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OBIETEVOS:

a) Conocer tipos de macroalgas y su
composicion quimica.

b) Identificar la biodiversidad de macroalgas
presentes en México.

c) Identificar estudios reportados de analisis
cualitativo vy cuantitativo realizados a
muestras de macroalgas.

d) Propuesta de disefio experimental para el
analisis cuantitativo, empleando
espectrofotometria UV-Vis. h

e) Elaboracion de infografia y presentacion
de seminario.




INTRODUCCION

ofribill Principalmente por la
Microfribillas de clorofila pero también

to n ACRO Alc AS? cel;rzl?;agc:I:;::.ws vemos carotenoides.

e Son organismos multicelulares.

e Fotosintetizadores  debido a los
cloroplastos.

e Se desarrollan en ambientes acudaticos.

e Estructuras simples y macroscopicas.

e Se clasifican en 3 grandes grupos:
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Algas verdes (Phylum
Chlorophyta), las algas pardas
(Clase Pheophyceae) y las algas
rojas (Phylum Rhodophyta).
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Adentrandonos en las especies...

La diversidad de macroalgas
marinas de México asciende a 1698
taxones infra  genéricos: 31
Chlorophyta, 239 Phaeophyceae,
1148 Rhodophyta. (Novelo & Tavera,
2022)

Territorio

mexicano

El pacifico mexicano se
cataloga como una zona
“rica” en presencia de

algas (entre 900-1100
especies existentes de la

taxonomia) esto
brindado por la Revista
mexicana de
biodiversidad




¢En donde vemos sus aplicaciones?

Algas utilizadas

Porphyra yesoenzis

Sargassum
fusiforme

Undaria
pinnatifida



ALGA "NORi”

Porphyra yesoenzis

e Aparecen en zonds rocosads, en ambientes
templados, tiene color que varia de rojo a café.

e Absorbe nutrientes del agua del mar; es rico en
proteinas y aminodcidos libres.

e Ching, seguida de Japoén y Corea del sur son los
principales paises productores de Porphyra (es
decir en su cultivo e industrializacion).

e En México se reconocen 6 especies de Porphyraq,
siendo 3 registradas en la costa occidental de
Baja Cadalifornia. (Dawson, 1953; Hawkes, 1977;
Aguilar-Rosas et al., 1984).

e Contienen compuestos bioactivos con
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propiedades antibacterianas, antiinflamatorias vy
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Crecen en forma de arbusto y miden hasta 1 metro de altura. Perteneciente a Ach
la clase phaeophyceae, presenta una forma cilindrica de color negro; tienen

sabor amargo y una consistencia gelatinosa. Su produccion predomina en NIJ'K'

Japdn debido a la etiqueta nutricional que presenta, principalmente de calcio

y hierro. Sargassum fusiforme



Su color varia pero tiene tonalidades amarillas,
esto debido a la produccién de un mucus
protector y el entorno en el que crezca.

Se utilizan para la extraccion de hidrocoloides.
Tiene efectos antoxidantes en el organismo.
Proporciona importantes  cantidades  de
vitaminas A,B, C y minerales como lo es el
fésforo, magnesio y potasio.

ALGA
“WAKANME"

Undaria pinnatifida
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Figura 4. Imagen Undaria pinnatifidia.
(Martinez Magtinez 2018)




¢En qué nos estamos enfocando?

POLIFENOLES

En la dltimas década el continente de Asia ha aumentado hasta un 50% se produccién en el crecimiento de algas
marinas, sobre todo en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética por las proteinas y polifenoles en su biomasa.
Los compuestos fendlicos son metabolitos presentes en el reino Plantae con propiedades antioxidantes |,
antimicoéticos y antitumorales.
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Figura 5. Esqueleto flavondlico estructura basica.

(Alejandro, G. 2009)

ACTIVIDADES
QUELANTES EN
MNETALES

ELiMiNACION
DE RADICALES

LiBRES

Para la cuantificacion de polifenoles totales existen
métodos como el “Folin-Ciocalteau”, Azul de Prusia, y el
método directo. (Alvarez-Yanamango, Sarmr ento,
Céaceres & Huayta, 2019).




BIORREMEDIACION

Es un tratamiento natural en el cual hay remocién de metales pesados
en cuerpos acuaticos mediante intercambio i6nico o absorciéon
gracias a biomasa marina.

Estudios han brindado informacion acerca de las concentraciones
aceptadas de algunos metales en agua de mar, se encontraron
concentraciones promedio de: Cu de 1,80 (ug/L), Cd de 0,03 (ug/L), Ni
de 0,8 (pg/L), Pb de 0,59 (ug/L), As de 0,7 (ug/L) y para Hg de 0,24
(ug/L). (Vargas, S. L. A. 2003). Los valores maximos recomendados
por la CEE son: 50 ppb para el As y el Cr, 1 ppb para Cd, 0.5 ppb para
el Hg, 1000 ppb para el Cu y Fe, etc.

El exceso de metales pesados es dado inicialmente por el mal manejo
de residuos en la industria desembocando la destruccion de
volimenes marinos, dafios a organismos, problemas en actividades
marinas como la pesca, y un efecto perjudicial en la salud humana.

Figura 6. Dimerizacion de alginato. (Sandoval, G. G
2006.)
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Material utilizado

EXP 1. Cuantificacion de polifenoles totales

EXP 2. Cuantificacion de cobre: BIOSORCION

Acido Galico Monohidratado (Marca Meyer)
Agua desionizada

Sargassum fusiforme (Alga “Hijiki” marca Wel-Pac)

Undaria pinnatifida (Alga “Wakame"” marca Fueru Wakame)

REACTIVOS Y Acido fosférico (Control de Reactivos Agua desionizada
SUSTANCIAS Lab3/D) Acido nitrico al 1%
Porphyra yesoenzis (Alga “Nori” marca Kaporo) Nitrato de cobre hemipentahidratado(Marca “Mallinckrodt”)
Etanol marca “J.T.Baker”
Tubos de ensayo Micropipetas
Pipetas verales Tubos de ensayo
Matraz volumeétrico de 100.0 mL Pipetas verales
Matraz volumétrico de 25.0 mL Micropipeta
Micropipeta Vasos precipitado
Vasos precipitado Nave de pesado
INSTRUMENTOS Y Espatula Espatula
Equipo UV-Visible VELAB VE-5100UV ) P
EQUIPO DE Tiras pH
Celdas de cuarzo
LABORATORIO Estufa de secado “Bushel”

Varilla de vidrio

Recipientes de poliestireno y vidrio para resguardo de
sustancias

Centrifugadora El crisol DSC-200A-1

Balanza granataria “Ohaus”

Naves de pesado

Piseta

Bureta de 25.0 mL

Balanza granataria “Ohaus”
Espatula

Piseta

Recipientes de poliestireno




mgﬁ@@@&@cgﬁ A2 Cuantificacion de

polifenoles totales

Diagrama 1. Preparacion curva de calibracion de acido galico
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Matraz

> volumétrico de

100 mL
>

Obtencion curva de

Preparacion Agregar acido Pregarc!cién de Preparacion de acido galico a 280 nm
disolucion de acido = diluciones diluciones en espectrofotémetro
fostorico (2 gotas) . . [ P
galico 250 ppm volumétricamente gravimétricamente

13,



[P\[Eﬁ@@@&@@ﬁﬁg Cuantificacion de

polifenoles totales

Diagrama 2. Extraccion de muestra, separacion fisica y analisis.

O
Alicuota 30 mL &
disolucién de #
& EtOH O

@
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Dilucion a 100 mL
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= > SRR b Decantacién A
_= £ SR ST g B (recu percmdo fase « &
. . . ‘ Se lleva muestra a
i y Centrifugacion a liquida) Agua .
Preparacion Extraccién alga 300 rpm de la desionizada espectrofotémetro
disolucién 100 (pesando 0.5 g biomasa en EtOH junto con la curva de
mL de EtOH 70% Previamenfe) éCidO gélico

“Porphyra yesoenzis”
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M@U@@@&@@ﬁ [\e Cuantificacion de cobre.

Tratamiento fisico

Tamizado ‘I\/

Preparacion solucion de

Secado en estufa a macroalga (1.5 g)
Pesar 12 gramos de 60°C por 4 horas con cobre (5 mL afadidos), sin
macroalga “Undaria cobre y blanco
Pinnatifida” y “Sargassum Todos a un volumen de 30 mL
fusiforme” \y
N\
Biomasa pasara //;«,/,////
por tratamiento .- .- < Q>/\’(,/
de d!geshon con S TR T Ajuste de pH a 4 con
el fin de ver la Centrifugacion a 300 rpm acido nitrico al 1%

de cada solucidon de
macroalga

absorcion de

cobre . P .
Filtracion; se recupera biomasa

Diagrama 3. Tratamiento fisico para proceso de biosorcion de Cu en macroalgas. @




0’\@‘@@@@&@@6 e Cuantificacion de cobre.

Tratamiento quimico

N7y
H S
a > > ZASe agregan 5 mL

Se toma alicuota de
la solucion para
tratar en “mg”

Preparacion de

solucion de cobre a

1000 mg/L

Se obtiene concentraciéon de la

solucion inicial de Cu que sera
usada para biosorcion

(ol = INHOH—— 0o +No0+ ™ + 1D
W= L — )
4 (INHz O — Nz O + HeO 4 4H + He )

U2 o 00 —— 400 = N=0O = B0 HI
Reaccion 1.Reduccion de cobre

> éé 2 Nog lorhidrato d
N /,,/ clorhidrato de
7 hidroxilamina
pH modificado a 4 con
acido nitrico al 1%

Se lleva a un
aforo de 25.0 mL

: & v

T &€

Extraccion con
10.0 mL de alcohol
isoamilico

Se agregan 3 mL de
neocupreina para
formar complejo de Cu

Muestra se analiza en un
espectrofotometro a 458 nm

Diagrama 4. Tratamiento quimico para proceso de biosorcion de Cu en

16,

macroalgas.




@@@@&U@@@Sg Cuantificacién de polifenoles totales

Tabla 1.1 Datos para la curva de calibracion de acido

galico
Region UV 280 nm Curva de calibracion acido galico 280 nm
Solucion | mg/L Acido galico | Absorbancia 2.500
Blanco 0 0 2.000 !
y=0.0673x - 0.1737
1 2.5 0.026 @ 1500 R%=0.7725 .
2 6.1 0.381 = ™
g 1.000 °* .
3 9.8 0.478 % e
£ 0.500
4 14.8 1.011 - 8 !
| 5 EE] [}dEB o 0 . ] 10 15 20 22 30
6 30 2.191 oo [4cido galico] (mg/L)

) Grafico 1. Curva de calibracion acido galico




msmimm 2 Cuantificacién de polifenoles totales

Curva Ringbom acido galico 280 nm

100
L

Tabla 1.2 Datos para la curva -
Ringbom de acido galico .
£ .
LOG [ ] mg/L %T ; —
HISEB 94' 19 ﬂﬂ.Dﬂﬂ 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.4'EICI. 1.600
Log[] (mg/L)
0.785 41.59

Grafico 2. Curva Ringbom acido galico

0.9591 33.26

Curva Ringbom &cido galico 280 nm
1.170 9.75 - )
1.301 24.04 . .

1.477 0.64 % 2
15
10 »
5
0 g
0.000 0200 0400 0600 0.800 1000 1200 1.400  1.600
Log[](mg/L)

Grafico 3. Curva Ringbom sin 2.5y 20 mg/L acido galico



RESULTADDS 2 cuantificacisn de polifenoles totales

Tabla 1.3 Datos para la curva de calibracion Curva de calibracion corregida Ac. galico 280 nm
corregida de acido galico 5 500
Region UV 280 nm .
[Ac galico] mg/L | Abs PROMEDIO CORREGIDA #000 o 1798
kL -
6.1 0.381 S 1 500
9.8 0.478 S
14.8 1.011 g 1000 i
3 -
30 2.191 - el
.
0.000
0 2 10 15 20 29 30 5
Abs = 0.0787|Ac. galicolmg/L — 0.1796 lAcido gélico] (mg/L)
Abs+0.1796

|Ac. galicolmg/L =

Grafico 4. Curva de calibracion corregida de acido galico

WAl D

0.0787



Cuantificacion de polifenoles totales

RESULTADO

Tabla 1.4 Tratamiento de las muestras analizadas

Regidn UV 280 nm l Absorbancia
Muestra REP 1 REP2 REP3J PROMEDIO mg/L corregida por FD Img/L corregido por BR
BR E1OH 1/2 0.032 | 0.032 0.032 0.032 2.689 _
Biomasa + EYOH 1/2 0.602 | 0602 | 0601 0602 | 9.927 208 15.3
BR EtOH ext 0.000 | 0.000 0.000 0.000 2,262 :
Biomasa + E1OH ext 1.088 | 1.087 1.087 1,087 16.098 - : 14
Tabla 1.7 mg/g de polifenoles obtenida
Tabla 1.5 mg de polifenoles de las muestras trabajadas de las muestras trabajada
Muestra mg/L L de solucion mg de polifenoles
Muestra mg/g
e — > Biomasa + EtOH 1/2 0.88
' 1 1 . .
Rl i Biomasa + EtOH ext 0.81
PROMEDIO 0.64
Tabla 1.6 Dato del peso de la biomasa sometida a
la extraccion Tabla 1.8 % de obtencion de la muestra trabajada
peso de biomasa(Porphyra, Nori) sometido a mg/g extraidos 3% extraccion
extraccion con Etanol 70% (g) 5.855 100
0.5204 0.84 14.34




msmiﬂm @ Cuantificacién de polifenoles totales

TABLAY
COMPONENTES FENOLICOS, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN ALGAS MARINAS

Eipece Tratanuento m {"mgf:l:muum} ABTS Maodo de extraccidn Referencia
il § e Dat IC 50 (mg/mL)
Eucheuma cotfonii 2 50+£2. T8 N ND
Eucheuma spinasum 1582+ 1.24 NI N
Halymenia durvillael 18.90 = 1.03 MLy ND
Caulerpa racemasa 4036 = 1.05 N N
ictvota dichotoma 31521+ 5465 NI NI
Sargassum
4516+ 3.00 N N
__ polbvcystum R i cacuin o NERCTR BTN ol TR RTSR) CIT RN K SRS 1
Fadinag spp. 3311 + 1.9 ND ND
Halimeda macrol h 17554+ 1479
o 36,627 +3.754 Etanol a 25°C *H“““'I‘m}” e,
96,242 +£1.641
Tratamiaento | 5604 + 0 258" 20151 322"
Porph Tratamiento 2 5839 0, 190° 21.547 £2.56* M (1:1) Bn &
arphyra 5 ' 1 ctanol: Agua (1: ‘n ¢l estudio
¥y Tratamiento 3 1.555 + 0,896 382410054 *
T'ratamiento 4 (L2234 £ 0.0] 8 113.8593 = 50.67*

terminado en el estudio

Figura 7. Valores de referencia de cantidad de polifenoles en
macroalgas




RESULTADDS: cuantificacion de cobre

Tabla 2.1 Datos para la curva de

, . Grafico 5. Curva de calibraciéon de mg Cu
calibracion de cobre

Curva de calibracion Cu 458 nm

Solucion mg Cu Abs Promedio 018
Blanco 0 0 016 )
0.14
1 0.01 0.02 @ 0.12 ?zl'ffﬂ“'ﬂ*u““?
2 0.05 0.07 2 ox T
' : 8 o008 R
3 0.1 0.15 G 0.06 -
g 0o
Abs = 1.524 (mgCu) — 0.0007 002 | g
0.00
__ _Abs+0.007 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0. 0.12
mglu = 1.524 mg Cu 1
(




msmimm @ Cuantificacién de cobre

Tabla 2.2 Tratamiento de muestras de cobre y Wakame

S ABS ABS mg de cobre en £D mg de Cu tomados de ':nl" r:::‘ﬂr:u:ln:!m d: pmde.T dela
qe PROMEDIO |disolucién final {10 mL) la solucidn inicial e SoEmey
inicial (mg/L) preparada(mg/l)
3mgCu23-07-24 |0.056|0.056|0.058] 0.057 0.038 33.33 1.255 418,246
3 mg Rl Cu29-07-24| 0.1 (0.102]| 0.1 0.101 0.067 33.33 2.217 739,040 290,205
3mgR2 Cu29-07-2410.103|0.103|0.103] 0.103 0.068 33,33 2.268 756,051 '
3mg R3 Cu29-07-24|0.132(0.132]0.132 0.132 0.087 33.33 2.902 967,483
Tabla 2.2 Tratamiento de muestras Wakame Tabla 2.2 Porcentaje de cobre biabsorbido en
ABS mg de cobre en mg de Cu muestra Wakame
Etiqueta ABS PROMEDIO disolucién final FD tomados de la Cantidad de cobre anadida 4.52 mg 100%
(10 mL) solucion inicial
Cantidad de cobre posterior al
BCN 1 REACTIVO 0.035 0.039 0.039 0.038 0.025 33.33 0.839 oroceso de bioabsorcion 4.04mg | 97.43%
WAKAME BCN 1 0.076 0.072 0.07 0.073 0.048 33.33 1.605 Undaria pinnatifida (Wakame loaded 1)
WAKAME PRISTINA 1 0.045 0.045 0.045 0.045 0.030 33.33 1.000 ) ‘
Wakame loaded1 |  0.105 0.106 0.105 0.105 0.070 66.67 4.638 Cantidad de cobre posterior al
B'L'-n 2 fﬂﬂf-ﬂ\l"ﬂ l}Ud-l ﬂﬂdl ﬂﬂdl ﬂﬂd-i uﬂlz? 3333 {}912 proceso dE bI'DEI bSD rcIan 2619 mg 5?9-’-'1%
wakame bcn 2 0.033 0.034 0.049 0.039 0.026 33.33 0.861 (Wakame loaded 2)
wakame pristina 2 0.06 0.062 0.061 0.061 0.040 33.33 1.350
wakame loaded 2 0.058 0.06 0.059 0.059 0.039 100.00 3.917
SOUICIONSCUNE. | gags 0.206 0.206 0.206 0.136 33.33 4.52
De biosoricén




Figura 8. Fotografia tomada en muestreo Figura 9. Fotografia tomada en muestreo
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Tabla 3.1 Datos obtenidos en el muestreo

Muestreo

Lugar del muestrec Punto de muestreo Coordenadas Temperatura ambiente | Temperatura de la muestra | pH de la muestra

Viveros de Coyoacan 19°21'08.6"N 99°10°36.6"W 23°C
19°16'59.4°N 99°10°58.9"W
Humedal Artificial | 19°17'06.4"N 99°10°49.8"W

Parque Naclonal Fuentes Brotantes

25




OTRAS ACTiViDADES
COMPLEMNENTARIAS

e Puesta en marcha del Espectofotometro UV-Visible VELAB VE-5100UV
e Curso de Seguridad Basica en Laboratorios

frgura 12. Foto del espectrofotémetro UV- Figura 13. Foto del espectrofotometro UV-
, Visible VELAB VE-5100UV Visible VELAB VE-5100UV



Las macroalgas utilizadas tienen compuestos organicos y estructuras quimicas que favorecen a aplicaciones como
la biorremedacion para la bioabsorcion (por sus grupos carbonilos afines al cobre) y el‘uso de polifenoles en la
industria alimenticia y farmaceutica.

Existe una amplia diversidad de algas en Meéxico debido a las condiciones /ambientales que existen como la
salinidad, la temperatura y profundidad. Es primordial darle un aprovechamiento a su crecimiento en nuestras
costas con el fin de aplicaciones en diversos entornos.

Se determinO la cantidad de polifenoles en la macroalga Porphyra yesoenzis ‘empleando’ la-tecnica UV-Visible
obteniendo un valor de 0.85 mg/g valor que se encuentra dentro de losvalores de referencia(Sarmiento, Alvarez-
Yanamango, Huayta, y Caceres, 2019). Sin embargo el método de extraccion,no fue favorecido respecto a la
literatura ya que solo se pudo extraer el 14.51% del analito; teniendo en cuenta'la diferencia en el uso del
disolvente y los materiales de laboratorio usados.

De acuerdo a los datos obtenidos en el proceso de biorremediacion, la cantidad de cobre bioabsorbida por la
macroalga Undaria pinnatifida fue del 97.43% y el 57.94% (tomando de referencia 100% los mg de Cu anadidos) por

lo que la posiciona para un buen tratamiento ambiental y nos indica que la metodologia propuesta es adecuada.

Se realizo el seminario correspondiente y hubo retroalimentacion para la elaboracion de la infografia @
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