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RESUMEN




Resumen

Los polifenoles naturales constituyen un conjunto de compuestos de gran interés para
prevenir el cancer y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Entre los
compuestos fendlicos de gran importancia debido a su amplia y variada actividad bioldgica,
se encuentran el acido clorogénico y la cinarina. Estos pueden encontrarse en distintos
vegetales (alcachofas, manzanas, peras, tomates) y bebidas derivadas de los mismos (mate,
café, té¢, o cerveza). Dichos compuestos poseen importantes propiedades antioxidantes,
antibacterianas, anttinflamatorias, antitumorales, antifingicas, antihipercolesterolémicas,

antimutagénicas, hepatoprotectoras, ¢ inmunoestimulantes.

Para su estudio, es necesario disponer de metodologias analiticas adecuadas. En este
trabajo se describe un método analitico cuantitativo para la determinacion de acido
clorogénico (CA) y cinarina (CY) mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con
deteccion dual UV-EQ (espectrofotométrica-electroquimica). Se utilizd como fase
estacionaria una columna de fase inversa C18 y como fase movil una mezcla de acido
ortofosforico al 0.2% (v/v) y acetonitrilo enriquecido con 0.2% (v/v) del mismo &cido, con
programa de gradiente lineal. Se plantea una deteccion dual de los analitos:
espectrofotométrica a una longitud de onda de 328nm y electroquimica empleando la

amperometria de corriente continua (DC) a 1.0 V en tdndem.

Se optimizaron numerosos parametros para conseguir una separacion y deteccion Optimas:
naturaleza y concentracion de electrolito, porcentaje de modificador orgéanico, programa de
gradiente, potencial de electrodo... Ademads, el método se validé para los siguientes
parametros: linealidad, limite de deteccion y cuantificacion, recuperacion, repetibilidad,
reproducibilidad, sensibilidad y selectividad. Los limites de deteccion y cuantificacion

obtenidos permiten hacer una determinacion de los dos polifenoles en muestras reales.



INTRODUCCION




Introduccion

En este apartado se enmarca el tema tratado en esta memoria estableciendo la importancia
del consumo de polifenoles, sus principales propiedades y como incorporarlos a la dieta.
También se habla de los polifenoles bajo estudio, asi como diferentes técnicas analiticas

empleadas para la determinacion de los mismos en alimentos y complementos alimenticios.

2.1. Polifenoles. Antioxidantes naturales

Estudios epidemiologicos han demostrado la importancia de los alimentos de origen
vegetal para prevenir el cancer y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas; entre
otrast'!. Los antioxidantes naturales presentes en estos alimentos, entre los que destacan los

compuestos fenodlicos, pueden ser responsables de esta actividad.

Los compuestos fenolicos (metabolitos secundarios) son un conjunto heterogéneo de
moléculas que poseen en su estructura un anillo aromatico con un sustituyente hidroxilo. La
mayoria son derivados fenilpropanoides y suelen ser acidos, solubles en agua y capaces de
formar puentes de hidrégeno. Una estructura quimica de un compuesto fenodlico aparece

representada en la Figura 1.

Atendiendo a la via de sintesis, los compuestos fendlicos se clasifican en: via shikimica
(fenoles simples, fenilpropanoides lineales y fenilpropanoides ciclicos), via poliquetidica
(quinonas y antranoides) y biogénesis mixta (flavonoides, xantonas y antranoides)™”. Segun
su estructura, se clasifican en: compuestos no flavonoides [dentro de los cuales existen los
acidos fenolicos (derivados del &cido benzoico o del acido cindmico) y los fenoles no
carboxilicos] y compuestos flavonoides [se subdividen en flaconas, flavononas y flavolonas/

. . e . )
flavanoles, taninos y lignanos/antocianidinas y antocianos]®!.

OH
HO O

Figura 1. Estructura quimica tipica de un compuesto fenélico.
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La biodisponibilidad de los polifenoles naturales en los alimentos es muy variable!?,
dependiendo del tipo de metabolito, y la mayoria de ellos son metabolizados por los

microorganismos del colon antes de ser absorbidos!*.

2.2. Propiedades, caracteristicas quimicas e importancia de los polifenoles

Existen tres compuestos fenolicos de gran importancia debido a su amplia y variada
actividad biologica: el acido cafeico, la cinarina y el acido clorogénico. Estos pueden
encontrarse en distintos vegetales (alcachofas, manzanas, peras, tomates) y bebidas derivadas
de los mismos (mate, café, té, o cerveza)”'®. Dichos compuestos poseen importantes
propiedades antioxidantes, antibacterianas, anttinflamatorias, antitumorales, antifingicas,

. , . . , . . . 11-1
antihipercolesterolémicas, antimutagénicas, hepatoprotectoras, ¢ inmunoestimulantes!'' '),

Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes'*. Por
un lado, son muy susceptibles a ser oxidados impidiendo que los metales catalicen las
reacciones de oxidacion. Asi, los grupos hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico,
presentan la posibilidad de que el doblete del 4&tomo de oxigeno interaccione con los
electrones del anillo; confiriendo unas caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes.
Por otro lado, pueden actuar como quelantes y formar complejos con metales di o trivalentes,
especialmente con hierro y aluminio, teniendo potenciales implicaciones nutricionales!”!. Al
exhibir una variada gama de cualidades beneficiosas para la salud, tienen aplicaciones

valiosas, por lo que se requiere disponer de métodos analiticos para su determinacion.

2.3. Polifenoles en alcachofas

Mabeau Serge et al.'® determinaron que los principios activos mas representativos en la
alcachofa (Cynara scolymus L.) son el 4cido cafeico (acido 3.4-dihidroxicindmico), el acido
clorogénico (acido 3-cafeilquinico), la cinarina (derivado del 4cido cinamico), el cinarodsido,
la isorhoifolina, y la narirutina; todos estos con propiedades antioxidantes!'”). La estructura de

algunos de estos compuestos se muestra en la Figura 2.

Numerosas fuentes mencionan que los principios activos de la alcachofa se encuentran
. . , . , [18] . .
exclusivamente en sus hojas y no en su corazon ni en sus bracteas' . Sin embargo, existen

estudios!"” que demuestran que algunas bracteas de determinadas variedades de alcachofa

120

contienen compuestos fendlicos con actividad antioxidante. Coinu Rita et al.*” las sefialan
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ACIDO
CAFEICO

OH
CINAROSIDO iEE ; CINARINA

Figura 2. Principios activos mas representativos en la alcachofa (Cynara scolymus L.).

como un relevante recurso alternativo con aplicaciones farmacéuticas por sus propiedades
beneficiosas para el organismo. Todo ello resalta la importancia de emplear los subproductos
para la obtencion de compuestos fendlicos' Los principales que se han encontrado han sido: el

acido 1.5-Odicafeilquinico (cinarina), seguido del acido clorogénico y la 7-O-glucuronida'®'!.

2.4. Acido clorogénico y Cinarina

Como se ha mencionado anteriormente, el 4cido clorogénico y la cinarina (Figura 3) son
dos polifenoles presentes en, entre otras plantas, las alcachofas®. El acido clorogénico es,
también, un acido hidroxicindmico, un éster formado a partir de acido quinico y una unidad
de acido cafeico. A pesar de incluir el término “cloro”, el acido clorogénico no incluye
atomos de dicho haldégeno. Es un intermedio importante en la biosintesis de lignina. Su accion
antioxidante se centra en retrasar la liberacion de glucosa al torrente sanguineo tras la ingesta
de alimentos'®®. Otros efectos que tiene la administracion de este polifenol son la disminucion

de la presion sanguinea o la accion frente a alergias, entre otros!**!,

La cinarina es un 4cido hidroxicindmico, un éster formado a partir de acido quinico y dos
unidades de acido cafeico. Es una sustancia que tiene accion colerética (aumenta la formacion

de bilis), colagoga (mejora la liberacion de bilis), hepatoprotectora y regeneradora de la célula
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Figura 3. Representaciéon en 3D de la estructura quimica de la cinarina (izquierda) y del dcido clorogénico (derecha).

hepatica, hipocolesterolemiante (baja los niveles de colesterol sanguineo) e inhibitoria de los
receptores del gusto®. El higado secreta normalmente unos 800 mL de bilis, pero gracias al
efecto de la cinarina, tras la ingesta de 500 g de alcachofas (o complementos alimenticios
derivados de las mismas) al dia, la cantidad de bilis puede aumentar un 50%, llegando a
alcanzar los 1200 mL. Es especialmente recomendable para aquellos pacientes que sufren

. y e 25
afecciones hepaticas®”.

2.5. Métodos desarrollados para el analisis de polifenoles

(2627) e diferentes matrices; si bien

Existen numerosos métodos de analisis de polifenoles
es verdad que cada uno se centra en aspectos diferentes del analisis: disminuir al maximo los
LOD y LOQ, ampliar el rango de polifenoles con diferentes caracteristicas con el fin de
conseguir un método mas versatil, acoplar diferentes técnicas de detecciéon, minimizar al
maximo el volumen de muestra empleado e introducir diferentes tratamientos previos al
analisis. El método mas utilizado consiste en una determinacion mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC)®®*! con deteccion de masas (MS)P*Y, siendo el

[32-36]

acoplamiento con otros detectores igualmente posible . Para el caso de compuestos

(1 . . ., e (37,38
fenolicos electroactivos, se emplean métodos basados en la deteccion electroquimical™ >,

2.6. Determinacién de Acido clorogénico y Cinarina mediante HPLC

Existen diversos métodos en la bibliografia que emplean la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) para el anélisis de 4cido clorogénico y cinarina en diferentes matrices'™. En
la mayoria de los casos se emplea HPLC de fase inversa con columna C18 y como fase movil
agua acidificada (acético, formico, ortofosférico) y metanol o acetonitrilo como modificador

organico®. Para la deteccion de los compuestos se utiliza la espectrofotometria UV, bien
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)[40

fijando una longitud de onda o empleando un detector de diodos (DAD)!*", deteccion por

’ 1 .7 s ’
espectrometria de masas (MS)P**!, deteccion electroquimica empleando amperometria

diferencial de pulsos (PAD) o distintos acoplamientos en lineal******.

Como alternativas a los métodos analiticos ya desarrollados, se estan haciendo estudios
de determinacién modificando la técnica electroquimica empleada para la deteccion EQ (por
ejemplo, utilizando la culombimetria), e incluso haciendo modificaciones al electrodo de

trabajo con diferentes elementos (por ejemplo, diamante) (4.
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Objetivos y Plan de Trabajo

3.1. Objetivos

Como se ha comentado con anterioridad, el 4cido clorogénico y la cinarina son dos
polifenoles de gran importancia por sus aplicaciones médicas y propiedades. La via mas
adecuada para la incorporacion de estos compuestos al organismo es a través de la

alimentacion. Estos se encuentran, entre otros alimentos, en las alcachofas.

Este trabajo tiene como objetivo el desarrollo (optimizacion y validacién) de un método
analitico para la determinacion de dos polifenoles (4cido clorogénico y cinarina) mediante
separacion cromatografica liquida de alta eficacia (HPLC) y deteccion dual UV-EQ
(espectrofotométrica-electroquimica). Con la deteccion dual se pretende ya no solo cuantificar
los compuestos sino también identificar la presencia de los mismos mediante la relacion de

sefiales y asegurar asi la ausencia de interferencias.

3.2. Plan de trabajo

Para alcanzar el objetivo de este trabajo se disefid y establecidé un plan de trabajo que

consistio en:

o Estudio del comportamiento electroquimico de los polifenoles. Como paso previo a la
optimizacion del método cromatografico, se comprobara la respuesta electroquimica de
los compuestos mediante voltametria ciclica con distintos electrolitos y concentracion de

los mismos.

o Estudio de la separacion cromatografica. Una vez comprobada la respuesta
electroquimica de los compuestos, se estudiardan las condiciones de separacion
cromatografica. Se comenzard con estudios en isocratico observando la variacion del
tiempo de retencion a distintas concentraciones de modificador orgénico; y se pasard, si
fuera necesario, a programa de gradiente lineal. Se estudiaran distintos programas de

gradiente y se seleccionara el que aporte mayor selectividad a las medidas.

o Optimizacion de la deteccion electroquimica. Tras estudiar el efecto de la composicion
de la fase movil sobre la retencién y separacion de los compuestos, se optimizard la
deteccion electroquimica. En este caso, se estudiara el efecto del potencial aplicado al
electrodo de trabajo sobre la respuesta del detector y el efecto de la concentracion de

electrolito en la fase movil, estableciéndose las condiciones dptimas de medida.
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o Caracterizacion del método. Una vez establecidas las condiciones Optimas para el
analisis simultaneo de ambos polifenoles, se determinard la relacion existente entre la
respuesta del detector y la concentracion de cada uno de los polifenoles (rectas de
calibrado), asi como las propiedades analiticas del método: la precision, exactitud y
robustez. Ademds se evaluaran los parametros analiticos mas caracteristicos como la
sensibilidad, linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, repetibilidad y

reproducibilidad.

o Aplicaciones. Finalmente, se estudiara la capacidad que presenta el método a la hora de
llevar a cabo el analisis de ambos compuestos en muestras reales. Se optimizard un
procedimiento de extraccion adecuado a las caracteristicas de las muestras, se
determinaran las concentraciones de los polifenoles en muestras reales de complementos
alimenticios derivados de alcachofa y se validard el método por adicion de patrones de

concentracion conocida y célculo de las recuperaciones.
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Metodologia experimental

A continuacién se detallan las caracteristicas de los reactivos, patrones, disoluciones y
muestras utilizados en el presente estudio. También se aporta informacion minuciosa de los
instrumentos utilizados; asi como todo el procedimiento experimental empleado, desde el

tratamiento de muestra e inyeccion de la misma hasta la obtencion y tratamiento de datos.

4.1.Reactivos, patrones, disoluciones y muestras

El 4cido clorogénico y la cinarina objeto de este estudio fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich. El acetonitrilo empleado como uno de los eluyentes de la fase movil y el metanol
usado para la limpieza de la columna se obtuvieron de Scharlau (calidad gradient UV-HPLC
grade y supergradient HPLC grade, respectivamente) mientras que el 4cido ortofosférico
(85% de riqueza) empleado fue de Panreac. El agua utilizada se purificé) usando un sistema

Millex (modelo Elix 10, Millipore).

La disolucion patrén de acido clorogénico de 504 mg/L se prepar6 por pesada directa del
compuesto solido y disolucion en acetonitrilo. La disolucion de cinarina de 333 mg/L se
preparo por pesada directa del compuesto solido y disolucion en metanol. Ambas disoluciones
de patron se conservaron a -20°C para evitar su degradacion. Para preparar patrones de menor
concentracion, se tomaron volimenes adecuados de las disoluciones anteriores y se diluyeron

con acido ortofosforico al 0.2% (v/v) en agua, hasta alcanzar la concentracion deseada.

Como muestras reales se utilizaron dos complementos alimenticios comerciales
identificados como M1 y M2 (Imagen 1); que se adquirieron en un supermercado y en una
herboristeria, respectivamente. La muestra M1 contiene capsulas de 496 mg, de los cuales 400
mg corresponden a polvo de hojas de alcachofa (Cynara Scolymus L.) y 96 mg son gelatina
(cubierta de las capsulas). La muestra M2 contiene comprimidos de 400 mg de los cuales 60
mg son extracto seco de hojas de alcachofa (Cynara Scolymus L.) y 340 mg son

antiaglomerantes y almidon de maiz.

4.2. Instrumentacion

A lo largo de toda la memoria se muestran dos tipos de medidas: medidas
electroquimicas y medidas cromatograficas (con deteccion espectrofotométrica y con

deteccion electroquimica en continuo).
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Imagen 1. Muestra M1 (izquierda) y M2 (derecha) empleadas.

Las medidas electroquimicas, tanto en discontinuo como en continuo, se realizaron
utilizando un sistema de medida electroquimica suministrado por Eco Chemie B.V. que
consiste en un potenciostato pAutolab con interfase USB (LAUT970135) acoplado a un
sistema de adquisicion de datos (software) controlado por un ordenador. El potenciostato
emplea un solo canal DAC, cuyas sefiales se recogen en el potenciostato y se usan para
establecer el potencial o la corriente del electrodo de trabajo con respecto al de referencia. El
software es GPES (General Purpose Electrochemical System) que combina la medida de los

distintos datos, asi como el analisis posterior de los mismos.

La celda electroquimica empleada para medidas en discontinuo estd equipada con tres
electrodos: el electrodo de referencia (RE) de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl), el electrodo
de trabajo (WE) de carbon vitreo (Glassy Carbon) y el contraelectrodo (CE) de platino (Pt).
Todos ellos suministrados por Sugelabor, S.A. — CH Instruments, Inc. Con el fin de eliminar
el oxigeno dentro de la celda electroquimica, se purgaron las disoluciones con nitrogeno
(Carburos Metalicos, N50) durante 10 minutos. La técnica utilizada en la medida fue la

voltamperometria ciclica aplicando un potencial de -0.6 Va 1.6 V y de nuevo a -0.6 V.

La célula de flujo empleada en la deteccion electroquimica es una célula wall-jet
suministrada por Metrohm (modelo 656). Esta célula de flujo esta equipada con un electrodo
de carbon vitreo de 7 mm” de 4rea (modelo 6.0727.00) un electrodo de referencia de Ag/AgCl
(modelo 6.0727.000) y un contraelectrodo de oro. La cé€lula se conect6 a la salida del detector

DAD empleando un capilar de Peek del menor volumen interno posible.

Para realizar las medidas cromatograficas se utilizé un instrumento HPLC totalmente

equipado de Jasco'™. El cromatografo HPLC cuenta con una bomba de gradiente cuaternario

10
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(Jasco PU-2089 Plus) con una precision de flujo del 0.1%, un sistema automatico de
inyeccion de muestra (Jasco AS-2055 Plus); asi como un dispensario con las diferentes
disoluciones que constituyen la fase mévil o fases de lavado (Jasco BS-2000-04). Un sistema
compacto de columna y horno (Jasco CO-2067 Plus) permite controlar la temperatura de la
columna en un rango de -15°C a 65°C. Para las medidas, la columna se ha mantenido a una
temperatura constante de 40°C. La conexion entre el sistema cromatografico y el ordenador se
realizd a través de la interfase Jasco LC-Net II/ADC. El software, en este caso, es ChromPass
Chromatography Data System (ChromPass) de Jasco que permite controlar el sistema de
HPLC a través del ordenador (cargar programas, modificar las condiciones cromatograficas);

asi como hacer célculos con las medidas obtenidas (representacion y analisis de datos).

La columna empleada es una columna de HPLC de fase reversa de octadecilsilice
(C18), de dimensiones 150x4.6 mm, rellena con particulas de Sum de didmetro medio

(Kromasil 100 C18) de Scharlau.

Para la deteccion espectrofotométrica se utilizé el detector DAD acoplado al equipo de
HPLC (Jasco MD-2010 Plus) el cual esta equipado con un fotodiodo array de 1024

elementos. En este caso, las medidas se hicieron a una longitud de onda fija de 328 nm.

4.3. Procedimientos

A continuacion se detalla el procedimiento experimental del método analitico optimizado
en esta memoria. Este abarca desde el tratamiento de la muestra para la extraccion de los
polifenoles hasta su inyeccion en el cromatégrafo y analisis de datos posterior. La
informacion referente al procedimiento de extraccion de los polifenoles asi como las

condiciones cromatografica empleadas se recogen en los apartados siguientes.

4.3.1. Tratamiento de muestra. Extraccion de polifenoles

Se tomaron las muestras de complementos alimenticios a base de extracto de alcachofa
antes descritas y se les sometio al siguiente tratamiento para extraer los polifenoles de interés
(4cido clorogénico y cinarina) contenidos en las mismas. Una porcidon adecuada de muestra se
moli6 en un mortero de agata. A 1 gramo de muestra molida (pesada con exactitud de 0.1 mg)
se le afladen 5.0 mL de metanol al 60%. La suspension formada por la muestra y el disolvente

se llevé a un bafo de ultrasonidos y se agité durante 15 minutos a 40°C, al 100% de potencia

11
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y a una frecuencia de 80 kHz. La mezcla se centrifug6é a 3000 rpm durante 10 minutos para
separar el solido del sobrenadante. El sobrenadante conteniendo los polifenoles se filtro
empleando filtros de nylon de 0.45 um obtenidos de Scharlau. Los extractos de las muestras

se conservan a -20°C hasta su analisis.

4.3.2. Analisis cromatografico

La fase movil consistié en un gradiente binario: 0.2% (v/v) de acido ortofosforico en
acetonitrilo (eluyente A) y 4cido ortofosforico al 0.2% (v/v) en agua (eluyente B). El volumen
de muestra inyectado fue de 20 uL y el flujo de se estableci6é a 1.0 mL/min. El programa de

elucion empleado se muestra en la Tabla 1.

Para la deteccion espectrofotométrica (DAD) se selecciond un valor de longitud de onda
de medida de 328 nm. En el caso de la deteccion electroquimica (EQ), se empled la
amperometria de corriente continua (DC) a un potencial de 1.0 V (vs Ag/AgCl). Previo a la
realizacion de un set de medidas, el electrodo fue pretratado aplicando un potencial de 1.6 V
(vs. Ag/AgCl) al electrodo de trabajo durante 30 segundos antes a aplicar el potencial de
medida. Ademas, se estabiliz6 la senal a 1.0 V durante 60 segundos antes de la inyeccion de

los patrones y las muestras.

Tabla 1. Programa de gradiente empleado en cada medida realizada donde figuran las concentraciones de los dos

eluyentes que constituyen la fase mévil en el gradiente, el tiempo de duraciéon de cada etapa y el flujo o caudal

Tiempo (min)  Flujo (mL/min) A (%) B (%)
Prerun 1.0 6 94
20 1.0 30 70
25 1.0 30 70
27 1.0 6 94
37 1.0 6 94

12
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En este apartado se muestran y comentan los resultados mas relevantes obtenidos en los

diferentes estudios llevados a cabo durante todo el trabajo.

5.1. Estudio del comportamiento electroquimico de los polifenoles

Previo a la optimizacion de las condiciones de deteccion electroquimica mediante HPLC,
se estudio el comportamiento electroquimico de los polifenoles, 4cido clorogénico (CA) y
cinarina (CY), mediante voltametria ciclica. Se registraron los voltamperogramas ciclicos
entre -0.6 V y 1.6 V a 100 mV/s. Las disoluciones se purgaron con nitrogeno (Carburos

Metalicos, N50) durante 10 minutos para eliminar el oxigeno.

Como puede observarse en las Figuras 4 y 5, en acido ortofosforico al 0.2% y en
presencia de un 5% de acetonitrilo, ambos compuestos presentan una onda de oxidaciéon a
0.62 V (CA) y 0.56 V (CY). Barriendo en direccion negativa, se observa en ambos casos una
onda de reducciéon a 0.5 V, que corresponde a la reduccion del producto de oxidacion. El
mecanismo propuesto para el proceso de oxidacion del acido clorogénico se muestra en el
Esquema 1", La oxidacion de los compuestos da lugar a la o-quinona correspondiente cuya
reduccién daria lugar al compuesto inicial. Se espera un comportamiento similar para la

cinarina.

OH

Esquema 1. Mecanismo propuesto para la oxidacién/reduccion del acido clorogénico.
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Figura 4. Voltamperograma ciclico de 4cido clorogénico (25 mg/L). Acido ortofosférico al 0.2% en presencia de un
5% de acetonitrilo. Velocidad de barrido: 100 mV/s.

Blanco = +50mg/LCinarina
80 -
60
40
20
- / "
/ v

E(V)

Figura 5. Voltamperograma ciclico de cinarina (50 mg/L). Acido ortofosforico al 0.2% en presencia de un 5% de

acetonitrilo. Velocidad de barrido: 100 mV/s.
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5.2. Estudio de la separacion cromatografica

Una vez comprobada la respuesta electroquimica de los compuestos, se llevo a cabo un
estudio de las condiciones de separacion cromatografica. Aunque la separacion ya ha sido
estudiada en trabajos anteriores, es necesario adaptarla a las condiciones de nuestro
laboratorio. Para estos estudios se utilizé deteccion espectrofotométrica a 328 nm. De acuerdo
a los estudios previos bibliograficos, se seleccion6 acetonitrilo como modificador organico y
acido ortofosforico como electrolito. Son necesarias condiciones acidas de la fase movil para
conseguir una retencion adecuada de los compuestos. Concretamente, el dcido ortofosforico
favorece la retencion de estos compuestos frente a otros acidos, como el 4cido féormico y el

- . ., . 30,36,47
acético también empleados en la separacion cromatografica por otros autores>=%*7,

Los primeros ensayos se realizaron de forma isocratica. Se ensayaron porcentajes de
modificador organico del 10, 15 y 20%, en presencia de un 0.2% de é4cido ortofosforico. La
variacion del tiempo de retencion de los compuestos se refleja en la Figura 6. Se observa que
la separacion es buena a todos los porcentajes de acetonitrilo ensayados. Sin embargo, a
porcentajes bajos de modificador orgénico el tiempo de analisis es alto; mientras que a un
porcentaje del 20%, la elucion del acido clorogénico se realiza a un tiempo de retencion muy
cercano al frente del disolvente, lo que puede dar lugar a interferencias en las muestras

(Figura 7). Aun asi, los tiempos de retencion del 4acido clorogénico son bajos.

Para mejorar la selectividad de la medida en muestras reales, se ensayé un método en

gradiente lineal de 20 minutos. La fase movil estaba formada por dos eluyentes: eluyente A

2000 -
.
1500 -
)
§ 1000 -
o
| =
3z *
@
=
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.
0 ‘ . . |
5 10 15 20 25
ACN (%)

Figura 6. Variacién del tiempo de retencion de CA (=) y CY (¢) en funcion del porcentaje de acetonitrilo en la fase

movil. Elucion isocratica acetonitrilo:0.2%acido ortofosforico 5/10/15%:95/90/85%. Deteccion UV a 328 nm.
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Figura 7. Cromatograma de una disolucién con 25 mg/L de CA (1) y 16 mg/L de CY (2). Elucién isocratica

acetonitrilo:0.2% acido ortofosforico 15:85. Deteccion UV a 328 nm.

[ACN con 0.2% de acido o-fosforico] y B [acido o-fosforico al 0.2% en agua]. Para optimizar
las condiciones de elucion, se estudiaron distintos gradientes modificando el porcentaje inicial
de ecluyente A, entre el 3 y 7% y manteniendo fijo el porcentaje final del 30%. La
modificacion del tiempo de retencion de los compuestos con el porcentaje inicial del eluyente
A, se muestra en la Figura 8. Se observa que a medida que aumenta el gradiente en eluyente
A, menor es el tiempo de retencién de los compuestos. La mejor condicion de separacion,
teniendo en cuenta la posible presencia de interferentes en las muestras, fue un porcentaje

inicial de eluyente A del 6%. En la Figura 9 se observa el cromatograma obtenido.

1200 -
® *
900 - o
L
= .
:g 600
(=)
c
s
@
=
300 -
0 T T 1
2 4 6 8
A (%)

Figura 8. Variacion del tiempo de retencion de CA (=) y CY (¢) en funcion del porcentaje de eluyente A (acetonitrilo

con 0.2% de acido ortofosférico) en fase movil. Gradiente lineal hasta el 30% de A en 20min. Deteccion UV a 328 nm.
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Figura 9. Cromatograma de una disolucion con 25 mg/L de CA (1) y 35 mg/L de CY (2). Fase mévil: A (acetonitrilo
con 0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosférico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en

20min. Deteccion UV a 328 nm.

17



Resultados y discusion

5.3. Optimizacion de la deteccion electroquimica

Una vez estudiado el efecto de la composicion de la fase movil sobre la retencion de los
compuestos, se llevo a cabo la optimizacion de la deteccion electroquimica (previa separacion
cromatografica mediante HPLC). Para ello, se eligi6 como técnica de deteccion la
amperometria de corriente continua que consiste en medir la corriente a un valor de potencial

constante aplicado entre el electrodo de trabajo y el de referencia.

Se realizaron inyecciones sucesivas de mezclas de CA y CY en el cromatografo,
detectando a un potencial de 0.6 V. Se observo una disminucion de la sefial electroquimica de
ambos compuestos con el numero de inyecciones. Esto puede ser debido a una pasivacion del
electrodo por adsorcion del compuesto de oxidacion. Para evitarlo, se aplicd un potencial de
acondicionamiento de 1.6 V durante 30s y el de medida durante 60s antes de la inyeccion para
estabilizar la medida. El potencial de medida se vari6 entre 0.6 V y 1.2 V con el fin de
estudiar la respuesta del detector a diferentes valores de potencial. Se representd la senal
obtenida para ambos compuestos en funcion del potencial aplicado, obteniendo el
voltamperograma hidrodindmico, que permite seleccionar el potencial que aporta sefiales de

mayor intensidad.

En la Figura 10 podemos observar que un incremento en el potencial aplicado al
electrodo de trabajo, produce un aumento en la sefial electroquimica de ambos compuestos
(referida en éarea, pA*s) hasta un potencial de 1.0 V. Es un valor distinto al obtenido en el
estudio del comportamiento electroquimico (apartado S.1.) que fue de 0.6 V. Pero ya
indicamos que el primer estudio era para tener una idea previa de qué potencial aplicar para la
deteccion EQ de los polifenoles tras la separacion cromatografica de los mismos; pudiendo

este coincidir o no, con el seleccionado tras estudiar la curva hidrodinamica.

En la Figura 11 se comparan los cromatogramas con deteccion electroquimica obtenidos
a 0.6 Vy 1.0 V. ElI valor de potencial de 0.6 V se obtuvo del estudio previo del
comportamiento electroquimico de ambos polifenoles; mientras que el de 1.0 V es el que se
ha determinado estudiando el voltamperograma hidrodindmico. Se ve que el correspondiente
a 1.0 V da unos picos mas sensibles (mayor intensidad) sin un incremento apreciable del ruido
de fondo, por lo que fue el valor elegido para el resto de estudios de optimizacion y validacion

del método analitico propuesto.
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Figura 10. Voltamperograma hidrodindmico de una disoluciéon con 25 mg/L de CA (=) y 35 mg/L de CY (¢). Fase
moévil: A (acetonitrilo con 0.2% de acido ortofosférico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6%

hasta el 30% de A en 20min. Deteccion EQ mediante amperometria DC de 0.6 Va 1.2 V.
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Figura 11. Cromatogramas de una disolucién con 25 mg/L CA (1) y 35 mg/L CY (2). Fase mévil: A (acetonitrilo con
0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en
20min.Deteccion EQ mediante amperometria DCa 0.6 V(=)ya 1.0 V (-).

Una vez seleccionado el potencial de trabajo, se estudio el efecto que sobre la sefial ejerce
la concentracion de acido. En la Figura 12 se muestran los cromatogramas obtenidos para
unos porcentajes de acido ortofosforico en la fase movil del 0.05 y del 0.2%. Puede
observarse que al disminuir el porcentaje de acido, se produce una disminucion de la sefial y
del tiempo de elucion. Como consecuencia, se mantuvo la concentracion de electrolito en

0.2% ya que con ella se obtiene una mejor linea base y unas medidas de mayor sensibilidad.
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Figura 12. Cromatogramas de una disolucién de 25 mg/L CA (1) y 35 mg/L CY (2). Fase movil: A (acetonitrilo con
0.05% (=) 0 0.2% (-) de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30%

de A en 20min. Detecciéon EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

El método analitico presentado en esta memoria plantea una separacion cromatografica
(mediante HPLC) de los polifenoles y una posterior deteccion dual UV-EQ de los mismos.
Las dos técnicas de deteccion son distintas y aportan informacion complementaria
(intensidades de picos a tiempos de retencion determinados) siendo sus fundamentos
analiticos completamente diferentes. La comparacion de las respuestas obtenidas en ambos
detectores permite confirmar fehacientemente la presencia de los compuestos en las muestras.
Las medidas se hicieron bajo las condiciones que se exponen a continuacion. Una separacion
cromatografica mediante HPLC con deteccion UV-EQ. La fase modvil compuesta por
acetonitrilo enriquecido con un 0.2% de 4cido ortofosforico (A) y 4cido ortofosforico al 0.2%
(B). El programa de gradiente lineal empleado se refleja en la Tabla 1. El resto de las
condiciones de la medida fueron: 1 mL/min de caudal de la fase mévil; volumen de inyeccion
de 20 pL; deteccion UV a 328 nm y deteccion EQ por amperometria de corriente continua DC

a 1.0 V. La Figura 13 muestra los cromatogramas tipicos obtenidos con ambas detecciones.

Tabla 1. Programa de gradiente empleado en cada medida realizada donde figuran las concentraciones de los dos

eluyentes que constituyen la fase mévil en el gradiente, el tiempo de duraciéon de cada etapa y el flujo o caudal

Tiempo (min)  Flujo (mL/min) A (%) B (%)
Prerun 1.0 6 94
20 1.0 30 70
25 1.0 30 70
27 1.0 6 94
37 1.0 6 94
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Figura 13. Cromatogramas de una disoluciéon con 25 mg/L CA (1) y 35 mg/L CY (2). Fase mévil: A (acetonitrilo con
0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en 20min.
Deteccion EQ mediante amperometria DC a1.0 V (=) y UV a 328 nm (-).
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5.4. Caracterizacion del método

Una vez optimizadas y establecidas las condiciones de separacidon cromatografica y de
deteccion espectrofotométrica y electroquimica, se caracterizd el método. Caracterizar el
método consiste en construir las correspondientes rectas de calibrado y establecer la linealidad
de las respuestas para los dos compuestos, asi como los limites de deteccion y cuantificacion,
la robustez del método, la repetibilidad y reproducibilidad de las medidas para el acido

clorogénico (CA) y la cinarina (CY).

5.4.1. Rectas de calibrado, sensibilidad y linealidad

Tras haber optimizado las condiciones de analisis, se hizo un estudio de la respuesta,
tanto espectrofotométrica como electroquimica, con la concentracion de los dos polifenoles
(CA y CY) para concentraciones de los mismos comprendidas entre 2.5 mg/L y 100 mg/L
(rango de trabajo seleccionado). Se observo que la respuesta de ambos compuestos es lineal
en el intervalo de concentraciones estudiadas y en ambos sistemas de deteccion empleados
(espectrofotométrico y electroquimico). Los resultados se muestran numéricamente en la
Tabla 2 y graficamente en las Figura 14 y 15. Ambas técnicas de deteccion resultaron ser
mas sensibles para el CA (pendientes mayores) que para la CY. Este hecho se nota,
especialmente, en el caso de las medidas con deteccion electroquimica con una sensibilidad
de 0.103 mg/L para el acido clorogénico frente a 0.056 mg/L para la cinarina. Las linealidades

, . . 2 .
obtenidas con ambas detecciones son buenas, obteniéndose valores de R” superiores a 0.995.

Tabla 2. Valores de pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de correlacion para las rectas de calibrado del CA 'y

la CY, y deteccion UV a 328 nm, y EQ mediante amperometria DC a 1.0 V. Recta de calibrado de la forma y=ax+b.

DETECCION UV DETECCION EQ

CA cY CA cY
0.069+0.005 0.053+0.009 0.103+0.011 0.056+0.008
(UA*s*L/mg)  (UA*s*L/mg)  (uA*s*L/mg)  (MA*s*L/mg)

b -0.17+0.06 -0.22+0.07 -0.16+0.07 -0.12+0.06

R? 0.999 0.997 0.998 0.995

22



Resultados y discusion

8 .
6 -
o4
<
2
m
g
< 2
O l T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120
concentracion polifenol {mg/L)

Figura 14. Recta de calibrado para el CA (=) y la CY (¢). Fase mévil: A (acetonitrilo con 0.2% de acido ortofosférico)
y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en 20min. Deteccion UV a 328 nm.
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Figura 15. Recta de calibrado para el CA (») y la CY (¢). Fase mévil: A (acetonitrilo con 0.2% de acido ortofosférico)
y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en 20min. Deteccion EQ por
amperometria DCa 1.0 V.

5.4.2. Limites de deteccion y de cuantificacion

Una vez obtenidas las rectas de calibrado y los rangos lineales de las medidas para los
dos compuestos, se calcularon y estudiaron los limites de deteccion y cuantificacion para los
dos métodos de deteccion empleados (UV y EQ) como parte de la caracterizacion del método
analitico planteado!*’". El limite de deteccién (LOD) es la menor concentracion de analito

detectable con razonable certeza por un procedimiento analitico concreto, mientras que el de

23



Resultados y discusion

cuantificacion (LOQ) es la menor concentracion de analito que puede determinarse con
precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas por ese procedimiento
analitico. LOD y LOQ se definen como la concentracion que da una sefial que es tres y diez
veces, respectivamente, la desviacion estandar de las areas obtenidas con siete réplicas de una

disolucion de 2.5+0.1 mg/L de CA y CY.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3. Podemos observar que los mejores
limites de deteccidn y cuantificacion se obtienen de la deteccion espectrofotométrica. Para la
deteccion electroquimica los valores de LOD y LOQ son mas altos debidos a, entre otras
cosas, el ruido de la linea base. Ademads, la técnica de deteccion electroquimica por
amperometria de corriente continua, presenta una mayor incertidumbre en las medidas. No
obstante, los LOD y LOQ son suficientes para hacer una buena determinacion de los dos

polifenoles en las concentraciones que se esperan en muestras reales.

5.4.3. Repetibilidad y reproducibilidad

Con las rectas de calibrado, el rango lineal, la sensibilidad, los limites de deteccion y
cuantificacion establecidos, se estudiaron y calcularon los valores de repetibilidad y
reproducibilidad de las medidas obtenidas empleando este método analito como parte de la
caracterizacion del mismo'*’". La repetibilidad es la medida de la precision de un método
analitico efectuado sobre el mismo analito bajo las mismas condiciones (mismo dia, misma
persona, mismo equipo); mientras que la reproducibilidad es eso mismo pero en condiciones

diferentes (distinto dia, distinta persona, distinto equipo).

Para los estudios de repetibilidad y reproducibilidad, se tomaron muestras a un nivel de
concentracion bajo (2.5 mg/L de CA y CY) y a un nivel de concentracion medio (25 mg/L de

CA y 35 mg/L de CY). Para el calculo de la repetibilidad se hicieron 7 réplicas el mismo dia

Tabla 3. Valores de limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) para el acido clorogénico (CA) y la cinarina

(CY), para deteccion UV a 328 nm, y EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

DETECCION UV DETECCION EQ
CA cy CA cy
LOD (mg/L) 0.05 0.08 0.63 0.84
LOQ (mg/L) 0.16 0.23 1.9 2.5
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por la misma persona, mismo equipo y mismo analito; mientras que para la reproducibilidad
se hicieron 5 réplicas en distintos dias por la misma persona y equipo y mismo analito. Los
resultados, expresados como la desviacion estandar relativa (% RSD), se muestran en la
Tabla 4. Podemos observar que ambos métodos, tanto el de deteccion espectrofotométrica
como el de deteccion electroquimica, presentan buenos valores de repetibilidad y
reproducibilidad. Bien es verdad, que dichos valores son mejores utilizando la detecciéon UV
(especialmente para el nivel de concentracion medio). En este caso concreto, las medidas
obtenidas con la deteccion electroquimica (amperometria DC) tienen mayor ruido de fondo
(hecho que se observa en la linea base) y de ahi que los valores calculados de repetibilidad y

reproducibilidad sean mayores.

Tabla 4. Valores de repetibilidad y reproducibilidad (en %RSD) para las detecciones estudiadas a nivel bajo y nivel

medio de concentracién de CA y CY. Deteccion UV a 328 nm, y EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

DETECCION UV DETECCION EQ
CA CcY CA CcY
. . Repetib. (n=7), %RSD 1.9 2.1 4.6 5.2
Nivel bajo

Reprod. (n=5), %RSD 3.5 3.8 6.1 7.3

Repetib. (n=7), %RSD 1.1 1.4 4.3 4.6

Nivel medio

Reprod. (n=5), %RSD 2.7 3.0 5.7 6.5
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5.5. Aplicaciones

Una vez estudiados el comportamiento electroquimico de los polifenoles y la separacion
cromatografica, y tras haber optimizado la deteccion electroquimica y caracterizado el
método, se estudio la viabilidad del este para el analisis de muestras reales, es decir, la

aplicabilidad del mismo.

5.5.1. Optimizacion del procedimiento de extraccion solido-liquido

Como paso previo a la determinacion de los polifenoles en las muestras mediante
HPLC, es necesario realizar la extraccion de los polifenoles de las mismas. Se llevo a cabo un
estudio para optimizar el procedimiento de extraccion de los dos polifenoles objeto de estudio
de este trabajo (CA y CY) de complementos alimenticios a base de extracto de alcachofa.
Para la optimizacién del procedimiento, se eligié una muestra (M1) de la que se extrajeron los
polifenoles. El método de separacion se basa en una extraccion sélido-liquido en la que una
masa determinada de muestra (de 1 gramo de muestra) se pone en contacto con 5.0 mL de
extractante que consiste en mezclas metanol/agua. Las variables que se estudiaron fueron el
porcentaje de metanol y el tiempo de extraccion. Se ensayaron tres concentraciones de
metanol (60, 80 y 100% (v/v) de metanol en agua) y tres tiempos de extraccion, agitacion en

bafio de ultrasonidos, (15, 30 y 45 min).

Una vez se tuvieron los extractos, se inyectaron en el cromatografo y se detectaron los
compuestos empleando ambas técnicas de deteccion: UV a 328 nm y electroquimica por
amperometria de corriente continua a 1.0 V. La seleccion de las mejores condiciones de
extraccion se hizo en base a aquella que permitiera una mejor y mayor extraccion (referida en
términos de mayor sefial para ambos compuestos). La variacion de la intensidad de las sefiales
de los compuestos, utilizando deteccion electroquimica, se muestra en la Figura 16.
Empleando deteccion espectrofotométrica, se ve un comportamiento similar. Observamos que
para un mismo porcentaje de metanol, un aumento en el tiempo de extraccion no se traduce en
un aumento de la intensidad de las sefiales para CA y CY; lo que significa que la extraccion
de los polifenoles tiene lugar dentro de los primeros 15minutos de agitacion. Este efecto es
mas evidente cuando se utiliza un 60% de metanol como extractante. Un mayor tiempo de
extraccion puede dar lugar a transformaciones de los compuestos y a una pérdida de senal,

cuando el porcentaje de metanol es mas bajo. Por otra parte se observa que al aumentar el
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Figura 16. Variacion de la intensidad de las seiiales de CA (=) y CY (=) en muestra real M1 en funcion del porcentaje
de extractante (metanol) y tiempo extraccion (agitacion en bafio de ultrasonidos) durante la extraccion. Fase movil: A
(acetonitrilo con 0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30%

de A en 20min. Deteccion EQ por amperometria DC 1.0 V.

porcentaje de metanol se extrae una menor cantidad de compuesto. Otros autores han
comprobado este hecho cuando extraen otro tipo de muestrast®'!. Parece necesaria la presencia
de una cierta cantidad de agua en el extractante para poder extraer todos los polifenoles
presentes en la muestra®?. Por todo ello, las condiciones para el procedimiento de extraccion
solido-liquido de CA y CY de muestras reales son: extraccién de la muestra con metanol al

60% (v/v) en agua agitando en bafio de ultrasonidos durante 15 minutos.

5.5.2. Analisis de muestras reales

Una vez optimizada, la metodologia analitica se utilizd6 para determinar las
concentraciones de CA y CY en dos muestras comerciales de complementos alimenticios que
contenian extractos de alcachofa adquiridas en centros comerciales, denominadas muestras
M1 y M2. Las muestras se extrajeron con metanol al 60% y los extractos se inyectaron en el
cromatografo, empleando el método analitico propuesto (separacion cromatografica mediante
HPLC y deteccion dual UV-EQ (UV a 328 nm y EQ con amperometria de corriente continua
a 1.0 V). En las Figuras 17 y 18 se muestran los cromatogramas obtenidos de las dos
muestras analizadas. Podemos observar que las dos muestras contienen otros compuestos a
parte de los estudiados, hecho evidente al aparecer nuevas sefales a distintos tiempos de

retencion con diferentes areas e intensidades.
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Figura 17. Cromatograma de la muestra M1 (=) donde se sefialan el CA (1) y la CY (2). Fase moévil: A (acetonitrilo con
0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en 20min.

Deteccion EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.
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Figura 18. Cromatograma de la muestra M2 (-) donde se sefialan el CA (1) y la CY (2). Fase mévil: A (acetonitrilo con
0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosférico). Gradiente lineal de 6% hasta el 30% de A en 20min.

Deteccion EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

Los resultados correspondientes a la cuantificaciéon se expresaron como mg de
polifenol/g de comprimido y como mg de polifenol/100g de polvo de alcachofa. Todos ellos
se muestran en las Tablas 5 y 6. Si comparamos las concentraciones de CA y CY de las dos
muestras en cuanto a su contenido por gramo de comprimido, observamos que es la muestra
M1 la que tiene mayor concentracion de ambos polifenoles (en torno a 5 veces mas). Dicho
resultado se corresponde con lo ya expuesto al detallar las caracteristicas de las dos muestras

(apartado 4.1), la relacion de contenido de polvo de alcachofa de la M1 y la M2 es M1:M2,
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Tabla S. Valores de concentracion (expresada como mg de CA o CY/g de comprimido) en las muestras M1y M2, para

las detecciones estudiadas. Deteccién UV a 328 nm, y EQ mediante amperometria DCa 1.0 V.

DETECCION UV DETECCION EQ

CA cYy CA cYy
Muestra M1 (mg/g) 1.71+0.03 1.55+0.04 1.36+0.05 1.22+0.07

Muestra M2 (mg/g) 0.32+0.06 0.29+0.07 0.27+0.08 0.24+0.09

Tabla 6. Valores de concentracion (expresada como mg de CA o CY/100g de polvo de alcachofa) en las muestras M1y

M2, para las detecciones estudiadas. Deteccion UV a 328 nm, y EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

DETECCION UV DETECCION EQ

CA cYy CA cYy
Muestra M1 (mg/100 g) 21244 19345 169+7 15146
Muestra M2 (mg/100 g) 21343 19544 18045 160+3

5.4:1 (los comprimidos de la muestra M1 tienen 806 mg de polvo de alcachofa por gramo de
comprimido, mientras que los de la muestra M2 tienen 150 mg de polvo de alcachofa por
gramo de comprimido), como se observa en la Tabla 5. Sin embargo, si comparamos las
concentraciones de CA y CY de las dos muestras en cuanto a su contenido por 100 gramos de
polvo de alcachofa, observamos que estas son practicamente iguales (7abla 6). Dicho
resultado parece indicar que el polvo de alcachofa de ambas muestras procede de la misma
variedad de alcachofa por lo que su contenido en acido clorogénico (CA) y cinarina (CY) es
el mismo en ambas. Otros autores han determinado una relacion similar de

concentraciones 411 .

Como se ha mencionado con anterioridad, fue necesario confirmar que la identificacion
de las sefiales y posterior cuantificacion que se habia hecho del CA y CY en las muestras
reales se habia realizado correctamente. Por ello, ademas de recurrir a la relacion de senales
de ambos detectores, se hicieron adiciones de CA y CY de concentraciéon conocida a los
extractos de las muestras para confirmar que las sefiales que aumentaban en intensidad y area
eran las asignadas a los compuestos identificados (CA y CY). Ademas, se calcularon las
recuperaciones de dichas adiciones. Para ello, se tomaron extractos diluidos de las dos
muestras M1 (dilucién 1:4 en 0.2% de acido ortofosforico, eluyente B de la fase movil) y M2

(dilucion 1:2 en 0.2% de acido ortofosforico, eluyente B de la fase mévil) y se doparon con
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25 mg/L de CA y 40 mg/L de CY. Los extractos dopados se inyectaron en el cromatdgrafo y
se analizaron segun las condiciones cromatograficas optimizadas en apartados anteriores.
Haciendo uso de la recta de calibrado, previamente estudiada, se determinaron las

concentraciones correspondientes a las adiciones y se calcularon las recuperaciones!’>.

En las Figuras 19 y 20 se muestran los cromatogramas obtenidos de las muestras
analizadas y las adiciones hechas sobre las mismas. Podemos observar que las sefiales que
crecen en intensidad y area tras la adicion, corresponden con las identificadas para el CA y la
CY. Es por ello, que se confirma que ha sido correcta la asignacion de las senales hechas para
la cuantificacion de CA y CY en las muestras reales M1 y M2. Los valores correspondientes a
los porcentajes de recuperacion calculados para las adiciones de las muestras, se muestran en
la Tabla 7. Si comparamos los dos métodos de deteccion empleados (UV y EQ), observamos
que se obtiene una menor incertidumbre cuando se hace la deteccion espectrofotométrica que
cuando se hace la deteccion electroquimica debido, entre otras cosas, al ruido existente en la
linea base de las medidas de esta ultima, EQ. Sin embargo, los valores de porcentajes de
recuperacion se encuentran en todos los casos estudiados muy proximos al 100%, hecho que
demuestra que el método analitico propuesto es valido para la separacion, deteccion y

cuantificacion de 4cido clorogénico y cinarina (CA y CY) en muestras reales.
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Figura 19. Cromatograma de la muestra M1 diluida 1:4 (-) y la adicion (=) de 25 mg/L de CA (1) y 40 mg/L de CY (2).
Fase movil: A (acetonitrilo con 0.2% de 4cido ortofosférico) y B (0.2% de acido ortofosférico). Gradiente lineal de 6%

hasta el 30% de A en 20min. Deteccion EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.
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Figura 20. Cromatograma de la muestra M2 diluida 1:2 (~) y la adicién (=) de 25 mg/L de CA (1) y 40 mg/L de CY (2).
Fase movil: A (acetonitrilo con 0.2% de acido ortofosforico) y B (0.2% de acido ortofosforico). Gradiente lineal de 6%

hasta el 30% de A en 20min. Deteccion EQ mediante amperometria DC a 1.0 V.

Tabla 7. Valores de porcentajes de recuperacion de las correspondientes adiciones hechas a las muestras M1y M2,

para las detecciones estudiadas de CA y CY. Deteccién UV a 328 nm, y EQ amperometria DCa 1.0 V.

DETECCION UV DETECCION EQ

CA cYy CA cYy

Muestra M1 (% Recuperacion) 99.9+0.6 98.61£0.9 100.2+1.8 100.8+2.7

Muestra M2 (% Recuperacion) 99.740.8 98.9+1.2 99.442.1 101.643.4
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Conclusiones

A continuacién se detallan las conclusiones extraidas de los resultados obtenidos y

discutidos a lo largo de esta memoria.
De todo lo expuesto en los apartados anteriores podemos concluir lo siguiente:

1. Se ha logrado desarrollar un método analitico valido, selectivo y sensible para el
analisis cuantitativo de dos principales polifenoles presentes en alcachofas y
complementos alimenticios derivados de las mismas (4cido clorogénico y cinarina).
Dicho método se basa en la inyeccién de la muestra, previamente extraida, y en un

analisis cuantitativo posterior por HPLC-UV-EQ.

2. El uso de una deteccion dual, espectrofotométrica y electroquimica, permite identificar
con certeza las sefiales correspondientes a los polifenoles objeto de estudio presentes en

las muestras por la relacion de sefiales obtenidas de ambas detecciones.

3. Se han conseguido buenos valores de repetibilidad y reproducibilidad, porcentajes de
recuperacion muy proximos al 100%, asi como unos limites de deteccion y
cuantificacion que permiten determinar &4cido clorogénico y cinarina en la

concentracion que se espera en muestras reales.

4. La deteccion de nuevos picos en el cromatograma, con caracteristicas espectrales y
electroquimicas similares a las observadas para acido clorogénico y cinarina permite
suponer que el método puede ser utilizado para la deteccion y cuantificacion de otros

polifenoles presentes en las muestras.

Como lineas de trabajo futuro para continuar con este trabajo estarian la modificacion de
la técnica de deteccion electroquimica, pudiendo hacerse con amperometria diferencial de
pulsos e incluso culombimetria, permitiendo disminuir los limites de deteccion y
cuantificaciéon del método entre 2 y 3 unidades de magnitud. Ademads, durante todo el
desarrollo de este método se ha empleado el mismo electrodo de trabajo (de carbon vitreo),
por lo que otra linea de investigacién seria hacer modificaciones al mismo que incluirian
doparlo con diferentes elementos (por ejemplo, diamante, como ya se ha sefialado en la

bibliografia) o incluso someterlo a pretratamientos para pulirlo o activarlo.
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