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1. INTRODUCCION

La investigacion cientifica que se ha llevadoabo en las ultimas décadas ha demostrado el
papel que desempefian ciertos componentes quimitiicionales en la prevencion y tratamiento
de muchas enfermedades. Actualmente, hay una dantaeciente de compuestos que ayuden a
mejorar la calidad de vida de los consumidores.tidede este tipo de compuestos, los mas
estudiados son aquellos que se relacionan corelempeion o cura de enfermedades crénicas y

cancer, principalmente los que tienen funcién aidante.

Por otra parte, los aditivos juegan un pap&y importante en la industria alimentaria de hoy.
Los aditivos sintéticos se han empleado en alinsedtmante décadas para su conservacion pero
actualmente hay un creciente rechazo por parteoslecdnsumidores hacia el uso de aditivos
sintéticos. Por ello, se ha potenciado el empleard®xidantes naturales, libores de compuestos

quimicos sintéticos, como los acidos fendlicos fledgonoides y los tocoferoles.

Los métodos tradicionales de extraccién deeiigntes naturales utilizan cantidades altas de
solventes téxicos, son muy laboriosos y tienen mmtactividad, lo cual no permite obtener los

productos naturales que los consumidores estambdisc

Una alternativa a los métodos de extracci@siobs es la extraccion por medio de fluidos
supercriticos. El empleo de @®upercritico para realizar extracciones esta mdno como una
tecnologia limpia porque permite producir aditivibs alta calidad como aromas, colorantes o
antioxidantes. Ademas, presenta una serie de asngabre las extracciones clasicas como la
extraccion con disolventes o destilacion con vapentajas relacionadas principalmente con las
suaves temperaturas y la atmadsfera inerte que anm@leCQ, lo que permite mantener las

propiedades nutricionales y funcionales intactas.

Los bioelementos son aquellos elementos quénepresentes en los seres vivos en
concentraciones muy bajas pero que sin embargo iepnescindibles para la vida. Los
compuestos de los que forman parte estos bioelesertciben el nombre de compuestos
bioinorganicos. Uno de estos compuestos es lafiopresente en todas las plantas superiores.
Su extraccién y cuantificacion ha sido objeto derdntes estudios. Su importancia radica en que
es imprescindible para la realizacion de la fotesis. Sin embargo, también presenta multiples

beneficios para el ser humano.
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El objetivo de este trabajo es plantear una practide laboratorio en la que se extraiga y
cuantifique un compuesto bioinorganico, la clomfdoncretamente, por medio de la técnica de

extraccion con fluidos supercriticos.

1.1..CARACTERISTICAS DE LAS CLOROFILAS.

Clorofila es un término general que se aicarios tipos de pigmentos verdes, estrechamente
relacionados entre si, que tienen en comun la Ehpara absorber energia luminica y pasarla a

otras moléculas en forma de energia quimica.

En las plantas, existen dos formas de claafiie presentan ligeras diferencias, llamadas
clorofila a y clorofila b, aunque también hay otras variantes de la clargiiesentes en algunas
algas y bacterias. Estos tipos de clorofila forrparte de la membrana de los tilacoides, saculos
apilados que se encuentran en el interior de lganoios encargados de la fotosintesis, los

cloroplastos.

Mambrana Externa_ Tilacoide Estrama

Membranas Interna

Canal da
interconexion [pila da
duo tilacoides tilacoldes)

Su estructura consta de cuatro anillos poodlique forman un macrociclo con diversos
sustituyentes laterales. Los pirroles, a travésuseatomos de nitrégeno, forman en el centro del
anillo un complejo con el catién Mgquedando una estructura casi plana. En el anflisd
encuentra un residuo de acido propanoico, estadificon un alcohol de veinte atomos de carbono
(fitol). La unica diferencia en la estructura de tdorofilas a y b, es que la primera presentalen e

anillo Il un grupo metilo, y la segunda un formilo.
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Un tetrapirrol que por si mismo forma un anderrado recibe el nombre de porfirina. Una
metalporfirina tiene en su centro un atomo metaksi que la clorofila se puede definir como

una metalporfirina de magnesio.

En la formacion de la clorofila también se &aphierro, en una forma que no se conoce
bien, pero este metal no esta presente en la itdomisma. De acuerdo con una especulacion
filogenética reciente, las primeras metalporfirinkesimportancia fueron porfirinas de hierro
activas en la respiracion anaerobica y la primendirmma de magnesio fue resultado de un

accidente metabdlico antiguo.

El color verde de las clorofilas es debidoua gbsorben luz de manera principal hacia los
dos extremos del espectro visible. Asi, el espdftico de las clorofilas presenta dos picos de
absorcion, uno en el entorno de la luz azul (4@@nH) y otro en la zona roja del espectro
(600-700 nm); sin embargo reflejan la parte mede& dspectro, la mas nutrida y

correspondiente al color verde.

Absorbeicn

Longitud de onda [nm]

Espectro de absorcion de las clorofilas
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La clorofila siempre va acompafiada por uncaés pigmentos asociados que no son verdes.
En las plantas superiores, por lo general se etraueasociados con la clorofila dos pigmentos
amarillos, el caroteno y la xantofila, pero su presa es encubierta por la clorofila, que es mas
abundante Caroteno es el nombre comun de varios compuestos que tiananrelacion
estrecha entre si, teniendo todos formujaes, pero difieren ligeramente en la disposicion de
los atomos en la molécula. Las xantofilas difiedenlos carotenos en que tienen uno 0 mas
atomos de oxigeno en su molécula. El carotenocamdofila y otros pigmentos, en su mayoria
de colores que van del amarillo al rojo o tirandopardo, tienen ciertas caracteristicas

estructurales y quimicas en comun y se denomiadartha genergligmentos carotenoides

Acciones de la clorofila en el ser humano

La clorofila es un suplemento alimenticio digme una gran actividad desodorizantes, de
gran utilidad para combatir los problemas de miaintd ocasionados por el tabaco, bebidas

alcoholicas y alimentos y ayuda a eliminar los @dgorovocados por la transpiracion.
Ademas:

« Ayuda a eliminar los olores provocados por la tp&asion, ya que posee accion

antioxidante.

+ Nutre y fortalece los sistemas circulatorios e stital y ayuda a equilibrar nuestro

organismo.

« La clorofila posee potencial anticarcinogénico irantagénico, puede ayudar a proteger
contra algunas toxinas y pueden mejorar los efesgtogndarios de algunos farmacos.

« Es efectiva en la reduccién del dolor urinario gale en algunas circunstancias pueden

ayudar a aliviar el estrefiimiento.

+ Es beneficiosa en el tratamiento de piedras datmxealcico.
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1.2.EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS: GENERALID ADES Y CASO
PARTICULAR DE LAS CLOROFILAS EN ESPINACAS.

Todas las sustancias estan caracterizadasnpdiagrama de fases que permite conocer el
estado de agregacion de la misma a cualquier dalgresion y temperatura. Estos diagramas
estan definidos al menos por tres lineas, la lideafusién, la de sublimacion y la de
vaporizacion, que vienen determinadas por el coojae parejas de valores de presion y
temperatura a los cuales se produce el correspurdigambio de estado. La linea de
vaporizacién, al contrario de las otras dos, ptesén particularidad de desaparecer en un
punto del diagrama, llamagmnto criticq a una presién y una temperatura que se denominan
presion critica y temperatura critica (Pcy Tc).

Cuando un fluido se somete a condiciones poin&a de su temperatura y presion criticas
no puede licuarse por mucho que se aumente ladpressi como tampoco se vaporiza al
aumentar su temperatura. En esta zona del diageaswstancia no puede ser considerada ni
como un gas ni como un liquido y se decide quenseemtra en un estado supercritico, es
decir, es un fluido supercritico.

B ...1

: P =8

sbido | | | ieidesra-aoa
T 1 ] riquido SRS St
1 [ T B |
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Temperatura rr-puntotripte
PC — Punto Critico

Tc — Temperatura Critica
Pc — Presion Critica
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Los valores de ciertas propiedades de los fluidgergriticos son intermedios entre la de los

liquidos y las de los gases:

Magnitud Gas SCF Liquido
Densidad (kg/m?¥) 1 100-800 1000
Viscosidad (cP) 0.01 0.05-0.1 0.5-1.0
Difusividad (mmZ2/s) 1-10 0.01-0.1 0.001

La principal caracteristica de los fluidos exapiticos es que poseen una densidad similar a
la de los liquidos y por tanto similares propiedadisolventes, ya que ambas caracteristicas
estan directamente relacionadas. Sin embargo,sswsidad es mucho menor (entre 5y 20
veces menor), lo que dota a los fluidos superodtae una gran facilidad de transporte y de
una velocidad de transferencia de masa. Ademasdesgada difusividad les permite una mejor
penetracion en las matrices sélidas. Asi, las esivaes con fluidos supercriticos son tan
completas como las llevadas a cabo con disolvdijegdos pero mucho mas rapidas y

eficaces.

Otra propiedad importante de los fluidos sopg#cos es que su densidad esta
estrechamente relacionada con la presién y, en memida, con la temperatura. A
temperatura constante, la densidad de un fluiderstitico aumenta notablemente al aumentar
la presion, mientras que a presion constante laidi@eh disminuye al aumentar la temperatura.
Esta propiedad hace posible modificar facilmente cépacidad de solvatacion de un
determinado fluido supercritico sobre un analitodiaete un cambio de presion y/o
temperatura. Esto significa que se puede llevaba ta extraccion selectiva de diferentes tipos
de analitos cambiando la densidad del fluido, le guede conseguir con un simple cambio de

la presion de extraccion.

Otra ventaja adicional de la extraccion caoidfhs supercriticos tiene lugar cuando el fluido
utilizado es gas a la presion atmosférica, de fayoese puede dejar escapar a la atmdsfera el
agente extractor después de la etapa de extraceidogiendose los analitos en un pequefio
volumen de disolvente. Esto permite llevar a casodxtracciones sin utilizar practicamente
disolventes orgénicos y obtener extractos finaksd para ser analizados sin necesidad de

efectuar etapas de concentracion

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 8
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Sin duda, el fluido supercritico mas utilizasel CQ. Sus principales ventajas, ademas de

ser gas a temperatura ambiente, son las siguientes
v' Parametros criticos muy accesibles: 31° C y 73 atm.

v/ Baja temperatura critica: muy ventajosa para exprealuctos naturales sin que ocurra

degradacion térmica.
Baja toxicidad
No es inflamable

Es bastante inerte desde el punto de vista quimico

AN N RN

Puede adquirirse con un alto grado de pureza ydosjie

La principal desventaja de @8upercritico es su caracter no polar, lo que ljaeepueda ser
no adecuado para extraer analitos polares, come easo de las clorofilas. Sin embargo, esta
limitacion se supera mediante la adicion de pecueaatidades de un disolvente organico polar
llamado modificador o codisolvente. Este modificado sélo altera las propiedades del fluido
supercritico sino que también actla sobre la md&ila muestra favoreciendo la desorcion de los

analitos adsorbidos en los centros activos de tdana

La instrumentacién necesaria para realizarexti@accion con fluidos supercriticos es bastante
simple. Basicamente, el sistema de extraccion stanen una bomba de alta presion, una celda de
extraccion, una zona en la que se produce la dgsesian del fluido, y por ultimo, un sistema
adecuado de coleccién de los analitos. El extrgaotopiamente dicho consta de una o varias
celdas de extraccion, donde se sitla la muestde yn sistema adecuado que permite fijar y
mantener la temperatura del fluido durante todetdpa de extraccion. El tamafio de estas celdas
de extraccion varia ampliamente, aunque los vol@s@scilan entre 0,5 y 10 mL, por lo que el
tamafo de la muestra en esta técnica suele serommés pequefio que el empleado en las

extracciones convencionales.

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 9
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CELDA DE EXTRACCION
Muestra
" Fiuido supercritico RESTRICTOR

GC "on-line" | Fluido + Analito
HPLC e - - - - -
SFC
A 4
—» CO»
BOMBA
CO2 ALTA :
PRESION Analito

SISTEMA DE COLECCION

Esquema de un sistema de extraccion SFE

La parte del equipo donde se produce la degesion del fluido (restrictor) suele consistir en
un tubo capilar de pequefio diametro interno, neet&i de silice fundida. Su temperatura suele

estar termostatizada con el fin de evitar que hadit@s extraidos precipiten dentro de él.

El sistema para utilizado para recoger loditasgpuede consistir en un vial o tubo de ensayo
conteniendo un pequefio volumen de disolvente argaen el que se hace burbujear el fluido a la
salida del restrictor, 0 en sistemas mas compléjosa. vez finalizada la extraccion, los extractos
obtenidos pueden pasar a ser analizados sin nadesld realizar posteriores etapas de

concentracion.

La extraccion con fluidos supercriticos pudbbvarse a cabo de forma estatica o dinamica. En
la forma estética, la celda de extraccion es pizmia con el fluidlo manteniendo cerrada la
valvula de salida del extractor y cuando finala&xtraccién se abre dicha valvula y pasa el fluido
con los analitos extraidos al sistema de colec&dnla forma dinamica, el fluido fluye de forma
continua a través de la celda de extraccion. Estad permite una mayor penetracion del fluido
en los poros de la matriz de muestra, asi comaeekg pueda alcanzar el equilibrio de reparto del
analito entre la matriz y el fluido. Por esta rgztas extracciones suelen realizarse de forma

estatica y seguidas de un periodo de extracciGmdaa.

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 10
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En cuanto al uso de los modificadores, tamBi& pueden adicionar de dos formas. La mas
sencilla consiste en anadir el modificador direeata a la muestra inmediatamente antes de la
extraccion (adicion estética). Y la otra es utilizan fluido modificado previamente (adicion
dinamica), el cual puede adquirirse ya preparaddquirirlo in situ usando una segunda bomba de

presion.

Extraccion de clorofilas en espinacas con G@&upercritico.

Segun L. Alvarez [1] es posible obtener melitds, clorofila entre ellos, a partir de hojas
secas de espinaca mediante una extraccion cers@@rcritico. Se analizaron muestras extraidas
utilizando tres distintas presiones (1200, 1350GQ0LPSI) a partir de material vegetal con dos
tamanos distintos de particula y se determinddagrcia de metabolitos por medio de un barrido
en un espectrofotbmetro UV-VIS. Este barrido se mana con el barrido teérico de la clorofila,
determinando la presencia de este metabolito eextvactos obtenidos. Ademas, los resultados
obtenidos muestran que si es posible la extracaddnCQ supercritico, determinando que no
existe diferencia significativa en el rendimientrdetabolitos al utilizar dos tamafios de particula

diferentes, para un mismo material vegetal conpg@ae residencia y temperatura variable.

Las caracteristicas del proceso de extradijaoas por L. Alvarez se tomaran como referencia

a la hora de proponer la practica objeto de esbafo y son las siguientes:
v’ Extraccion estatica
v' Temperatura de trabajo: 40° C

v" Uso de etanol como modificador estatico

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 11
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1. 3.ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION.

Esta técnica mide la intensidad de la ab&orde radiacion electromagnética de una sustancia,
a diversas longitudes de onda. Cuando la regioesj®ctro utilizada para estas mediciones es la

visible, estamos hablando de espectrofotometrabdercion visible.

Una determinada sustancia puede ser analigastiante espectrofotometria de absorcion
visible siempre que absorba radiacién electromégméin el rango de longitudes de onda
correspondientes a la region visible del esped®® @ 800 nm). Este es el caso de la clorofila a'y

la clorofila b, cuyo espectro de absorcion muedtipicos en los extremos de intervalo visible:

E ]
III] 1
. | |
§ f | | |
'E I | |
3 _,x';.r | fy [
| || I.I
1 ) I
|I I |I I|I |
"._ | 5;."'- "'J'"._ _q_l'.__
400 =00 00 o
Longitud de onda [nm)]

Espectro de absorcion de las clorofilas

Esta caracteristica permite determinar lssgmeia 0 no de clorofilas en una muestra al
comparar el espectro de absorcidbn de la muestra etotedrico de las clorofilas. Este
procedimiento es el utilizado en trabajo desarollpor L. Alvarez mencionado anteriormente, en
el que se determinaba la presencia de los metadaliediante un barrido espectral. La posterior

cuantificacion se llevaba a cabo utilizando un pguie HPLC.

La cuantificacion de analitos mediante espéatometria de absorcidon requiere el uso de una
curva de calibrado. Sin embargo, en la cuantifiacie clorofilas y carotenoides no es necesario,
puesto que se dispone de ecuaciones que permimnacasu concentracion (J. Val et al. [2]).
Estas ecuaciones permiten el calculo de conceategide clorofilas a y b en mezclas complejas
mediante lecturas espectrofotométricas. En elldssen intervenir las absorbancias medidas en el
extracto de hojas a unas longitudes de onda egjaecif presentan varios términos cuya finalidad
es minimizar la contribucion del resto de compoegmue tienen absorcion a esa misma longitud

de onda.

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 12
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Desde que en 1949 se publicaran

las priminasulas para el calculo de clorofilas en

extractos de acetona (D. Arnon [3]), muchos autddefirey y Humphrey [4], Lichtenthaler y

Wellburn [5]) han propuesto diferentes ecuacionasapa determinacion de clorofilas en

diferentes solventes. Finalmente, en 1994, AlandRiWirn [6] establece las siguientes ecuaciones

para la determinacion, em/ml, de clorofila a y b y carotenoides totalesnakavarios solventes y

espectrofotdmetros de distinta resolucion:

Solvent

Spectrophotometer resolution range

0.1-0.5nm

1-4nm

80% Acetone

Chloroform

Diethyl-ether

Dimethyl-
formamide

Dimethyl-
sulphoxide

Methanol

Ca = 12-25A663.2_2~79A646.8
Cb = 21~5A646.8_5-1A663.2
Cysc = (1000A470-1.82C,-85.02C;,)/198

C, = 11.47 Ages.6~2Aea76
Cp = 21.85A¢47.6—4.53Aess6
Crre = (1000A 40— 1.33C,~23.93Cy)/202

C, = 10.05A46606—0.97 Ags2.2
Cb = 16.36/4642‘2—2.4314660.6
Cysc = (1000A470—1.43C,—35.87Cy)/205

Ca = 12A66348_3-11A646A8
Cp = 20.78A¢s63—4.88Aes3 s
Crse = (1000A450-1.12C,-34.07C,,)/245

C, = 12.47 Ages.1—3.62A649.1
Cb = 25.061‘1649.1_6-5/1665.1
Cyse = (1000A45—1.29C,-53.78C)/220

0O

2 = 16.72Age52—9.16 Ags2.4
Ch = 34.09A¢524—15.28 Ages2
Ciae = (1000A470— 1.63C,— 104.96Cb)/221

12.21A¢3—2.81 A 646
20.13 Ag46—5.03 A g3
= (1000A47-3.27C,—104C,,)/198

10.91 A g6~ 1.2 Agag
16.38 A a5 —4.57 Ages
+e = (1000A 450~ 1.42C,— 46.09Cy)/202

e

= 10.05A662—0.77 Agss
= 16.37 A¢s4—3.14Ace2
= (1000A470—-1.28C,~56.7C,,)/205

= 1165464 —2.69A647
= 20.81A647—4.53 Aces
+c = (1000A45,—0.89C,—52.02C,,)/245

= 12.19A665—3.45A¢s9
= 21.99A649—5.32A¢es
¢ = (1000A450—2.14C,-70.16Cy)/220

= 15.65A666—7.34Ags3
= 27~05A65}_ 1121A666
¢ = (1000A470—2.86C,-129.2C,)/221

C,
(@
Cx
Ca
Gy
Cx
C,
Cp
Ce
C.
Cp
Cx
C,
Cy
(0N
C,
Cy
(0N

+
+

En nuestro caso particular, el espectrofotomeenetiuna

ecuaciones a utilizar son:

Ca = 15,65 Bs6— 7,34 As3

Cb=27,05: Bs3— 11,21 Ass

resolucién de 1nm, asi que las

Aplicaciones de la técnica extraccion con fluidopescriticos en Quimica bioinorganica 13
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2. DESCRIPCION DE LA PRACTICA PROPUESTA

Fruto de la revision de los aspectos analigadderiormente es la practica que se propone a
continuacion, dirigida a alumnos y alumnas de Igredura Quimica inorganica de los seres
vivos” del Master en Quimica Avanzada Aplicada. Expertalerente, esta practica tiene tres

objetivos:

1. Estudiar la influencia del uso de un modificadoretamol en este caso, en el
rendimiento de la extraccion mediante L€upercritico de clorofilas en hojas de

espinacas.

2. Comprobar la dependencia del rendimiento de laaegitbn con la presion de trabajo

utilizada, determinando la presion Optima de evdiréas propuestas.

3. Determinar espectrofotométricamente la concerinade clorofila a y clorofila b en

hojas de espinaca.

Sin embargo, estos objetivos que se persigneal laboratorio no se pueden confundir con

otros mas amplios, los objetivos didacticos, queéetallaran mas adelante.

2.1. DESCRIPCION DE LA PRACTICA

a) Tratamiento de la muestra.

La extraccion se lleva a cabo a partir de hojaassde espinaca. En el estudio desarrollado por L.
Alvarez las hojas de espinaca se secaban en udosquar conveccion. Sin embargo, en nuestro
caso se va a utilizar el método propuesto por Avérde et al. [7] que aumenta la extraccion de
compuestos polares. Este método consiste en méactarestra triturada con sulfato de magnesio

anhidro en proporcion 5:7 y morturar hasta mezeta ¥ homogénea.

En la siguiente figura aparece un esquema del m§tampuesto:

20 g de muestra Mezclar y .
triturada \ morturar hasta Extraccién de 8
sy | P en eetda de
28 g de MgS0O homogénea
anhidro L~ (MUESTRA SFE) 10 mL
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b) Extraccion con CO, supercritico.

A lo largo de la practica se hacen diversas extvaes con C@supercritico y aunque hay algunas
variables que cambian de un experimento a otro, dias que son comunes a todos. Estas

variables que se mantendran constantes en todesttasciones son las siguientes:

v" Celda de extraccion de 10 mL

<\

Tipo de extraccidn: estética

Tiempo de extraccion: 30 minutos

s

Temperatura de trabajo: 40° C

<\

Sistema de coleccion: tubos de ensayo opacos gltaslue 10 mL inmersos en bafio de
agua a 15-20 °C . Los extractos se mantienen pdotede la luz para evitar su oxidaciéon y

refrigerados si no se utilizan de inmediato.

v" Disolvente de coleccién: metanol 95%

c) Influencia en la extraccion del uso de un modificaat.

Como ya se mencion0 anteriormente, la extbacde clorofilas se ve mejorada con el uso de
un modificador. Este no solo mejora la extracciondificando las propiedades del fluido
supercritico sino que también favoreciendo la dédonrde los analitos de los centros activos de la

matriz.

El modificador a utilizar en este caso es etamol. Aunque L. Alvarez utiliza etanol como
disolvente debido a su baja toxicidad para el serdno, en nuestro caso el modificador utilizado
sera metanol, ya que para este disolvente exist@actm®mnes matematicas (A.R. Wellburn [6]) que

permiten la cuantificacion espectrofotométrica lkbeddilas.

Para determinar la influencia o no del modiior en el rendimiento de la extraccion se haran
dos extracciones sin modificador y otras dos aif@di€250uL de metanol a la celda antes de la
extraccion (modificador estatico) y se comprobaaa influencia positiva del modificador
comparando la absorbancia de los extractos obteradé66 nm, longitud de onda a la cual el

espectro de la clorofila a presenta un pico deralisn

A partir de entonces, en todos los experiment@geegaran a la celda 2pQ de metanol.
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d) Comprobacion de la dependencia del rendimiento da extraccion con la presion
de trabajo utilizada, determinando la presién éptina de entre varias propuestas.

Una de las variables que mas influye en eldimiento de la extraccion con fluidos
supercriticos es la presion de trabajo. Para cdmapresta dependencia se realizaran diversas
extracciones a distintas presiones propuestasyastio cualitativamente la cantidad de clorofilas
extraidas midiendo la absorbancia de los extraditenidos a 666 nm.

Ademas de comprobar la influencia de la predi@ trabajo, este apartado permitira determinar

la presion optima de extraccion de entre variapyestas.

e) Determinacion espectrofotométrica de la concentra@n de clorofila a y clorofila b

en hojas de espinaca.

En los experimentos anteriores se hacia una estimaaalitativa de la clorofila extraida a través
de la absorbancia de los extractos a 666 nm. Sbakgo, las medidas de absorbancia permiten
cuantificar la concentracion qmg/ml de clorofila a y b en el extracto utilizandxs lecuaciones
propuestas por A. Wellburn, concretamente, lasy@sias para el caso de utilizar metanol como

disolvente y un aparato con resolucion de 1 nm.

Para hacer esta cuantificacion se haran cuatracextnes utilizando metanol como modificador y

a la presion optima determinada en el apartadeiante

De cada extracto obtenido, se medira la absorbanizia longitudes de onda 666 y 653 nm y se
determinara la concentracion de clorofila a y bugmml, en el extracto, expresandola finalmente

como mg de clorofila por gramo de tejido extraido.

2.2. OBJETIVOS DIDACTICOS

1. Conocer la implicacion de los bioelementos en mosdundamentales para los seres

Vivos.

2. Reconocer el anillo porfirinico como estructura ébade diversos compuestos

bioinorganicos.

3. Valorar el desarrollo de nuevas técnicas de extraadebido a la creciente demanda

de aditivos naturales.
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4. Reconocer las ventajas de la extraccion SFE coomict limpia para la extraccion de

productos naturales frente a la extraccién clasica.
5. Familiarizarse con el uso del equipo SFE.

6. Conocer las principales variables que intervienen uma extraccion con GO

supercritico asi como con el procedimiento de dptioion de alguna de ellas.

7. Valorar la utilidad de la cuantificacion especttofoétrica sin necesidad de curva de

calibrado.

8. Adquirir destrezas propias del trabajo en el latooia de Quimica.

Para alcanzar estos objetivos el alumnadanaslale realizar la parte practica y analizar los
resultados obtenidos, debera contestar una sedaedtiones que se le plantean en el guion de la

practica.

2.3. GUION DE LABORATORIO

TITULO: Aplicaciones de la técnica de extraccién con fldos supercriticos a la quimica

bioinorganica: extraccion de clorofilas en hojas despinaca.

Reactivos y aparatos:

Muestra de hojas de espinacas trituradas.

- Sulfato de magnesio anhidro

- Metanol 95%

- Balanza analitica (precisiéon: décima de gramo)

- Equipo SFE: bomba de jeringa de alta presion, 260D; Extractor, Isco SFX 2; Camara
de Termostatizacion del restrictor, Isco; Celdasexaccion de 10 mL, Isco; restrictor
capilar de silice fundida (30 cm - §@n); Tubos de ensayo opacos graduados de 10 mL

inmersos en bafio de agua a 15-20 °C como sistec@atzion.

- Equipo espectrofotométrico UV-VIS: UV-1700 PharmaspRango de medicion de
190-1900 nm; Ancho de banda espectral (resoluciionin; Cubetas de vidrio (1 cm).
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Preparacion de la muestra.

Pesar 20 g de hojas de espinacas trituradas (@mzZiaade precision de décima de gramo) y

mezclar con 28 g de sulfato de magnesio anhidrmdg@neizar con ayuda de un mortero.

a. Estudio de la influencia del uso de un modificador.

a) Procedimiento experimental.

- Pesar 8,0 g de la muestra SFE preparada e inirtmuen la celda de extraccion de 10 ml. Poner

en los dos extremos de la celda sendos filtroghde die vidrio. Cerrar la celda.

- Realizar una extraccién estéatica con,@0Opercritico a 200 atm y 40° C, manteniendo & rsia

cerrado durante 30 minutos para que e} €@ muestra vegetal alcancen el equilibrio.

- Despresurizar el sistema de forma suave parasgige el CQy el metanol con los analitos
disueltos. Utilizar como sistema de coleccion utotde ensayo de 10 mL conteniendo 4 mL de
metanol, inmerso en un bafio de agua a temperathizate.

- Una vez finalizada la extraccion, ajustar el &stiv SFE obtenido a 3 mL con metanol y guardar
el extracto final en un tubo de vidrio opaco prawvide rosca para evitar la oxidacion del mismo.

Refrigerar si no se utilizan de inmediato.

- Medir la absorbancia 2=666 nm del extracto obtenido, utilizando 1 ml paftaanalisis y

metanol como blanco.
- Hacer el experimento por duplicado.

- Repetir el experimento agregando a la celda |2%@ metanol como modificador justo antes de

la extraccion.

b) Resultados.

MUESTRA | g MUESTRA | MODIFICADOR | Asggs
1 NO
2 NO
3 Sl
4 Sli
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c) Cuestiones:

1.- A la vista de los resultados, ¢tiene algundueénicia el uso de metanol como

modificador en la extraccion de las clorofilas?

2.- Busca en Internet informacion sobre la estractde las clorofilas. ¢Qué otros

compuestos de vital importancia para los seresswiremen una estructura similar?

3.- ¢ Crees que estara relacionada su estructura co@jora de su extraccion al utilizar un

modificador como el metanol?

4.- En este caso se ha afadido el modificadorcaltta de extraccion, ¢de qué otra manera

pueden utilizarse?

b. Estudio de la presion del proceso de extraccion.

a) Procedimiento experimental.

- Pesar 8,0 g de la muestra preparada e introdaari la celda de extraccién de 10 ml. Afadir 250
puL de metanol. Poner en los dos extremos de la caddos filtros de fibra de vidrio. Cerrar la

celda.

- Realizar una extraccién estéatica con,@0Opercritico a 100 atm y 40° C, manteniendo & rsia

cerrado durante 30 minutos para que e} €@ muestra vegetal alcancen el equilibrio.

- Despresurizar el sistema de forma suave parasaige el CQy el metanol con los analitos
disueltos. Utilizar como sistema de coleccion utotde ensayo de 10 mL conteniendo 4 mL de
metanol, inmerso en un bafio de agua a temperatizate.

- Una vez finalizada la extraccion, ajustar el &stiv SFE obtenido a 3 mL con metanol y guardar
el extracto final en un tubo de vidrio opaco pravide rosca para evitar la oxidacion del mismo.

Refrigerar si no se utilizan de inmediato.

- Medir la absorbancia 2=666 nm del extracto obtenido, utilizando 1 ml paftaanalisis y

metanol como blanco.

- Repetir el experimento variando la presion dedja
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b) Resultados

MUESTRA | g MUESTRA| PRESION (atm) ¢
1 100
2 150
3 200
4 250
5 300

c) Cuestiones:

1.- A la vista de los resultados, ¢qué presionadeensayadas elegirias para hacer la

extraccion?

2.- ¢ Por qué influye la presion en la extracciam €&, supercritico?

c. Cuantificacion espectrofotométrica de las clorofila a y b presentes en

hojas de espinaca.

a) Procedimiento experimental

- Pesar 8,0 g de la muestra preparada e introdaari la celda de extraccién de 10 ml. Afiadir 250
uL de metanol. Poner en los dos extremos de la caddos filtros de fibra de vidrio. Cerrar la

celda.

- Realizar una extraccion estatica con,&0percritico a 40° C y a la presion que hayasdseg
como Optima en el apartado anterior, manteniengtstdma cerrado durante 30 minutos para que

el CQy la muestra vegetal alcancen el equilibrio.

- Despresurizar el sistema de forma suave parasaiga el CQy el metanol con los analitos
disueltos. Utilizar como sistema de coleccion utotde ensayo de 10 mL conteniendo 4 mL de

metanol, inmerso en un bafo de agua a temperatbigate.

- Una vez finalizada la extraccion, ajustar el &xtiv SFE obtenido a 3 mL con metanol y guardar
el extracto final en un tubo de vidrio opaco prtvide rosca para evitar la oxidacién del mismo.

Refrigerar si no se utilizan de inmediato.
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- Medir la absorbancia del extracto obtenido a $6&3 nm, utilizando 1 ml para el analisis y

metanol como blanco.
- Repetir el experimento cinco veces.

b) Resultados.

MUESTRA | g MUESTRA| Asss Aes3

1

2

c) Cuestiones:
De acuerdo con las siguientes ecuaciones:
Ca = 15,65 Bes— 7,34 As3

Cb=27,05: Bs3— 11,21 Ass

utiliza los datos obtenidos para calcular la cotreerdon enug/mL de clorofila a y b en el
extracto. Transforma estos valores para expreasalinfente los resultados gg de clorofila por g

de espinaca fresca utilizada.

Muestra| [Cla] extracto(M/ML) | [CID] extracto(MG/ML) | [Cla]espinaca(M9/9) | [CIb] espinaca(H9/9)
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Resultado final:

[Cl a.] media: ................. [Cl b] media: .................

Desviacién estandar =................... Desviacién estandar =.................|.
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