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1. Introduccién

El ser humano sigue en la blisqueda constante de herramientas que ayuden en el desarrollo
cientifico para dar solucion a ciertos eventos que se presentan en el dia a dia y que resultan
de sumo interés para la comunidad cientifica, uno de estos eventos es la relacion de acidez y
basicidad los cuales son parametros de suma importancia para muchos experimentos
cientificos. El pH es definido como el logaritmo negativo de la concentracion de i6n hidronio
(-log [H*]) y puede ser determinado visualmente utilizando indicadores de pH, que por su
naturaleza pueden ser de origen natural o sintético, estos indicadores son compuestos
guimicos halocrémicos que al agregarse en pequefias cantidades se visualiza un cambio de
color determinado por el pH de la solucién. Dentro de los indicadores de pH naturales se
encuentran compuestos obtenidos de distintos géneros de plantas, estos compuestos
generalmente son metabolitos sensibles a ciertos pH, es decir, se protonan y desprotonan
siendo esta reaccion la responsable de los cambios de color. Algunos de los compuestos
reportados como indicadores de pH son: los flavonoides, flavonoles, flavonoides acilados,
antocianinas, antocianinas aciladas y/o glucosiladas, quininas, iminas, polimetinas,
naftaquinonas, antraguinonoides, indigoides; dihidropiranos diarilmetanos caroteno, etc.
(Khan & Farooqui, 2011). Un ejemplo es Gerbera jamesonii la cual ha demostrado tener

metabolitos y funciona como indicador natural (Shivaji, et. al., 2014).

La extraccion de estos indicadores naturales se realiza mediante métodos convencionales
como la maceracién o la hidrodestilacion; y por métodos no convencionales, como son la
extraccién con fluidos supercriticos, la extraccién con liquidos presurizados, entre otros, los

cuales han surgido como alternativas a los métodos convencionales (Miranda, et. al., 2021).

Es importante conocer las propiedades fisico-quimicas de estos indicadores obtenidos de
fuentes naturales, para lo cual es necesario realizar una caracterizacion espectrofotométrica

basada en la absorcién de la radiacion en la region visible (380 a 780 nm).

Por lo anterior, en la presente investigacion se caracterizaron los compuestos obtenidos de
Gerbera jamesonii mediante espectroscopia de luz visible para cuantificar los cambios de
absorcion en la region visible de los extractos a partir de la longitud y amplitud de onda

méaximas en pH acido y bésico.



2. Marco teérico

A lo largo de la historia, el ser humano ha tratado de buscar herramientas que le permitan
esclarecer e indagar acerca de nuevos descubrimientos cientificos que aumente el
conocimiento en distintos ambitos de la ciencia. Uno de estos ambitos abarca a la relacion de
acidez y basicidad dentro de una sustancia, siendo un parametro de vital importancia para

muchos experimentos cientificos.

2.1. pH

La medicién del pH, o la acidez o basicidad, es crucial en muchos experimentos cientificos.
Es definido como el logaritmo negativo de la concentracion de i6n hidronio. Un equilibrio de
pH alto significa una baja concentracién de iones y un pH bajo significa una concentracion
alta. Los resultados de una prueba de pH se aplican a una escala de pH reconocida

internacionalmente (Contreras & Rojas, 2016).

2.2. Escala de pH

La escala del pH fue inventada en 1909 por Soren Peder Pauritz Sorenson. El era un quimico
en el Laboratorio Carlsberg en Copenhagan, Dinamarca. La escala se conocia como la escala
Sorenson hasta 1924, cuando el nombre fue revisado y cambiado. La escala de pHvade 0 a
14, con el nimero 7 que representa al pH neutro. Neutro significa que no es acido ni basico.

Si el pH es inferior a 7, es 4cido. Si es superior a 7, es basico (Contreras & Rojas, 2016).

2.3. Indicadores de pH

Un indicador de pH es un compuesto quimico halocrémico que se agrega en pequefias
cantidades a una solucion para que el pH (acidez o basicidad) de la solucion pueda
determinarse visualmente. Por lo tanto, un indicador de pH es un detector quimico de iones
de hidronio (H30+) o iones de hidrégeno (H+) en el modelo de Arrhenius. Normalmente, el
indicador hace que el color de la solucién cambie segun el pH (Pourjavaher, et. al., 2017).
Estos indicadores son utilizados para dar un valor aproximado del pH de una solucién quimica
y como menciona Helmenstine (2019), la combinacion de dos o més indicadores aumenta la

precision de la medicion.



2.4. Indicadores de pH sintéticos

Los indicadores sintéticos fueron sintetizados y procesados por el hombre, cumplen la misma
funcién que los naturales, pero con una mayor eficiencia, ya que estos fueron sintetizados
para virar en cierto rango y mostrar un marcado cambio de color (Ballesteros & Diaz, 2017).
Algunos ejemplos de indicadores artificiales pueden ser el dicromato de potasio, anaranjado
de Metilo, malvidina, entre otros (Castillo, 2020).

2.5. Indicadores de pH naturales

Los indicadores de pH naturales son aquellas sustancias que pueden reaccionar con los
protones de algin medio y generar una coloracion. Se extraen de la naturaleza y algunos
ejemplos son la col morada, los extractos de cereza y mucha variedad de flores (Castillo,
2020).

En la actualidad se ha descubierto que diversas plantas con flores del género Gerbera, han
sido capaces de ser utilizadas como indicadores de pH, tal es el caso de Gerbera jamesonii
guien ha demostrado caracteristicas funcionales para ser empleada como un indicador natural
de pH (Shivaji, et. al., 2014).

2.6. Gerbera jamesonii

Gerbera jamesonii es una especie de planta con flores del género Gerbera que pertenece a
la tribu Mutisieae basal dentro de la gran familia Asteraceae (0 Compositae). Es autdctona del
sudeste de Africa y cominmente conocida como la margarita de Barberton, la margarita de

Transvaal y como Barbertonse madeliefie o0 Rooigousblom en afrikaans (Maitra, et. al., 2020).

El género fue nombrado en honor a Traugott Gerber. El epiteto de la especie fue propuesto
por Harry Bolus, pero publicado por primera vez por Richard Wills Adlam en 1888
(Carrodeguas & Orozco, 2020). Gerbera jamesonii es una hierba perenne con mechones con
los escapos florales desnudos de hasta 75 cm de altura. Las hojas pecioladas, profundamente
onduladas o lobuladas miden de 15 a 42 cm de largo y de 4 a 14 cm de ancho. La planta
produce flores de 4 a 5 cm de didmetro con flores liguladas normalmente de color rojo
anaranjado y se reproduce asexualmente (Carrodeguas & Orozco, 2020). Gerbera jamesonii
es endémica de Sudéfrica, aunque se puede encontrar en varios paises de América Latina
(Maitra, et. al., 2020).



La extraccion del pigmento de diversas plantas incluyendo a Gerbera jamesonii puede
realizarse por diversos métodos los cuales estan involucrados directamente en la obtencién

de colorantes.

2.7. Métodos de extraccion de pigmentos

Entre los muchos pasos involucrados en la produccion de colorantes naturales, la extraccion
de pigmentos es uno de los méas importantes. La extraccién Soxhlet, la maceracion y la
hidrodestilacién son métodos convencionales que han sido ampliamente utilizados en la
industria y en el laboratorio por mucho tiempo. Para fines de esta investigacion el método de
maceracion es de suma importancia ya que el material vegetal esta en contacto con un
volumen dado de disolvente durante un periodo de tiempo determinado, aunque el principal
inconveniente que se puede presentar es la incompleta extraccién de los principios en la
planta (Castillo & Ramirez, 2006). Recientemente, varios métodos no convencionales, como
la extraccién con fluidos supercriticos, la extraccién con liquidos presurizados, la

extraccién asistida por microondas, la extraccion asistida por ultrasonidos, la extraccién por
campos eléctricos pulsados y la extraccion asistida por enzimas han surgido como alternativas
a los métodos convencionales debido a las ventajas del primero en términos de menor
consumo de solvente, menor tiempo de extraccidbn y mayor respeto al medio ambiente
(Miranda, et. al., 2021).

Una vez realizada la extraccion de los pigmentos, es necesario realizar una caracterizacion
gue permita conocer las propiedades espectrofotométricas del pigmento basada en la

espectroscopia de luz visible.

2.8. Caracterizacion espectrofotométrica

El estudio a nivel bioquimico de cualquier biomolécula requiere la utilizacion de técnicas
analiticas que permitan su determinacion cualitativa y cuantitativa, asi como su
caracterizacion fisicoquimica y biolégica. Uno de los métodos mas sencillos, accesibles, utiles
y utilizados es la espectroscopia ultravioleta-visible, la cual serd la técnica a seguir en esta
investigacion. Dentro de ella, se pueden identificar y cuantificar biomoléculas en solucién y en
muestras bioldgicas, con el empleo de reactivos especificos que reaccionan con el compuesto

a analizar y forman un producto coloreado que permite detectarlo en muestras complejas.

Esta técnica se fundamenta en la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones,

entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV visible. Las longitudes de onda de las
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radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben
dependen de la estructura atdmica y de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza
iGnica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un valioso instrumento para

la determinacion y caracterizacion de biomoléculas (Bastidas, et. al., 2020).

En espectroscopia el término luz no sélo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. Moreno y
colaboradores (2021) mencionan que en espectrofotometria de absorbancia se utilizan las
regiones del ultravioleta (UV cercano, de 195-400 nm) y el visible (400-780 nm), es por esto
gue cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad lo incide
perpendicularmente sobre una disolucion de un compuesto quimico que absorbe luz o
croméforo, el compuesto absorbera una parte de la radiacién incidente y dejara pasar el resto.
Esto refleja dos variables importantes en esta técnica como lo es la transmitancia y la
absorbancia. La transmitancia (T) de una sustancia en solucién es la relacion entre la cantidad
de luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra y la cantidad
de luz que incide sobre ella. La transmitancia nos da una medida fisica de la relaciéon de
intensidad incidente y transmitida al pasar por la muestra. Por otro lado, la absorbancia (A) es
un concepto mas relacionado con la muestra puesto que nos indica la cantidad de luz
absorbida por la misma. La cantidad de luz absorbida dependeré de la distancia que atraviesa
la luz a través de la solucion del croméforo y de la concentracion de éste (Bastidas, et. al.,
2020).



3. Planteamiento del problemay justificacion

El uso de indicadores de medicion de la concentracion de i6n hidronio y de su logaritmo
negativo (pH) es importante en diversas areas de la ciencia. La medicion de pH se utiliza en
la preservacion de los alimentos, la determinacion de la eficiencia de reacciones quimicas o
enzimaticas, el crecimiento de cultivos celulares, entre otros multiples procesos. Los
indicadores permiten distinguir estas variaciones de pH mediante cambio de color en la luz
visible ya que son percibidos a simple vista. Los indicadores frecuentemente son moléculas
sintéticas de amplio uso en el laboratorio y otros ambitos, sin embargo, ahora existe una
tendencia a la busqueda de indicadores ecoamigables con el ambiente y que provengan de
fuentes naturales y renovables. Por otro lado, Khan, P. y Farooqui, M. (2011) han reportado
gue la coloracion de los pétalos de diversas especies de plantas florales es debida a
metabolitos como flavonoides, antocianinas, iminas, entre otros. Estos metabolitos son
sensibles a las condiciones de pH del suelo de cultivo, e inclusive algunas flores cambian de
color en funcién del pH metabdlico de la planta. Por lo anterior, en este proyecto se identifico
y caracterizd la existencia de metabolitos en extractos de las flores de Gerbera jamesonii,

para su futura aplicacién en investigacion, desarrollo y procesos de manufactura.

4. Objetivo general

Caracterizar los extractos acuosos de Gerbera jamesonii mediante espectroscopia de luz

visible

4.1. Objetivos especificos

e Obtener extractos acuosos de Gerbera jamesonii mediante maceracion.

e Determinar las caracteristicas espectrofotométricas de los extractos mediante la
medicién de la longitud y amplitud de onda maximas en pH acido y basico.

e Identificar las moléculas responsables del viraje dentro de los experimentos
realizados.

e Cuantificar los cambios en la absorcion de luz visible de los extractos en pH acido y

basico.



5. Métodos

5.1. Obtencién de las muestras

Las flores de Gerbera jamesonii fueron adquiridas de los mercados locales de la zona
Ixtapaluca, Edo. México, durante la temporada de verano en el mes de julio del afio 2022. Se
adquirio la mayor gama de colores existentes incluyendo flores blancas. Una vez
recolectadas, se lavaron con agua destilada para remover las impurezas de mayor tamafio.
El exceso de agua destilada de los pétalos fue retirado mediante el uso de una toalla de papel
absorbente. Después de esto, los pétalos seran removidos evitando el arrastre de anteras y/o
filamentos. Finalmente, los pétalos limpios fueron secados con calor en un desecador de

alimentos de la marca TYC a 55 °C por 1.5 hrs.

5.2. Obtencién de los extractos

Los pétalos desecados fueron fragmentados con un triturador hasta obtener particulas de
menor tamafio posible. Se pesaron 2 g. del polvo y fueron colocados en 40 mL de agua
destilada para preparar un extracto acuoso con concentracion al 5% p/v. La mezcla se coloco
en reposo por 50 minutos hasta llegar a una temperatura ambiente. Al finalizar la infusién fue
filtrada a través de una gasa para los restos mas grandes y después por papel filtro de 5 ym

para los restos mas pequenos.

Del extracto al 5% p/v se realizaron dos diluciones seriadas, la primera al 50% para obtener
una concentracion final de 2.5% y la segunda al 75% para obtener la concentraciéon de 1.25%.
Estas diluciones se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos en la centrifuga analoga de
la marca Zeigen (modelo Cent-6T). El sobrenadante fue conservado para ser utilizado en caso

de repetir algln experimento con esas concentraciones.

5.3. Preparacion de las curvas de pH

Para la prueba de viraje se preparan las siguientes diluciones de acido nitrico y/o hidréxido

de sodio, ver tabla 1y 2:



Tabla 1. Diluciones realizadas con acido nitrico (HNO3)

No. Dilucion Diluciones
1 20 ml de H20 + 35 pl de HNO3
2 3 ml de la solucion 1 + 18 ml de H20
3 3 ml de la solucion 2 + 18 ml de H20
4 3 ml de la solucion 3 + 18 ml de H20
5 3 ml de la solucion 4 + 18 ml de H20
6 3 ml de la solucion 5 + 18 ml de H20
Tabla 2. Diluciones realizadas con hidréxido de sodio (NaOH)
No. Dilucién Diluciones
1 200 ml de H20 + 0.8 g de NaOH
2 100 ml de la solucion 1 + 100 ml de H20
3 25 ml de la solucién 2 + 175 ml de H20
4 33 ml de la solucién 3 + 166 ml de H20
5 50 ml de la solucién 4 + 150 ml de H20
6 50 ml de la solucion 5 + 150 ml de H20
7 50 ml de la solucién 6 + 150 ml de H20
8 150 ml de H20

A todas las diluciones se les midié el pH utilizando un potencidmetro portétil modelo Grochek

HI98127 de la marca Hanna calibrado en donde se adicioné el indicador natural y fue

comparado con el color indicador de las tiras de pH.

5.4. Caracterizacion espectrofotométrica

Para la lectura de las longitudes y amplitudes de onda, se tomaron alicuotas de las muestras
infusionadas al 5%, 2.5% y 1.25% de aproximadamente 1.6 mL para cada una. Estas

alicuotas también fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 5 minutos con una temperatura

controlada de 20 °C usando la minicentrifuga Galaxy MiniStar de la marca VWR.



En un tubo Eppendorf se colocaron 1000 yL de cada dilucién de &cido nitrico / hidroxido de
sodio y 250 uL de las respectivas muestras de la infusién (diluciones de 5%, 2.5% y 1.25%).
Estas muestras se homogeneizaron en el Vortex mixer de la marca Techne a 2200 rpm

durante 30 segundos, al termino fue cuantificada la absorbancia.

Las preparaciones fueron leidas utilizando un espectrofotometro de luz visible prefabricado
de Open source disefiado por GaudiLabs (GaudiLabs LLC, Luzern, Switzerland). La
adquisiciéon y cuantificacion de las imagenes se obtuvo en el software de uso libre
SpectralWorkbench (https://spectralworkbench.org) y en el software Spectragryph 1.2.

5.5. Cuantificacion de los cambios de absorbancia
Para la cuantificacién de la absorbancia, se depositaron alicuotas de 100 pl en microplacas
de 96 pozos y se utilizé un lector de Microplacas para Absorbancia (Biotek, modelo ELx800)
a una longitud de onda de 405 nm.
6. Resultados y Discusion

6.1. Obtencién de las muestras
La obtencién de las muestras desecadas a partir de la recoleccion, limpieza y deshidratacion
de las flores de Gerbera jamesonii fue adecuada ya que presentaron caracteristicas

favorables como la textura, color, forma y durabilidad, lo cual favorecié la manipulacion de

las muestras respecto a la obtencion de los extractos (Figuras 1y 2).

Figura 1. Flores lavadas con agua destilada Figura 2. Flores desecadas a 55 °C por 1.5 hrs.
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Una vez obtenidas las muestras, se almacenaron para poder realizar la obtencién de los

extractos como parte de la metodologia planteada.

6.2. Obtencién de los extractos

Los pétalos desecados fueron fragmentados y colocados para realizar su respectiva infusion

obteniendo el rendimiento y las caracteristicas de cada extracto son presentadas en la tabla

3.

Tabla 3. Extractos obtenidos para cada flor.

Color de flor

Tonalidad y
Infusién rendimiento de la

infusién

Caracteristicas del extracto

Amarilla

Blanca

Roja

Volumen de rendimiento: 30 mL
Tonalidad: Marrén intensa
Olor: Dulce

pH: 5.6.

Volumen de rendimiento: 29 mL
Tonalidad: Marrén intensa
Olor: Frutal

pH: 5.4.

Volumen de rendimiento: 30 mL
Tonalidad: Marrén intensa
Olor: Frutal

pH: 5.7.
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Morada

Marrén

Rosa

Volumen de rendimiento: 30 mL
Tonalidad: Marrén intensa
Olor: Frutal

pH: 5.7.

Volumen de rendimiento: 31 mL
Tonalidad: Marrén intensa
Olor: Frutal

pH: 5.4.

Volumen de rendimiento: 26 mL
Tonalidad: Amarillo claro
Olor: Dulce

pH: 5.1.

6.3. Preparacion de las curvas de pH

A todas las diluciones de acido nitrico y/o hidréxido de sodio se les midié el pH utilizando un

potenciometro calibrado Los resultados se muestran en la tabla 4y 5.

Tabla 4. Resultados de la medicion con potenciometro para el valor de pH de las diluciones

realizadas con acido nitrico (HNO3)

Dilucién pH
1 0.99
2 2.09
3 3.01
4 4.06
5 5.07
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6 6.06

7 7.05

Tabla 5. Resultados de la medicién con potenciometro para el valor de pH de las diluciones

realizadas con hidroxido de sodio (NaOH)

Dilucién pH
1 14.05
2 13.05
3 12.03
4 11.07
5 10.05
6 9.03
7 8.03

6.4. Caracterizacion espectrofotométrica

Los colores de absorcion presentados a continuacion, corresponden a las longitudes de onda
de luz que son absorbidas por la combinacion del extracto y la dilucién de pH. Estas longitudes
de onda de absorcion varian segun la estructura y las propiedades de las moléculas presentes
en la muestra por lo que los colores de absorcion en el espectro visible fueron descritos de la

siguiente manera (Figura 3):
Colores de acuerdo a la zona de absorcion

e Violeta: Longitudes de onda entre 400 nm y 420 nm.
e Azul: Longitudes de onda entre 420 nm y 490 nm.

e Verde: Longitudes de onda entre 490 nmy 570 nm.

e Amarillo: Longitudes de onda entre 570 nm y 590 nm.
e Naranja: Longitudes de onda entre 590 nmy 620 nm.

e Rojo: Longitudes de onda entre 620 nm y 750 nm.
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Figura 3. Ejemplo de los colores de absorcion asignados por el espectrofotémetro de luz visible Open
Source para la flor rosa a pH 7 en una concentracién del 5% p/v, donde se observan tres picos

pronunciados en las zonas azul, verde y roja.

Cabe destacar que estos rangos y colores son los obtenidos en esta investigacion, los cuales
fueron fundamentados con el espectrofotometro de luz visible prefabricado de Open Source
disefiado por GaudiLabs (GaudiLabs LLC, Luzern, Switzerland) para apreciar una mayor

precision.

A partir de estos rangos establecidos, se logré reconocer que los cambios en la absorcién
estan dados en funcién de la concentracion utilizada para cada dilucion del extracto. Los
resultados obtenidos estan de acuerdo a lo reportado por Matias, E. L. (2008), los cuales
mencionan que las moléculas que producen los distintos virajes al estar separadas por

longitud de onda pueden ser descritas dadas sus caracteristicas espectrofotométricas.
6.5. Cuantificacién de los cambios de absorbancia y su relacién con la concentracion

Respecto a la cuantificaciébn a la longitud establecida desde un inicio, los cambios de
absorbancia del pH acido/basico se logré identificar que la concentraciéon fue directamente
proporcional a la absorbancia ya que en el caso del experimento de menor concentracion
(1.25% p/v) se aprecia una absorbancia muy baja tanto para los pH acidos como para los
basicos, lo que indica que gran parte de la luz es absorbida por la muestra. Por el contrario,
las muestras que tuvieron una mayor concentracion (5 y 2.5% p/v) presentaron una

absorbancia mas alta para ambos pH especificamente en los mas altos (Tabla 6).
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Tabla 6. Absorbancias obtenidas para pH acido y basico.

Flor Dilucién Promedio de Desviacion Promedio de Desviacion

(p/v) absorbancias estandar promedio  absorbancias estandar promedio

en medio de las absorbancias en medio de las
acido en medio &cido basico absorbancias en
(Abs) (Abs) medio basico

5% 0.027 0.003 0.171 0.003
Amarilla 2.5% 0.006 0.003 0.093 0.004
1.25% 0.001 0.001 0.047 0.004
5% 0.114 0.008 0.240 0.021
Blanca 25% 0.054 0.005 0.130 0.006
1.25% 0.034 0.006 0.063 0.004
5% 0.124 0.008 0.379 0.018
Morada 2.5% 0.079 0.008 0.230 0.013
1.25% 0.053 0.011 0.124 0.011
5% 0.139 0.006 0.353 0.019
Rojo 25% 0.063 0.005 0.179 0.009
1.25% 0.033 0.004 0.097 0.003
5% 0.291 0.008 0.271 0.009
Marrén 25% 0.138 0.007 0.144 0.005
1.25 % 0.072 0.004 0.075 0.005
5% 0.031 0.002 0.293 0.005
Rosa 25% 0.009 0.002 0.134 0.003
1.25% 0.000 0.000 0.067 0.008

Lo anterior permitié determinar que a una mayor concentracion existe un viraje mas fuerte
tanto en pH acido como en basico, aunque para el pH basico se aprecié un viraje mas intenso
en los pH 13y 14 (Figuras 4, 5y 6).
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Figura 6. Tonalidad de los distintos pH basicos en reaccion con el extracto de flor roja (Dilucién del 5%)

6.6. Comportamiento de las moléculas en las zonas de absorcion

De acuerdo con las zonas de absorcion establecidas en esta investigacion (azul, verde y rojo)
acompafadas de las medidas obtenidas como son la longitud maxima, la altura maxima y el
ancho del pico en cada uno de los espectros obtenidos, las moléculas que posiblemente se
ajustan a las caracteristicas espectrofotométricas son las antocianinas y los flavonoides.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Shivaji, et al. (2014), estos autores
mencionan que las antocianinas son responsables de la pigmentacién en flores y hojas,
ademas tienen un rango de absorcién principalmente en la region del violeta y azul del
espectro visible y esta absorcion varia segun el pH del entorno. La absorcion maxima de las
antocianinas en medio acido suele encontrarse alrededor de los 500-550 nm, lo que
corresponde a la region azul-verde del espectro visible, ver figura 7.
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En la figura 7 se observa que la intensidad mayor de los picos en los espectros tuvo una
mayor tendencia hacia la region azul y verde y es acompafiado de una amplitud mayor y un

longitud maximo para todos los experimentos.
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Figura 7. Zona de absorcién verde de 490 a 570 nm para los pH 1-14.

En medios alcalinos, las antocianinas tienden a absorber en la regioén roja que va de los 620
nm a los 750 nm como se aprecia en la figura 8, en la cual a pesar de no tener la misma
intensidad que los picos para la region azul y verde en el medio acido, es posible identificar

gue existe un aumento de la intensidad y altura maxima del pico en esta zona de absorcion.
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Figura 8. Zona de absorcion roja de 620 a 750 nm para los pH 1-14.

De acuerdo con Guerra, M., & Ortega, G. (2006) la absorcién de luz por parte de las
antocianinas se debe a la presencia de estructuras quimicas conjugadas, que contienen
enlaces dobles alternados (enlaces =) en su estructura. Estos enlaces r son responsables de

la absorcidn selectiva de fotones en la regidon del espectro visible.

Por otro lado, los flavonoides son una clase amplia de compuestos que incluyen diversas
subclases, como flavonas, flavonoles y flavanonas. Si bien los flavonoides pueden mostrar
una absorcidn maxima en diferentes regiones del espectro UV-visible, algunos de ellos
presentan una absorcion preferente en la region azul del espectro visible. Esto se debe a que
los flavonoides poseen grupos funcionales como los grupos hidroxilo (-OH) y los grupos
carbonilo (-C=0) asi como anillos aromaticos, que contribuyen a su capacidad de absorcién
(Rivera, et al. 2017).

En general, los flavonoides tienden a tener un rango de absorciébn mas amplio que las
antocianinas que puede oscilar entre los 400 y 500 nm (Abonce, et al. 2018), lo que abarca la
region azul y verde-amarilla del espectro visible como se observa en la figura 9, las cuales
presentan una intensidad y altura del pico significativamente mayor acompafada de una
amplitud proporcional a estos pardmetros en comparacion de la zona verde (figura 7) y roja
(figura 8),.
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Figura 9. Zona de absorcién azul de 420 a 490 nm para los pH 1-14.
Las caracteristicas de estas moléculas mencionadas acompafadas de los cambios en la
concentracion de las diluciones del extracto fueron las responsables de que existiera un

aumento o disminucién en algunas graficas dado que las moléculas aparecen o desaparecen

en los rangos de absorciéon especificos para cada una de ellas.

7. Conclusién

Los resultados obtenidos en las titulaciones acido-base nos llevan a concluir que los cambios
en la absorciéon estan dados en funcién de la concentracion, ya que al estar separados por
longitud de onda se puede caracterizar a las posibles moléculas responsables del viraje. Estas
moléculas son flavonoides y antocianinas, ademas debido a su presencia se produjeron
cambios en ambas titulaciones (acido-base). De acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion, es beneficioso utilizar el extracto de la flor Gerbera Jamesonii como indicador

natural de pH en futuras investigaciones.
8. Recomendaciones

e [Es importante tener en cuenta que tanto las antocianinas como los flavonoides

presentan perfiles de absorcion especificos que pueden depender de factores como
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el pH, la estructura quimica y el entorno molecular en el que se encuentren como se
presento6 en esta investigacion.

La extraccion de los compuestos naturales de la flor Gerbera jamesonii también se
puede realizar con etanol debido a que es un solvente polar, por lo que tiende a
disolver las sustancias solubles en agua.

Para la preparacion de las curvas de titulacion, de acuerdo con Shivaji y colaboradores
(2014), el HNOs puede ser sustituido por HCI ya que no afecta la obtencion de los
resultados finales en ambas investigaciones.

La concentracion p/v del extracto de la flor Gerbera Jamesonii juega un papel
importante dentro del viraje, por lo que se recomienda utilizar concentraciones
especificas del 2.5% p/v o mayor para obtener resultados visuales mas perceptibles.
En caso de querer aislar los metabolitos naturales (flavonoides y antocianinas) del
extracto de la flor Gerbera Jamesonii, se recomienda realizar una cromatografia de
capa fina con n-Butanol: &cido acético glacial: agua (40:10:20), de acuerdo con Shivaji
y colaboradores (2014)
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10. Anexos

10.1. Actividades realizadas durante el proyecto

Las actividades mencionadas a continuacion se han realizado 12 veces durante los meses de
agosto del 2022 a enero del 2023.

>
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Se recolectaron, desecaron y trituraron muestras de Gerbera jamessoni.

Se obtuvo el extracto de las muestras a partir de la infusién de las mismas.

Se prepararon diluciones de pH con uso de HNO3s, NaOH y H-0.

Uso y manejo del potencidmetro para la obtencion de las medidas de pH y ajuste de
las mismas a las esperadas en el experimento.

Preparacion de diluciones del extracto en las concentraciones de 5, 2.5y 1.25 % p/v.
Centrifugacion de las diluciones y alicuotas de los extractos.

Preparacion de alicuotas del extracto.

Preparacion de diluciones de HNO3 y de NaOH junto con las diluciones del extracto.

Interpretacion visual del viraje de color en las reacciones.

Homogeneizacion de las diluciones de HNO3 y extracto.

Toma de muestras de las diluciones de HNO3 y extracto para ser colocadas en
microplacas de 96 pozos.

Lectura de la absorbancia de las muestras en el lector BioTek EIx800.

Lectura en el espectrofotometro de luz visible de Open source.

Manipulacion y cuantificacion de las imagenes en el software SpectralWorkbench y
SpectraGryph 1.2.

Elaboracién de una base de datos para la recoleccion de los resultados de todos los
experimentos.

Interpretacion de los resultados en base a los valores arrojados.

Elaboracion de los diferentes reportes experimentales por prueba.

Elaboracion de la bitdcora de cada uno de los experimentos.

Entrega de reportes finales por experimento realizado.

10.2. Actividades académicas

>

10.2.1. Seminarios hospitalarios

Seminarios de actualizacion en el area de Planeacion, ensefianza e investigacion del

Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca.
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11.
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10.2.2. Informes experimentales:
Informes de parametros estadisticos por pruebas.

Informes cuantitativos de graficos por experimento.

10.2.3. Cursos tomados:

Control de calidad en hematologia: Un ligero desvio en la ruta de la rutina aprendida.
Anticuerpos: Conoce y elige el adecuado para tu investigacion.

Barreras de Seguridad en el Traslado Intrahospitalario.

Control de calidad en inmunohematologia controlando la incompatibilidad.
Diagnéstico integral de la infeccion por SARS CoV-2 desde PCR hasta la deteccion
de anticuerpos.

Herramientas para el desarrollo de ensayos de gPCR multiple.

Importancia de la cuantificacion en la edicién genémica.

Investigacion y desarrollo en la obtencién de productos biotecnoldgicos.

Mas all4 de la cuantificacion aplicaciones especiales de la PCR Tiempo real.
Técnicas accesorias en inmunohematologia - Adsorcion.

Uso Correcto del Equipo de Proteccién Personal COVID 19.

Control de calidad en pruebas moleculares: Controlando la innovacion.

HIV: evolucidn de las pruebas seroldgicas.

Metas alcanzadas

Limpieza e higiene en el laboratorio de investigacion.

Refuerzo de los conocimientos para la obtencién de productos naturales.

Mejora de las técnicas aplicadas al uso y manejo correcto de reactivos en la
experimentacion.

Comprension de las lecturas de absorbancia con el uso del espectrofotémetro.
Analisis y elaboracion de bases de datos estadisticos.

Interpretacion de herramientas para el desarrollo de ensayos de gPCR multiple
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