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Conocer e identificar
los diferentes usos en
la industria alimentaria
de los alginatos
presentes en la matriz
celular de algas pardas

Proponer diversas
opciones de aplicacion
como oportunidad de
mejora en el desarrollo

de nuevos productos
alimenticios en el pais

Realizar investigacion (Género Sargassum)
bibliografica respecto
a la composicion
quimica del sargazo
(Género Sargassum)

OBJETIVOS

DEL

PROYECTO
DE TESIS




ANTECEDENTES

El quimico britanico Edward
Charles Cortis Stanford, en
1881, fue el primero en
descubrir y describir el
alginato, también contribuyo
en la explicacion de su
estructura quimica (Krifting,
1886), fue el primero en
patentar el proceso de
obtencion de acido alginico.




La Secretaria de Marina Armada de México informé que para octubre de
2020 se recolectaron un total de 17 mil 865 toneladas de Sargazo en las
playas y dreas maritimas que conforman los municipios afectados en el
estado de Quintana Roo. (SEMAR, 2020).
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Actualmente, la produccion de
alginatos y sus sales ha quedado
como uno de los principales
productos de la industria de las
algas. A nivel mundial las algas son
consideradas como una de las
fuentes sostenibles de biomasa
mas prometedoras (Ayarza Leon,
2015).

El compuesto derivado del
acido alginico mas usado es el
alginato de sodio y aunque
todas las especies de algas
pardas o cafés contienen acido

alginico, solo unas pocas son
abundantes y bastante
accesibles para ser usados
comercialmente (Reis, 2012).




Tabla 1. Polisacandos producidos por las algas (Mata, 2006)

Cvanophvta (algas verde-azul) Glucogeno, lipoposisacandos

Chlorophyta (aleas verdes) | Almidon, laminarana, celulosa,
Rhodophyta (algas rojas) Agar, carragenina, furcelarana

Phaeophyta (algas cafes) Alginatos, heteroglucanas sulfatadas

En algunas especies, el alginato,
puede constituir hasta el 20 - 40% del

peso seco del alga (Cubas, 2008). e, _ .
El término ficocoloide se emplea para

describir a los coloides derivados de las
algas. Por coloide se entiende que es una
sustancia no cristalina, de molécula muy
grande que al disolverse produce una
solucion viscosa y pegajosa (Round,
1981).



Bashford et al. (1950) seguido por Haug (1964),
plantearon la transformacion del acido alginico
insoluble a alginato de sodio mediante dos etapas
de intercambio idnico (Hernandez—Carmona, 2011).

En el primer procedimiento, los principales
intermediarios son alginato de calcio y acido
alginico. En el segundo, no se forma alginato de
calcio, solo acido alginico. En ambos procesos,
durante la etapa de conversion del acido alginico a
alginato de sodio, se usa agua o alcohol como
solvente, obteniendo resultados muy diferentes
(McHugh, 1987)

Lavado de algas con agua y trituraclon

Lavado de algas con formol 0,1 % y HCI (pH 4)
|

(a)
Pretratamiento

Extraccion con Na,CO, (aprox, 1,5 %)entre 1-2ha

S 50-95 *C
<3 g A=
557 |
E 2 Separacion por flotacon o filtracion gruesa
Solucldn de alginato de sodio
Método del alginato de calcio Método del dcido alginico
Precipitacion de Ca(Alg),con Precipitacion de HAIg con
CaCl, al 10% HCI (pH 1,5-2)
[~
8 | |
O |
o 8 Intercamblo iénico Ca’*/H' Neutralizacion a alginato
g conHCl 0,5M de sodio con Na,CO,
Q.

Neutralizacion a zlginato de
sodio con Na.CO,

Diagrama de flujo para la purificacion de alginato de sodio. (Ayarza Ledn, 2014)



Alginates  Yield (%) Protein (%)  Total phenol (mg Fo

G pa) Borazjani, et al., 2017. Effects of extraction
DW-A 3.0 1458£050° 1603+084" 087 047 0.4 methods on molecular characteristics,
AC-A 340 11.92+0.69° 9.18+0.64° 0.75 040 0.53 antioxidant properties and
ALA 350 036+03% 177055 077 0.54 immunomodulation of alginates from
CEA 347 030033 140£03F 079 044 055 Sargassum angustifolium. International
Journal of Biological Macromolecules.

Tabla 2. Rendimiento y contaminaciones quimicas de los alginatos DW-A (agua), AC-A
(dcido), AL-A (alcalasa) y CE-A (celulasa) de Sargassum angustifolium.

Evalué los distintos métodos de
pretratamiento sobre la composicidn
quimica, sus efectos y las propiedades
moleculares de los alginatos extraidos de
Sargassum angustifolium.
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Esquema general de las reacciones que se llevan a cabo en el método de Lowry. (Del Puerto,
M., 2013)

PUREZA DE ALGINATOS
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Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de alginatos (DW-A (agua), AC A (acido), AL-A (alcalasa) y CE-A (celulasa)).
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Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de alginatos (DW-A (agua), ACA (dcido), AL-A (alcalasa) y CE-A (celulasa)).

1000

2000

Wavelength (em™)

. My x 100 M. x 10° Polydispersity
Alginates R (nm) SVg (cm*/g)
(g/mol) (g/mol) (Mw/M,)
DW-A 480.3 £5.93 255.1+£3.53 8105756 279 1.79 +£0.12
AC-A 557.1+1.48 294.7+3.32 8785+0.07 3.06 1.85 +£0.02
AL-A 357.0 £3.67 153.5+£1.62 804+0.70 3.67 2.15+0.09
CE-A 356.2 + 3.81 12095+0.35 90.05+2.33 5.17 294 +0.14

Tabla 3. Peso molecular medio (Mw), peso molecular medio numérico (Mn), radio de giro (Rg), volumen especifico de giro (SVg) y
polidispersidad de diferentes alginatos.
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S. angustifolitm

|

80%6 EtOH, RT 4h twice

|
v v
Supernatant Residue
|
¥ v v v
Distiled water Acidic Alcalase Cellulase
(DW) (AC) (AL) (CE)
v V Y V
65 °C, 3h OIMHCLpH2 5% (ww),pHS, 5% (w'w). pH
3 umes 65 °C, 3h, 3 tmes 50 °C, 24h 4.5, 50 °C, 24h
| | | J
{
Residue
¢ Sargassum angutifolium. (Al-Homaidan, A. A., 2012)
3% Na,CO;, pH 11,
635 °C, 3h
smﬁm El estudio actual demuestra el efecto crucial
.. de diferentes métodos de extraccion sobre
& la pureza, las caracteristicas moleculares y
Sequential EtOH wash . Lo, . .
! las propiedades biologicas de los alginatos
(DW-A, .\d(\:li.naas..\. CE-A) extraidos.

Extraccion y fraccionamiento de los alginatos de algas pardas S. angustifolium. Obtenido el 28 de mayo de
2021 de: Borazjani, et al. (2017).



Pretratamiento

. . 7 . . ': . . 7
¢ Se realiza en medio acido, melte la solubilizacién en una
solucion alcalina y red osidad de los alginatos al nivel
deseado (Liu et al., : '

. .
Extraccion

e Aqui el aci ‘zﬂginico se transfc?r,ma en aIginaR)‘C'ie sodio soluble,
separand por centrifugacion (McHugh et al., 2001). -

Mazumder et al. (2016).
“Extraction of alginate from
Sargassum muticum: process
optimization and study of its
functional activities”. Journal of
Applied Phycology

Separacion de fases

e Separacion sélido/ll’quida, la fase acuosa precipita con solvente
obteniendo fibra de alginato. .

Precipitacion

anta piloto, se precipita comﬁalginato de calcio ya

e A escalad L
ificativamente Ibgcpstos de extraccion

Secado

e Obtencion de Algin
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Estudio estadistico para optimizar
parametros dentro de un proceso.

Minimiza la complejidad de cada
experimento.

Considera menor tiempo de proceso y
el analisis cuantitativo resulta muy
preciso en cuanto a los calculos
requeridos (Bezerra et al., 2008).
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OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar los efectos que tienen las distintas
variables del proceso de extraccion (tiempo,

temperatura, alcali y porcentaje de etanol
acuoso en el rendimiento de extraccion de
alginato) en muestras de Sargassum muticum
(Mazumder et al., 2016).




TEMPERATURA DE EXTRACCION

TIEMPO DE EXTRACCION

CONCENTRACION DE ALCALI

PORCENTAIJE DE ETANOL ACUOSO

ALEMANIA



CARACTERIZACION DE ALGINATOS




Segun la metodologia de Singleton y Rossi (1965), para la
medicion de absorbancia se empled como estandar acido
galico y se obtuvieron espectros de fluorescencia con
lecturas a 765 nm. Realizando los calculos adecuados, se
obtuvo la cantidad de polifenoles totales presentes en
cada muestra reportados como equivalentes de acido
galico (GAE) en 100 g de alginato seco o en 100 mL de
sobrenadante residual, segun el caso.

Siguiendo la metodologia de Ovyaizu (1986), las
absorbancias se midieron a 700 nm empleando diferentes
concentraciones de acido ascorbico (10 — 500 pg/mL)
como referencia para la comparacion del poder reductor.
Un aumento en las lecturas de absorbancia son indicativo
del aumento en el poder reductor del alginato y el
sobrenadante.
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Efecto de la concentracidn de alcali (%) sobre el rendimiento de extraccion de
alginato (%).

Independent variables Levels of variables

~1.682 -] 0 +1 +1.682

Temperature (°C) 60 68 80 92 100
Alkali percentage (%) 1 1.8 3 - 5
Solvent percentage (%) 70 76 85 94 100

Alginate yleld (%)

2 sl
Tabla 4. Variables independientes y sus niveles empleados en el disefio de la superficie de ? 2 T K " . -
: p y P p S0 €0 70 80 9 100

Ethanol (%)

respuesta.

Efecto del porcentaje de etanol (%) sobre el rendimiento de extraccion de
alginato (%).



El tiempo de extraccion es una de las variables
criticas, pues una exposicion prolongada del
disolvente en la biomasa permite que el alginato
se disuelva y posteriormente se libera en el
medio de extraccidn (Davis et al., 2004).

El efecto de la temperatura en el rendimiento de
extraccion muestra que, a temperaturas menores
(50 — 70°C) y manteniendo todos los parametros
del proceso constantes (porcentaje de alcali, HCI
y tiempo de extraccion), el rendimiento de
extraccion es pequeiio.

En la industria, el empleo de alcali para la
extraccion de alginatos, segun estudios
reportados, cambia la matriz de acido alginico a
alginato de sodio soluble obteniendo de esta
forma un “gel viscoso” (Fenoradosoa et al., 2010)

Al  emplear solventes como etanol en
proporciones de entre el 90% y 100% en la
extraccion de alginatos, se alcanza el punto
maximo de precipitacion (Vauchel et al., 2009).




La cantidad cosechada depende de la demanda del
producto por la compahia extranjera y de la disponibilidad
por condiciones ambientales. Sin embargo, en términos
generales se considera que este recurso es subutilizado
pues existen entre 80 y 100,000 tm cosechables
(Hernandez-Carmona et al., 1999b).

En México la produccion de alginatos es nula, por lo que
para su obtencion se recurre a la importacion (Secretaria de
Comercio Exterior y Fomento Industrial, 1986).

A HUBER COMPANY




Industria de Alginatos en
Mexico

Esta industria no se ha desarrollado,
debido principalmente a factores tales
como:

» Escasez de materia prima, que
puede darse por una
sobreexplotacion 0 por
fluctuaciones naturales en el tiempo

» Costos de instalacion a nivel
industrial.

» Falta de tecnologia adecuada,
apoyo gubernamental e industrial.




Conclusiones en avance

La investigacion bibliografica respecto a la composicidon del sargazo (Género Sargassum) sigue avanzando, sin
embargo, la informacion obtenida hasta el momento indica que este género contiene un porcentaje alto de
polisacaridos, los cuales, en su mayoria utilizan métodos analiticos para su caracterizacion como la
espectrofotometria, cromatografia, Termogravimetria, entre otros. En cuanto al proceso de extraccion del
alginato crudo, el efecto que tienen las distintas variables de proceso su rendimiento impacta en la eficiencia
de extraccion y rendimiento.

La industria alimentaria tiene un campo amplio en el uso de alginatos. La calidad de extraccion varia con
frecuencia de acuerdo a diferentes factores (ambientales, de muestreo, métodos de analisis, etc.).

AUn se continuda con la revision bibliografica de posible aplicacion como oportunidad de mejora en el
desarrollo de nuevos productos alimenticios en México.



Actividades Complementarias de
Formacion Académica

—>Seminario web: Validacion de métodos analiticos (llevado
a cabo el dia 7 de abril 2021 con una duracion de 2 h en la
Ciudad de México), impartido por la Ing. Claudia
Hernandez especialista en espectroscopia.

—>Seminario web: Comparacién de métodos analiticos
(llevado a cabo el dia 8 de abril 2021 con una duracién de
2 h en la Ciudad de México), impartido por la Ing. Claudia
Hernandez especialista en espectroscopia.

—>Seminario web: Estabilidad de una muestra analitica
(llevado a cabo el dia 9 de abril 2021 con una duracién de
2 h en la Ciudad de México), impartido por la Ing. Claudia
Hernandez especialista en espectroscopia.

—>Elaboracién de propuesta de practica: Métodos
Espectroscopicos  Cuantitativos.  Espectrofotometria
Ultravioleta-Visible. Analisis de pigmentos algales en
muestras de macroalgas (Sargassum).




Métndos Espectrosciipicos Cuantitativos. Espectrofotometria
Uhtravicleta-Visible,

Anflisis de pigmentos algaies en muestras de macrosigas (Sargassum). e —

1.1 Fendamento de |a téonka analitica

Los meétodos espectroscopicos analfticos miden la cantidad de radacion gue es absorbida o
producida por espedes moleculares/atomicas en estudio. De acuerde con la radiacon que emetan
0 absortian se van 3 ubicar en cdiferentes regones cel espectro electromagnético clasificdndose de
esta forma en: rayos g, rayos X, ultravioleta (UV), visible, Infrarrojo (IR}, microondas y las de
radicfrecuencia (RF). Estos métodos analiticos son una herramienta (il para determinacones
cuantitativas y cualtativas tanto de compueestos inorganicos como anganicos. (Skoog et at. 2014)

Ura transicion desde wn nived bajo a un nivel 2to de energla acompafiado de una transferencia de
energla se Bama absorddn. (Lab. €q. Y On 2010) Diferentes especes quimicas moleculares
arganicas ¢ Inorgdnicas absorben radacion ultravioleta (UV) y visible en fundon de longitudes de
coda especificas ([dentro de un rango de 0.6 3 380 nm) {Monge, P. 5., 2015); esta cantidad de energla
radiante absarbida se produce por la excitacion de los electrones de eniace, por lo tanto, la longitud
de onda de los maxximos de absorcion se puede relaconar con los enlaces de Qs especies
absorbentes (Tellez et al, 20200

UV isgano v UVaaceen
! | l

T T T
0.6 - 160 v 190 - 320 nm 380 - TED nm

Fgara L. g @ Wctars pars UV Suisie [Toka o al 20004

Para Sevar 3 cabo esta técnica se emplea un espectrofatémetro, Instrumento en ol ol se detects
la cantidad de lur producida o absorbida a traves de la muestra en estudio (solucion) depasitada en
una celda, compardndola con la que se produce o absorbe a trawés de wuna solucitn de referencla
(bkanco) {Téllez et al. 2020). Los espectrofotometros ofrecen vanas ventajas consderables, pueden
varar continsamente & longitud de onda empleada, son simples, resistentes y de bajo costo (Skoog
etal. 2014).

La transmitancia de la muestra se define como la relacdn de ia radiacion transmitida y la incidente

r= £—| La disminuckdin de la intensidad de la radiacion depende de a2 concentracan ded

absorbente y de la longitud del camino recomico por el haz. Estas relaciones se recogen en la Ley de
Lambert-Beer, la cual 5 el fundamento de |a espectrofotometria.

A= —log,T=r¢bhc
Llabord: ibie Pamels Damal Bxpafe (Elatunte Se Losocaturs Qumes e Abrmaetton)

Revhd: Ora. M. Terens de | Sodegued Selasar [Depin de Q. Anedtica, Fec ow Quimea)
Rsignaturs: (ramece Anshics Expenmmentad 1) | 2607 QA QS 1000 Q)

Noviarezes 2300

Establece ura relacion lineal entre & absorbanda {A) y & concentracion {c], donde:

¢ s la constante de proporcionakidad Eamada coefidente de absorcidn mo&ar, absorthddad molar
o coeficiente de extincion (M om ). Es |a caracteristica de una sustancia que nos dice cudnta luz
absorbe 2 una longitud de onda determinach

b es of paso dptico, anchura de la celda que contiene la muestra {em)
¢ s i3 concentracon molar de la espede (M) de & cual estamos midendo la 2bsorbanca

La loy de Lambert-Beor se cumgie para una rcacdn monocromatica que atraviesa una desolucion
diluica {< 0.01M], cuando la especie absarbente no participa en un equilibric que cependa de v
oncentradon.

1.2 Apikcacién de la técnica anaiitica

Las algas se han venide utilizando desde hace mucho bempo coma alimento y fertilizante; sin
embargo, con el desarrolic industrial en los ditkmos afos, cada dia se emplean mis para extraer
compuestos quimicos de gran valor pconoméco (Murillo, G- M., 2017).

La dorafila es un pgmento verde presemte en las algas cuya funcion s la absorcion de la energla
luménosa en diferentes longitudes de onda, y transferir esta a los centros de reaccidn donde es
utiizada para reallzar |a fotosintesls. Estos pigmentos estin dwvidkdos en tres grupos: Clorofilas (a,
b, €1, €2, c3), Carotenoides [carotenas y sus derfvados axgenados conocidos como xantofilas), y
Biliproteinas (aloficodaninas, ficoclaninas, ficceritrinas). €n el reino vegetal, la dorofila a es o
pigmento universal y k2 cantidad de clorofia a respecito 2 otros compoenentes celulares y o
pigmentos presentes en o tejido va a vadar de acuesdo con factores coma bmitacioo ce huz y
nutrientes, entre otras (Lobban & Harrison, 1934). Por sus caracteristicas y benefidos a la salud se
extrae y se utiiza en alimentos, farmaca y cosmetica. Por su alta concentracion se extrae
generalmente oo ka5 espinacas, berro y aceigas, aunque e hace necesario o estudio de otras
variedades como las algas con posibilidad de uso |Rulz et al. 2019).

Las clorofilas y carotenas son moléculas solubles en grasas y pueden extraerse de las membranas
tiacoides con solventes orgdricas, tales como acetona, metanal o DMSO. En contraste las ficobilinas
y &2 perdinina son solubles en agua y pueden extrasrse del tejido algal despoes de haber extraido
las clorofias y carotencides con solventes organices.

La determinaddn de & concentracién de clorofila-a provee informaddn acerta de la cantidad
[blomasa) y actividad fotosintética potencial de la mayor parte del fitoplancton presente en un
cuerpo de agua [algas y danobacterias), con la excepadn de las bacterias fotasintéticas, fas cuales
carecen de dicho plgmento. £ metabolto mds Importante de la dorofila es ia feofitina. La reladén
entre clorofita y feofiting es Indicativa del estado fisiclogico de ka5 algas (Araiza et al. 2019)

Lo picos sef\alacos en 13 figura 2 representan la fongitud de onda de & fux solar donde absorben
fuertemente ka5 dos formas de pigmentos fotasinteticos, (clorofita 3 y dorofila b). £s50s pigmentas,
absorben predominantemente |a lu2 violeta-azul y B 1L roj en dos bandas estrechas del espectro

Clabord: thie Pamels Dermal Expaie (Studunte do Leoncuturs Quancs de Almestod)
Rewhia: Dva. Ma. Tersss e ). Rodeguss Salacar [Depto. de Q. Anaitite, fec & Quirmea)
Ratgnaturs: Quirics Anabtics Expenmaentsd 1 (3507 A QFe, 280 Q)

Mowervaew 200




y refiejan la lux verde en |3 parte mecha. Los carotenoldes absarben poncipalmente 1a luz and y
verde, y refiejan la huz anaranjada y amariia (Motten, A F., 2004).

Fartiendo de lo anterior, of presente protocolo brinca un andlists cuantitativo acerca de la
espectrofotometria mediante 2 refackdn que existe entre los conceptos de espectro de luz o
radiacion electromagnética, absorbancia y pigmentos, que se refiere a b abzorbancia gue originan
los pigmentos, en este caso b dorofia extralda de Sargazo.

Fgura 2. Depectro de starveds d b Clorofile (Wgweroo ot of 20005

2. OBIETIVOS

2.1 Objetivos Generales
Estsmular el aprendzaje a traveés de & wwestigacion bibliogrifica, observacdn y reghstro
expenmental
Comprender |3 refacion de la pigmentacion con el analisis por espectrofotometria UV-Vis.

Identificar los principales pigmentos presentes en organismos fotosinteticos {algas)

Ser capaz de correlaconar of contenico pigmentario de los organismos estuciadas con fas factores
ambientales en que se desarrolan.

Adquirir un conocimiento amplo en & apicacion de la téonica analltica: Espectrofotometria
Ultravioleta: Visble (UV-Vis)

3. ACTIVIDAD PRELIMINAR
e Investiga y mencana la funcon que desempefian cada una de s partes que componen un
espectroforémetro

Elabord: e Pamels Bermal Bxpafe [Etudunie e s outurs Quenes o Abrmenton)
Nevhd: Ova. Ma Torens de | Rodeguss Selagir {Depia de Q. Anablics, Fec de Quimma)
Asignaters: (urred s Anddtics Experimentad 1 (2807 QA QME; 1700 Q)
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e (Que s para que sirve y COMO 5@ construye una owva patron?

e {Oué es blanco de cabbracdn y como se reallza su medidon en & curva patron?

e (Qué es verificadon instrumental y cudles son kos princpales parametros para controlar en un
espectrafotémeto?

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Este procedimiento experimental aplicado para & determinacdn cuantitativa de |a clorofiaa es
segulco segdn bo roportacdo por Herndndez, G_E., (2015).

4.1 Materialy equipo
» Espectrofotémetso UV-Vis
Ceddas de cuarzo (1.cm)
Agftador de vidrio
# Mortero de porcefans con pistilo
Centrifuga
3 tubos de centrifuga con tapas de rosca
» PFpetasvolumétricas de 1.0 mL, 3.0 mLy 5.0mL
3 Matraces aforados oe 10 mL
Vaso de predpitado de 150 mL
Pipetas Pasteur
2 matraces volumétricos de 10mLy SmL
Tubos eppendorf
= Espatula

4.2 Reactivos
» Materal algal fresco (Sargazo)
» Acetons (en frio) o nitrogeno ligudo
» Acetona al 0% (en fric)
# Hicio
» Aguadestiada

43 Preparacién de la muestra

Tomar 0.5 g de peso fresco del Jiga (Sargazo). Moler en un mortero con acetona fria (se recomienda
tener previamente en congelador ef mortero y of pistilo). Moler el tejdo hasta pudverizar.

4.4 Preparacion de blanco
Se debe analizar un reactiva blanco (acetona) por cada corricda de muestras. Este reactivo es un filtro
blanco que e extrae y analza como cualquier otra muestra, se reallza una medicda a 750 nm para
determinar |a turbidez, 3 cual se resta de s medicas de |as otras atsorbancas a 664 y 665 nm

La celda de cuarzo se lava con acetona al 90% y se Bena de acetona para realaar una lectura y
covregir la absorbanca debida 3l disolvente en cada una de s longitudes de onda {Blanco). Se utiliza
para determinar @ posidle contamenacion de reactivas o materiades. Apuntar los datos obtenidos
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4.5 Curva de calibrackn

Caca vez que se realice este procedimiento @5 necesano realizar una curva de calibracion a partir
de una solucidn estandar de dorofila-a (proporconada por el peofesor), utiizando como minimo 5
puntos con concentracones entre 1y 15 mg/L La solucidn estindar de Clorofila-2 se debe preparar
en ausencia de hur de acuerdo con la metodologla reportada por Menéndez, M., (2017).

Se ransfiece el contenido de la ampoia {1 mg) a un matraz contensendo 25 mL de acetona al 90 %
Se logra asi una concentracian de 40 mg/L Recubwr ol matraz con papel de aluminio para protegerio
de la huz,

En i3 siguiente tabia se muestran [as posbies dduciones para realizar la curva de calibracon a parts
de la salucdn estdndar do clorofiia-a, estds se llievan 3 un volumen final de 10 mL

Concentracién de ka soluckén a | Toma de la soludén
preparar (mg/L) estandar (mi)

0.25
Q.75

15

2.2

3

38

Takia 1. DAuciaorme y CORCENErst Coes Jars Wallis Ve e CHB 000 34 Conafis-a Mendvatez M, 2007)

4.6 Verificacion instrumental

Solicitar 3l profesor de asignatwa o procedimiento para & werificaciin def mstrumento:
espectrofotometro UV-Visible (uv spectrophotometer, uv 1500pc).

4.7 Reterminacion analitics do & concentracion

a) Transferir el tegdo pulverizaca 2 un homogenelzador de vidna. Agregar de 2 a 3 mi de acetona
al 90% enfriada en hiclo
Transfers 3 un tubo de centrifuga. Lavar &f mortero con un volumen adicdonal de 2 mL de
acetona y transferir también af tubo de centrifuga; repetir esto paso de lavado, sl es necesana,
hasta que no quede color aprecadile en of mortera.
Centrifugar 3 1000 rpm por 2 minutos. Decantar el sobrenadante en & celda comrespondiente
para su lectura.

P A considerar:
Cuaiguier compuesto gue absorha luz entre 664 y 665 nm puede Interferir en la exactiud de las
medidas de absorbancia de & muestra

Ura medida mayor a 0,005 U.A. indica una solxcion poco dara, ko cual se soluciona centrifuganda o
filtrando la muestra, previc 2 & lectura kasta que quede incoloro. B valor del mdximo de
absorbancia del espectro cbtenido deberd estar comprendido entre 0.5 y 1.5 unidades.

Todos los pigmentos fotpsintéticos son sensibles 2 |a kuz. El trabajo se debe mealizar con s tenue y
todos los estdndares materiaes de control de calidad y muestras flitradas se deben skmacenar enia
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oscundad entre -20 *C y <70 *C para prevenir & rapida degracacion. Mientras no es filtrada, b
muestra debe ser refrigerada a 26 °C (> 0 *C), en oscundad.

Realice las medicones de cada solucidn par triplicado y registre el valor de absorbanca en su
bitdcora.

Grafigue & curva de calibradén Absorbanda vs Concentracidn, para obtener k3 concentracion de la
muestra medida y muitipligue por el factor do diludon corespondiente. Evalie la Informadion
obtenida Observe y registre {a informacion en su btdcora de practicas.

Anaiito A {nm) Abzorb
630
647
64
750

Tobls 2. lecturcy Se shavaonce scamendadn pore clovaiWes Hemunde, & £ JMS)

Clorofila-a

5. CUESTIONARIO

¢Cusdl s la importancia de emplear un solvente organico en & extraccion de pigmentas?
¢Cudles son k2s ventajas y desventajas del metodo espectrofotameétrico UV-Vis en la extracoon
de pgmentos?

¢Cudl s la importancia de mantener s muestras en frio y en obsouridad antes de su analiss?
Menciona ia relacion que ciste entre 3 Ley de Lambert-Beer y o método espectrofotométrico
Uv-Vis,

¢0udl o5 la utlicad de emplear solucanes blanco?

Imvestiga e |lustra i3 estructura quimica de & darofila.
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