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TAREA 1. Eleccion de la técnica instrumental

Nuestra tapa “brocheta de tierra y mar” contiene 200g de fresa y 30 g de anchoa,
en esta racion de fresa hay 104mg de vitamina C (acido ascérbico), al ser unos de
los compuestos mayoritarios, hemos decidido analizar este.

Hemos seleccionado la técnica de HPLC UV-VIS (cromatografia liquida de alta
resolucién), no obstante, hemos barajado la posibilidad de analizarlo por otros
métodos como el HPLC MS, por método lodimétrico, electroforesis capilar,
espectrofotometria directa a 260nm o fluorimetria, ya que también son validos
para el analisis de la vitamina C, sin embargo, el HPLC UV-VIS es la técnica con
mayor sensibilidad para la deteccién del acido ascérbico, a parte, es una técnica
que se realiza rapida y eficazmente. Esta técnica es muy utilizada para identificar y
separar los componentes de frutas y vegetales frescas, bebidas de frutas y leche.

TAREA 2. Descripcion del fundamento de la técnica

El HPLC UV-VIS separa los componentes de una muestra, los cuales avanzan a lo
largo del sistema con velocidades diferentes dependiendo de su afinidad por cada
una de las fases.

Ademas, usaremos HPLC de reparto, lo que significa que la fase estacionaria es un
liquido inmovilizado sobre un material inerte sélido que actiia de soporte, esta
técnica es la mas recomendada para analitos con bajo peso molecular, no iénicos,
polares e insolubles en agua como es nuestro caso con la vitamina C.

En nuestro caso utilizaremos el detector UV-VIS con filtros ya que nuestro analito
tiene el maximo de absorcién en 254 nm.
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La Fase movil se encuentra en reservorios (botellas de plastico o vidrio,
dependiendo de la sustancia), la bomba impulsa el liquido hacia la columna, entre
medias esta el inyector que es un sistema de valvulas el cual dependiendo de la
posicion “Inyect” o “Load”, permite o no pasar el analito con la fase mévil hacia la
columna. Antes de la columna, hay un sistema que protege la columna y elimina las
interferencias llamado pre-columna. Finalmente, el analito atraviesa la columna y
sale a diferentes velocidades dependiendo de la afinidad que tenga por la fase
estacionaria y por la fase movil. Llega al detector que al ser UV-VIS emite una
radiacion y registra la cantidad de luz absorbida por el analito.

El detector UV-VIS con filtros se usa cuando estudiamos moléculas organicas que
absorben a 254 nm acoplados a lamparas de mercurio. La cubeta tiene forma de Z
son abiertas y analito no se encuentra estancado, sino que fluye por ella, se llaman
células de flujo, son mas pequefias que el resto de cubetas y se rellenan con menor
volumen de analito, lo que las convierte en las mas eficaces ya que a menor
volumen menor “ensanchamiento de pico”.

TAREA 4. Descripcion tedrica de la realizacion del analisis cuantitativo

Hemos encontrado dos fuentes de informacion que realizaban la determinacion de
la vitamina C por HPLC de reparto con detector UV-VIS con filtros, a continuacion,
vamos a comparar sus resultados.
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FAO TFG
FASE ESTACIONARIA Hypersil ODS (moléculas Cis
C1s)
FASE MOVIL Buffer acetato": Metanol: Acido sulfurico
Agua (15:40:945)
TIEMPO DE RETENCION 6-8 min 12-14 min
VELOCIDAD DE FLUJO 0,8 mL/min 0,4 mL/min

Desconocemos los motivos por los cuales el TFG no se bas6 en los datos del FAO.
En este caso si que nos basaremos en los datos del FAO porque son datos mas
completos.

Al modificar la fase mévil, varian los tiempos de retencion del analito, ya que varia
su afinidad por la fase mévil. De esta manera podemos modificar la resolucién de la
columna.

Antes de introducir la muestra problema, inyectamos una disolucién patrén de
vitamina C de concentracién conocida, para posteriormente verificar que tenemos
vitamina C en ella comparando los tiempos de retencién (deberian ser mas o
menos iguales, en este caso de unos 6-8 min) y determinar su concentraciéon
comparando las areas del patréon y la muestra.

Pretratamiento:

Para una muestra (200 g de fresa) hemos utilizado solo 5 g. segtin el FAO se extrae
la vitamina C (acido ascorbico) con 50 ml de 4cido metafosférico 0,5% que
contiene ditiotreitol 0,2% (DTT) utilizando un homogenizador y posteriormente
mediante agitacion y centrifugacidn. Tras la centrifugacidn, el extracto es diluido
con buffer acetato pH 4,8 que contiene DTT 0,2%. Se filtra con un filtro de 0,45 pm
y se inyecta en el HPLC.

En el HPLC se usa la fase inversa, utilizando asi una fase estacionaria apolar
(Hypersil ODS (Shandon), 5 um) y una fase mdvil muy polar (Buffer acetato:
Metanol: Agua (15:40:945). El buffer acetato estd formado por 36,8 g de acetato de
sodio*3H0 disueltos en 800 ml de agua, 101 ml de acido acético, pH ajustado a 3,8
y diluido a 1000 ml con agua.). La columna, en la cual esta la fase estacionaria, es
de acero inoxidable; 250x4,0 m. El flujo es de 0,8 ml/min, la presién de 90 bar, el
volumen de inyeccién 20 pl y la longitud de onda de deteccién UV-VIS con filtros a
254 nm. El tiempo de retencién obtenido para el patrén y la muestra problema fue
muy similar, de unos 7 min.

Podriamos cuantificar la concentracion de vitamina C en nuestra muestra
problema usando un factor de proporcionalidad ya que la concentracién y el area
del pico obtenido son linealmente proporcionales.
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Area patron ---------------mcmmmmeoe oo Concentracion patron

Area muestra ----------=--=--m--mmmmemeee x (Concentracion muestra)

Por ultimo, como hemos utilizado solo 5 g de 100 g de la muestra inicial de fresa,
calculariamos el total de esta forma:

5g de fresa ----------------msmmmeo e x (Concentraciéon muestra)
100g de fresa -------------=-=--=-cmmmmemmeen y (Concentracion de
vitamina C en la tapa)
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