6.845 1.07 0.349
Cuadrado 351.032 3 117.011 18.27 0.004
X1*X4 293.345 1 293.345 45.80 0.001
X2* X2 38.561 1 38.561 6.02 0.058
X3*X3 2.580 1 2.580 0.40 0.554
Interaccién de 2 factores 36.900 3 12.300 1.92 0.244
X1* X2 21.809 1 21.809 3.41 0.124
Xi* X3 15.016 1 15.016 2.34 0.186
X2* X3 0.076 1 0.076 0.01 0.918

Error 32.021 5 6.404

Falta de ajuste 31.939 3 10.646 260.73 0.004
Error puro 0.082 2 0.041

Total 451.225 14

De acuerdo con el diagrama de Pareto de efectos estandarizados (Figura 3.3) muestra
la magnitud e importancia de los factores que influyen en el rendimiento de alginato de
sodio considerando un nivel de significancia (a) de 0.05. Cabe mencionar que la linea
roja con valor 2.571 representa el valor critico; por lo tanto, aquellos efectos que
superan dicha linea son estadisticamente significativos.
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Figura 3.3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados del rendimiento de Alg-Na de Ojo

de Agua con a = 0.05

Se observa que el término tiempo de hidratacion cuadratico (Xi2) es el Unico que
supera el valor critico (a = 0.05), lo que significa que es el factor mas significativo del
modelo, lo que sugiere la posible presencia de un punto éptimo. Por otro lado, el
término concentracion alcalina (X22) presenta un cercano al limite de significancia,
indicando que podria ser una influencia secundaria en el proceso de extraccién,

aunque no determinante bajo las condiciones evaluadas.

Este comportamiento puede explicarse debido a que los tiempos de hidratacion limitan
la impregnacién del alcali en la pared celular, mientras que los tiempos excesivos
pueden provocar la degradacidén parcial del alginato de sodio. Por ello, el efecto
cuadratico significativo refleja la necesidad de optimizar este parametro para

maximizar el rendimiento de extraccion.

La ecuacion (3.3) representa el modelo de regresion del modelo de Ojo de agua, cuyo
factor de determinacion (R? ajustado) es de 80.13 %, lo que indica que los datos se
ajustaron al modelo y el 19.87 % de la variacion total no pudo ser explicado por él.
Estadisticamente la falta de ajuste no es significativa, lo que muestra que el modelo

esta adaptado a la variable de respuesta (rendimiento de Ojo de Agua). La ecuacion

60



Resultados y discusion

de regresion refuerza lo mencionado en el ANOVA, ya que muestra que el coeficiente

cuadratico, (X12) tiene mayor magnitud que los términos lineales.

% Ropa = 9.68 — 0.146X; + 1.741X, + 0.925X; + 8.91 X2 — 3.23X2 + 0.84 X2
—2.33 X, X, — 1.94X, X5 — 0.14X, X, (3.3)

En la Figura 3.4 se observa la grafica de probabilidad normal de los residuos, en la
que la mayoria de los residuos estandarizados estan dentro de los limites normal, es
decir, que presentan un comportamiento aproximadamente normal. Las ligeras
desviaciones en algunos puntos se deben al error experimental mencionado del 19.87

%, el cual no afecta significativamente la validez del modelo.
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Figura 3.4. Gréfica de probabilidad normal de residuos (Laguna de Ojo de Agua)

La grafica de contorno (Figura 3.5b) muestran que el rendimiento del Alg-Na de la
Laguna de Nogales se ve influenciado por la interaccion del tiempo de hidratacion (TH)
y el tiempo de extraccion (TC), tendiendo a formar una regién ptima entre los rangos
de 56 °C 2 TH =2 62 °C y 48 min = TC = 91 min, lo que permitiria explorar en dicha

region a fin de buscar la maximizacion del rendimiento. Las Figuras 3.5a y 3.5c,
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muestran claramente un comportamiento de punto de silla, haciendo evidente la no

influencia de la concentracion alcalina.

En la superficie de respuesta (Figura 3.6), se observa el comportamiento de las
diferentes combinaciones de efectos en los que el rendimiento depende de ellos,
mostrando la adecuacién del modelo cuadratico para describir el sistema,
evidenciando efectos de interaccion y curvatura. La presencia de un comportamiento
tipo punto de silla en la interaccion CAL-TH y CAL-TC, sugiere que el proceso es
altamente sensible a cambios de estas variables evaluadas, en tanto que la interaccion

TC — TH sugiere una tendencia a alcanzar un maximo.
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Figura 3.5 Grafica de contorno del rendimiento del Alg-Na en la Laguna de Ojo de Agua: a)
interaccion de tiempo de hidratacion (X4, h) y concentracion alcalina (X2, %), b) interaccion de
tiempo de hidratacion (Xi, h) con tiempo de extraccion alcalina (X3, min), y ¢) interaccién con

concentracion alcalina (X2, %) y tiempo de extraccion alcalina (X3, min).
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Figura 3.6 Superficie de respuesta del rendimiento del Alg-Na de la Laguna de Ojo de Agua
(RODA): a) interaccion de tiempo de hidratacion (X1, h) y concentracién alcalina (X2, %), b)
interaccion de tiempo de hidratacién (Xi, h) con tiempo de extraccién alcalina (X3, min), y c)

interaccion con concentracion alcalina (X2, %) y tiempo de extraccion alcalina (Xs, min).

Al comparar los hallazgos con Mohammed et al. (2020), que reportaron que la
optimizacion de extraccion de alginato de sodio a partir de Sargassum se logro
empleando concentracion de Na2COs de 3.75 % y el tiempo de extraccion alcalina de
6 h a 80 °C, obteniendo un rendimiento del 21.21 %. Estas condiciones reflejan un
proceso relativamente eficiente, caracterizando un consumo relativo de concentracion
alcaliy el tiempo de extraccidn moderados, lo cual sugiere una facilidad en la liberacion

del alginato desde la pared celular del alga.

En comparacion entre ambas materias primas, Elodea densa se considera una buena
alternativa como fuente de alginato de sodio, en este estudio permitio alcanzar el
rendimiento ligeramente superior al reportado para Sargassum, con condiciones

diferentes.

El punto estacionario obtenido a partir del modelo experimental (Ec. 3.4), obtenidos a
partir de la Ec. (2.12) se localizé en TH de 0.0470, con CAL de 0.2628 y TC de -0.4744,
representando los valores naturales de TH= 61 h, CAL=12 % y TC=61 min, en la que
se obtuvo una respuesta de rendimiento de Alg-Na de Ojo de Agua de 9.66 % a partir
de la Ec (2.13). De acuerdo al analisis canonico del modelo experimental (Ec. 3.4),

muestra la presencia de signos alternos en las raices obtenidas, lo que indica al punto
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estacionario como un punto de silla. Es decir, que la variable de respuesta, rendimiento
de Ojo de Agua (%Ropa), aumenta en algunas direcciones y en otras disminuye en el

entorno del espacio experimental, por lo que no hay un maximo ni un minimo local.

$ = 9.6627 — 3.3471w? + 0.7354w? + 9.1317w?2 (3.4)

3.4.2 Analisis estadistico de Nogales

Los rendimientos de alginato de sodio obtenidos de Elodea densa de Nogales
evidencian la variabilidad considerable con valores 0.77 % y 17.73 %, lo que confirma
la influencia de las variables del proceso sobre la eficiencia de extraccion. Este
comportamiento es consistente de acuerdo a los resultados del analisis de varianza
(Tabla 3.12), donde se observa que el modelo global no resulta estadisticamente
significativo (p = 0.316). Sin embargo, el analisis detallado de los términos del modelo
se muestra que el efecto cuadratico del tiempo de extraccion (X3?) es significativo
(p=0.031), indicando la presencia de curvatura en la respuesta. Esto confirma que el
rendimiento no responde de manera lineal a este factor, sino que podria existir un valor
optimo. De acuerdo con los efectos lineales de TH (X1), CAL (X2) y TC (X3) no son
significativos (p > 0.05).

En el diagrama de Pareto (Figura 3.7), el término CC (efecto cuadratico del tiempo de
extraccion, X3?) sobrepasa el valor critico (2.571) lo que indica que es la Unica variable

estadisticamente significativa en el modelo.

En la ecuacioén (3.5), el modelo de regresion presenta un factor de determinacion (R?
ajustada) de 74.18 %, aunque existe un porcentaje alto de falta de ajuste (27.69%), a
partir del analisis de las graficas de contornos, se podran proponer nuevas regiones

de trabajo.

% Ry = 16.05 + 0.13X; + 1.38X, — 0.12X5 + 3.66 X2 — 4.31X2 — 7.33 X2 — 2.47 X, X,
—0.23X, X5 — 0.61X,X; (3.5)
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Tabla 3.12 ANOVA de extraccién de alginato de sodio por método convencional del disefio

Box-Behnken con Elodea densa Nogales

Fuente Suma de GL Media Valor Valor-p
cuadrados cuadratica F

Modelo 322.184 9 35.798 1.60 0.316
Lineal 15.441 3 15.147 0.23 0.872
X4 0.146 1 0.146 0.01 0.939
X2 15.180 1 15.180 0.68 0.448
X3 0.115 1 0.115 0.01 0.946
Cuadrado 280.582 3 93.527 417 0.079
X1*X4 29.907 1 49.517 2.21 0.198
X2*Xz 52.179 1 68.655 3.06 0.141
X3*X3 198.496 1 198.496 8.85 0.031
Interaccion de 2 factores 26.161 3 8.720 0.39 0.767
Xi* X2 24.453 1 24.453 1.09 0.344
X1* X3 0.207 1 0.207 0.01 0.927
X2* X3 1.501 1 1.501 0.07 0.806

Error 112.172 5 22.434

Falta de ajuste 107.801 3 35.934 16.44 0.058
Error puro 4.370 2 2.185

Total 434.356 14
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Figura 3.7. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados del rendimiento de Alg-Na de

Nogales con a = 0.05 del diseio Box-Behnken
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La grafica de probabilidad normal de los residuos de Elodea densa de Nogales (Figura
3.8), muestra que la mayoria de los puntos se distribuyen cercanos a la linea de
referencia, lo que indica siguen aproximadamente una distribucion normal. Los
resultados obtenidos indican que el supuesto de normalidad se cumple, aunque las
desviaciones observadas podrian estar asociadas en las combinaciones de las

variables para esta planta, asi como la influencia de efectos externos no controlables.
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Figura 3.8. Grafica de probabilidad normal de residuos (Laguna de Nogales)

A partir de las graficas de contornos (Figura 3.9), se puede observar que se generan,
en cada combinacion de variable, regiones de optimizacion, determinando de la Figura
3.9a53h=2TH=67hy 10 % = CAL = 12 %; de la Figura 3.9b 54 h=TH =67 h y 65
min 2 TC 294 min Y de la Figura 3.9C 11 % 2 CAL 212 % y 74 min 2 TC = 85.6 min,
lo que permitira proponer zonas de busqueda mas estrechas.

En la superficie de respuesta (Figura 3.10), se observa el comportamiento de las
diferentes combinaciones de efectos en los que el rendimiento depende de ellos,
mostrando una curvatura pronunciada, caracteristica del modelo cuadratico. Lo que
indica la existencia de 6ptimas condiciones de operacion para maximizar la respuesta
(%RN).

El punto estacionario obtenido a partir del modelo experimental (Ec. 3.4), obtenidos a
partir de la Ec. (2.12) se localiz6 en TH de 0.0330, con CAL en 0.1517 y TC de -0.0150,
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representando los valores naturales de TH = 60 h, CAL =11 % y TC = 79 min, cuya
respuesta del rendimiento de Alg-Na, obtenida a partir de la Ec. (2.13) es de 16.16 %.
El analisis candnico del modelo experimental (Ec. 3.6), muestra la presencia de signos
alternos en las raices obtenidas, lo que clasifica al punto estacionario como un punto
de silla. Esto indica que la variable de respuesta %R~ aumenta en algunas direcciones
del espacio experimental y disminuye en otras, por lo que el punto estacionario no

representa un maximo ni un minimo local.

y = 16.1577 — 7.3658w? — 4.4616wZ + 3.8474w2 (3.6)
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Figura 3.9 Grafica de contorno de: a) efecto combinado de tiempo de hidratacion (TH) y
concentracién alcalina (CAL), b) efecto de tiempo de hidratacion (TH) y tiempo de extraccion

alcalina (TC) y c) efecto combinado de CAL y TC, sobre el rendimiento con Nogales
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Figura 3.10 Superficie de respuesta del rendimiento de Alg-Na de la Laguna de Nogales de:

a) efecto combinado de tiempo de hidratacion (TH) y concentracion alcalina (CAL), b) efecto

de tiempo de hidratacién (TH) y tiempo de extraccion alcalina (TC) y c¢) efecto combinado de

3.5 Diseno experimental CDC Equiradial para Elodea densa de la Laguna de

Nogales

CALyTC

A partir de los resultados obtenidos del disefio Box — Benhken, se determiné que la

variable de concentracién alcalina no influia significativamente, lo que permitio

establecerla como una variable constante (CAL = 10 %), y aplicando las condiciones

establecidas en la seccion 2.6.3, se obtuvieron los rendimientos de Alg-Na que se

muestran en la Tabla 3.13, los cuales presentan el mejor rendimiento de 41.31 %,

23.58 % superior al obtenido con el disefio Box-Benhken.

Tabla 3.13 Rendimientos de Alg-Na obtenidos mediante un disefio CDC para la Laguna de

Nogales
Corrida TH (X4) TC (Xs) Rendimiento (%)
h min
1 24 80 30.07
2 60 80 17.31
3 24 120 23.13
4 60 120 19.36
5 16.5 100 12.69
6 67.5 100 16.2
7 42 72 37.45
8 42 128 41.31
9 42 100 20.09
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Corrida TH (X4) TC (Xs) Rendimiento (%)
h min
10 42 100 19.41
11 42 100 34.98
12 42 100 23.91
13 42 100 21.13

3.5.1 Analisis del diseiio experimental CDC

El ANOVA efectuado al disefio CDC (Tabla 3.14), muestra que el modelo general no

resulta significativo (p = 0.073), no obstante, los términos cuadraticos si resultan

significativos (p = 0.016) lo que indica la presencia de curvatura, lo que sugiere la

posible presencia de un punto éptimo (Box et al., 2025).

Tabla 3.14 ANOVA de extraccién de alginato de sodio por método convencional del disefio

CDC con Elodea densa Nogales

Fuente GL | Sumade Media Valor F | Valor-p
cuadrados cuadratica

Modelo 5| 660.622 132.124 3.35 0.073
Lineal 2 16.762 8.381 0.21 0.813
X4 1 16.722 16.722 0.42 0.536
X3 1 0.04 0.04 0 0.975
Cuadrado 2| 623.655 311.828 7.92 0.016
X1*X4 1 237.317 237.317 6.02 0.044
X3*X3 1 305.487 305.487 7.75 0.027
Interaccion de 2 factores 1 20.205 20.205 0.51 0.497
X1* X3 1 20.205 20.205 0.51 0.497

Error 7 275.767 39.395

Falta de ajuste 3 110.652 36.884 0.89 0.518
Error puro 4 165.116 41.279

Total 12
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En el diagrama de Pareto de efectos estandarizados (Figura 3.11), se observa que los
términos cuadraticos TC? y TH?, superan la linea de significancia (2.635), lo que indica
que estos factores son estadisticamente significativos y tienen la mayor influencia
sobre la variable de respuesta. En general, el diagrama valida los factores influyentes

ya mencionados en el ANOVA, los términos cuadraticos.
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Figura 3.11. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados del rendimiento de Alg-Na de

Nogales con a = 0.05 del disefio CDC equirradial

En la ecuacién (3.7), el modelo de regresion presenta un factor de determinacion (R?
ajustado) de 49.51 %, incrementandose un 78.8% con respecto al obtenido con el
disefio Box.Benhken (seccion 3.4.2). Aunque continua sin ser un modelo confiable, se
puede inferir que la interaccién del Tiempo de hidratacion (TH) y el tiempo de
extraccion alcalina (TC), influyen significativamente en el rendimiento del proceso.
Siendo los términos cuadraticos los que presentan mayor influencia sobre el
rendimiento en comparacion con los términos lineales, lo que coincide con lo obtenido

en el ANOVA y el diagrama de Pareto.

%R = 23.90 — 1.45X, + 0.07X5 + 5.84 X2 + 6.63X2 + 2.25X, X5 (3.7)
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En general, el modelo obtenido describe el comportamiento del proceso de extraccion
de alginato de sodio en un rango experimental aceptable, sin embargo, su capacidad

limitada requiere de una evaluacion adicional o redefinir las variables del modelo.

En el grafico de probabilidad normal de residuos (Figura 3.12) indica que la mayoria
se distribuyen de manera aproximada a la recta de referencia, lo que sugiere que los
residuos siguen cerca de una distribucién normal. Sin embargo, se identifican
desviaciones en los extremos, en particular con los valores mas altos de residuo, lo
que podria ser la presencia de valores atipicos en la experimentacion.
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Figura 3.12. Grafica de probabilidad normal de residuos del disefio CDC para Nogales

La gréafica de contorno (Figura 3.13a) permite identificar regiones limite que pueden
considerarse para la obtencidn de un punto Optimo. Estas regiones se encuentran
definidas entre 54 h=2TH=269hy8 % >2TC=213%y47°C=2TH=263°Cy8 % =TC

= 14 %, donde seria importante explorar para futuras investigaciones.

La grafica de superficie de respuesta (Figura 3.13b), se muestra un punto de silla en
este comportamiento indica que el sistema presenta interaccidon entre los factores y
que no existe un Optimo, sin embargo, en conjunto con la grafica de contorno,

confirman el comportamiento no lineal del modelo.
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Figura 3.13. Analisis de respuesta (%R) con variables TH y TC: grafica de contorno (a) y

superficie de respuesta (b)

El punto estacionario se determind a partir del modelo descrito en la Ec. (3.7).
Posteriormente, mediante la aplicacion de la Ec. (2.12), se obtuvieron los valores
codificados de TH = 0.1294 y TC de - 0.0272. La transformacion de estos valores a
unidades naturales correspondié a TH = 62 hy TC = 79 min, con una respuesta del
rendimiento de Alg-Na obtenida de la Ec (2.13) es de 23.80 %.

El analisis candnico del modelo experimental (Ec. 3.8), evidencié que los valores
propios asociados a las variables candnicas fueron positivos. Esto indica que el punto
estacionario corresponde a un minimo local de la superficie de respuesta (%R), ya que
la respuesta aumenta al alejarse de dicho punto en cualquier direccién del espacio
experimental. Por lo tanto, el rendimiento obtenido de 23.80 % representa la respuesta

estimada en el punto estacionario.

y = 23.8052 + 5.0427w? + 7.4273w3 (3.8)
El disefio CDC equiradial confirma que la planta acuatica Elodea densa proveniente
de la Laguna de Nogales requiere un menor tiempo de hidratacion en comparacion

con la de la Laguna de Ojo de Agua. Este comportamiento se sustenta en los

resultados reportados en la seccion 3.1.3, donde se evidencia que la muestra de
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Nogales presenta menor cantidad de nutrientes en la pared celular de esta, de igual
forma, presenta menor cantidad de grasas y cenizas, por lo que un tiempo de
hidratacion prolongado puede afectar negativamente el proceso de extraccién de
alginato de sodio en esta muestra.

Asimismo, con respecto a la calidad del agua (seccion 3.2), los resultados demuestran
que las condiciones del ambiente acuatico, Ojo de Agua favorece para la produccion
de biomasa por la disponibilidad de nutrientes y actividad fotosintética, mientras que
Nogales, con condiciones mas limitantes, promueve la formacion de tejidos con mayor

contenido estructural, lo que se traduce en un mejor rendimiento de extraccion.

3.6 Obtencién de Alg-Na con Fluidos Supercriticos

El tratamiento con FS se realizé con el fin de sustituir al formaldehido que se utilizé en
el método convencional debido a que, en la etapa de hidratacion, Elodea densa
requiere tiempos muy prolongados (hasta 72 h). Por lo que se decidié emplear a COz2
como fluido supercritico. La ventaja que se observé durante la extraccion, es que el

solvente es inerte por lo que da paso a un proceso mas eficaz en la extraccion.

Cabe mencionar que el tratamiento con FS es necesario debido a la presencia de
fenoles y aceites en Elodea densa, por lo que requiere de presiones altas y con co-
solvente para la eliminaciéon de aceites, ya que estos interfieren en el proceso de
extraccion de alginato de sodio. De acuerdo con Lépez-Hortas et al. (2022), que la
eliminacion de fenoles y aceites con un fluido supercritico no afecta tanto a la planta
como al aceite. No existen investigaciones documentadas que empleen FS como
pretratamiento para la eliminacion de fenoles en plantas acuaticas. No obstante,
existen métodos como extraccion asistida por microondas (MAE), en donde han
reportado rendimientos de 30.43 % de alginato de sodio (Torabi et al., 2021), en un

tiempo de 60 min.
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En la Figura 3.14, se observan algunos de los aceites extraidos de Elodea densa, bajo
diferentes condiciones. Las muestras 1 y 2, se utilizaron 4000 y 3500 psi de presion
con co-solvente etanol (20 %), la muestra 3, se realiz6 a baja presion (2000 psi) y 45
°C sin co-solvente, mientras que la muestra 4 se obtuvo en condiciones: 2000 psi a 70
°C y co-solvente etanol (20 %). Por lo tanto, la extraccion de aceites y fenoles depende

de la temperatura, la presion y la adicién del co-solvente.

En este estudio se utilizd6 CO2 como fluido supercritico en el tratamiento de Elodea
densa para la eliminacion de fenoles, aceites y grasas presentes en las paredes
celulares, posteriormente se realizd la extraccion de acuerdo a la mejor condicion
obtenida en el disefio Box-Behnken, apartado 3.4.1 considerando solo las variables
concentracion alcalina (CAL, X2) y tiempo de extraccion (TC, Xs) finalmente se analiz6

las diferencias de rendimientos en ambas lagunas (%R).

Figura 3.14 Aceites y fenoles de Elodea densa extraidas por FS

Los rendimientos obtenidos mediante el tratamiento con CO2 (Tabla 3.15), mostraron
que las mayores recuperaciones fueron de 14.47 % y 13.14 % para las muestras de
Ojo de Agua y Nogales, respectivamente.
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Tabla 3.15 Rendimientos preliminares de Alg-Na con pretratamiento con FS

Tratamiento Presion Temperatura | Co-solvente | Tiempo (h) Rendimiento
(psi) (°C) (%) (%)
inicial 2000 45 s/c 2h 3.6
1o 4000 70 3.81
20 2000 70 5.355
30 3500 80 20 2 5.675
40 3500 60 2.795
50 3500 70 s/c 3 2.65
60 3500 70 10 3 14.47
1n 2000 70 7.345
2n 4000 70 6.575
20 2
3n 3500 80 13.14
4n 3500 60 4.39

Nota: “0” para E. densa de Ojo de Agua y “n” para E. densa de Nogales

Estos rendimientos se alcanzaron utilizando tiempos de extraccion de 3 h para Ojo de
Agua y 2 h para Nogales. Aunque corresponden a la misma especie, las diferencias
en los tiempos de tratamiento pueden atribuirse a su composicion quimica. De acuerdo
con los analisis realizados, Elodea densa procedente de Ojo de Agua presentd mayor
contenido de grasas, lo que podria dificultar la extraccion y requiere tiempos mas

prolongados durante el tratamiento con FS.

Debido a que las condiciones con mejor rendimiento se registraron con una presion de
3500 psi, se consideré como constante para la evaluacién del tratamiento en el disefio
Box-Behnken, empleando posteriormente la extraccién acida (HCI, 1N) y la extraccion
alcalina con una concentracion de Na2COs (CAL) de 9 % y un tiempo de extraccién
(TC) de 40 min. Dicha condicion se obtuvo un mejor rendimiento en la seccién 3.4.2

en el disefio Box-Behnken.

3.6.1 Obtencién de rendimientos de Alg-Na por FS con el disefio Box-Behnken

En la Tabla 3.16 se describen los rendimientos obtenidos bajo el disefio Box-Behnken

para la laguna de Ojo de Agua, establecido en la seccién 2.7.1
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Tabla 3.16 Rendimientos de Alg-Na con tratamiento de fluido supercritico mediante el disefo
Box Behnken de Ojo de Agua (ODA)

Tratamiento Temperatura Co-solvente Tiempo Rendimiento (%)
(T, °C) (C, %) (t, h)
1 70 5 25 14.898
2 80 5 25 15.762
3 70 15 2.5 18.276
4 80 15 2.5 10.637
5 70 10 2 9.713
6 80 10 2 11.532
7 70 10 3 14.390
8 80 10 3 10.292
9 75 5 2 12.532
10 75 15 2 3.929
11 75 5 3 6.493
12 75 15 3 10.853
13 75 10 25 14.714
14 75 10 25 13.149
15 75 10 25 13.984

Se obtuvo un incremento del 22 % de rendimiento con respecto al preliminar, con 15
% de concentracidn del co-solvente (etanol) y 2.5 h a 70 °C, descrito en el tratamiento
3, lo que sugiere que una mayor proporcion de cosolvente favorece la extraccidn en
estas condiciones. Sin embargo, el menor rendimiento (3.929 %) se obtuvo en el
tratamiento 10 (75 °C, 15 % de co-solvente y 2 h), lo que indica que la combinacion de
tiempo corto y temperatura intermedia puede afectar negativamente el proceso. En los
puntos centrales, se pueden observar valores mas consistentes, lo que indica buena

distribucion de los datos.

En el analisis de varianza (Tabla 3.17) se evalué mediante un nivel de significancia del
95 % (a = 0.05). El modelo en general resulta significativo, la variable independiente

temperatura (T) la que muestra un efecto significativo (p = 0.027). °
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Tabla 3.17 ANOVA de extraccion de alginato de sodio con tratamientos con FS del disefo

Box-Behnken Elodea densa Ojo de Agua

Fuente GL Suma de Media Valor F Valor-p
cuadrados | cuadratica
Modelo 9 182.129 20.2366 18.92 0.002
Lineal 3 17.066 5.6888 5.32 0.052
T 1 10.248 10.2479 9.58 0.027
Cc 1 4.483 4.4834 419 0.096
t 1 2.335 2.3352 2.18 0.2
Cuadrado 3 96.226 32.0754 30 0.001
T 1 14.577 14.5774 13.63 0.014
c*C 1 4.013 4.0133 3.75 0.11
t*t 1 73.266 73.2665 68.52 0
Interaccion de 2 factores | 3 68.836 22.9455 21.46 0.003
TC 1 18.073 18.0732 16.9 0.009
Tt 1 8.752 8.752 8.18 0.035
C*t 1 42.011 42.0112 39.29 0.002
Error 5 5.347 1.0693
Falta de ajuste 3 412 1.3734 2.24 0.324
Error puro 2 1.227 0.6133
Total 14 187.476

Los términos cuadraticos son y significativos, lo que indica un efecto de curvatura del
modelo, lo que sugiera la posible presencia de un punto 6ptimo. Las interacciones
resultaron significativas, siendo la mas destacada la interaccion de C*t (p = 0.002).
Esto evidencia que el efecto de cada variable influye en la combinacion con las otras,
principalmente entre concentracién de cosolvente y tiempo. Por lo que es importante

evaluar dichas variables para investigaciones futuras en la eliminacién de fenoles

El diagrama de Pareto (Figura 3.15) se observa que las tres interacciones (BC, AB y
AC), dos términos cuadraticos (CC y AA) y un factor independiente (A), superan la
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linea de referencia (2.571), lo que confirma que la temperatura, es la variable mas
influyente en el proceso de extraccion.
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Figura 3.15. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados del rendimiento de Alg-Na de

Ojo de Agua con a = 0.05 del disefio Box-Behnken con tratamiento de FS

La relacién entre las variables evaluadas con respecto a la variable de respuesta se
concentra en el modelo de regresién (Ec. 3.9), donde T corresponde a la temperatura
(°C), C a la concentracion del co-solvente (%) y t el tiempo de extraccion de fenoles
(h). EI modelo obtenido muestra un ajuste del factor de determinacion (R? ajustado)
del 92.01 %, siendo que sélo el 7.99 % de la variacion total no pudo ser explicada,

evidenciandose un buen ajuste a los datos obtenidos.

%Ropa =219 —9.82T +3.82C + 121.6 t + 0.0795 T? + 0.0417 C? — 17.82 t>
—0.0850TC —0.592 Tt + 1.296 Ct (3.9)

La gréfica de probabilidad normal de los residuos (Figura 3.16) muestran que, aunque
se muestra una ligera dispersion de los puntos en general muestran una tendencia, lo
que indica que los residuos siguen una distribucidn normal aproximada. No se

observan desviaciones relevantes. En conclusion, el modelo es adecuado y cumple
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con el supuesto de normalidad, validando la confiabilidad de los resultados obtenidos

para el rendimiento de Alg-Na.
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Figura 3.16. Grafica de probabilidad normal de residuos del disefio Box-Behnken con

tratamiento con FS para Ojo de Agua

Las graficas de contorno del rendimiento (%R), se presentan en la Figura 3.17, Se
puede observar que la interaccién co-solvente (C%) — tiempo (t) (Figura 3.17c),
presenta una region de optimizacién entre 5 % = C =2 10% y 2 h =t 3h, donde seria

factible encontrar el rendimiento 6ptimo del proceso.

La grafica de superficie de respuesta (Figura 3.18), muestra una tendencia de la
temperatura (T) a mejorar el rendimiento a valores altos (Figura 3.18a y 3.18b), en
tanto que de manera clara se observa la tendencia hacia la maximizacion en la
interaccidon de tiempo (t) y co-solvente (C) (Figura 3.18c). Desde el punto de vista
fisicoquimico, este comportamiento puede atribuirse al efecto del cosolvente en la
modificacion de polaridad del medio supercritico, facilitando la solubilizacién de aceites
y fenoles, mientras que el tiempo (t) permite a que el extracto se vaya liberando poco
a poco desde el interior de la planta (McHugh y Krukonis, 2013).
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Figura 3.17. Grafica de contorno de %R de Alg-Na por tratamiento con FS: a) Temperatura
(°C) y concentracion de co-solvente (%), b) Temperatura (°C) y tiempo de extraccién de

fenoles (h) y c) Concentracion de co-solvente (%) y tiempo de extraccion de fenoles (h)
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Figura 3.18. Superficie de respuesta del rendimiento %R-ODA por tratamiento con FS: a)
Temperatura (°C) y concentracion de cosolvente (%), b) Temperatura (°C) y tiempo de
extraccion de fenoles (h) y c) concentracion de cosolvente (%) y tiempo de extraccion de
fenoles (h)

El punto estacionario se determind a partir del modelo descrito en la Ec. (3.8).

Posteriormente, mediante la aplicacién de la Ec. (2.12), se obtuvieron los valores
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codificados de T de 62.471, C de -12.1042 y t de 1.9287, con valores reales de:
T=70°C, C=15 % y t=2.4 h, con una respuesta del rendimiento de Alg-Na obtenida de
la Ec (2.13) es de 6.41 %.

El analisis candnico del modelo experimental (Ec. 3.9), presento valores propios de
diferente signo, lo que indica que el punto estacionario corresponde a un punto de silla,
descartando la existencia de un maximo o minimo global dentro de la region

experimental evaluada.

9 = 6.41 — 17.8982w} + 0.0207w? + 0.128 w2 (3.9)

En general, el rendimiento de Alg-Na bajo tratamiento con CO2, no puede maximizarse
mediante la variacion independiente de los factores, sin embargo, la interaccién entre
co-solvente y tiempo, se presentan como los factores predominantes en la definicion
de las condiciones Optimas del proceso. Asimismo, se observa un incremento del

11.88%, en el coeficiente de determinacion (joust) con respecto al obtenido por el

meétodo convencional, es decir, el modelo propuesto presenta un ajuste adecuado y
una alta capacidad de describir el comportamiento del proceso bajo las condiciones

evaluadas.

3.7 Caracterizacién por FT-IR

Los espectros FT-IR se basa bajo el estandar con alginato de sodio (Figura 3.19),
presenta rasgos caracteristicos de los grupos funcionales de O-H, que corresponden
a vibraciones en 3224.31 y 3500 cm™'. En los desplazamientos 1594.61 cm™ se
encuentran los estiramientos correspondientes a los grupos carboxilo y 1407.35 cm-!
a C-OH. El principal estiramiento generado en FT-IR, se presenta para las bandas de
COOr, con 1026.50 cm', tal como se describen en la Tabla 3.18, en las que se observa
una comparacién con el alginato de sodio obtenido. Los desplazamientos del alginato
de sodio varian de acuerdo al tipo de fuente de obtencion y a sus propiedades

fisicoquimicas que presenta.

81



Resultados y discusion

ST

. o | \ I

4000 aso0 3000 2500 2000 1500 1000 £00 450
cm-1

Figura 3.19 Espectro FT-IR de estandar de alginato de sodio

En la Figura 3.20a, se muestra el comportamiento del Alg-Na obtenido de la Laguna
de Ojo de Agua por el método convencional explicado en el apartado 2.6.2 del disefio
Box-Behnken, utilizando 48 h de TH, con 11 % de concentracion alcalina y 80 min de
tiempo de extraccion. La Figura 3.20b, se observa el comportamiento del Alg-Na de la
Laguna de Nogales por el método convencional con formaldehido (0.1 %) a 72 h de
hidratacion, con 10 % de concentracién de Na2COs y 2 h de tiempo de extraccion a 80
°C. Los desplazamientos de los grupos funcionales caracteristicos se muestran en la
Tabla 3.18, comparando con el estandar de alginato de sodio, en la cual se muestra
las vibraciones de los estiramientos de los grupos similares a los de Nogales.

Tabla 3.18 Grupos funcionales del espectro FT-IR en alginato de sodio

Grupo Longitud de onda de Alg-Na (cm™)

funcional Estandar OA conv. NO conv | OAFS NO FS
O-H 3224.31 3566.23 3370.88 3335.24 3351.64
C-H 2980 3315.53 2850 2900 2890.11
CcooOr 1594.81 2356.69 1589.12 1630.15 1520.32
C-O-H 1407.35 1646.80 1410.45 1412.07 1414.78
C-O-C 1026.50 1324.62 1073.33 1069.40 1078.33
C-O 820 871 871.98 872.23 872.11
C-H 600 861 712.50 540.27 650.10
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Se observa una variabilidad del 19.48 % de desplazamientos del Alg-Na del estandar
y de Ojo de Agua en el grupo funcional principal del Alg-Na (COO"), debido a que las
caracteristicas quimicas de Elodea densa de dicho lugar resultados elevadas
principalmente en grasas, los nutrientes de igual forma resultaron elevados en
comparacién con la de Nogales. Es por ello que la variacion se le atribuye
principalmente a la falta de eliminacién de grasas. De igual forma, los nutrientes del
agua, en Nogales se presentd menores concentraciones, eso limita al crecimiento
acelerado de la planta, sin embargo, puede favorecer a la concentracion de
polisacaridos en la pared celular, es por ello que E. densa de Nogales presenta una
variacion del 22 % en COO- siendo en todos los demas inferiores.
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Figura 3.20 Espectro FT-IR de estandar de alginato de sodio del método convencional: a)
Ojo de Agua y b) Nogales

Los desplazamientos obtenidos con el tratamiento de CO2 para la eliminacion de

fenoles favorece con lo observado en los espectros FT-IR (Figura 3.20), ya que se
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acercan mas a los del alginato de sodio estandar (ver Tabla 3.16). Se observan una
pequefia diferencia entre los grupos funcionales, principalmente en los valores de Ojo

de Agua, como se menciond, es debido a los nutrientes que esta presenta.

En la Figura 3.21a, se observan los picos principales del Alg-Na, dicho espectro se
obtuvo bajo las condiciones de: 2000 psi a 70 °C por 2 h y para la muestra de Nogales
con fluidos supercriticos (Figura 3.21b) con 3500 psi a 80 °C durante 2 h. Cabe
mencionar que los bloques M y G del alginato de sodio varian ligeramente en las
diferentes condiciones trabajadas y corresponden a los grupos de C-O y C-H. Por lo
tanto, Elodea densa demuestra que es buena fuente de obtencion de alginato de sodio,

sin embargo, el estudio de las condiciones para un eficiente proceso y un alginato puro,
requiere de ajustar mas variables.
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Figura 3.21. Espectro FT-IR de estandar de alginato de sodio con tratamiento por FS: a) Ojo
de Aguay b) Nogales
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3.8 Caracterizacion por HPLC

De acuerdo con la caracterizacion de HPLC del alginato de sodio, se detecté en una
longitud de onda de 200 nm, en donde se observo el pico en un tiempo de retencién
de 1.04 min (Figura 3.22), indicando una respuesta significativa de absorcion en dicha
region. El comportamiento observado se debe a que la columna usada (Kinetex
phenyl-hexyl 100 A, 150 x 4.6 cm, 5 ym) es para compuestos aromaticos. Los
resultados indican que el alginato de sodio presenta un comportamiento
cromatografico caracteristico bajo las condiciones utilizadas, evidenciando cambios
importantes de absorbancia en tiempos cortos de retencién.
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Figura 3.22. Cromatograma de alginato de sodio de SIGMA ALDRICH

En la Figura 3.23 muestra el espectro UV del alginato de sodio obtenido en un rango
de longitud de onda entre 190 y 300 nm. Se observd una absorbancia maxima cercana
a 190 nm, con un valor aproximado de 40 UA, seguida de una disminucion pronunciada
de sefal conforme aumento la longitud de onda. A partir de los 210 nm, la absorbancia
permanecio cercana a cero, dicho comportamiento espectral obtenido es caracteristico

de compuestos polisacaridos (Carter et al., 2023).
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Figura 3.23. Espectro UV del alginato de sodio

3.8.1 Cromatograma de alginato de sodio obtenido

La Figura 3.24 muestra la comparacion entre los cromatogramas del alginato de sodio
obtenido mediante el método convencional y el alginato obtenido mediante el
tratamiento con FS. El cromatograma correspondiente al método convencional (Figura
3.23a), se observan multiples sefales desde el pico principal alrededor de un tiempo
de retencién de 1.5 min. Dicho pico corresponde a la corrida 6 de Ojo de Agua
(apartado 3.4) con un tiempo de hidratacién (TH) de 72 h, la concentracién alcalina
Na2COs de 9 % (CAL) y 40 min de tiempo de extraccion alcalina (TC) con un
rendimiento de 21.74 %. El pico detectado es caracteristico de los componentes
hidrofilicos del alginato de sodio, este comportamiento ha sido reportado en estudios
cromatograficos de polisacaridos y biopolimeros analizados mediante técnicas HPLC
(Lesellier, 2012).

La Figura 3.24b presenta el cromatograma del alginato de sodio usando el tratamiento
con el fluido supercritico de COz2, obtenido mediante deteccion UV a 200 nm. El perfil
cromatografico se observa en un tiempo de 1.5 min, posteriormente, la sefal disminuye
rapidamente manteniéndose estable. A diferencia del cromatograma obtenido por el

método convencional, en esta muestra una notable reduccidon de senales secundarias,
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es decir, que el comportamiento observado sugiere que el tratamiento con FS favorecio
la eliminacién de impurezas presentes en el alginato de sodio, produciendo una
muestra mas definida. Cabe mencionar que las condiciones trabajadas en este
proceso fue de la corrida 3 del disefio Box-Behnken de Ojo de Agua (apartado 3.6.1),
temperatura de 70 °C, concentracién de cosolvente de 15 % y el tiempo de extraccion
de 2.5 h. En este analisis, se demuestra que el uso de CO2 supercritico mejora los
procesos de purificacion y estabilidad del alginato, permitiendo disminuir interferencias
analiticas y obtener perfiles cromatograficos mas definidos. Estudios recientes
reportan que este tipo de tratamientos mejora la estabilidad y pureza de biomateriales
(Al-Sakkari et al., 2020).
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Figura 3.24 Cromatograma de alginato de sodio obtenido: a) Alg-Na por el método

convencional y b) Alg-Na con el tratamiento con Fluido Supercritico

Los resultados obtenidos son consistentes con lo reportado por Kakita et al. (2024),

quienes desarrollaron un método HPLC con derivacion fluorescente para el analisis de
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acidos urdnicos derivados del alginato, donde utilizaron una longitud de excitacién de
288 nm y 470 nm para la emision, con fase mévil de acetonitrilo/agua en la cual llevo
la separacion completa de ambos acidos (M y G) en un tiempo de 60 min. No reportan
con exactitud los tiempos exactos del tiempo de retencidn, sin embargo, mencionan
que la separacion cromatografica aumenté el grado oligomerizacion del alginato y su
comportamiento fue similar a los cromatogramas que se obtuvo en esta investigacion.
De manera similar, el método HPLC validado para la determinacion de Alg-Na en
formulaciones farmacéuticas reportado por Hanan et al. (2013), mostré picos
cromatograficos en un tiempo de retencion de 2.65 + 0.1 min, utilizando deteccion de
200 nm y una columna C1s bajo condiciones isocraticas. Los autores indicaron que el
pico obtenido presenté adecuada simetria y buena reproducibilidad cromatografica

similares a las observadas en este estudio.
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CONCLUSIONES

Se evalué de manera integra el potencial de la planta acuatica Elodea densa como
alternativa para la obtencion de Alginato de sodio, considerando su caracterizacion
fisicoquimica para el planteamiento de la optimizacion del proceso de extraccion bajo
enfoques experimentales diferentes. A partir de los resultados obtenidos, se demuestra

que esta especie representa una opcion viable como fuente de obtencion.

El alto contenido de humedad (91 %) de E. densa se le atribuye a su naturaleza como
planta sumergida, con tejidos blandos y mayor retencién de agua, esta caracteristica
relevante, ya que implica la necesidad de un adecuado acondicionamiento previo,
particularmente en etapas de secado y reduccion de particula para favorecer la
eficiencia en la extraccion de alginato de sodio. Asimismo, se identificaron diferencias
morfolégicas entre ambas plantas, el tamafio de Nogales (23-29 — 28.30 mm) en
comparaciéon con Ojo de Agua (12.76 -19.20). En Ojo de Agua, se observd un
incremento del 22 % en el contenido de cenizas y 22 % en grasas en comparacion con
Nogales, asi como concentraciones mayores nutrientes los cuales favorecen una

mayor actividad bioldégica y crecimiento de Elodea densa.

El disefio preliminar permitio identificar que el formaldehido (0.1 %) fue el mejor
solvente, con tiempos de hidratacion altos (72 h) para las plantas acuaticas de ambas
lagunas. La aplicacion de este disefio permitié profundizar en la comprensién del

sistema de extraccion, permitiendo analizar variables mas influyentes.

El diseno Box-Behnken aplicado en la Laguna de Ojo de Agua permitio alcanzar
rendimientos favorables al igual que en la Laguna de Nogales, observando que los
efectos cuadraticos de tiempo de hidratacion (TH) fue el mas significativo en
combinacion con valores intermedios y altos de la concentracion alcalina (CAL),
alcanzando un 9.66 % de rendimiento, con un R? ajustada de 80.13 %, en un TH de 61
h, con CAL de 12% y TC de 61 min. A pesar de mostrar un comportamiento en el punto
estacionario como punto de silla, se observo que el rendimiento puede lograr aumentar

entre el espacio experimental estudiado.
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El disefio Box-Behnken para la Laguna de Nogales, la variable significativa fue el
tiempo de extraccion, indicando la presencia de curvatura en el rendimiento de Alg-Na,
se obtuvo un rendimiento 6ptimo del 16.16 % con R? ajustada de 74.18 % en TH de 60
h, con CAL de 11 % y TC de 79 min, evidenciando el comportamiento de punto de silla,
lo que favorece el entorno estudiado, dando apertura de un estudio en futuras

investigaciones.

La diferencia de rendimientos se debe a los nutrientes de las algas y a la calidad del
agua, se observé que hubo diferencias en la caracterizacion fisicoquimica por ello, los
rendimientos varian en cada sitio, a pesar de ser la misma especie, en Ojo de Agua

requiere de mas tiempo de hidratacion que en Nogales.

Debido a la variabilidad de E. densa de Nogales, se implementd el disefio CDC
equirradial, el cual permitié evidenciar que el proceso de extraccion presenta una alta
sensibilidad a los cambios de variables, este disefio mejord parcialmente la descripcion
del proceso, obteniendo un rendimiento maximo de 41.31 % con TH de 42 h'y 128 min
de TC, influyendo los efectos cuadraticos, es decir, son estadisticamente significativos.
El modelo presentd un R? de 49.51 %, una mejoria con respecto al disefio Box-
Behnken, en el que indica que el rendimiento puede obtenerse bajo condiciones
intermedias (TH =62 h y TC = 79 min), obteniendo un minimo del 23.80 %, lo que da
ventaja ya que permite evaluar en esos rangos para obtener un mayor rendimiento de

Alg-Na para Nogales.

Un aspecto relevante del estudio fue la implementacién de fluidos supercriticos
utilizando CO2 como pretratamiento, con el objetivo de sustituir el uso de formaldehido
y reducir los tiempos de hidratacién. Los resultados demostraron que esta técnica no
solo es viable, sino que ademas permite mejorar significativamente los rendimientos
de extraccion. En el disefio Box-Behnken se realizé con E. densa de Ojo de Agua, en
el que se evaluo bajo las variables: temperatura (T), concentracién de cosolvente
(C,%) y tiempo de extraccién de fenoles (h), en donde las variables influyentes fueron

las interacciones entre ellas, obteniendo un R? ajustado del 92.02 %, mejorando en un
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14.84 % de ajuste en comparacion con el método convencional (respecto a Ojo de
Agua). De acuerdo a lo obtenido, la interaccion del co-solvente (C %)-tiempo (t), fue el
mas destacado y donde permite evaluar el rendimiento de C entre 5 al 10 % y en
rangos de t de 2 a 3 h. El comportamiento de acuerdo al analisis canonico mostré un

punto de silla.

La caracterizaciéon por FT-IR confirmé la presencia de los grupos funcionales
caracteristicos del alginato de sodio, mostrando diferencias en los estiramientos de O-
H, COO- y C-OH (3316.53, 1646.80 y 1324.62 cm™', respectivamente). Existe una
diferencia en los resultados de Ojo de Agua en el método convencional, ya que
presentdé mas grasas y cenizas. Mientras que los desplazamientos con el tratamiento
de COg2, se encontré una similitud en las vibraciones de los enlaces de los grupos
funcionales. En Nogales, los desplazamientos se acercan entre si tanto por el método

convencional, como de fluidos supercriticos.

En el analisis cromatografico, mostré un pico principal alrededor de 1.5 min de
retencion y una rapida estabilizacion, indicando una adecuada elucion de los
componentes principales del polimero. La muestra tratada con CO2z presentd un perfil
mas homogéneo en comparacion con el método convencional, evidenciado menor
sefias de impurezas. Los resultados obtenidos coinciden con estudios recientes de
HPLC reportados en la literatura, donde el alginato presenta tiempos de retencion
cortos debido a su naturaleza hidrofilica y polar. Asi mismo, en el analisis de fluidos
supercriticos, demuestran que favorecen en la purificacion y estabilidad estructural del
alginato, mejorando su comportamiento cromatografico y rediciendo interferencias
analiticas. En general, los resultados confirman que el tratamiento con FS representa
una alternativa eficiente para obtener alginato de sodio con mayor pureza y con

analisis cromatograficos mas definidos.
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RECOMENDACIONES

Con base a los hallazgos obtenidos en esta investigacion, se plantean diversas
sugerencias orientadas a mejorar las condiciones identificadas y fortalecer el proceso
de extraccion. Acondicionar adecuadamente las plantas, desde el lavado y el secado
convectivo para generar mayor concentracion de las propiedades de la planta acuatica

y evitar la descomposicion de la materia prima.

Analizar la planta acuatica Elodea densa en cada muestreo, ya que sus caracteristicas
fisicoquimicas pueden cambiar de acuerdo a la calidad del agua y determinar
principalmente grasas y cenizas, variables base para la determinacion y el tiempo de

extraccion, en el caso del método convencional.

Realizar un estudio del tiempo de desgrasado con hexano, asi como la concentracion,
en funcién del contenido de grasas de la planta acuatica a fin de favorecer la

eliminacion de aceites y fenoles

En la hidratacion, en esta investigacion se utilizé concentraciones distintas en el disefio
preliminar, con formaldehido (0.1 %), acetona y etanol (70 %), lo recomendable es
realizar el tratamiento o la hidratacidén con estos solventes bajo la misma concentracién
para observar si beneficia la eliminacion de fenoles y obtener un buen rendimiento de

alginato de sodio.

Es fundamental realizar las soluciones (HCI, Na2COs, CaCl2) en la concentracion
indicada, ya que un mal calculo, puede alterar las extracciones tanto acida como
alcalina. Asimismo, el tamafo de las particulas es un factor relevante, pues influye
directamente en la manipulacion durante las filtraciones. Si las particulas son
demasiado pequefias, la muestra tiende a volverse muy densa, por ello, que en el
acondicionamiento de Elodea densa se recomienda utilizar un tamiz numero 40 para

obtener un tamafio de particula adecuado.
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En la eliminacién de fenoles con FS, se recomienda utilizar perlas de borosilicato
dentro de la celda de extraccion durante la preparacion de la muestra, de lo contrario
podria obstruir las lineas del gas y causar un aumento de presion y causar fugas en
las llaves de paso causando un desajuste en la presion ya establecida. Es primordial
mantener estable tanto la temperatura y la presion critica durante la eliminacion de

fenoles, de lo contrario, provocaria un desajuste en la evaluacion de variables.

Respecto a los analisis cromatograficos, se recomienda realizar utilizando diferentes
longitudes de onda y detectores para obtener una caracterizacion mas completa del
alginato de sodio. Evaluar el efecto de distintas condiciones como columna
(recomendable usar C1s), composicion de fase movil y flujo, con el fin de optimizar la
separacion y resolucion de los picos obtenidos. Desarrollar estudios adicionales sobre
identificacion y cuantificacion de oligomeros de acido manurénico (M) y acido

gulurénico (G) mediante métodos cromatograficos de mayor resolucion.
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