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La primera propuesta esté elaborada para su aplicacién en la Unidad Tematica No. 3 (Analisis
Gravimétrico) de las asignaturas

es |) Analitica Experimental |

a) Clave 1507, 5° Semestre de las Carreras Quimica Farmacéutico-Bioldgica (QFB) y Quimica de
Alimentos (QA)

b) Clave 1602, 6° Semestre de la Carrera de Quimica

Las practicas No. 2-8 estan elaboradas para su aplicacion en las siguientes asignaturas:

II) Analitica Experimental Il

a) Clave 1607, 6° Semestre de las Carreras Quimica Farmacéutico-Biolégica (QFB) y Quimica de
Alimentos (QA)

b) Clave 1700, 7° Semestre de la Carrera de Quimica

Se presentan las propuestas en el orden de las Unidades Tematicas:
1) Métodos Electroquimicos de Analisis

2) Métodos Espectroscoépicos Cuantitativos

3) Métodos Espectroscépicos Moleculares

4) Métodos Cromatograficos
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El presente documento se puede consultar en linea (acceso abierto) a través del sitio AMyD de la Facultad de
Quimica, UNAM:

https://amyd.quimica.unam.mx/course/view.php?id=662&section=7

Nota: Se recomienda realizar el tratamiento de la muestra correspondiente, en sesion experimental previa.

PAPIME-210820-DOQA-FO-UNAM



PRACTICA No. 1

DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES EN ALGA WAKAME

l. Introduccion.
1.1 Fundamento de la Préctica.

El alga wakame (Undaria Pinnatifida) es una macroalga del filo Phaeophyta, pertenece al grupo de
las algas pardas (Martinez-Hernandez et al., 2017), la presencia de esta alga se descubrio en la Isla
de Todos los Santos, Baja California, en 2003. Su valor econémico es alto por el consumo de la
macroalga en paises asiaticos y se considera un alga invasora (Zertuche et al., 2006).

El wakame contiene del 25-30% de carbohidratos, del 5-18% de proteinas y del 1.4-3.1% de lipidos
(Casas et al., 2010), estos valores son similares a los del sargazo, en el género sargassum se puede
encontrar carbohidratos en un porcentaje del 25-60%, proteinas en un 3-17% y lipidos en un 0.01-
4.3% (Amador-Castro et al., 2021).

La similaridad entre el sargazo y la undaria pinnatifida en su contenido de macronutrientes como se
muestra en la tabla 1 considerando distintas especies del género sargassum, se puede deber a que
ambas pertenecen al filo de las algas pardas (Avila Mosqueda; 2017; Martinez Hernandez et al.,
2017).

Las algas de la especie undaria pinnatifida presentan un alto contenido de minerales, para poder
calcular este porcentaje se analiza la cantidad de cenizas totales presentes (Palasi Mascar6s, 2015).

pecie % de Ceniza otale
Sargassum cristaefolium 24.80 £ 0.08
Sargassum horneri 26.69
Sargassum glaucescens 36.93+ 0.14
Undaria Pinnatifida 34

Tabla 1. Composicion de cenizas totales en distintas especies de sargazo (Huang et al., 2016) y de alga wakame (Palasi
Mascaros, 2015).

1.2 Fundamentos de la Técnica Analitica.

El método gravimétrico es un método cuantitativo, basado en la
medicidn de las masas del analito con una balanza analitica, (Skoog et
al., 2015). Existen dos categorias de métodos gravimétricos; el método
de volatilizacion y el método de precipitacion (Baeza Reyes, 2016).

El método de volatilizacion determina el peso del producto a partir de la
pérdida de peso de la muestra o por la recoleccion del gas que se
desprende. Este método se aplica principalmente para la determinacién
de agua en muestras solidas y de carbono en
Figura 1. Balanza analitica. compuestos organicos (Baeza Reyes, 2016).
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El método de precipitacion convierte al analito en un =lo}=—5
precipitado poco soluble, este analito es filtrado para darle un
tratamiento de calor y pesar (Skoog et al., 2015). Este método
requiere que el precipitado sea facil de filtrar y limpiar y sea
poco soluble para evitar la pérdida de analito durante la
filtracion y el lavado, la muestra secada o calcinada debera
no reaccionar con componentes de la atmosfera y tener una
composicién quimica sea conocida después de ser secada o
calcinada (Skoog etal., 2015). Figura 2. Representacion de precipitado para gravimetria.

l
A

1.3 Aplicacion de la técnica de acuerdo con el método 920.153 de la AOAC (1997).

El método gravimétrico es la técnica analitica que se utiliza para determinar la cantidad de cenizas
presentes en una muestra, en este caso el wakame (Palasi Mascards, 2015; AOAC, 1997), este tipo
de método se basa en las medidas de masa realizadas en una balanza analitica (Skoog et al., 2005).

La determinacion de las cenizas totales consta del pesado de 3 masas; la masa del crisol con tapa, la
masa de la muestra en el crisol antes de introducirse a la mufla y la masa de las cenizas en el crisol,
al final con estos tres datos se realiza un calculo para la obtencidn del porcentaje de cenizas totales
dispuestas en la muestra (AOAC, 1997).

el e e A LA

_— > e
-
3

Pesar crisol y tapa con
muesta de wakame
carbonizada

Pesar crisol con tapa Pesar cnisol y tapa con
muesta de wakame

Figura 3. Diagrama de las masas a pesar para determinacion de cenizas totales en alga wakame.
I1.  Objetivos.
11.1. Objetivo general.

= Comprender y aplicar el método gravimétrico en una biomasa comestible evaluando el
contenido de minerales presentes en este alimento comercial.

11.2. Objetivos especificos.

= Determinar cuantitativamente las cenizas totales presentes en una muestra de alga wakame
de una marca comercial.

= Ultilizar el método gravimétrico por volatilizacion para la determinacion de cenizas en alga
wakame de una marca comercial.
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I11.  Actividades Preliminares.

» Utilizando la investigacion bibliografica investigar las caracteristicas fisicas y quimicas del
wakame.

» Investigar cenizas totales presentes en alga wakame.

» Investigar si existe alguna norma en México que regule la cantidad de minerales presentes
en estos alimentos.

» Investigar a que temperatura se debe calcinar un alimento deshidratado (por ejemplo, el té).

» Investigar la utilidad del certificado de calibracion de las balanzas analiticas del laboratorio.
(Leer el certificado analitico de la balanza proporcionado por el laboratorista/profesor)

» Investigar el correcto uso de la balanza analitica. (Consultar de la bibliografia Laboratorio
de Ingenieria US, 2014 y Quimitube Laboratorio USS, 2018 e instructivo de la balanza
proporcionado por el laboratorista/profesor)

V. Procedimiento Experimental (AOAC, 2997; Palasi Mascaros, 2015)
Material, Equipo e Instrumentos.

- Balanza analitica
- Crisol con tapa

- Desecador

- Mufla

- Pinzas

- Placa calefactora

Reactivos
- 1.5 gde Wakame
Procedimiento

Se calienta a 500 ° C por 2 horas el crisol con su tapa, pasado el tiempo se deja enfriar a
temperatura ambiente en el desecador y se pesa. Se pesan 1.5 g de la lamina de wakame en el crisol
con tapa y posteriormente se coloca el crisol con la muestra en la placa calefactora hasta que el
wakame esté carbonizado.

La muestra carbonizada se introduce en la mufla a 550 °C por 5 horas hasta obtener cenizas blancas,
las cenizas blancas se introducen al desecador con el crisol para enfriar a temperatura ambiente y
finalmente pesar en balanza analitica.

Marcar de

Lista de Actividades realizada (X)

Leer practica

Realizar Actividades Preliminares
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Discutir en clase acerca de la practica y las
actividades preliminares

Realizar Practica

Realizar analisis y tratamiento de datos

Discutir resultados

Contestar cuestionario

Elaborar reporte
Tabla 2. Listado de actividades de la practica.

Apoyarse de la tabla 2 para el seguimiento de actividades a realizar durante la practica.
Tratamiento de datos

Una vez obtenidas las masas del crisol con tapa, la muestra antes de meterla en la mufla y las
cenizas con el crisol, se calcula el porcentaje de cenizas totales con la siguiente ecuacién:

i m3-ml
YJcenizas — x 100
100 gde muestra m2

Ecuacion 1. (Palasi Mascards, 2015)

m1= masa en g del crisol en con la tapa
m2= masa en g de la muestra antes de meterla en la mufla
m3= masa en g de las cenizas con el crisol

V.  Cuestionario.
1. ¢Qué tipo de método gravimétrico se realiz6? Justifica tu respuesta.

¢Por gqué se incinera la muestra a 550 °C?
3. ¢Existe alguna normativa en México que indique la cantidad de cenizas que deben estar

presentes en este tipo de alimentos? De ser asi ¢Cumple la muestra la normativa?
4. En las cenizas se suelen encontrar minerales como calcio, foésforo y magnesio. ¢Qué
instrumento analitico utilizarias para determinar la presencia de estos minerales?
¢Qué factores influyen en el error de medicion en este tipo de método gravimétrico?
De forma opcional realizar un video tutorial acerca del correcto manejo de la balanza
analitica.

n

o
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PRACTICA No. 2

Determinacién de cobre por voltamperometria hidrodindmica en
algas comestibles comerciales del género Sargassum

Introduccion

.1  Fundamento de la técnica analitica

Se llama Voltamperometria a un conjunto de técnicas electroquimicas que detectan la variacién de
corriente (I) en funcién del potencial aplicado (E). Dichas técnicas procuran condiciones que
favorecen la polarizacidon del electrodo de trabajo, como el uso de electrodos con la menor
superficie posible. (Skoog, West, Holler, Crouch, 2005) (Harris)

Con la informacidn obtenida se realiza un grafico de | vs E, llamado Voltamperograma, y del que es
posible deducir informacién del analito (especie, estado de oxidacién, potencial redox,
concentracién).

@ Figura 1. Disefio de la instrumentacion para
Voltamperometria.
E(V): potenciostato para controlar el barrido de
potencial.

ET: electrodo de trabajo, donde ocurren y son
medidos los procesos redox.

ER: electrodo de referencia, de potencial vy
composicion conocidos y constantes.

; EA: electrodo auxiliar, completa el circuito
eléctrico conduciendo la electricidad desde la
fuente de la sefial hasta el ET. (Rojas-Escudero)
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uando la informaciéon ha sido recolectada y graficada, el voltamperograma se ve de la siguiente
manera

+ 1000 I_
| Corriente limite

+%00] A+ne == P

Corriente, uA
+
=

Eia
- 20,0 1 1 \‘._.l__ | J

00 -02 -04 -06 -08 -10
Eu V

Figura 2. Voltamperograma de barrido lineal de la reduccion de una especie A que se transforma en P.

Barrera Anddica
OXIDACION

i(A)
| Hg® - 2e Hg?*

%0,+2H*

E(v)
E(v)/ECS

Figura 3. Ejemplo de voltamperograma.
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e Electrolito soporte. Sal disuelta en el medio con el fin de abatir o minimizar los efectos de
migracion y la resistencia eléctrica. No debe modificar el potencial del par redox a
monitorear.

e Barrera catddica -de reduccidn-. Potencial al cual se da la reduccidn del agua. Las especies
con potenciales de reduccién menores no podran ser monitoreadas en este sistema.

e Barrera anddica -de oxidacion-. Potencial al cual se da la oxidacién del electrodo. Las
especies con potenciales de oxidacidn mayores no podran ser monitoreadas en este
sistema.

e Dominio de electroactividad. El rango de potencial en el que se pueden obtener lecturas
de corriente correspondientes a oxidaciones o reducciones de analitos.

La correcta eleccién de disolvente, de electrolito soporte y de electrodos debe considerar que el
potencial redox del analito de interés esté dentro del dominio de electroactividad.

.2 Aplicacion de la técnica analitica

Los micronutrientes y oligonutrientes son las vitaminas y los minerales que se consumen en
cantidades relativamente pequenas (comparadas con los grandes grupos alimenticios), pero que
son imprescindibles para las funciones orgénicas.

Algunas de las funciones del cuerpo humano en las que participa el cobre son formacion de tejido
conectivo, participacion en el metabolismo del hierro, formaciéon de mielina, formacidon de
melanina, participacion en la produccion de tiroxina.

Por muy poco cobre que el organismo requiera, debe ser consumido regularmente, pues no se
acumula. La Organizacién Mundial de la Salud recomienda, para un adulto, consumir entre 1y 1.4
mg de cobre diariamente. Algunos de los alimentos con aporte importante de cobre se obtienen
del mar, como las algas, los mariscos y el higado de pescado. (National Institutes of Health, 2019)

Las algas comestibles comerciales del género Sargassum son Hijiki o hiziki (Sargassum fusiforme),
Hondawara (Sargassum enerve) y Limu Kala (Sargassum echinocarpum).

Objetivos
e Comprender los conceptos electroquimicos empleados en voltamperometria.
e Desarrollar la capacidad de disefiar un sistema electroquimico en funcién de las
caracteristicas del analito de interés.
e Cuantificar el cobre presente en algas comestibles comerciales.
e Comparar la cantidad de cobre presente en diversas marcas y en diversas especies.

PAPIME-210820-DOQA-FQO-UNAM
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IIl.  Actividad preliminar
Investigar

E° Cu®*/Cu

E°H'/H,

E°0,/H,0

E° Ag'/Ag

E° Hg2+/Hg

Toxicidad de reactivos

0O O 0O 0O 0O 0 O O

IV.  Procedimiento experimental

IV.1 Materiales y reactivos

Vaso de precipitados 150 mL

Algas comestibles comerciales Hijiki o hiziki
(Sargassum fusiforme), Hondawara
(Sargassum enerve) y Limu Kala (Sargassum
echinocarpum)

Agua desionizada

Vaso de precipitados de 150 mL

Balanza analitica

Probeta 50 mL

Acido nitrico HNO; concentrado

Acido sulfdrico H,SO, concentrado

Acido nitrico HNO; 1M (electrolito soporte)
Parrilla de calentamiento con agitacién
magnética

Barra de agitacién magnética

Contenedor plasticode 1.5 L

Hielo

Papel filtro

¢Cémo se obtiene una concentracion por el método de adiciones patréon?
¢Qué ocurre al calentar abruptamente mezcla sulfonitrica?

Embudo Buchner

Matraz Kitasato

Manguera para vacio

Soporte universal

Pinza de tres dedos con nuez
Potenciostato

Fuente de poder

Multimetro

Electrodo de referencia de Ag/AgCl
Electrodo auxiliar de alambre de platino
Micropipeta

Pipeta volumétrica de 2.0 mL

Celda para voltamperometria

Acetato de sodio trihidratado 1M
Hidréxido de sodio RA

Nitrato de bismuto (1) Bi(NO3); 100 ppm
Minas (puntillas) 2H 0.7 mm

14
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IV.2 Preparacién de la muestra (Garcia H., 2006)

IV.2.1 EN CAMPANA Y SOBRE BANO DE HIELO. En vaso de precipitados de 10 mL, mezclar 6 mL
de HNO; concentrado y 2 mL de H,SO,. Esta sera la disolucién acida digestora.

IV.2.2 En vaso de precipitados de 150 mL agregar 10 g de alga + 50 mL de agua desionizada + 3
mL de disolucién dacida digestora. Llevar a ebullicién lentamente sobre parrilla de
calentamiento y con agitacidon magnética. Disminuir volumen sin llegar a sequedad.

IV.2.3 Agregar 2 mL mads de disolucién acida digestora y continuar con el calentamiento. Se
pretende obtener una disolucién transparente. Detener el calentamiento cuando no haya
disminucidn visible de cantidad de sélidos.

IV.2.4 Filtrar al vacio. Impregnar el papel filtro con HNO; diluido. Conservar el liquido.

IV.3 Preparacién de disoluciones (Rojas-Escudero)

e Disolucion patrén (dP) de Cu" 100 ppm: 12.9 mg de Cu(NO;),-3H,0 o 39.3 mg de
CuS0,-5H,0 en 100.0 mL, aforar con agua desionizada.
e Punto 0: 10 mL de HNO; 1M en la celda donde se efectuaran las mediciones.

V.4 Verificacion instrumental

Potenciostato fijo en
el E° cu®*/Cu

Multimetro @

@ Celda en agitacién
magnética
permanente

Fuente
de poder

PAPIME-210820-DOQA-FQO-UNAM
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IV.5 Preparacién del electrodo de trabajo (Goldcamp M.J., 2008)

En la celda para voltamperometria: 2.5 mL de acetato de sodio 1M + 1.0 mL liquido
muestra + 0.100 mL dis Bi 100 ppm + 1 mL hidréxido de sodio 3.0M.

Verificar 4.0<pH<4.5. De ser necesario, ajustar con gotas de acido nitrico concentrado.
Sumergir 1 cm la punta de grafito en la solucién

Pardmetros para ASV

conditioning step, E=+0.500V,t=20s

deposition step, E=-1.000V, t=120s

equilibration step, E=-1.000V,t=10s

stripping step, Efinal = +0.500 V,

Estep = 0.005 V, pulse amplitude = 0.025 V, v = 20 Hz.

V.6 Adiciones
Punto | Adicidn de dP (uL) | Total de dP (uL) | Concentracion (ppm) | Corriente, | (1LA)
0 0 0 0
1 10 10 0.1
2 30 40
3 30 70
4 30 100
5 30 130

V. Cuestionario

¢éCual fue la concentracion de Cu determinada en cada muestra?

¢Qué ventajas consideras que tiene la voltamperometria sobre otras técnicas de anlisis
guimico cuantitativo?

¢Qué desventajas consideras que tiene la voltamperometria ante otras técnicas de analisis
quimico cuantitativo?

éHay manera de conocer la concentracidon de Cu en la muestra sin efectuar curva de
calibracion? Justifica tu respuesta.

¢ Efectuarias cambios en el método si la concentracion de Cu calculada estuviera fuera de
los limites de la curva de calibracidn? Si si, écudles y por qué?

En una dieta abundante de los productos analizados, ées posible cubrir la ingesta diaria
recomendada de Cu?

PAPIME-210820-DOQA-FQO-UNAM
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PRACTICA No. 3

Cuantificacion de flavonoides mediante
Espectrofotometria UV-Vis

Introduccion.
I.I. Fundamento de la técnica analitica.

La espectrofotometria es una técnica que aprovecha la propiedad de las sustancias de
absorber o emitir radiacién electromagnética con una longitud de onda determinada para
poder identificar de qué sustancia se trata o para medir la concentracion de un soluto en
una disolucién, de ahi que se pueda realizar espectrofotometria de emisién o
espectrofotometria de absorcién. En la primera, se incide una luz a través de una disolucion
y posteriormente se mide la cantidad de luz absorbida por ésta, mientras que en la
espectrofotometria de

emision se excita una muestra con luz y posteriormente se mide la energia emitida por los
electrones de valencia de la muestra al volver al estado basal.

Los espectros de absorcién y de emision se miden mediante un instrumento denominado
espectrémetro, utilizando logitudes de onda de la regiéon UV-Visible.

La Figura 1 muestra un esquema de un espectrofotometro convencional de haz simple. La
luz policromatica de la fuente se enfoca sobre la rendija de entrada de un monocromador,
gue transmite selectivamente una estrecha banda de luz. Esta luz, entonces, atraviesa el
area de muestra hasta el detector. La absorbancia de la muestra se determina midiendo la
intensidad de luz que alcanza el detector cuando no hay muestra (el blanco) y
comparandola con la intensidad de la luz que alcanza el detector después de atravesar la
muestra. Como se indica anteriormente, la mayoria de los espectrofotometros contienen dos
lamparas, de deuterio y de wolframio y utilizan tubos fotomultiplicadores o, mas
recientemente, fotodiodos, como detectores.

Monocromador
Detector

‘ endija de salida
posit/'vo de

dispersion
Fuente Rendifa de

® entrada

Figura 1. Esquema de un espectofotometro convencional (Owen, 2000)
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La lectura que emite un espectrofotometro es la absorbancia (A) que corresponde con la

cantidad de luz absorbida con la muestra y se define como A =log log (%) donde T es la
transmitancia, es decir, la relacién entre la cantidad de luz que llega al detector tras haber
atravesado la muestra y la cantidad de luz incidente.

Se define como: T = I"Iﬂ donde I, es la intensidad incidente e I.4,s €S la intensidad
0

transmitida.
Partiendo de que A =log log (%) , Se puede reescribir como
_ _ _ Itrans _
A =loglog (1) —loglog (T) = —loglog (T) = —log (——) = log ( )
IO Itrans

La Ley de Lambert-Beer explica la relacion entre la absorbancia y la concentracion de la
muestra, asi como de la distancia que recorre el haz de luz a través de la muestra, es decir, el
ancho de la celda ().

Mientras mayor sea la concentracion mayor sera la absorbancia, algo similar sucede con la
distancia recorrida por la radiacién, ya que mientras mayor sea la distancia, mayor sera la
absorbancia. Por dltimo se afiade una constante de proporcionalidad conocida como el
coeficiente de absortividad(c) que denota energia radiante absorbida por unidad de

concentracion por unidad de longitud y tiene unidades de , este coeficiente depende —

directamente de la naturaleza del soluto, la naturaleza del disolvente, la temperatura y la
longitud de onda.

Iy
A =log log ( ) = Elc

trans

Figura 2. Ley de Lambert- Beer (Owen, 2000)

La ley de Lambert-Beer sdlo es valida para disoluciones muy diluidas, ya que sélo es de interés
conocer la luz absorbida por el soluto, por lo cual, concentraciones elevadas del soluto
propiciarian interacciones soluto-soluto y soluto-disolvente que modificarian los resultados
obtenidos.

I.Il. Aplicacion de la técnica analitica.

Los procesos metabolicos de la mitocondria generan especies reactivas del oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés), las cuales estan involucradas en la sefializacion celular y homeostasis (Turrens,
2013). Ademas, las ROS también pueden originarse de manera exdgenas debido a factores
ambientales tales como la radiacion ultravioleta, contaminantes, pesticidas, humo del tabaco, entre
otras (Paredes et al. 2002). Se ha demostrado que a altas concentraciones las ROS inducen la
oxidacion, dafiando proteinas, lipidos y carbohidratos (Valko et al. 2007).

De manera natural, el cuerpo humano, cuenta con mdltiples enzimas antioxidantes para
contrarrestar los efectos negativos de las especies reactivas del oxigeno, entre las cuales se
encuentran la superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation-
S-transferasa. Con el fin de complementar los efectos de dichas enzimas, se ha explorado la
adicion de antioxidantes sintéticos a los alimentos, suplementos cosméticos y productos
farmacéuticos (Kang et al. 2019). Sin embargo, se sospecha que los antioxidantes sintéticos son
toxicos para el cuerpo cuando se utilizan a largo plazo (Fangfang et al. 2019); asociados a dafio

PAPIME-210820-DOQA-FO-UNAM

19



hepéatico y carcinogénesis, de manera que la identificacion de antioxidantes derivados de
sustancias naturales como alternativa a los antioxidantes sintéticos es de gran interés académico e
industrial. (Alenisan,et al. 2017). Una fuente de estos compuestos son las algas marinas, las cuales
poseen gran cantidad de materiales bioactivos tales como los polifenoles, polisacaridos, entre
otros.

El Sargazo es un alga marina, perteneciente al género Sargassum de la familia Sargassaceae,
orden Fucales, subclase Cyclosporeae, clase Phaeophyceae y generalmente reconocida como
alga de golfo. El género Sargussum contiene aproximadamente 400 especies distribuidas en las
areas tropicales y subtropicales del mundo (Johnson et al, 2019). Estas algas pardas contienen
multiples compuestos bioactivos y muestran diversas actividades bioldgicas, entre las que se
encuentran antioxidante, antibacterial, antiviral, anticancerigeno, anti-envejecimiento, antilipidico,
estabilizante de membrana, protector contra enzimas metabdlicas, control del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Palanisamy et al. 2018 y Kang et al. 2019).

Andlisis fitoquimicos muestran que estas algas pardas contienen multiples compuestos bioactivos
incluyendo polifenoles y polisacaridos, los cuales son capaces de prevenir o retardar la oxidacion al
interactuar con los radicales libres y reducirlos, otorgandole a estas algas pardas propiedades
antioxidantes. (Kang et al. 2019).

Los compuestos fendlicos y flavonoides han sido ampliamente reconocidos en las algas marinas,
confirmando su potente rol en la quelacién de iones metalicos, evitando la formacién de radicales
libres y mejorando el sistema antioxidante interno en condiciones ambientales de estrés. (Gehan,
A.l.,, 2017)

IIl.  Objetivos

e Introducir al alumno en la aplicaciJon de la técnica analitica: Espectofotometria UV-
Visible

e Estimular el aprendizaje a través de la investigacion bibliografica, observacion y
resgistro experimental

e Comprender los conceptos relacionados

e Aplicar los conocimientos tedrico-practicos previamente adquiridos relacionados con
el tema de la practica.

lll.  Actividad preliminar

1. Elaborar un mapa conceptual que indique, represente y relacione el significado de
los diversos conceptos escensiales del tema de la practica

Defina cémo se selecciona la longitud de onda especifica para una muestra.

¢, Qué es un cromaoforo?

¢, Qué es una curva de calibracion?

¢, Qué es un blanco de calibracién, de muestra y de reactivos?

¢, Qué es verificacion instrumental?

Realizar los calculos pertinentes para preparar las soluciones.

Consulte las horas de seguridad de los reactivos a utilizar.

©NOOAwWN

IV. Procedimiento Experimental

Siga las indicaciones del Profesor de la Asignatura para la operacion basica del equipo e
instrumentacion analitica a utilizar
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El procedimiento experimental se llevara a cabo conforme a lo establecido por Arsianti et al,
2020

Material, Equipo e Instrumentos:

Espectofotdbmetro UV-Visible
Celdas para espectofotometro
Homogeneizador de vidrio
Mortero de porcela con pistilo
Equipo de filtracién al vacio
Rotaevaporador

Micropipeta de 600 pL
Micropipeta de 30 pL

Balanza analitica

Vaso de precipitado de 25 mL
Tubos de ensayo

Vortex

Pizeta con agua destilada
Matraz aforado de 10mL

O O 0O O O 0O O O O O O O O O

Reactivos

Etanol al 75%

AlCl; al 20%

CH;COOK 2M
Quercetina (1000 pg/mL)

O O O O

Preparacion de la muestra.

1. Lavar la muestras obtenidas con agua destilada para eliminar impurezas
2. Dejar secar la muestra a temperatura ambiente durante una semana.
3. Unavez seca el alga, utilizar un mortero para pulverizar la muestra.

Preparacion del extracto

1. En un recipiente de vidrio, macerar 2509 del polvo de sargazo con etanol durante 7 dias,
agitando ocasionalmente. Repetir este paso tres veces para concentrar la mayor cantidad
posible.

2. Filtrar la maceracion

3. Utilizar un rotaevaporador para concentrar los productos obtenidos

Cuantificacién de flavonoides

1. Disolver 10mg del extracto de Sargazo en 10 mL de etanol (S1)
2. Enun tubo de ensayo, colocar 600 pL de la disolucion anterior, 30 uL de AICI; al 20% y 30
pL de CH3COOK 2M. Afiadir agua destilada hasta alcanzar un volumen de 1.5mL.

3. Homogeniezar la mezcla con ayuda de un vortex
4. Incubar en oscuridad durante 30 min
5. Para el blanco, deben seguirse los pasos anteriores (2-7) de la misma manera pero sin

agregar el extracto de Sargazo a la mezcla.

Preparacion de la curva patron

Prepara las 6 soluciones estandar de concentracion conocida de flavonoides para la curva de
calibracion: 0, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL. Utilice la solucion que quercitina (1000 pug/mL) y
etanol al 75%.
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VI.

Registre la informacion en su bitacora de practicas.

Nota: Prepare el blanco de calibracién correspondiente.

Verificacidn instrumental

Solicitar al profesor de asignatura el procedimiento para la verificacién del instrumento:
espectrofotébmetro UV-Visible (uv spectrophotometer, uv 1500pc).

Andlisis

1. Encender el equipo.

2. Elegir la longitud de onda deseada con el selector. (440 nm)

3. Ajustar con el blanco el 0% de absorbancia trabajando con la tapa cerrada.

4. Coloque cada una de las soluciones de la curva de calibracion (de menor a mayor
concentracion) en el espectofotometro y registre la absorbancia.

5. Coloque la muestra en el espectofotdmetro y registre la absorbancia

6. Apague el equipo

7. Registre en una tabla los valores obtenidos para cada solucion.

Grafique la curva de calibracion Absorbancia vs Concentracion de cada solucién estandar, para
obtener la concentracion de la solucién de muestra medida y multiplique por el factor de dilucion
correspondiente.

Evalue la informaciéon obtenida.

Observe y registre la informacién en su bitacora de précticas.

Nota: Realice las mediciones de cada solucién por triplicado, y registre el valor de absorbancia
en su bitacora

N

Cuestionario

¢ Podria realizarse la extraccion de flavonoides con otro disolvente organico? ¢, Cual
recomienda utilizar?

¢ Por qué deben dejarse las muestras 30 min en la oscuridad?

Determine la cantidad de flavonoides presentes en la muestra.
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PRACTICA No. 4

Cuantificacion de polifenoles totales en tejido de alga
marina Sargassum spp. mediante Espectrofotometria
UV-Visible

Introduccion.
[.1. Fundamento de la técnica analitica.

La espectroscopia UV-Visible es una técnica analitica instrumental que se utiliza para la
determinacion cuantitativa de especies quimicas organicas e inorganicas. Con base en la
medicion de la radiacion electromagnética absorbida por una sustancia al incidir a través
de ella un haz de luz de cierta longitud de onda que se encuentra dentro del espectro UV-
Visible. (Skoog et al, 2008)

Un espectrofotémetro funciona de la siguiente manera: la luz es generada por una
lampara de arco de deuterio y se hace pasar a través de un monocromador qué ajusta la
longitud de onda que se irradia (Potencia radiante, Po) hacia la muestra contenida en una
celda de cuarzo y finalmente la potencia emergente (P) es detectada y cuantificada en
términos de Transmitancia y Absorbancia.

Figura 1. Principio de la medicién espectroscopica. (Harris C, 2004)

Las moléculas presentes en la muestra pueden absorber cierta cantidad de luz tal que la
Potencia emergente (P) siempre serd menor o igual a la Potencia radiante (Po). La
Transmitancia (T) es por tanto la fraccion de luz incidente que sale de la muestra.

Ecuacién 1. Transmitancia.

_P
" Po

La Absorbancia (A) se define como:

Ecuacién 2. Absorbancia.
Po
A= log?= —logT

La ley de Lambert-Beer establece que existe una relacion directamente proporcional entre
concentracion (c) y Absorbancia (A). El termino € corresponde a la absortividad molar.

Ecuacion 3. Ley de Lambert-Beer

A = Ebc
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De manera practica, el contenido de cierta sustancia en una muestra se puede determinar
por medio de la regresion lineal de una curva de calibracién elaborada con soluciones de
concentracion conocida de una especie quimica igual o similar al analito de interés.
Para ello se requiere medir la absorbancia de cada una de las soluciones y
posteriormente graficar los resultados de absorbancia vs concentracién. De tal forma que
en la ecuacion de la recta con coeficiente de correlacién (R? > 0.98), y corresponde al
valor de absorbancia, x sera igual a la concentracion, mientras que m y b tomaran valores
constantes.

Ecuacién 4. Ecuacion de la recta para la curva patron.
y=mx+ b
Ecuacién 5. Ecuacion de la curva patron en términos de concentracion y absorbancia.

Absorbancia — b

Concentraciéon =
m

En general los compuestos organicos analizados mediante espectroscopia UV-Vis
contienen grupos funcionales no saturados que absorben radiacion visible, es decir, son
coloridos. Sin embargo cuando el analito de interés carece de color o simplemente por
conveniencia del analista, se recurre a la formacion de un complejo colorido a través de
diversas reacciones quimicas (Skoog et al, 2008). Por ejemplo: la formaciéon de un
complejo colorido cuando el cloro libre reacciona con la ortotoluidina o la reaccion
colorimétrica de los compuestos fendlicos con agentes oxidantes, qué es precisamente la
determinacién que se realizara en esta practica.

I.2. Aplicacidn de la técnica analitica.

La produccién de energia celular implica la inevitable formacién de radicales libres, es
decir, atomos o moléculas con uno o0 mas electrones no apareados en su Ultimo orbital
molecular, qué son capaces de oxidar biomoléculas como lipidos, proteinas y Acido
Desoxirribonucleico (ADN, que es el material genético hereditario de los seres humanos y
de casi todos los organismos Vivos).

Para contrarrestar el efecto dafiino de los radicales libres los organismos aerobios (como
los seres humanos) cuentan con un sistema antioxidante conformado por enzimas y
secuestradores quimicos. Cuando el equilibrio homeostatico entre radicales libres y dicho
sistema se desplaza hacia el exceso de radicales, se provoca el Estrés oxidativo, que ha
sido asociado con el desarrollo de enfermedades cronicas degenerativas como la
diabetes tipo 2 y el cancer. (Méndez & Sanchez, 2013).

En vista de lo anterior se han estudiado la actividad antioxidante de diversos compuestos
de origen natural, entre ellos sobresalen los compuestos fendlicos, que en su mayoria son
metabolitos secundarios de plantas terrestres, ya que presentan altos valores de actividad
antioxidante y de captura de radicales in vitro e in vivo. (Lim et al, 2018).

El contenido fendlico en las algas marinas del género Sargasum ha sido ampliamente
detallado en la literatura, este grupo de compuestos se compone principalmente de
flavonoides y polimeros de floroglucinol (Gorham & Lewey, 1984), también conocidos
como florotaninos. Los florotaninos méas abundantes en sargazo son: bieckol,
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florofucofuroeckol A, dieckol, y eckol (Sharifian et al, 2019). Sin embargo la mayoria de la
informacién cuantitativa disponible esta expresada como compuestos fendlicos totales y
su concentracion varia de acuerdo con la especie analizada, la estacién del afio en que se
realiza la recoleccién (Kumar et al, 2015), asi como el solvente y la técnica de extraccion
utilizada.

Una de las técnicas mas utilizadas para la determinacion del contenido de fenoles es el
método de Folin-Ciocalteu, que consiste en la reaccién redox entre el analito y el reactivo
de Folin-Ciocalteu (Tungstato de sodio dihidratado y Molibdato de sodio dihidratado),
cuyo producto es un compuesto azul que se lee a 765 nm en un espectrofotometro UV-
Vis.

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales en diferentes especies de Sargazo.

Especie de Sargazo Polifenoles totales (mg GAE / g) Referencia
Sargassum duplicatum 8.4 a 149.52 Johnson et al, 2019
Sargassum polycystum 17.46 a 33.49 Johnson et al, 2019

Sargassum vestitum 10.84 a 74.05 Dang et al, 2017

Sargassum muticum 10 a 110 Balboa et al, 2015

Las unidades en que se expresa la concentracion son: mg de acido galico equivalente
(GAE por sus siglas en inglés) y se utilizan ya qué la curva de calibracion para la
determinacion de polifenoles totales esta elaborada con este acido como patron.

Figura 1. Bioeckol Figura 2. Florofucofuroeckol A
HO HO
HO Oﬁj\OH o
0] OH o HO

» o
o A o)

o OH HO 0 o

| OH
S LS s
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Il. Objetivos

[I.1. Objetivo general.
e Introducir al estudiante en la técnica analitica instrumental de espectrometria
UV-Vis por medio de la determinacién del contenido de compuestos fendlicos
totales en una muestra real.

[1.2. Objetivos especificos.

e Conocer la correcta operacion de un espectrofotometro y las precauciones que se
deben tener durante su utilizacion.
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o Comprender los conceptos relacionados con espectrometria UV-Vis.
e Cuantificar la cantidad de compuestos fendélicos en una muestra algal real.

. Actividades preliminares.

» Consulte las hojas de seguridad de cada uno de los reactivos a utilizar en la
practica.

» Investigue por qué se utiliza acido galico como patron para la elaboracion de la
curva de calibracion.

» Investigue el mecanismo de reaccion de un antioxidante.

» Investigue los componentes principales de un espectrofotometro UV-Vis y su
funcion.

V. Procedimiento experimental.

Material, equipos e instrumentos.

Espectrofotébmetro UV-Vis
Celdas de cuarzo

Equipo de ultrasonido

Balanza analitica

Vortex

Micropipeta de 1000 microlitros
Puntas de micropipeta

Vaso de precipitados de 250 mL
Matraz aforado de 25 mL

15 tubos de ensayo

Gradilla

Pizeta con agua destilada
Espatula

Papel filtro

Frasco ambar de 100 mL

VVVVVVVVVVVYVYVYYVYYVY

Reactivos.

10 g de Sargazo seco y molido

Acetona al 70%

Reactivo Folin-Ciocalteu 1 N (Sigma-Aldrich)
Solucién de Na,C05 al 20%

Acido galico (Sigma-Aldrich)

YVVYVYVYVY

Nota: Todos los reactivos deben ser grado analitico.

Verificacion instrumental.

Solicitar al profesor de la asignatura el procedimiento para realizar la verificacion del
instrumento espectrofotébmetro UV-Vis (UV Spectrophotometer, UV 1500pc).

IV.1 Preparacion de la muestra.
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Secar el material algal en estufa a 50 °C durante 48 h

2. Una vez seco, moler la muestra lo mas fino posible con un molino para maiz o con
un mortero con pistilo.

3. Colocar el alga molida en un recipiente y almacenar en un desecador de vidrio

hasta el momento de su utilizacion.

IV.2 Extraccién de los compuestos fendlicos totales.

La extraccion de los compuestos fenodlicos totales se realizara de acuerdo con la
metodologia propuesta por Dang et. al, 2017. Para ello:

1. Pesar 10 g de alga seca y molida.

2. Colocar el alga en un vaso de precipitados de 250 mL y afiadir 60 mL de acetona
al 70%.

Soénicar durante 90 minutos a 30 °C con una potencia de 250 W.

Filtrar y colocar el sobrenadante en un frasco dmbar con tapa, etiquetar y
almacenar en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.

»w

NOTA: Por motivos de tiempo se recomienda que se realice la preparacién de muestra asi
como la extraccién de los compuestos fendlicos en una sesién de laboratorio previa.

IV.3 Elaboracion de la curva de calibracion.

Para realizar la curva de calibracibn se utilizard acido galico como patron, a las
concentraciones 0, 6.25, 12.5, 50, 100 pg de Acido Galico / mL de acuerdo con la
metodologia reportada por Arsinati et. al, 2020.

Elaboracion de la solucion madre de acido galico.

1. Pesar 0.0100 g de &cido gélico en la balanza analitica.
2. Solubilizar con la minima cantidad de agua destilada.
3. Llevar al aforo en un matraz aforado de 25 mL.

Elaboracién de las diluciones de acido gdlico a partir de la solucién madre.

1. Ajustar el volumen de la micropipeta y tomar los mL necesarios de solucién madre
para cada una de las concentraciones requeridas, de acuerdo con la tabla 2.

2. Colocar la alicuota en un tubo de ensayo y agregar los mL necesarios de agua
destilada necesarios para lograr el volumen final de 10 mL.

3. Etiquetar cada tubo de ensayo con la concentracion que le corresponde.

Nota: Recuerde cambiar de punta entre cada toma de alicuota.

Tabla 2. Guia para la elaboracién de diluciones para la curva de calibracion.

Concentracién de acido
géalico (ug/mL)

mL necesarios de
solucion madre

mL necesarios de agua
para lograr el aforo

100

2.5

7.5

50

1.25

8.75
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12.5 0.31 9.69

6.25 0.15 9.85

0 0 10

Método Folin-Ciocalteu para la formacién del complejo colorido de acuerdo con Dang et.

al 2017.

el

Para cada una de las diluciones de diferente concentracion:

Tomar 500 pL de la disolucion y colocarlos en un tubo de ensayo.

Adicionar 2500 pL del reactivo Folin - Ciocalteu y agitar 3 minutos en el vortex.
Adicionar 2000 pL de Na,(C05 al 20% y homogeneizar en vortex.

Dejar reposar en completa oscuridad a temperatura ambiente por 1 h.

Determinacidn espectrofotométrica.

1.
2.

3.

4,

5.
6.

Encender el espectrofotbmetro y ajustar la longitud de onda a 765 nm.

Enjuagar con agua destilada la celda de cuarzo, procurando tomarla por el costado
esmerilado. Secar el exceso de agua con un pafiuelo desechable.

Tomar una alicuota de 3.5 mL y llenar la celda, procurar no rebasar la linea del
aforo.

Colocar la celda en el espectrometro y medir absorbancia. Realizar cada
determinacion por triplicado.

Graficar los datos de absorbancia vs concentracion.

Obtener la ecuacién de la recta para la curva de calibracion.

Nota: El coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0.98, si no es asi se debe repetir
las determinaciones para aquellas diluciones cuya medicion de absorbancia presente
mayor desviacidén con respecto a la linealidad de la curva.

IV.4 Analisis de la muestra de sargazo.

Método Folin-Ciocalteu para la formacién del complejo colorido de acuerdo con Dang et.

al 2017.

1.

ashwb

Tomar 500 pL del extracto de compuestos fendlicos y colocarlos en un tubo de
ensayo.

Adicionar 2500 pL del reactivo Folin - Ciocalteu y agitar 3 minutos en el vortex.
Adicionar 2000 pL de Na,C05 al 20% y homogeneizar en vortex.

Dejar reposar en completa oscuridad a temperatura ambiente por 1 h.

Realizar un blanco de reactivos. Para ello tomar una alicuota de 500 pL de
acetona al 70% vy colocarlos en un tubo de ensayo. Posteriormente llevar a cabo
las actividades de los incisos 2 al 4.

Determinacién espectrofotométrica.

1.
2.

Encender el espectrofotémetro y ajustar la longitud de onda a 765 nm.
Enjuagar con agua destilada la celda de cuarzo, procurando tomarla por el costado
esmerilado. Secar el exceso de agua con un pafuelo desechable.
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3. Tomar una alicuota de 3.5 mL y llenar la celda, procurar no rebasar la linea del
aforo.

4. Colocar la celda en el espectrometro y medir absorbancia. Realizar la
determinacion por triplicado.

Andlisis de los resultados.

1. Sustituir los valores de absorbancia obtenidos en la ecuacion de la curva de
calibracion para encontrar la concentracién de polifenoles totales en el extracto.

2. Realizar los calculos necesarios para expresar los resultados en (mg GAE / g alga
seca).

V. Cuestionario

1) ¢Cuél es el rango de longitudes de onda correspondientes al espectro
Ultravioleta — Visible?

2) ¢Qué tipo de relacibn guarda la Transmitancia y la Absorbancia con la
concentracién de la muestra y por qué?

3) ¢Bajo qué circunstancias podria fallar la Ley de Lambert-Beer?

4) ¢Cudl es la importancia de contar con una celda de referencia (o blanco de
reactivos)?

5) ¢Por qué se utilizan celdas de cuarzo y no de algin otro material transparente?

6) ¢Por qué se realizo la lectura a 765 nm y no a otra longitud de onda?

7) Desarrolla un protocolo de manejo de los residuos de esta practica.
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PRACTICA No. 5

Andlisis de pigmentos algales en muestras de macroalgas (Sargassum).

1. INTRODUCCION
1.1 Fundamento de la técnica analitica

Los métodos espectroscépicos analiticos miden la cantidad de radiacién que es absorbida o
producida por especies moleculares/atémicas en estudio. De acuerdo con la radiacién que emitan
o absorban se van a ubicar en diferentes regiones del espectro electromagnético clasificdndose de
esta forma en: rayos g, rayos X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo (IR), microondas y las de
radiofrecuencia (RF). Estos métodos analiticos son una herramienta atil para determinaciones
cuantitativas y cualitativas tanto de compuestos inorganicos como orgdnicos. (Skoog et al. 2014)

Una transicion desde un nivel bajo a un nivel alto de energia acompafiado de una transferencia de
energia se llama absorcidn. (Lab. Eq. Y Cin. 2010) Diferentes especies quimicas moleculares
organicas e inorganicas absorben radiacidn ultravioleta (UV) y visible en funcién de longitudes de
onda especificas (dentro de un rango de 0.6 a 380 nm) (Monge, P. S., 2015); esta cantidad de
energia radiante absorbida se produce por la excitacion de los electrones de enlace, por lo tanto,
la longitud de onda de los mdaximos de absorcidn se puede relacionar con los enlaces de las
especies absorbentes (Téllez et al. 2020).

UViejano — UVcercano — Visible
| | |

| | |
0.6 — 190 nm 190 — 380 nm 380 - 780 nm

Figura 1. Rango de lectura para UV-Visible (Téllez et al. 2020)

Para llevar a cabo esta técnica se emplea un espectrofotdmetro, instrumento en el cual se detecta
la cantidad de luz producida o absorbida a través de la muestra en estudio (solucion) depositada
en una celda, comparandola con la que se produce o absorbe a través de una solucién de
referencia (blanco) (Téllez et al. 2020). Los espectrofotometros ofrecen varias ventajas
considerables, pueden variar continuamente la longitud de onda empleada, son simples,
resistentes y de bajo costo (Skoog et al. 2014).

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

(T = 1_)' La disminucién de la intensidad de la radiacién depende de la concentracion del
0

absorbente y de la longitud del camino recorrido por el haz. Estas relaciones se recogen en la Ley

de Lambert-Beer, la cual es el fundamento de la espectrofotometria.

A= —log,zT=¢bc

Establece una relacidn lineal entre la absorbancia (A) y la concentracién (c), donde:

€ es la constante de proporcionalidad llamada coeficiente de absorcién molar, absortividad
molar o coeficiente de extincion (M™ cm™). Es la caracteristica de una sustancia que nos dice
cuanta luz absorbe a una longitud de onda determinada.
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b es el paso 6ptico, anchura de la celda que contiene la muestra (cm).
¢ eslaconcentracién molar de la especie (M) de la cual estamos midiendo la absorbancia.

La ley de Lambert-Beer se cumple para una radiacion monocromatica que atraviesa una disolucidn
diluida (£ 0.01M), cuando la especie absorbente no participa en un equilibrio que dependa de su
concentracion.

1.2 Aplicacion de la técnica analitica

Las algas se han venido utilizando desde hace mucho tiempo como alimento y fertilizante; sin
embargo, con el desarrollo industrial en los uUltimos afios, cada dia se emplean mdas para extraer
compuestos quimicos de gran valor econdmico (Murillo, G. M., 2017).

La clorofila es un pigmento verde presente en las algas cuya funcidn es la absorcion de la energia
luminosa en diferentes longitudes de onda, y transferir esta a los centros de reacciéon donde es
utilizada para realizar la fotosintesis. Estos pigmentos estan divididos en tres grupos: Clorofilas (a,
b, c1, c2, c3), Carotenoides (carotenos y sus derivados oxigenados conocidos como xantofilas), y
Biliproteinas (aloficocianinas, ficocianinas, ficoeritrinas). En el reino vegetal, la clorofila a es el
pigmento universal y la cantidad de clorofila a respecto a otros componentes celulares y o
pigmentos presentes en el tejido va a variar de acuerdo con factores como limitacion de luz y
nutrientes, entre otros (Lobban & Harrison, 1994). Por sus caracteristicas y beneficios a la salud se
extrae y se utiliza en alimentos, farmacia y cosmética. Por su alta concentracién se extrae
generalmente de las espinacas, berro y acelgas, aunque se hace necesario el estudio de otras
variedades como las algas con posibilidad de uso (Ruiz et al. 2019).

Las clorofilas y carotenos son moléculas solubles en grasas y pueden extraerse de las membranas
tilacoides con solventes orgdnicos, tales como acetona, metanol o DMSO. En contraste las
ficobilinas y la peridinina son solubles en agua y pueden extraerse del tejido algal después de
haber extraido las clorofilas y carotenoides con solventes organicos.

La determinacion de la concentracién de clorofila-a provee informacién acerca de la cantidad
(biomasa) y actividad fotosintética potencial de la mayor parte del fitoplancton presente en un
cuerpo de agua (algas y cianobacterias), con la excepcion de las bacterias fotosintéticas, las cuales
carecen de dicho pigmento. El metabolito mas importante de la clorofila es la feofitina. La relacién
entre clorofila y feofitina es indicativa del estado fisioldgico de las algas (Araiza et al. 2019).

Los picos sefalados en la figura 2 representan la longitud de onda de la luz solar donde absorben
fuertemente las dos formas de pigmentos fotosintéticos, (clorofila a y clorofila b). Esos pigmentos,
absorben predominantemente la luz violeta-azul y la luz roja en dos bandas estrechas del espectro
y reflejan la luz verde en la parte media. Los carotenoides absorben principalmente la luz azul y
verde, y reflejan la luz anaranjada y amarilla (Motten, A. F., 2004).

Partiendo de lo anterior, el presente protocolo brinda un analisis cuantitativo acerca de la
espectrofotometria mediante la relacion que existe entre los conceptos de espectro de luz o
radiacion electromagnética, absorbancia y pigmentos, que se refiere a la absorbancia que originan
los pigmentos, en este caso la clorofila extraida de Sargazo.
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Carotenoids Chlorophyll & Chlorophyll 2

Relative ight absorplion  =—

400 450 500 550 800 850 700

Wavelength (nm)

Figura 2. Espectro de absorcidn de la Clorofila (Figueroa et al. 2009).

2. OBIJETIVOS
2.1 Objetivos Generales

Estimular el aprendizaje a través de la investigacion bibliografica, observacion y registro
experimental.

Comprender la relacién de la pigmentacidn con el andlisis por espectrofotometria UV-Vis.
Identificar los principales pigmentos presentes en organismos fotosintéticos (algas).

Ser capaz de correlacionar el contenido pigmentario de los organismos estudiados con los factores
ambientales en que se desarrollan.

Adquirir un conocimiento amplio en la aplicaciéon de la técnica analitica: Espectrofotometria
Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

3. ACTIVIDAD PRELIMINAR

e Investiga y menciona la funcién que desempefian cada una de las partes que componen un
espectrofotdmetro.

e (iQué es, para qué sirve y cOmo se construye una curva patron?

e (Qué es blanco de calibracién y como se realiza su medicién en la curva patrén?

e (iQué es verificacion instrumental y cudles son los principales pardmetros para controlar en un
espectrofotdmetro?

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Este procedimiento experimental aplicado para la determinacién cuantitativa de la clorofila-a es
seguido segun lo reportado por Hernandez, G. E., (2015).
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4.1 Material y equipo
Espectrofotometro UV-Vis

Celdas de cuarzo (1 cm)

Agitador de vidrio

Mortero de porcelana con pistilo
Centrifuga

3 tubos de centrifuga con tapas de rosca
Pipetas volumétricas de 1.0 mL, 3.0 mLy 5.0 mL
3 Matraces aforados de 10 mL

Vaso de precipitado de 150 mL

Pipetas Pasteur

2 matraces volumétricos de 10 mLy 5 mL
Tubos eppendorf

Espatula

VVVYYVVYVYVYVYVYYVYY

4.2 Reactivos

Material algal fresco (Sargazo)
Acetona (en frio) o nitrégeno liquido.
Acetona al 90% (en frio)

Hielo

Agua destilada

YV VYV VY

4.3 Preparacion de la muestra

Tomar 0.5 g de peso fresco del alga (Sargazo). Moler en un mortero con acetona fria (se
recomienda tener previamente en congelador el mortero y el pistilo). Moler el tejido hasta
pulverizar.

4.4 Preparacion de blanco

Se debe analizar un reactivo blanco (acetona) por cada corrida de muestras. Este reactivo es un
filtro blanco que se extrae y analiza como cualquier otra muestra, se realiza una medida a 750 nm
para determinar la turbidez, la cual se resta de las medidas de las otras absorbancias a 664 y 665
nm.

La celda de cuarzo se lava con acetona al 90% y se llena de acetona para realizar una lectura y
corregir la absorbancia debida al disolvente en cada una de las longitudes de onda (Blanco). Se
utiliza para determinar la posible contaminacion de reactivos o materiales. Apuntar los datos
obtenidos.

4.5 Curva de calibracion

Cada vez que se realice este procedimiento es necesario realizar una curva de calibracién a partir
de una solucién estandar de clorofila-a (proporcionada por el profesor), utilizando como minimo 5
puntos con concentraciones entre 1 y 15 mg/L. La solucién estandar de Clorofila-a se debe
preparar en ausencia de luz de acuerdo con la metodologia reportada por Menéndez, M., (2017).
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Se transfiere el contenido de la ampolla (1 mg) a un matraz conteniendo 25 mL de acetona al 90 %.
Se logra asi una concentraciéon de 40 mg/L. Recubrir el matraz con papel de aluminio para
protegerlo de la luz.

En la siguiente tabla se muestran las posibles diluciones para realizar la curva de calibracién a
partir de la solucion estandar de clorofila-a, estas se llevan a un volumen final de 10 mL.

Concentracion de la solucion a | Toma de la solucién
preparar (mg/L) estandar (mL)

1 0.25
3 0.75
6 1.5
9 2.2
12 3

15 3.8

Tabla 1. Diluciones y concentraciones para realizar curva de calibracion de clorofila-a (Menéndez, M., 2017)

4.6 Verificacion instrumental

Solicitar al profesor de asignatura el procedimiento para la verificacién del instrumento:
espectrofotdmetro UV-Visible (uv spectrophotometer, uv 1500pc).

4.7 Determinacion analitica de la concentracién

a) Transferir el tejido pulverizado a un homogeneizador de vidrio. Agregar de 2 a 3 mL de
acetona al 90% enfriada en hielo

b) Transferir a un tubo de centrifuga. Lavar el mortero con un volumen adicional de 2 mL de
acetona y transferir también al tubo de centrifuga; repetir este paso de lavado, si es necesario,
hasta que no quede color apreciable en el mortero.

c) Centrifugar a 1000 rpm por 2 minutos. Decantar el sobrenadante en la celda correspondiente
para su lectura.

= A considerar:
Cualquier compuesto que absorba luz entre 664 y 665 nm puede interferir en la exactitud de las
medidas de absorbancia de la muestra.

Una medida mayor a 0,005 U.A. indica una solucién poco clara, lo cual se soluciona centrifugando
o filtrando la muestra, previo a la lectura hasta que quede incoloro. El valor del maximo de
absorbancia del espectro obtenido debera estar comprendido entre 0.5 y 1.5 unidades.

Todos los pigmentos fotosintéticos son sensibles a la luz. El trabajo se debe realizar con luz tenue y
todos los estandares materiales de control de calidad y muestras filtradas se deben almacenar en
la oscuridad entre -20 °C y -70 °C para prevenir la rdpida degradacién. Mientras no es filtrada, la
muestra debe ser refrigerada a < 6 °C (> 0 °C), en oscuridad.

Realice las mediciones de cada solucion por triplicado y registre el valor de absorbancia en su
bitacora.

Grafique la curva de calibracién Absorbancia vs Concentracion, para obtener la concentracion de
la muestra medida y multiplique por el factor de dilucién correspondiente. Evalle la informacidn
obtenida. Observe y registre la informacion en su bitdcora de priacticas.
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Analito A(nm) Absorbancia
630
647
Clorofila-
orofila-a 664
750

Tabla 2. Lecturas de absorbancia recomendadas para clorofilas. Herndndez, G. E., (2015).

5. CUESTIONARIO

¢Cual es la importancia de emplear un solvente orgdnico en la extraccidén de pigmentos?
¢Cuales son las ventajas y desventajas del método espectrofotométrico UV-Vis en la
extraccién de pigmentos?

¢éCudl es la importancia de mantener las muestras en frio y en obscuridad antes de su analisis?
Menciona la relacién que existe entre la Ley de Lambert-Beer y el método
espectrofotométrico UV-Vis.

¢Cual es la utilidad de emplear soluciones blanco?

Investiga e ilustra la estructura quimica de la clorofila.
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PRACTICA No. 6

Determinacion de antioxidantes en Sargazo utilizando un método
espectrofotométrico.

Objetivos

» Realizar la extraccién de compuestos antioxidantes de muestras de sargazo.

= Determinar la capacidad antioxidante en muestras de sargazo

= Identificar las aplicaciones de estos compuestos en el area farmaceéutica y
alimenticia.

Introduccién

El sargazo es un género de macroalgas de la clase de algas pardas, las cuales son
un reservorio de compuestos biolégicamente activos. Algunas especies de estas
macroalgas son consumidas como parte de la dieta porque poseen compuestos
funcionalmente activos como &cidos grasos omega-6, antioxidantes, carotenoides y
compuestos fenolicos (Pinto, 2020).

Los antioxidantes son inhibidores del proceso de oxidacion de lipidos, el cual es la
mayor causa de algunos efectos patolégicos como enfermedades cardiovasculares,
cancer, disfuncién cerebral y procesos de envejecimiento. Por lo tanto, el consumo
de antioxidantes juega un papel importante en la proteccion contra estos eventos.
Existen antioxidantes sintéticos como el hidroxibutilanisol (BHA), el
butilhidroxitolueno (BHT) y el terc-butilhidroquinona (TBHQ), los cuales se
encuentran disponibles comercialmente y son muy utilizados actualmente; sin
embargo, pueden tener una amplia variedad de efectos adversos, lo cual crea
inquietud en su consumo (Ito, 1986; Wattenberg, 1986).

Se sabe que los compuestos fendlicos vegetales poseen actividad antioxidante y
tienen la capacidad de eliminar especies reactivas del oxigeno y radicales libres.
Actualmente las algas son consideradas como una fuente rica de antioxidantes, por
ejemplo, la fucoxantina en Hijikia fusiformis (Yan, 1999), y los florotaninos en
Sargassum Kkjellamanianum (Yan, 1996). En consecuencia, el desarrollo de
antioxidantes alternativos de origen natural ha atraido cada vez mas atencion.

Con el fin de valorar la eficacia de los antioxidantes se han desarrollado diferentes
métodos que se fundamentan en diferentes mecanismos. La mayor parte de los
meétodos se basan en una reaccion de transferencia de un electrén (SET por sus
siglas eninglés), o en una reaccion de transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT
por sus siglas en inglés) entre un antioxidante y el radical libre. Dentro de los
métodos que se basan en el mecanismo SET, en los que se valora la capacidad
reductora del antioxidante, uno de los mas utilizados es el método de FRAP (poder
antioxidante de la reduccién férrica, por sus siglas en inglés) (Garcia, 2011).
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Capacidad reductora del hierro férrico/poder antioxidante. Método de FRAP
(de sus siglas en inglés):

El método de FRAP se trata de un método espectrofotométrico que mide la
reduccion de un complejo formado por un cromégeno, normalmente de TPTZ (2, 4,
6- tripiridil-s-triazina) y hierro férrico incoloro (Fe3*) a un complejo ferroso (Fe?*) de
un intenso color azul verdoso en presencia de antioxidantes en un medio &cido
(Huet, 2017).

La reaccion del hierro férrico (Fe®*) con un antioxidante (RH) genera la forma
reducida que absorbe luz a 620 nm, y el donante de electrones oxidado,

representado por R= en la Fig.1. (Tomasina, 2012).
/ p _ | O_( p
\ N N .
Iy d .4 5
N* - N

’N| ’Nl

X \

Fig. 1: Reaccion del método de FRAP. Tomado de: Tomasina, 2012.

Cuestionario previo

= ¢ Qué tipo de reaccion es la que se lleva a cabo en el método de FRAP?

» |dentifique el agente oxidante y reductor en la reccion del método de FRAP

= ¢;Cuales son los estdndares que se pueden utilizar para esta prueba
espectrofotométrica?

= ¢ Qué otras pruebas para determinar actividad antioxidante existen?
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Material, equipo y reactivos

= Espectrofotometro = Agua destilada » Reactivo FRAP: TPTZ
= Celdas de cuarzo = Etanol 10 mM en acido
»= Balanza analitica = Estandar de acido clorhidrico 40 mM,
= Espatula galico buffer de acetatos 300
= Vaso de precipitados = Muestras de mM (pH=3.6) y cloruro
de 5mL, 10 mL sargazo férrico (20 mM). Se
» Matraces aforados de debe preparar el dia
5mLy50 mL de trabajo y calentar a
*= Pipetas volumétricas 37°C antes de su uso.
de 5, mL
= Micropipeta de 0-50
ML
Metodologia

Preparacién de reactivos

Para preparar el reactivo del método de FRAP se utilizan los siguientes reactivos en
una relacion (1:1:10) respectivamente:

TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) 10 mM en acido clorhidrico 40 mM
Cloruro férrico (20 mM)
Buffer de acetatos 300 mM (pH=3.6)

Preparaciéon de la muestra

1.

2.

La muestra se somete a un secado en horno a 50°C durante 24 horas, se
pulveriza y almacena en congelacién hasta su analisis.

Para todo el grupo: Suspender 5 g de la muestra de sargazo seca
previamente en 50 mL de etanol, colocar en un agitador por 24 horas a
temperatura ambiente.

Después de 24 horas, se filtra y se almacena en refrigeracién hasta su uso.

Curva de calibracién

1.

2.

3.

Calcular la cantidad de estandar de acido galico para preparar una solucion
madre de 1000 mM.

A partir de la solucidon madre, realizar los calculos necesarios para preparar
10 mL de las siguientes disoluciones: 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mM.
Para realizar la prueba de actividad antioxidante FRAP se afiaden 3 mL del
reactivo FRAP (formado por la soluciéon de TPTZ 10 mM, cloruro férrico 20
mM vy buffer de acetatos 300 mM (pH=3.6)), recién preparado y 50 uL del
estandar.
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4.
5.

6.

Mezclar e incubar la reaccion por 4 minutos a 37°C.

Posteriormente se determina la absorbancia a 593 nm en el
espectrofotometro, utilizando un blanco de etanol.

Considerando los resultados de absorbancia y las concentraciones del
estandar, construir curva de calibracion (NOTA: Verificar que R>>0.9, en caso
de que mas de una persona participe en la elaboracion de la curva puede
considerarse que el coeficiente de correlacién se encuentre en el siguiente
intervalo 0.8<R?%<0.9)

Determinacién de antioxidantes en el extracto

1.

Para realizar la prueba FRAP en el extracto se afiaden 3 mL del reactivo
FRAP (formado por la solucion de TPTZ 10 mM, cloruro férrico 20 mM y buffer
de acetatos 300 mM (pH=3.6)), recién preparado y 50 uL del extracto.
Mezclar e incubar la reaccion por 4 minutos a 37°C.

Posteriormente se determina la absorbancia a 593 nm en el
espectrofotometro, utilizando un blanco de etanol (NOTA: Verificar que el
resultado de absorbancia se encuentre dentro de los valores obtenidos en la
curva de calibracion, de lo contrario, deberan realizarse diluciones del
extracto y llevar a cabo nuevamente la reaccion con el reactivo FRAP).

Con los datos de absorbancia, llevar a cabo una interpolacién en la curva de
calibracion y determinar la actividad antioxidante del extracto. Los resultados
se expresan como miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de
alga seca (mg GAE/g de muestra seca)

Resultados

Céalculos para determinar la curva patron del acido galico.
Gréfico de la curva patrén con datos de pendiente, ordenada al origen y R2.
Cantidad de antioxidantes reportado como mg GAE/g de muestra seca.

Cuestionario final

1.

N

Con la cantidad de antioxidantes obtenidos en la muestra, ¢ en qué productos
de la industria farmacéutica y/o alimenticia pueden utilizarse estos
compuestos?

¢, Qué otras aplicaciones se le podrian dar a estas macroalgas?

¢Por qué el sargazo es considerado un problema ambiental?
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PRACTICA No. 7

Anadlisis cuantitativo de hierro contenido en sargazo

l. Introducciéon

I.I Fundamento de la técnica analitica

La espectroscopia de absorcidn atédmica es una técnica que sirve para la determinacidn cuantitativa de
un elemento metdlico en una muestra. Se basa en la absorcidn de la radiacién de energia por los atomos
libres a una longitud de onda determinada a una longitud de onda determinada. La radiacion es
absorbida de manera selectiva, por los dtomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia
energética corresponda al valor de energia de los fotones incidentes. La ley de Lambert-Beer determina
la cantidad de fotones absorbidos, que relaciona la pérdida de poder radiante, con la concentracién de
la especie absorbente y con el espesor de la celda que contiene los 4tomos absorbentes (Rocha, 2000).

Se analiza el &tomo, el cual estd rodeado de electrones. Cada elemento tiene un numero determinado
de electrones, los cuales ocupan orbitales definidos. La configuracion electrénica conocida del atomo
corresponde al estado de energia mas bajo, conocido como estado basal. Si se aplica la energia
adecuada a un atomo y un electron externo sera promovido a un estado menos estable o estado
excitado. Este ultimo estado es muy inestable, el dtomo de forma inmediata y espontdneamente
regresara a su posicion estable y se emitird una energia radiante equivalente a la cantidad de energia
absorbida inicialmente en el proceso de excitacion (Skoog et al., 2010).

Si una longitud de onda determinada emite luz y esta incide sobre un atomo libre en estado basal, el
atomo absorberd energia y va a pasar a un estado de mayor energia, es decir estara excitado, a este
proceso se le llama absorcidn atdmica. Esta propiedad de un dtomo para absorber luz de una longitud
de onda especifica es utilizada en esta técnica (Harris, 2012).

La cantidad medida de interés en absorcidn atémica, es la medida de la luz a una determinada longitud
de onda, la cual es absorbida cuando la luz pasa a través de una nube de dtomos. Cuando el nimero de
atomos en la trayectoria de la luz se incrementa, la cantidad de luz absorbida incrementa en una forma
predecible. Al medir la cantidad de luz absorbida, se puede determinar de forma cuantitativa la cantidad
de elemento presente. Se hace uso de fuentes de luz especiales y una cuidadosa seleccién de longitud
de onda permite la determinacidn cuantitativa de los elementos individuales en la presencia de otros. La
nube de atomos requerida para mediciones de absorcién atdmica es producida proporcionando la
energia térmica suficiente para la disociacion de los compuestos quimicos en dtomos libres.

La luz a la longitud de onda especifica con una intensidad inicial (lp), se enfoca en la flama que contiene
atomos en estado basal. La intensidad de luz inicial es disminuida por una cantidad determinada de
concentracién de atomos en la flama. La luz es dirigida a un detector donde la intensidad reducida (1), es
medida. La cantidad de luz absorbida es determinada al comparar | e Iy (Harris, 2012).

lo I

Fuente Detector

Flama

Figura 1. Proceso de abhsorcid atdmica (5anchez, C.E, 2016)
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La absorbancia es el término que mds conviene para caracterizar la luz absorbida en la
espectrofotometria de absorcidn, pues esta cantidad tiene una relacién lineal con la concentracidn:
La Absorbancia (A), es una cantidad puramente matematica:

A=log(lo/1)

La ley de Beer define esta relacion:

A=abc

Donde:

A= Absorbancia

a= coeficiente de absorcidn, la cual es una caracteristica de las especies absorbentes a una longitud de
onda especifica.

b= longitud del paso de la luz ocupado por la celda de absorcidn

c= Concentracion de las especies que absorben en la celda de absorcion

Esta ecuacion establece que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de la
especie absorbente para un conjunto dado de condiciones instrumentales (Skoog et al., 2010).

Cuando la absorbancia de las soluciones patron de concentraciones conocidas del analito se mide y se
realiza una gréfica de absorbancias con respecto a la concentracidn se obtiene una curva de calibracién.
En la region en la cual se observa la relacion de la ley de Beer, la calibracidon produce una linea recta
(Skoog et al., 2010).

Después de establecer la calibracidn, se mide la absorbancia de las soluciones de concentracién
desconocida y su concentracion directamente a la curva de calibracion (Harris, 2012).

0,100
0,080
0,060
0,040

y = 00128x + 0,0022
0,020 R®= 09991

0,000 T T T

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Concetracion mg/L

Figura 2. Curva de calibracion para la determinacién de hierro
(Pefiuela, 0., 2005)
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1.2 Aplicacion de la técnica utilizada

La absorcidon atdmica es una de las técnicas mas utilizadas para la determinacion de metales, el hierro
elemental es esencial para las algas para producir enzimas que sean capaces de facilitar el consumo de
nutrientes (Ohtake et al., 2020). El sargazo es un alga que al ser utilizada como fertilizante organico ha
mostrado en cultivos de tomate el suministro de metales como Fe, Na, K, Mg, Ca y Zn, los cuales
aumentan la porosidad y la capacidad de retencién del agua y hacen que haya un incremento en el
crecimiento en general. El sargazo utilizado como fertilizante orgdnico provee varios macros y micros
nutrientes, los cuales son requeridos para el crecimiento saludable y un mejoramiento en el
rendimiento del cultivo de tomate (Kumari et al., 2013). Ademas, el Fe ayuda en los alimentos para que
las personas que sufren anemia puedan mejorar en esta enfermedad, de ahi que el sargazo cobre una
gran importancia en su uso como fertilizante organico (Gonzales et al.,2005).

El hierro es requerido por el organismo en cantidades muy pequefias, razén por la cual se considera un
micronutriente, cuya fusiéon es la de formar al grupo hem de la hemoglobina encargada de transportar
oxigeno en el organismo (Silva, 2005).

Debido a que el consumo de hierro es importante para prevenir enfermedades como la anemia, por eso
es por lo que debe ser cuantificado ya que al utilizar algas como fertilizantes, son una fuente de hierro a
los cultivos que sirven de alimento (Silva, 2005).

Figura3. Estructura del grupo hem (Pefiuela, O., 2005)
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Absorcion atomica (Gadzhieva, 2016)

Condiciones de trabajo propuestas
Equipo: Thermo Scientific iCE 3300 AA
Wavelength 248.3 nm

Lamp Current 75%

Band pass 0.5 nm

Signal Coninuous

Flame type Air Acetylene

Fuel Flow rate 0.9 L/min

Replicates 3 times

Measurement 4 s

Intervalo de trabajo para la determinacion de hierro
Desde 0.5 a 10 mg/L

General | Sequence | Rame | Calbrton | OC |
Messsemert Mode lm 'I

Number of Resamoles P I~ High Resckion

¥ Fast Resampies Background Comection
Measuremert Tme: {5) fo— - Fler Rejecten
Wavelergth rm) a3 I™ Use Fler Rejection
Lamp Cuvert: (%) = Reyection Limt: (%)
Bandpass: ) 02 > RSO Test

™ Optimise Spectrometer Parameters I Use Test

Sonal |Contruous - ¥ RSO grester than

Transert Pesk Messurement

Measre From (3) f w To Il 0 Then

Figura 4. Condiciones recomendadas para la determinacién de hierro, mediante
Espectroscopia de absorcién atémica (Gadzhieva, 2016).
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Il. Objetivos

e Introducir al alumno a la aplicacion de la técnica analitica: Espectrometria de absorcion atdomica

e Estimular el aprendizaje a través de la investigacidn bibliografica, andlisis y experimentacion

e Determinar el contenido de elementos metdlicos presentes en el alga sargazo utilizando la
técnica analitica espectroscopia de absorcién atémica.

e Aplicar sus conocimientos tedrico-practicos al tema de la practica.

11l. Actividad preliminar

Elaborar un esquema que desglose, represente y relacione los diversos conceptos relacionados con la
practica.

Definir un intervalo lineal, para ello consultar el manual del instrumento el rango especifico del
instrumento analitico a utilizar.

De acuerdo con el intervalo lineal intrinseco del instrumento analitico: Proponga la concentracion de los
estandares de hierro a emplear en la curva de calibraciéon. Elabore el disefio experimental para la
preparacion a partir de la disolucién stock de 1000 mg/L.

¢Cual es el estimado en concentracidn (mg/L) de Fe en la muestra original?
*Notas:

- Para el disefio experimental, se sugiere confirmar con el profesor de la asignatura la informacion de la
figura 4 del presente documento.

- Consulte el siguiente link para obtener la informacion elemental requerida:

https://iupac.org/what-we-do/periodic-table-of-elements/

IV. Procedimiento experimental

Siga las indicaciones del profesor de la asignatura para la operacién bdsica del equipo e
instrumentacion analitica a utilizar.

Material, equipo e instrumentos

Espectrdmetro de absorcién atémica: Thermo Scientific iCE 3300 AA
Quemador de aire acetileno

Lampara de catodo hueco de cobre

Parrilla de calentamiento con agitador

Embudo de filtracion rapida

Papel filtro Whatman No.

Vaso de precipitados

Vidrio de reloj
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Matraz volumétrico
Campana de extraccion
Magneto de agitacidn

Reactivos

Gas acetileno grado comercial

Aire comprimido

Acido nitrico 2 % m/v

Acido nitrico al 70 % m/v

Disolucién Stock de Fe a 1000 mg/L

*Nota: Utilice para la experimentacion: Agua tipo: y la calidad de los acidos grado:

1V.1 Preparacion de la muestra

Actividades

Poner a secar al aire la muestra de alga hasta peso constante tomar y mezclar 0.5 g de muestra sélida y
someterla a una digestién dcida en un matraz de 40 mL agregar la muestra 0.8 mL de acido nitrico 70% y
completar el volumen hasta 40 mL con agua desionizada. Programe a 60°C durante 30 min. Reponer el
volumen con agua desionizada a 40 mL entonces filtre a un poro de 45 um (Soto et al., 2015).

Calcule la concentracion (mg/L) de Fe en la solucién resultante del procedimiento de digestion,
realizando los calculos necesarios (Soto et al., 2015).

¢Cudl es el factor de dilucion a emplear de la solucion digerida, para analizar la muestra en
concentraciéon estimada dentro del intervalo lineal del instrumento analitico a emplear? Prepare la
muestra en la dilucién correspondiente, empleando agua: como diluyente (Soto et al.,
2015).

1V.2 Preparacion de las disoluciones estandar: Método de calibracién externo (Soto et al., 2015).

e Losintervalos de linealidad para el hierro (Fe), estan entre 0.5y 8 mg/L

e Preparar 100 mL de una disolucién patrén de 1000 mg/L afore con HNOsal 2% m/v.

e A partir de la soluciéon patrdn diluciones estandar de 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 mg/L.
e Se prepara un blanco con HNOsal 2 % v/v.

e Solucién de digestion de sargazo

49
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Manejo del espectrometro de absorcion atémica

Trabajar el espectrémetro, provisto de una ldmpara multielemental para Fe, Cu, Cr, Ni, Mn y Co en
modo “Energy” a una longitud de onda de 248.3 nm y una corriente de 5 mA. a encender el atomizador
(Ilama aire acetileno oxidante). Aspirando la disolucién de hierro de mayor concentracion y trabajando
en modo “Energy” se posiciona el mechero mechero nebulizador y se ajusta el caudal de aspiracién de
tal manera que se obtenga la mayor intensidad de energia. Finalmente, al aspirar la disolucién blanco se
hard el cero de la absorbancia. Después se mide la absorbancia de las disoluciones estandar y de la
muestra trabajando en modo “Data”. La concentracidon de la muestra se hace por interpolacién en la
recta de calibrado a partir de las areas de las disoluciones estandar medidas (Silva, 2009).

RESULTADOS

Curva de calibracion

Solucidn

Concentracion
(mg/Kg)

Absorbancia

vl | W[N] =

Muestras

Muestra

Absorbancia

Conc. [mg/L]

1

2

3

Concentracion promedio de hierro en la muestra:

CUESTIONARIO

ou ks wNRE

éPor qué se debe tener la muestra totalmente seca?
éPor qué se lleva a cabo la digestion con acido sulfurico?

— mg/L

¢éCudles son los principales componentes de absorcion atémica y cuales son sus funciones?
¢Cudles son los diferentes tipos de calidad de agua?

¢Qué tipo de agua se utiliza para absorcidon atdmica?
Pregunta a tus compafieros los resultados obtenidos en la determinaciéon de la concentracién de tus

analitos e informa de la repetibilidad y reproducibilidad de los resultados
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PRACTICA No. 8

Determinacién de Acidos Grasos Poliinsaturados en Alga Sargassum

l. Introduccién
[.1. Fundamento de la técnica analitica

La Cromatografia de gases (CG)se basa en la separacién de los componentes distribuidos
en dos fases, una de las cuales es estacionaria (fase estacionaria) mientras que el otro (fase
moévil) se mueve en una direccion definida. Los compuestos pueden ser analizados en su
forma nativa, mientras que otros necesitan ser quimicamente derivado para hacerlos
suficientemente volatiles, menos polar, y/o mas estable térmicamente. Los componentes
de una muestra vaporizada se separan como consecuencia de su reparto entre una fase
movil gaseosa y otra fase estacionaria liquida o soélida mantenida en una columna. Al
realizar una separacién cromatografica de gases, la muestra se vaporiza y se inyecta en la
cabeza de una columna cromatogréfica. La elucion se logra mediante el flujo de una fase
moévil de gas inerte. A diferencia de muchos otros tipos de cromatografia, la fase movil no
interacciona con las moléculas del analito, sino que su Unica funcién es transportar el
analito a lo largo la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases: cromatografia de gas-liquido (CGL) y
la cromatografia de gas-sélido (CGS). La primera es de amplio uso en todos los campos de
la ciencia y su nombre suele abreviarse a Cromatografia de gases (CG). La de gas-solido
se basa en una fase estacionaria solida, donde la retencidén de los analitos ocurre como
resultado de una adsorcion fisica. Esta variante ha tenido aplicaciéon limitada debido a la
retencion semipermanente de moléculas activas o polares y a que los picos de eluciéon
suelen presentar grandes colas (consecuencia de la naturaleza no lineal del proceso de
adsorcion).

La cromatografia de gas-liquido se basa en el reparto del analito entre una fase mouvil
gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte o en las
paredes del tubo capilar.

La técnica de una cromatografia de gases se basa en inyectar una cantidad de muestra en
una corriente de gas inerte a temperaturas elevadas, esta corriente de gas atraviesa la
columna cromatografia que sera la encargada de separar los componentes de la mezcla
mediante particion (cromatografia gas sélido) o adsorcidén (cromatografia gas solido) o
mediante una mezcla de ambos, una vez que los componentes sean separados en diversos
intervalos estos seran detectados y dirigidos a un dispositivo de recoleccion de muestras
llevandose a cabo un registro de los componentes mediante un cromatograma.

A continuacion, se describen los componentes principales de un cromatégrafo de gases:

1. Botella de gas portador, en él se va a contener la fase movil
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3. Trampas de oxigeno como identificadores de la presencia de
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4. Inyector el cual contiene un sistema de control de
temperatura

5. Columna cromatografica que se encuentra localizada en el
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Figura 1. Esquema de un cromatografo de gases L

Q

infor
macion obtenida de un analisis cromatografico incluye un cromatograma (una imagen
grafica de la salida de un detector), que nos da informacidn sobre las alturas y las areas de
los picos resueltos (adecuadamente separados), su identidad molecular, etc.

.2 Aplicacion de la técnica analitica

La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion para la caracterizacion de
mezclas complejas y presenta una aplicacion analitica importante en la ciencia con el
propdsito de obtener informacion sobre sus composiciones moleculares y cantidades
mediante un analisis rapido y exacto de gases.

Medioambientales: Analisis de pesticidas y herbicidas, analisis de hidrocarburos, semi
volatiles y volatiles, analisis del aire, etc.

Alimentos y aromas: fragancias y aromas, aceites, bebidas, acidos organicos, azucares,
Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAMES), triglicéridos, alcoholes, etc.

Quimica Industrial: alcoholes, acidos organicos, aminas, aldehidos y cetonas, ésteres y
glicoles, hidrocarburos, disolventes, anilinas, gases inorganicos, etc.

PAPIME-210820-DOQA-FQO-UNAM

53



v

v

Biociencia: drogas, farmacos, alcoholes y contaminantes en sangre, disolventes residuales,
etc.

Derivadas del petrdleo: gas natural, gases permanentes, gas de refineria, gasolinas,
gasoleos, parafinas, etc.

La cromatografia de gases es aplicable a especies que posean una apreciable volatilidad y
estabilidad térmica. La complejidad de identificar y cuantificar la presencia de compuestos
de interés ha sido indispensable en la ciencia forense para separar sustancias de interés
como el analisis de los residuos de fuego al igual que lo es el analisis de drogas, analisis de
sangre y otros fluidos corporales.

Una aplicacion importante es la determinacién de los acidos grasos por su relacion con el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, el estudio del perfil de los acidos grasos en
las principales grasas es de gran importancia. La identificacion y clasificacion de estas
grasas depende estrictamente de su composicidon en acidos grasos. Por ejemplo, en las
grasas animales como el sebo, el aceite de pollo y la manteca de cerdo hay un alto
contenido de acido estearico y miristico en comparacion con las grasas vegetales. Este es
un buen indicador de la pureza de las materias primas.

1. Objetivos

Conocer e identificar las partes basicas de un cromatografo de gases
Comprender el principio y funcionamiento de la cromatografia de gases
Que el alumno obtenga la informacion necesaria de un cromatograma para realizar
un analisis cualitativo
e identificar ventajas y limitaciones de la técnica de cromatografia de gases

11K Actividad preliminar

:Cual es el fundamento de la CG (gas liquido y gas solido)?

;Qué tipo de sustancias se pueden determinar por medio de esta técnica?

;Qué tipo de compuestos se emplean como fase estacionaria?

Mencionar los componentes basicos de un cromatégrafo de gases y explicar
brevemente la funcién de cada uno de ellos

5. ¢Qué es un cromatograma y que informacion puedo obtener?

A=

Iv. Procedimiento Experimental

IV.1. Material, equipo e instrumentos
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Cromatografo de gases

Equipo Soxhlet

1 refrigerante

1 embudo Buchner

1 desecador

2 vasos de precipitado de 50ml
1 vaso de precipitado de 100ml
1 embudo de decantacion

1 Jeringa de 10pl para cromatografia de gases.
10 g de Sargazo seco y molido
Sulfato de sodio Anhidro

KOH 2M

Hexano

IV.2. Preparacion de la muestra

Muestra algal

1.

2.

Secar el material algal en estufa a 60°C durante 48h o secar al aire libre durante 3
dias.
Tamizar la muestra seca con un tamafno de particula de 1.0 mm

IV.3. Extraccion de lipidos

V4.

w

© Nk

vk w2

Pesar 2g de muestra algal

Verter en un cartucho para extraccion Soxhlet

Agregar 150ml de hexano en el refrigerante para mantener la recirculacion del
solvente

Llevar a cabo la extraccion durante 3 horas

Recuperar el éter y evaporar el éter residual sobre bafio maria

Secar el residuio a 100°C durante 30min

Enfriar en desecador y pesar

Eliminar el exceso de solvente a bafio maria

Esterificacion de acidos grasos

Pesar 0.2g del aceite del alga obtenido

Disolver en 4ml de hexano y agitar hasta disolucion de la grasa
Adicionar 0.2ml de KOH (en metanol) 2M

Agitar y dejar reposar por al menos 30 min

Centrifugar a una velocidad de 200rpm durante 5 minutos

Nota: La preparacion y extraccion de la muestra se debera realizar una sesion anterior al
analisis de la muestra.

IV.4. Andlisis de la muestra

PAPIME-210820-DOQA-FQO-UNAM

55



Para el analisis de la muestra se tomara como estandar comercial la mezcla de acidos
grasos (kit) ECT0A-1KT el cual contiene acidos grasos que se encuentran dentro del alga.

El GC a utilizar es el Shimadzu GC-14B equipado con un detector de ionizacion de llama
(FID) y columna capilar de silice fundida Omega wax-320 (30 m 0,32 mm i.d.).

A continuacion, se describen los pasos a seguir para la cromatografia de gases:

1.

Encender el cromatografo de gases y comprobar las presiones de salida en las
bombas de gases.

Inyectar Tul de la muestra en el cromatdgrafo

Fijar temperatura inicial de la columna en 120°C durante 1 minuto después de la
inyeccion

Aumentar a una velocidad de 15°C/min hasta una temperatura de 180°C mantener
durante 1 minuto

Incrementar temperatura continuamente de 2°C/min hasta 200°C mantener
temperatura Tminuto

Aumentar velocidad de 10°C/min hasta 260°C y mantener como temperatura final

Tome en cuenta que el equipo requiere al menos 1h de calentamiento previo con
el fin de estabilizar la temperatura de la columna, el flujo de gas acarreador y
detector.

El gas portador a utilizar es Helio con un caudal de Tml/min.

V.

VL.

N —

o v kAW

Analisis de resultados

Determinacion de areas de los picos de acidos grasos y el estandar interno en una
curva de calibracion previamente preparada.

Elaboracion de una grafica de concentracion contra relacién de area, la relacion
de area se obtiene al dividir el area del pico del acido graso entre el area del pico
del estandar interno.

Obtencion de la ecuacidn de la curva y coeficiente de correlacion.

Cuestionario

(En que se basa la cromatografia de gases?

¢Qué resolucion y cuales son los criterios para medir la eficiencia de separacion de
los componentes de una mezcla?

:Como puede medirse la eficiencia de una columna?

;Cuales son las ventajas y desventajas de las columnas empacadas?

Explicar que se entiende por factor de respuesta.

Explicar que es el patrén interno y el externo para la identificacion de los
componentes de una muestra.
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