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TAREA 1. Eleccion de la técnica instrumental.

En primer lugar, vamos a determinar la vitamina K, ya que se trata del analito

mayoritario en nuestra tapa. Para llevarlo a cabo, vamos a emplear el aguacate;
ingrediente que contiene 21 microgramos/100g.

Por un lado, cabe destacar que la vitamina K es una vitamina liposoluble que destaca
por su contribucién en la coagulacién sanguinea.
Fue descubierta a mediados del siglo XX por un bioquimico danés, Henrik Dam, que la
nombré K por “koagulation”.
Se presenta como

- vitamina K1(filoquinonas) : vegetales de hojas verdes.

- vitamina K2 (menaquinonas): alimentos fermentados como queso.

- vitamina K3: origen sintético.

Atendiendo a nuestros conocimientos obtenidos en las practicas de Quimica Analitica II,
y teniendo en cuenta que la vitamina K es una vitamina liposoluble, hemos llegado a la
conclusion de que el método mas adecuado es HPLC (cromatografia liquida de alta
eficacia), ya que se trata de una técnica capaz de separar los analitos en funcién de su
polaridad. Asimismo, sabemos que cada analito tiene una polaridad especifica, y por
tanto podemos analizar tanto cuantitativa como cualitativamente nuestro analito.
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TAREA 2. Descripcion del fundamento de la técnica.

La cromatografia liquida de alta eficacia es una técnica de separaciéon basada en la

mayor o menor retenciéon que la fase estacionaria, ejerce sobre cada una de las especies
moleculares presentes en nuestra mezcla problema arrastrada por una fase movil
liquida. La fase estacionaria esta situada en una columna que es atravesada por dicha
fase movil. Vamos a utilizar una fase normal dado que nuestro analito es liposoluble
(apolar);

esto significa que nuestra fase movil es apolar y la estacionaria, polar. Asi pues, cuando
nuestro analito se ponga en contacto con la fase estacionaria, no va a quedarse retenido,
debido a que su afinidad es muy baja, saliendo rapido del sistema cromatografico.

El resultado de nuestra cromatografia muestra picos que determinan el tiempo de
retencion de cada analito presente en nuestra muestra, permitiéndonos su
cuantificacion.
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TAREA 3. Esquema del equipo instrumental empleado.
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- FASE MOVIL: fase que atraviesa la fase estacionaria que en nuestra
cromatografia es la apolar. En nuestra fase mévil utilizaremos isobutanol. La
velocidad de la fase movil es de 1,3 ml/min.

- BOMBA: comprime la fase movil y la envia a presion al resto de sistema.
Normalmente, las bombas del HPLC son de piston.

- INYECTOR: canal por el que se introduce la muestra a estudiar.

- COLUMNA: componente en el que se encuentra la fase estacionaria (en nuestro
caso fase silica tratada con RMe2SiCl) que en nuestra cromatografia es la polar.

- DETECTOR: componente que registra la sefial (en nuestro caso hemos elegido
un detector de UV-visible).

- CROMATOGRAMA: componente que muestra los resultados obtenidos por el
detector.



ONIVERSIDAD
COMPLUTENSE

MADRID

TAREA 4. Descripcion teodrica del analisis

cuantitativo.

Procedimiento para obtener la muestra de aguacate para el HPLC:

Se pela la fruta, y se retira el hueso.

Se selecciona la parte fresca y se congela.

Extraccion del aceite con hexano en un aparato de Soxhlet.
Mantenimiento de las muestras bajo un cristal con N2 en un congelador.
Saponificacion.

Se tapan las muestras y se calientan a 95° C durante 1 hora.

Se dejan enfriar y se mezclan con agua.

Neutralizaciéon con KOH y agua de las capas organicas.

O 0N AN

Se realizan 3 extracciones con éter de 10 mL cada una.

10. Las capas organicas se extraen y se secan con Na2S04.

11. Se filtra la solucion.

12. El solvente se evapora hasta que se seque.

13. La muestra se pesa

14. La muestra seca se disuelve con cloroformo y se almacena hasta su analisis por
HPLC (técnica descrita en la tarea 2).

Procedimiento para el analisis de la muestra:

En primer lugar, se debe introducir una sustancia que no interaccione con la fase
estacionaria para conocer el tiempo muerto.

En segundo lugar, se analiza una muestra de vitamina K del laboratorio de
concentracion conocida para conocer su tiempo de retenciéon y asi su posterior
identificacién en nuestra muestra problema preparada anteriormente.

A continuacién, se inyecta la muestra problema al menos tres veces. En el
cromatograma obtenido visualizamos distintos tiempos de retencion, anchura, altura y
area de cada pico procedentes de los diferentes componentes de la muestra.

Dado que conocemos el tiempo de retencion especifico de la vitamina K, podemos
determinar cudl de esos picos es el que corresponde a nuestro analito para su posterior
cuantificacion conociendo asi su concentracion dentro de el aguacate.

El area obtenida en nuestro pico es directamente proporcional a la concentracién de
dicho componente. Por tanto, al saber la concentracién y el drea de la vitamina k del
laboratorio y el drea de nuestro analito, realizando los calculos necesarios, obtendremos
la concentracién que queremos conocer.
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