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TAREA 1. Elección de la técnica instrumental 

 
Existen varias técnicas instrumentales para determinar el contenido de vitamina K de la             
tapa seleccionada. Nos encontramos métodos tanto directos como indirectos. Entre los           
métodos directos, podemos utilizar la espectrometría de masas o la cromatografía líquida            
de alta resolución. Respecto a los métodos indirectos, encontramos el tiempo de            
protrombina y los metabolitos secundarios generados de la vitamina 
 
En este caso elegimos la técnica de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con              
detección ultravioleta visible, ya que es una técnica rápida y sencilla de usar. Este método               
nos permite analizar la filoquinona (vitamina K) de la muestra, ya sea plasma humano o               
cualquier otra sustancia orgánica. Los datos obtenidos mediante esta técnica se           
aproximan mucho a los valores reales.  
Sin embargo, se trata de un método poco sensible y poco selectivo, por ello, es               
recomendable complementarlo con otras técnicas de determinación. En este caso elegimos           
la detección con ultravioleta visible (UV-Vis). 
 
Además, la HPLC junto con detección de UV-Vis es una de las técnicas más utilizadas en la                 
actualidad para la cuantificación y determinación de la vitamina K.  
 
Cabe recordar que existen varios tipos de vitamina K: 

- Vitamina K1, llamada filoquinona, que proviene de productos vegetales, hígado así.           
Es la que vamos a analizar.  

- Vitamina K2 también llamada menaquinona, que es producida por las bacterias del            
intestino 

La diferencia entre una vitamina y otra será un pico que se encuentra próximo en el                
espectrómetro.  
En nuestro caso al tratarse de productos vegetales (garbanzos) cuantificaremos la           
vitamina K1 y no existe vitamina K2 en esta tapa por la razón explicada anteriormente.  
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TAREA 2. Descripción del fundamento de la técnica 

 
La cromatografía líquida de alta resolución es una técnica de separación empleada para             
discernir componentes de una mezcla. Existen dos fases: fase estacionaria no polar que se              
encuentra en la columna, y una fase móvil polar (donde está localizado el portador de la                
muestra). 
La cromatografía líquida de alta resolución junto a UV, es utilizada para detectar los              
analitos de una muestra. La luz es utilizada para medir la absorción de la muestra a                
diferentes longitudes de onda. Existen varios tipos tipos de detectores, los detectores de             
longitud de onda única, así como los detectores de longitud de onda variables. 
 

TAREA 3. Esquema del equipo instrumental empleado  

 

 
INSTRUMENTOS 

 
Tras realizar la extracción de la filoquinona y diluirla en un solvente orgánico, se inyectan 
50 microlitros  del  analito en el sistema  cromatográfico.   Se han utilizado  los  siguientes 
componentes: 

-Sistema CBM-20A (SCL-10AVP) 
-Software de solución LC 
-Bomba isocrática LC-20AT 
-Detector ProStar 325 Dual Wavelength UV-Vis HPLC Detector de la compañía Agilent 
Technologies, su intervalo de longitud de onda comprende entre 190 hasta 900 nm, la 
fuente de luz es Deuterio (UV) y halógena de cuarzo (Vis) 
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La separación se realizó en fase inversa, con una fase móvil de diclorometano o metanol, 
con un flujo de 1ml/min y con una columna de acero inoxidable con un módulo de 
compresión radial de 8x10. 

 
TAREA 4. Descripción teórica de la realización del análisis cuantitativo  

 
La muestra a analizar es un      
sólido a homogeneizar en el     
mortero. En nuestro caso se va a       
tratar de una muestra sólida, ya      
que se está analizando el     
contenido de vitamina K en     
garbanzos (hummus). Sin   
embargo, independientemente  
del estado de la muestra se va a        
proceder a la extracción usando     
hexano, después al lavado de la      
muestra, y posteriormente a la     
introducción en el sistema de     
HPLC. Solo en el caso de que el        
hexano no fuese el primer     
solvente extraído (cosa que no     
ocurre en el caso de la extracción       
de la Vitamina K1) se produciría la evaporación de la muestra. Después se procede al               
lavado y al tratamiento HPLC. 
 
Podemos encontrar la vitamina K en varios alimentos como los garbanzos, aguacate o             
maíz. En garbanzos tenemos una cantidad de 264 µg, 19 µg en aguacate y 1µg en maíz en                  
100 g de alimento. Por lo consiguiente, se deduce que la mayoría de vitamina K provendrá                
de los garbanzos y será de donde analizaremos. 
La técnica está basada en la cromatografía líquida, principalmente en la fase inversa. Se              
usa como fase móvil el diclorometano y metanol (100 ml y 900 ml respectivamente) entre               
otros solventes. Por otro lado, se emplea la longitud de onda de 243 nm del               
espectrofotómetro con detector UV, porque presenta mucha absorción (pico) y se utiliza            
un patrón 2’3’-dihidrofiloquinona en pequeñas cantidades. 
 
Para la determinación es necesario realizar procesos preanalíticos, para que sea lo más             
pura posible, evitando de esa forma interferencias. . Primero se hace una prepurificación             
con HPLC de fase normal como semi-preparación y después un HPLC analítico de fase              
reversa para su cuantificación ya que la vitamina k es una vitamina liposoluble y su               
determinación es más difícil por la poca cantidad que hay en los alimentos. 
 
Por otro lado debemos tener en cuenta que es un componente que se degrada fácilmente                

en condiciones ambientales, por lo que debemos ser cuidadosos con la conservación y             
tratamiento de la muestra. 
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La cuantificación de la vitamina K consiste en preparar varias curvas estandarizadas. Se             
comparan las distintas áreas y los picos adquiridos a partir del cromatograma. Para la              
obtención de estas curvas preparamos la fase móvil tal y como hemos explicado             
previamente. A continuación sacamos la regresión lineal de la curva de calibrado gracias a              
un programa informático especial para este método. 
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