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PRACTICA No. 1

Cuantificacién de polifenoles totales (PFT) en macroalgas mediante espectrofotometria UV-Vis (A=280 nm)
con estandar externo de acido galico.

A. Introduccion

Actualmente una de las principales problematicas que la sociedad enfrenta es la resistencia microbiana a los
antibioticos, ya que, los tratamientos farmacol6gicos antimicrobianos disponibles cada vez son menos efectivos
ante los diferentes microorganismos patoldgicos causantes de las enfermedades, debido a la expresion de
diferentes mecanismos de resistencia en las bacterias.

Por ello se han buscado alternativas a los tratamientos farmacoldgicos disponibles, y una de las opciones
gue se han encontrado es el empleo de polifenoles, ya que, estos compuestos pueden alterar la hidrofobicidad y
la carga superficial de la membrana celular bacteriana, causando asi la ruptura local o la formacion de poros en
la membrana celular (Liu et al., 2024).

Los polifenoles se encuentran en frutas, verduras, algas, cereales, etc., estos son compuestos organicos
los cuales contienen en su estructura multiples grupos fendlicos (Safer et al., 2012), formados por un grupo
hidroxilo (-OH) unido a un atomo de carbono de un anillo aromatico, asi mismo, estos pueden formar ésteres,
éteres u otros enlaces C-C mediante otros grupos funcionales creando polifenoles mas complejos (Liu et al.,
2024). Se pueden clasificar segln su estructura y grupos funcionales en acidos fendlicos, estilbenos, lignanos ,
flavonoides y taninos (Li et al., 2023).

El contenido fendlico puede ser analizado por espectroscopia UV-visible, técnica basada en la absorcion
de luz por los enlaces conjugados presentes en las estructuras de los polifenoles, este método permite identificar
la presencia de estos compuestos por sus picos de absorbancia caracteristicos cominmente localizados entre los
250 y 350 nm para flavonoides, acidos fenolicos y otros polifenoles simples (Ignat et al., 2011).

B. Objetivos

e Cuantificar con la ayuda de un estandar externo de acido galico, los polifenoles totales (PFT) contenidos
en algas mediante espectrofotometria en el rango ultravioleta por el método directo a una longitud de
onda de 280 nm.

e Aprender el funcionamiento del espectrofotometro UV-Vis, preparacion de muestras como calibrantes
y el manejo de datos.

e Comparar la eficiencia de extractantes, analizar cual fue mas eficaz y por qué (polaridad, solubilidad de
polifenoles).

C. Materiales y reactivos

A. Muestra: B. Material para preparacion de muestra:
e Mortero y pistilo agata.

La eleccion de la alga a utilizar esta sujeto en su e Desecador. Est4 en una caja de pléstico con

disponiblida: aluminio ya que se debe de controlar la
a. 15 g de alga Wakame (Undaria pinnatifida) temperatura, ]
b. 15 g de alga Nori (Porphyra yezoensis) e Tamizador (.je particula
c. 15 g de alga Hijiki (Sargassum fusiforme) © M:alrca. Mont In_o>.<.
d. 15 g de Sargazo (Sargassum fluitans o o Numero de tamiz: #30.

e Trituradora

Sargassum natans). Centrifugadora

PAPIME-201324-DQA-FQ-UNAM
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e Horno de calentamiento. e Micropipeta de 100-1000 pL;
o Marca: Science Med.
o Marca ECOSHEL UNAM 03001193
C. Material para curva estandar:

e 1 espatula de Cr-Ni E. Reactivos: .
e 1 Matraz volumétrico de 100.0 mL i. Agua Desionizada (H.O DI) (Marca MEYER,

Grado ACS, Lote D0823679).
ii. Etanol (Marca J.T.Baker) 70% / Agua
desionizada 30%

e 6 Matraz volumétrico de 25.0 mL
e Puntas de micropipeta de 100-1000 pL
e 1 celda de cuarzo.

D. Aparatos e instrumentos: i.ii- MG.OH 100% .
e Balanza analitica; iv. Acido géalico (anhidro). MERCK. Lote
o Marca: Adventurer OHAUS. S,D.BBO557 N
o No. de inventario: . v. Acido fosforico. (Marca BAKER Grado
e Agitador Magnético CIVEQ 85-2 Reactivo) (Control de Reactivos Lab 3/D) al

e Espectrofotdmetro 85% (8.1 M

o UV-Visible VELAB VE-5100UV

D. Procedimiento experimental

Parte I. Preparacién de muestra
1. Tratamiento fisico
i.  Pesar 10.0-15.0 g de la macroalga que se desea cuantificar.
ii.  Realizar el secado en horno a 60 °C por un periodo estimado de 3 h. Utilizar el secador
para un enfriamiento sin aumento de peso por humedad.
iii.  Se realiza la verificacion del peso periédico en una balanza analitica hasta alcanzar un
peso seco (no humedo) constante, como una variacion_menor al 4%
iv.  Unavez obtenido el peso constante, la muestra se traslada a un desecador de silica gel.
v.  Reduccién del tamafio de particulas de la muestra con el uso de una trituradora y
mortero.
vi.  Finalmente, la muestra pulverizada se tamiza (#30) para obtener un tamafio de particula
homogéneo
2. Extraccion de PFT.
a. Extraccion con EtOH (Marca J.T.Baker) 70% / Agua desionizada 30%
i. Pesar0.5g -1 g de muestra tamizada.
ii.  Transferir a un vaso de precipitado de 50 mL.
iii.  Agregar 20 mL de EtOH 70%
iv.  Macerar 1 semana
v.  Centrifugar 3500 RPM por 10 min
vi.  Filtrar sobrenadante con un embudo de vidrio y un soporte universal en papel filtro
vii.  Transferir a matraz volumétrico 25.0 mL
viii.  Aforar a 25.0 mL con la disolucién EtOH 70%
ix.  Tomar 1.0 mL de disolucion
X.  Transferir a matraz volumétrico 10.0 mL

PAPIME-201324-DQA-FQ-UNAM
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Xi.

Aforar a 10 mL con la disolucion EtOH 70%

b. EXTRACCION CON H,0 DI

i.
ii.
il
iv.
2
Vi.
Vii.
viii.
iX.
X.
Xi.

Pesar 0.5 g - 1 g de muestra tamizada y transferir a un vaso de precipitados de 50 mL.
Agregar 20 mL de H,O DI

Calentar a 60°c por 4 hr en Agitador Magnético CIVEQ 85-2.

Macerar 1 semana

Centrifugar a 3500 rpm por 10 min

Filtrar sobrenadante con un embudo de vidrio y un soporte universal en papel filtro
Transferir a matraz volumétrico 25.0 mL

Aforar a 25.0 mL con H,0 DI

Tomar 1.0 mL de disolucién

Transferir a matraz volumétrico 10.0 mL

Aforar a 10 mL con la disoluciéon H,O DI

3. Lectura de muestras

i.
ii.
iii.
iv.
V.

Encender espectrofotometro 20 min antes de la lectura.

Ajustar la longitud de onda del equipo a 280 nm.

Realizar el ajuste auto zero con celda de cuarzo vacia.

Medir blanco de reactivos para cada muestra en Espectrofotometro y presionar “zero”.
Medir absorbancia de disoluciones estandar de acido galico preparadas.

Parte Il. Curva Estandar Intervalo lineal de la curva de con 5 mg/L
Debido a que las muestras de macroalgas se evaluaran 3 extractantes (agua DI caliente, etanol agua, y metanol), es
necesario realizar una curva estandar con el correspondiente disolvente para cada una, para un mejor resultado de
equivalentes de &cido galico en nuestra muestra.

1. Stock de Acido galico 500 mg/L para muestras segun su disolvente de extraccion.

a. Pesar 0.0500 g de acido galico Sref en balanza analitica.

b. Transferir cuantitativamente a matraz volumétrico de 100.0 mL.

c. Afadir 50 mL de agua desionizada, etanol 70:30 o metanol segun el
disolvente extracto de la muestra de la macroalga posteriormente.

d. Aforar a 100.0 mL con agua desionizada, etanol 70:30 o metanol y
homogeneizar.

2. Blanco de calibracién.

a. Afadir 50 mL de agua desionizada a matraz volumétrico de 100.0 mL.

b. Agregar 2 gotas de HsPO, al 85% (8.1 M).

c. Aforar a 100.0 mL con agua desionizada, etanol 70:30 o metanol y
homogeneizar.

3. Curva Estandar de acido galico.

a. Encender espectrofotdmetro 20 min antes de la lectura.

Ajustar la longitud de onda del equipo a 280 nm.

Realizar el ajuste auto zero con celda de cuarzo vacia.

Etiquetar matraz volumétrico de 25.0 mL con (2, 4, 6, 8,10 y 15 mg/L).
Transferir a cada matraz 100, 200, 300, 400, 500 y 750 uL de disolucion Stock
500 mg/L de acido galico respectivamente.

Aforar con agua desionizada, etanol 70:30 o metanol y homogeneizar.
g. Medir blanco de calibracion en Espectrofotometro y presionar “zero”.

o0 T

PAPIME-201324-DQA-FQ-UNAM
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h. Medir absorbancia de disoluciones estandar de acido galico preparadas.
Nota. Experimentalmente, disoluciones con valores proximos o mayores a 2 unidades de absorbancia, deben
diluirse.

E. Resultados.

Parte I1I.
Tabla 1. Curva de estandar de &cido galico.

# Estandar Concentracion [mg/L] Absorbancia (2=280 nm) Absorbancia corregida

Blanco calibracién

1

2

- Elaborar gréfica absorbancia en funcion de la concentracion de acido galico, y realizar la regresion lineal:

Valores de parametro de la
regresion de la recta
m
b
RZ
Tabla 2. Curva de Ringbom de la curva de calibracion de acido galico
# Estandar Relacion Relacion numérica de Relacion numérica de
(# Estandar /# Estandar ) concentracion absorbancia

PAPIME-201324-DQA-FQ-UNAM
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Parte I11.
Tabla 3. Cuantificacion de PFT en algas mediantes espectrofotometria UV-Vis (280 nm) mediante estandar externo
de 4cido galico.

Muestra Masa (g) Abs Abs corregida | PFT [mg/L] PFT (mg) PFT [mg/g]
EAG

Blanco de reactivo

- Escriba el modelo matematico que se usé para la determinacion del analito. (Recuerde hacer el analisis
dimensional).

F. Conclusiones
Consideraciones necesarias para el reporte:

PAPIME-201324-DQA-FQ-UNAM
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G. Anexo

e Cuestionario previo

1.
2.

o s

® N

Definicion de estandar interno y estandar externo.

¢Por qué es relevante cuantificar PFT en algas? (propiedades antioxidantes, aplicaciones en alimentos,
farmacéutica, etc.).

Diferencia entre cuantificacion con estandar interno y externo.

¢Por qué y para qué se emplea el &cido galico como estandar externo?

Definicion de blanco de calibracién y blanco de reactivos.

Contenido de PFT en alga Wakame (Undaria pinnatifida), Nori (Porphyra yezoensis), Hijiki
(Sargassum fusiforme), Sargazo (Sargassum fluitans o Sargassum natans).

Definicion de peso constante.

Aplicaciones de los polifenoles en la industria y quimica analitica ambiental.

Investigar el funcionamiento de desecadores con perlas de silica gel y el cambio de color.
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PRACTICA No. 2

Cuantificacion de polifenoles totales en algas mediante el método
colorimétrico Folin — Ciocalteu (RFC)

Introduccion.

Las algas marinas constituyen un grupo diverso de organismos fotosintéticos distribuidos en
ecosistemas costeros, reconocidas por su relevancia nutricional, farmacologico e industrial,
estas biomasas marinas contienen diversos metabolitos secundarios, entre los que destacan los
compuestos fendlicos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas
(Kadam et al., 2015; Gupta & Abu-Ghannam, 2011). En el presente protocolo se seleccionaron
cuatro especies de algas (Undaria pinnatifida, Porphyra yezoensis, Sargassum fusiforme y
Sargassum fluitans o Sargassum natans) la eleccion de estas muestras responde tanto a su
disponibilidad comercial como a su diversidad taxondmica, lo que nos permite comparar el
contenido de PFT en distintos tipos de algas, asimismo representa una oportunidad para
considerar y valorizar residuos marinos que han sido considerados un problema ambiental pero
también una fuente prometedora de compuestos bioactivos (Machado et al., 2020).

Los compuestos fendlicos son reconocidos por su alta capacidad antioxidante, la cual
se debe principalmente a su habilidad para donar electrones y neutralizar radicales libres
(Cheynier, 2012). Debido a estas propiedades, los polifenoles han despertado gran interés en
las industrias.

La determinacion del contenido de polifenoles totales es una herramienta Util para
evaluar el potencial antioxidante de un extracto. EI método colorimétrico més utilizado para
esta finalidad es el de Folin—Ciocalteu, desarrollado originalmente para proteinas, pero
posteriormente adaptado para compuestos fendlicos (Singleton et al., 1999). Este método se
basa en una reaccion redox donde los polifenoles reducen los complejos de fosfomolibdato y
fosfowolframato del reactivo de Folin—Ciocalteu en medio alcalino, generando un complejo

azul intenso cuya absorbancia puede medirse mediante espectroscopia UV-Visible.

Objetivos.
e Cuantificar polifenoles totales (PFT) en algas comerciales utilizando el método
colorimétrico Folin-Ciocalteu, mediante espectrofotometria en el rango visible a una

longitud de onda 765 nm utilizando acido galico como patrén de referencia.

PAPIME - 201324-DQA-FQ-UNAM
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Materiales y reactivos.
Muestras
a. 15 g de Sargazo (Sargassum fluitans)
Material para preparacion de muestra
e Mortero y pistilo de agata.
e 1 tamiz con malla N°30 (Apertura de 250 um) (Marca Mont inox)
e 1 Espatula Cr-Ni.
e Matraz volumétrico de 25.0 mL.
e Celdas de poliestireno o metacrilato.
e 3 vasos de precipitados de 50 mL.
e 1 probeta de 50 mL
e Papel parafilm.
e Papel filtro.
e 1 embudo de filtracion rapida.
e 1 soporte universal.
e 1 anillo metalico.
e 3 matraz volumétrico 25.0 mL.
e 3 tubos de ensayo 13x100.
e Puntas de micropipeta 10-100 uL.
e Puntas de micropipeta 100-1000 L.
Material para curva estandar de acido gélico
e 1 Espatula Cr-Ni
e 1 matraz volumétrico 250.0 mL
e 9 matraz volumétrico 25.0 mL
e Puntas de micropipeta 10-100 uL
e Puntas de micropipeta 100-1000 puL
e Puntas de micropipeta de 5 mL

e Celdas de poliestireno o metacrilato.

Aparatos e Instrumentos
e Balanza Analitica (Adventurer OHAUS.)
e Horno. (ECOSHEL UNAM 03001193)
e Desecador de silica gel.
e Centrifugadora.
e Trituradora. (Krups)
e Espectrofotometro UV-Vis (VELAB VE-5100 UV)

PAPIME - 201324-DQA-FQ-UNAM

13



e Micropipeta de 10 -100 pL (Science Med)
e Micropipeta de 100 -1000 pL (Science Med)
e Micropipeta de 1 - 5 mL (Science Med)

Reactivos

e Agua Desionizada (H20 DI) (MEYER, Grado ACS, Lote D0823679).
e Etanol (Marca J.T.Baker) 70% / Agua desionizada 30%

e Acido galico (anhidro). (MERCK. Lote SDBB0557)

e Reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) 2 mol/L(Sigma-Aldrich)

e Carbonato de sodio anhidrido (MEYER)

Procedimiento experimental.

Parte I. Preparacién de muestra
1. Tratamiento fisico

Vi.

Pesar 15 g de la muestra de alga.

Secar en horno a 60 °C durante 3 h.

Se realiza la verificacion del peso periddico en una balanza analitica
hasta alcanzar un peso constante, definido como una variacién menor
al 4% entre pesadas sucesivas.

Una vez obtenido el peso constante, la muestra se traslada a un
desecador de silica gel.

Reduccion del tamafio de particulas de la muestra con el uso de una
trituradora y mortero.

Tamizar con una malla N°30

2. Extraccion de polifenoles totales (PFT)
a. Extraccion con EtOH (Marca J.T. Baker) 70% : 30% agua desionizada.

i.

ii.
iii.
iv.
V.
vi.
Vil.
viii.

Pesar 0.2500 g de muestra previamente tamizada.
Transferir a un vaso de precipitados de 50 mL.
Agregar 20 mL de EtOH 70%

Dejar macerar durante 1 dia en lugar oscuro.
Centrifugar 3500 rpm por 10 min.

Filtrar sobrenadante en papel filtro.

Transferir a matraz volumétrico 25.0 mL.

Aforar a 25.0 mL con la disolucién EtOH 70%

2. Preparacion de muestra (Método de Folin-Ciocalteu).

Vi.

Vil.
viii.

Recubrir 3 matraz volumétrico de 25.0 mL con papel aluminio
Etiquetar matraz volumétrico de 25.0 mL recubiertos con M1, M2 y
M3

Transferir a cada matraz volumétrico extracto de la muestra acorde a
la Tabla 4.

Afadir RFC (2 mol/L) acorde a la Tabla 4.

Mezclar con vortex 10 s.

Afadir Na,COs 1 mol/L acorde a la Tabla 4.

Mezclar con vortex 10 s

Incubar 5 min a Tamp

PAPIME - 201324-DQA-FQ-UNAM
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iX.
X.

Aforar con EtOH 40% / H,O DI 60%
Incubar 2 h a temperatura ambiente en oscuridad.

3. Lectura de curva estandar de Acido galico mediante FC

Encender espectrofotometro 20 min antes de la lectura y ajustar a 765
nm.

Ajustar el auto Zero con la celda de poliestireno o metacrilato.

Medir cada muestra

Determinar la concentracion de cada muestra de PFT en mg/L y mg/g

Parte I1. Curva de calibracion
1. Stock de acido galico 1000 mg/L

i.
ii.
iii.
iv.

V.
Vi.

Pesar 0.2500 g de acido galico.

Transferir a vaso de precipitado de 250.0 mL.

Afadir 150 mL de EtOH 70%.,

Disolver y transferir cuantitativamente a matraz volumétrico de 250.0
mL

Agregar 2 gotas de HsPO. al 85% (8.1 M)

Aforar a 250.0 mL con EtOH 70%.

2. Preparacion del blanco de calibracién.

Agregar 50 mL de agua desionizada a matraz volumétrico de 100.0
mL.

Agregar 2 gotas de HsPO, al 85% (8.1 M).

Aforar a 100.0 mL con agua desionizada y homogeneizar.

3. Preparacion de la curva de estdndar (Método de Folin-Ciocalteu).

Xi.
Xii.

Xiii.

XiV.
XV.
XVi.
XVil.
XViii.
XiX.
XX.

Recubrir 9 matraz volumétrico de 25.0 mL con papel aluminio
Etiquetar matraz volumétrico de 25.0 mL recubiertos con 0, 1, 2, 4, 6,
8,10, 12.5y 15 mg/L.

Transferir a cada matraz volumétrico Stock 1000 mg/L de acido galico
acorde a la Tabla 5.

Afadir RFC (2 mol/L) acorde a la Tabla 5.

Mezclar con vortex 10 s.

Afadir Na;CO3 1 mol/L acorde a la Tabla 5.

Mezclar con vortex 10 s

Incubar 5 min a Tams

Aforar con EtOH 40%

Incubar 2 h a temperatura ambiente en oscuridad.

4. Lectura de curva estandar de Acido galico mediante FC

Encender espectrofotometro 20 min antes de la lectura y ajustar a 765
nm.

Ajustar el auto Zero con la celda de poliestireno o metacrilato.

Medir cada disolucion estandar

Realizar curva estandar de Acido galico ([AG] vs Abs) y regresion
lineal..
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Resultados.

Tabla 1. Curva de estandar de acido galico en EtOH 70% / H20 DI 30%.

# Estandar

Concentracion [mg/L]

Abs. (=765 nm)

Abs. corregida

Blanco de calibracion

1

Tabla 2. Regresidn lineal curva estandar de acido galico.

Parametros

RZ

Tabla 3. Cuantificacion PFT en alga mediante método de Folin-Ciocalteu mediante extraccién con

EtOH 70% / 30 % H20 DI.

Muestra Masa () Abs Abs corregida | PFT [mg/L] PFT (mg) PFT [mg/g]
Blanco de reactivo
1
2
3
Promedio
DE
%CV
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Anexo.

Tabla 4. Reactivos para muestra método de Folin-Ciocalteu.

Matraz Volumétrico Extracto RFC 2 mol/L Na2COs 1 mol/L
Muestra Volumen (uL)
M1 2500 1000 3000
M2 2500 1000 3000

Tabla 5. Reactivos curva estdndar método de Folin-Ciocalteu.

Matraz Volumétrico STD 1000 mg/L RFC 2 mol/L Na2CO3 1 mol/L
AG [mg/L] Volumen (uL)

0 0 1000 3000

1 25 1000 3000

2 50 1000 3000

4 100 1000 3000

6 150 1000 3000

8 200 1000 3000

10 250 1000 3000
12.5 313 1000 3000
15 375 1000 3000
Extracto 2500 1000 3000
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e Cuestionario previo.
1. Explica brevemente en qué consiste el método de Folin—Ciocalteu.
2. ¢Qué reaccion quimica ocurre entre los polifenoles y el reactivo de Folin—
Ciocalteu?
¢Cudl es la funcién del carbonato de sodio en el método de Folin—Ciocalteu?
4. ¢Qué consecuencias tendria omitir el paso de incubacion tras afadir el

carbonato de sodio?

Referencias.

Cheynier, V. (2012). Phenolic compounds: From plants to foods. Phytochemistry Reviews, 11,
153-177. https://doi.org/10.1007/s11101-012-9242-8

Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventés, R. M. (1999). Analysis of total phenols

and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin—Ciocalteu reagent. Methods
in Enzymology, 299, 152-178. https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1
Kadam, S. U., Tiwari, B. K., & O'Donnell, C. P. (2015). Extraction, structure and biofunctional

activities of laminarin from brown algae. International Journal of Food Science & Technology,
50(1), 24-31. https://doi.org/10.1111/ijfs.12692
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PRACTICA No. 3

Cuantificacion de flavonoides totales (TFC) en macroalgas comerciales con el método
de complejometria y su medicion espectrofotométrica en el rango visible.

I. Introduccion

Los flavonoides son una amplia clase de metabolitos secundarios derivados de sustancias naturales,
caracterizados por poseer estructuras polifendlicas variables (Figura 1). * Se clasifican en diferentes subgrupos,
segun el grado de oxidacion y la estructura del anillo central (anillo pirano).? Estas moléculas estan presentes
en una gran diversidad de fuentes vegetales, como frutas, verduras, granos, cortezas, raices, tallos, flores, asi

como en bebidas como el té y el vino.

Debido a sus propiedades bioactivas, los flavonoides son objeto de amplio estudio en los campos de la
biotecnologia y la farmacologia.® Se les atribuyen multiples actividades beneficiosas para la salud, entre ellas
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antimutagénicos, antimicrobianos y cardioprotectores. Estas
propiedades los convierten en candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos farmacos, suplementos

nutricionales y productos funcionales.

Figura 1. Estructura basica de flavonoides

La cuantificacion de TFC se realiza por colorimetria con la formacion de complejos estables con
cloruro de aluminio en presencia de los grupos funcionales en estado acido de ceto C4 y el grupo hidroxilo de

C3 0 C5 de la estructura principal de los flavonoides (Figura 2 y 3).4
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Quercetina

Figura 2. Ejemplo de formacion de quelato con quercetina-Al(l11).

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica ampliamente utilizada para la cuantificacion de
flavonoides debido a su alta sensibilidad, especificidad y facilidad de aplicacion.* Esta metodologia se basa
en la capacidad de los flavonoides para formar complejos coloreados, como el que se genera con cloruro de
aluminio, los cuales absorben luz en la region UV-Visible.>® Esta propiedad permite detectar y cuantificar
con precisién concentraciones bajas de flavonoides en diversos tipos de muestras. Mediante el uso de un
estandar como la quercetina, es posible construir una curva de calibracion externa que permite estimar el

contenido total de flavonoides presentes en extractos vegetales, como los obtenidos de macroalgas pardas.®
Il.  Objetivos de la préactica

e Determinar el contenido total de flavonoides (TFC) en diferentes muestras de macroalgas pardas del
género Sargassum a través del método complejométrico con cloruro de aluminio y medicion por

espectrofotometria UV-Vis.
I11.  Objetivos especificos

e Evaluar la variabilidad en la concentracion de flavonoides totales en funcion del origen comercial de

las macroalgas.

e Determinar la eficiencia del método colorimétrico con cloruro de aluminio en la deteccion de

flavonoides en matrices complejas como las macroalgas.
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V.

Material, equipo y reactivos.

Equipo de laboratorio:

V.

Horno de calentamiento. Marca ECOSHIEL
UNAM

Molino de cafe y especias KRUPS

Mortero y pistilo de agata

Tamiz No. 50 Grupo FIICSA
Espectrofotémetro UV-Visible VELAB VE-
5100UV

Centrifuga SM0406S, Science Med

Balanza analitica; Marca:  Adventurer
OHAUS.

Bario Ultrasonido CS-UB32, C scientific
Matraces volumétricos 10. 0 mL
Micropipetas Science ME Vol 10-1

Medidor multiparamétrico HI9812-51 c/
Sensor HI1285-51, HANNA

Procedimiento experimental

Parte I. Preparacion de muestra.

A. Tratamiento fisico:

e Celdas de vidrio 10 mm

Reactivos:

H.O Destilada (Facultad de Quimica,
Laboratorio de Ingenieria Quimica)

Agua Desionizada (H-O DI) (Marca MEYER,
Grado ACS, Lote D0823679).

Cloruro de aluminio 99% (AICIz , Marca
Meyer, Grado ACS )

Metanol 99% Grado ACS Marca J.T. Baker
Quercetina >95% (Marca Sigma Aldrich,
Grado HPLC)

Etanol  Desnaturalizado 40B  (Marca
J.T.Baker)

15 g de Sargazo (Sargassum fluitans o

Sargassum natans).

1. Pesar 10.0-15.0 g de la macroalga Sargassum Fluitans 111 que se desea cuantificar.

2. Realizar el secado en horno a 60 °C por un periodo estimado de 3 h.

Se realiza la verificacion del peso periodico en una balanza analitica hasta alcanzar un peso constante,

definido como una variacion menor al 4% entre pesadas sucesivas.
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3. Una vez obtenido el peso constante, la muestra se traslada a un desecador de silica gel.
4. Reduccion del tamafio de particulas de la muestra con el uso de una trituradora y mortero.

5. Finalmente, la muestra pulverizada se tamiza (#50).

B. Extraccién con etanol 70% de TFC:

a. Extraccion con EtOH 70% / Agua desionizada 30%

1. Pesar 250 mg de biomasa de sargazo en balanza analitica.
2. Enun vaso de precipitado adicionar 25 mL de etanol. Se deja en maceracion durante 24 horas en
un lugar oscuro y fresco.
3. Pasado el tiempo, se centrifuga a 3500 RPM por 10 min y posteriormente se filtra por gravedad usando
papel filtro y un embudo de separacion.
4. Finalmente, se afora a un matraz de 25.0 mL con EtOH 70%
Parte Il. Preparacion de disoluciones.
A. AICI3 10% p/v: Pesar 2.5 gramos de AICls y disolverlo en agua DI a un volumen final de 25 mL.
B. CH3:CO:K 1 M: Pesar 2.45 gramos de CH3CO:K y disolverlo en agua DI a un volumen final de 25
mL.
C. Estandar quercetina 1000 mg/L: Pesar 263.2 mg de quercetina (95%) y disolver en 250.0 mL con
MeOH.
Parte I11. Curva de calibracion por patréon externo.
A. Blanco de calibracion.
En un matraz de 10.0 mL se adiciona 400 pL de AICIs 10% y 400 pL. de CH:CO:K 1 M y aforar con
H.0 DI c.b.p

B. Estandares
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La preparacion de los estdndares se realiza por triplicado de acuerdo a la siguiente tabla, siguiendo el

orden de adicidn de soluciones:

Tabla B1. Calibrantes a partir de solucion stock de 1000 mg/L de quercetina

Concrigt/rl_ac'on A'('ﬁ;‘;ta AIC(ELI)O% CH>CO:K 1M (uL) | Aforo H20 DI(mL)
Blanco calibracion 0 400 400 10
1.5 15 400 400 10
2.0 20 400 400 10
25 25 400 400 10
3.0 30 400 400 10

Una vez preparados los estdndares, se colocan durante 10 minutos en el ultrasénico y posterior a esto,

se almacenan en un lugar oscuro y fresco durante 30 min.

C. Lectura de muestras

a. Encender espectrofotémetro 20 min antes de la medicion.

b. Ajustar la longitud de onda del equipo a 415 nm.

c. Realizar el ajuste auto zero con celda de vidrio vacia 10 mm y realizar la medicién de cada estandar.

V1. Resultados

En la bithcora deberan estar registrados en orden y letra legible los resultados obtenidos. Recuerde nombrar

las tablas como “Tabla 1. [contenido de la tabla] " asi como pegar las grdficas hechas:

- Graficar absorbancia corregida en funcion de la concentracion de quercetina, y realizar la regresion

lineal.

- Graficar curva de Ringbom de la curva de calibracion de quercetina (log Concentracion vs.

%Transmitancia; este Gltimo se puede calcular a través de la pagina web)
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https://www.mt.com/mx/es/home/applications/Application_Browse_Laboratory_Analytics/uv-vis-spectroscopy/uvvis-spectroscopy-explained.html

VII.

Escriba el modelo matematico que se uso para la determinacion del analito. (Recuerde hacer el andlisis
dimensional). El resultado se expresa como equivalentes de quercetina por gramos de muestra (biomasa).
Determinar el %R y RSD de nuestro analito experimental, como el LOQ Y LOD de nuestro ensayo
experimental.

Informe.

El informe se entrega a computadora, los calculos a mano y tinta azul seran escaneados desde la bitacora y

deberan presentarse en forma legible, clara y limpia, se enviara un solo archivo en formato PDF. El contenido

del informe solicitado es el siguiente:

VIII.

L X4

Titulo (Muestra/Analisis)

Resumen (Muestra/Analisis).

Metodologia de trabajo.

Tablas de resultados y valor del mensurando correctamente reportado.

Conclusion del ANALISIS.

Firma del responsable y fecha.

ANEXO 1: Tabla de datos, TODOS los célculos realizados incluyendo normalizaciones y el analisis
de la muestra. Incluye los modelos involucrados

ANEXO 2: Andlisis de resultados

Cuestionario previo

Investigar el significado de polifenoles, menciona 5 ejemplos junto con su estructura quimica y en

donde se encuentran.
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Investiga la clasificacion de los flavonoides y menciona 3 ejemplos de cada grupo, asi como sus
caracteristicas principales.
¢ Qué es estrés oxidativo?
Investiga el método de extraccion usado para los flavonoides y su fundamento.
Buscar el complejo que forma los flavonoides con el cloruro de aluminio, asi mismo en las condiciones
en la que se forma.
Investigar la solubilidad de los distintos reactivos en etanol, agua y metanol.
Investigar hojas de seguridad de los reactivos empleados.
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