Segundo ejercicio de la fase de oposicién de las pruebas selectivas
convocadas por resolucién rectoral de 18 de octubre de 2024 (BOE del 31
de octubre). FACULTAD DE CIENCIAS. UNED LAB. Plaza: LCIE0030.

SUPUESTO PRACTICO 1

Se desea conocer mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC) la concentracion de cafeina de dos muestras comerciales de café, una con
cafeina y la otra descafeinada. El rango hipotético de concentracion para un café con
cafeina es de (5-20 ppm)y el de un café sin cafeina es de (0-4 ppm). Para la calibraciéon
tenemos cafeina comercial de Sigma Aldrich, PM: 194,18, CAS 58-08-2.

1.- Cuestion 1:

Explique brevemente como haria la calibracion de la cafeina partiendo de la cafeina
comercial mediante la técnica de HPLC. Observacion: Se considera que el método de
HPLC para la cafeina es conocido, no hay que ponerlo a punto.

Partiendo de una disoluciéon patrén concentrada de cafeina, se prepararian muestras
diluidas de cafeina de concentracién conocida y se harian dos rectas de calibracién una
para la muestra con cafeina y la segunda para la recta de la muestra sin cafeina con
disoluciones mas diluidas. La recta de calibracién correlacionaria el area del pico del
cromatograma con concentraciones de analito de la muestra y mediante interpolacion
podriamos cuantificar muestra problema.

También, aunque menos adecuado, se podria hacer una recta de calibracion para los dos
rangos

2.- Cuestion 2:

Indique como se prepararia una disolucion patrén de 1000 ppm de cafeina en 50mL de
agua ultrapura (eluyente), suponiendo que la cafeina es soluble en dicho eluyente a
25°C. (1ppm=1mg/L).

Se pesan en una balanza de precisidn 50 mg de cafeina y se diluyen en 50 mL de agua
ultrapura utilizando un matraz aforado.

3.- Cuestion 3
¢Queé tipo de agua y de disolventes utilizaria para HPLC?

Agua ultrapuray disolventes especificos para HPLC.
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4.- Cuestion4

¢La muestra se diluye solo en agua o es mejor hacerlo en los disolventes y
proporciones que se van a utilizar en HPLC? Razone su respuesta.

Lo mejor es diluir la muestra en los disolventes y proporciones lo mas idénticas posibles a
la fase movil par evitar precipitaciones en la columna o en el inyector, para evitar
distorsiones en los picos del cromatograma y una mayor reproducibilidad y resolucion del
espectro.

5.- Cuestion 5:

Para hacer la recta de calibrado de la muestra del café con cafeina, se preparan cinco
disoluciones de concentracién conocida cuyo volumen final es 1mL. Dichas
disoluciones se preparan partiendo de la disolucion patron de 1000ppm que se ha
preparado en la segunda cuestion.

e Calcule los volumenes de disolucion concentrada y disolvente y rellene la
tabla.

e Indique brevemente que material de laboratorio utilizaria para medir los
volumenes y como procederia para reducir al maximo errores de medida.

Concentracion (ppm) Volumen de disolucion Volumen disolvente (uL)
cafeina 1000ppm (L)

1 1 999

2 2 998

5 5 995

10 10 9290

20 20 9280

Micropipeta, es mejor preparar la disolucién mas concentrada e ir haciendo diluciones a
la mitad para evitar errores de medida.

6.- Cuestion 6:

Para hacer la recta de calibrado de la muestra del café sin cafeina, se preparan cinco
disoluciones de concentracién conocida cuyo volumen final es 1mL. Dichas
disoluciones se preparan partiendo de la disolucion patron de 1000ppm que se ha
preparado en la segunda cuestion.
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e Calcule los volumenes de disolucion concentrada y disolvente y rellene la
tabla.

e Indique brevemente que material de laboratorio utilizaria para medir los
volumenes y como procederia para reducir al maximo errores de medida.

Concentracion (ppm) Volumen disolucién Volumen disolvente (ML)
cafeina 1000ppm (UL)

0.125 0.250 1999,75

0.250 0.5 1999,5

0.5 1 1999

1 2 1998

2 4 1996

4 8 1992

Se prepararia la disolucién concentrada con micropipeta y a martir de ahi hacer diluciones
a la mitad

7.- Cuestion 7:

Explique brevemente este método de HPLC para la cafeina

Parametro Valor
Disolventes a) H.O
b) Metanol

Velocidad de flujo 1.0mL/min

Condiciones de elucién 25% Metanol (isocratico)

Tiempo de parada 12 min
Volumen de inyeccién 20uL
Limpieza de la aguja Metanol
Temperatura de la columna 25°C

Deteccién 272nm
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La fase movil esta formada por dos disolventes, agua y metanol, el agua en el canal Ay el
metanol, en el B. Se mezclaran de una manera constante, es decir 75% de agua y 25% de
metanol durante todo el experimento, eso es lo que significa isocratico que no hay
gradientes, y lavelocidad sera de 1TmL/min. Elvolumen de muestrainyectada enla columna
es de 20uL y después de pinchar en la columna la muestra, la aguja se lavara con metanol.
El aparato tiene un sistema para mantener la temperatura constante y hemos elegido 25°C
y la lampara UV/VIS actuara a una longitud de onda de 272nm.

8.- Cuestion 8:

Unavez determinado el método de HPLC y preparadas las muestras hay que purgar el
sistema ¢Queé significa purgar en HPLC?

Significa hacer pasar disolvente (fase mdvil) por las bombas, tuberias y sistema de
inyeccion para:

e Eliminar aire o burbujas.
e Limpiarresiduos de disolventes anteriores o sales.

e Estabilizar la presién y el flujo.

9.- Cuestion 9:

Se va a utilizar para el experimento una columna C18, 4.6*150mm, 5um de fase reversa
¢Queé significado tienen esos parametros?

e (C18serefiere aque la fase estacionaria de la columna estd formada por cadena de
18 atomos de carbono unida a una silice.

e 4,6mm se refiere al didmetro interno de la columna y 150mm es la longitud de la
columna

e 5 micrémetros es eltamano de particula delrelleno de la columna, a menortamano
mayor resolucidn, pero también mayor sera la presion

e -Fase reversa se refiere a que tiene fase estacionaria no polar, esto significa que
retiene mejor las moléculas hidrofébicas y deja pasar mejor las polares.

10.- Cuestion 10:

¢Queé funcioén tiene la lampara UV en el HPLC y por qué el cromatograma se registra a
272nm para la cafeina?

La ldmpara UV (ultravioleta), normalmente una lampara de deuterio, emite luz en el rango
UV (190-400 nm). Esa luz pasa a través del flujo de eluyente (la mezcla de disolvente y
muestra) que sale de la columna.
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Muchos compuestos organicos absorben luz UV a ciertas longitudes de onda. Cuando eso
ocurre, el detector registra una disminucion en la intensidad de luz que pasa, lo que se
traduce en un pico en el cromatograma.

272nm es la longitud de onda a la que la cafeina muestra mayor absorbancia.

11.- Cuestion 11:

Se ha preparado la muestra problema con cafeina partiendo de 0.5 g de en 200 mL de
aguay se hacalentado a90 °C durante 20 min en un matraz con agitacion, la disolucion
se ha evaporado a vacio y se ha vuelto a disolver en el eluyente del método, se ha
filtrado y puesto en un vial para HPLC. Se ha hecho el cromatograma con las
condiciones del método de la cuestiéon 7. Si el area de la muestra sin cafeina es 400
interpole (aproximadamente) los resultados en esta recta de calibrado y diga cual es
la concentracion de café en ppm.
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12.- Cuestion 12:

Se ha preparado la muestra problema sin cafeina partiendo de 0.5 g de en 200 mL de
aguay se hacalentado a90 °C durante 20 min en un matraz con agitacién, la disoluciéon
se ha evaporado a vacio y se ha vuelto a disolver en el eluyente del método, se ha
filtrado y puesto en un vial para HPLC. Se ha hecho el cromatograma con las
condiciones del método de la cuestion 7. Si el area de la muestra sin cafeina es 80
interpole (aproximadamente) los resultados en esta recta de calibrado y diga cual es
la concentracion de café en ppm.

ﬁirea_
120 B 6~

1003 Correlation: 0.99999 -

Amount (mg/L)

3 ppm

13.- Cuestion 13:

¢Que significa que el limite de deteccidn (LOD) de la cafeina en nuestro aparato es de
0.034 mg/Ly el limite de cuantificaciéon (LOQ) es de 0.113mg/L?

0.034 mg/L es el limite de deteccidn, la concentracion minima de analito que se puede
detectar, por debajo de esta concentracién no es fiable y a esta concentracién la
cuantificacién no es fiable.

0.113mg/L es el limite de cuantificacién, valor minimo al que se puede cuantificar con
precision.
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14.-Cuestion 14:

Calcule las molaridades de las muestras problema a partir de los resultados extraidos
de las interpolaciones.

15 ppm 0.015g/ 194,18 g/mol/L=0,000077molar =77uM

3 ppm 15 uM

15.- Cuestion 15:

En el caso hipotético de que se inyectase un analito en el HPLC con el doble de peso
molecular que la cafeina, pero los mismos ppm ;Qué sucederia en el cromatograma?

Siinyectas la misma masa (en mg) de ambas sustancias:
e Laquetiene el doble de peso molecular tiene menos moles (menos moléculas).

e Portanto, si el detector responde a la cantidad de moléculas (como ocurre en UV
con absorcién molar), la senal serd mas baja para la sustancia de mayor PM.
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PREGUNTAS DE RESERVA

1. ¢Como operaria en el hipotético caso de tener dos picos de diferentes compuestos
en un cromatograma de HPLC con el mismo tiempo de retencion?

e Cambiar la fase moévil: Cambiar la composicién (por ejemplo, proporcion
agua/acetonitrilo). Ajustar el pH si se usan fases moviles con disoluciones tampon.

e Cambiar el gradiente de elucién: hacerlo mas lento o inclinado

e Cambiar la fase estacionaria: Probar con otra columna: por ejemplo, una C18 con
diferente tamafo de poro o funcionalizacién diferente ejemplo C8

2. Eltiempo de retencion (TR) de la cafeina es de 6.7 minutos para esta columnay este
método ;qué significa esto y podemos aprovechar este dato?

Es el tiempo que tarda el analito desde la inyeccién hasta que es detectado por el detector
al final de la columna es de 6,7 minutos, con el mismo método y la misma columna los
resultados tienen que ser reproducibles.



