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Resumen

La memoria del presente TFG refleja la importancia que tienen las vitaminas
hidrosolubles, en concreto tiamina, piridoxal, acido folico, cianocobalamina y &cido ascérbico,
para el buen funcionamiento del cerebro, a la vez que recoge un resumen de las metodologias
analiticas que se emplean para su deteccion en muestras de plasma utilizando técnicas
cromatogréaficas. Dichas muestras reciben un pretratamiento para aislar los analitos y
posteriormente pueden ser analizadas por HPLC acoplado a espectrometria de masas o
deteccion absorciométrica UV-Vis. En este trabajo se muestran algunos estudios que analizan
muestras bioldgicas para la deteccion de tiamina, piridoxina, cianocobalamina, acido folico y
acido ascorbico, asi como presentar unos ensayos preliminares para el analisis cualitativo de
estas vitaminas desarrollados durante mi estancia Erasmus en el Hospital de Freiburg con la
finalidad de obtener varios métodos para la determinacion analitica de estas vitaminas de
manera rapida, sencilla y robusta.

Palabras clave: vitaminas del grupo B, vitamina C, HPLC, espectrometria de masas,
espectrometria de absorcion UV-Vis.

Abstract

This report highlights the importance of water-soluble vitamins for a good functioning
brain. Specifically: thiamine, pyridoxal, folic acid, cyanocobalamin and ascorbic acid. Doing
so, | collected a summary of analytical methodologies used in its detection in plasma samples
using chromatographic techniques. Said samples are pretreated to isolate the analytes and can
subsequently be analyzed by HPLC coupled to mass spectrometry or UV-Vis absorptometric
detection. This paper shows some studies that analyze biological samples for the detection of
thiamine, pyridoxine, cyanocobalamin, folic acid and ascorbic acid, as well as presenting
preliminary tests for the qualitative analysis of these vitamins developed during my Erasmus
stay at Freiburg Hospital in order to obtain several methods for the analytical determination of
these vitamins quickly, easily and robustly.

Key words: complex B vitamins, vitamin C, HPLC, mass spectrometry, UV-Vis absorption
spectrometry.

Abreviaturas

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia.
UHPLC Cromatografia liquida de ultra alta eficacia
tr Tiempo de retencion

UV-Vis Ultravioleta-Visible

MS Espectrometria de masas

IS Patron interno

LLE Extraccién liquido-liquido

SPE Extraccion en fase solida

GABA Acido y-aminobutirico

PLP Piridoxal fosfato

TFA Acido trifluoroacético



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

1. Introduccién

Las vitaminas son sustancias orgéanicas complejas, bioldégicamente activas y de
estructura diferente. Las vitaminas forman parte de los micronutrientes junto con los minerales,
y son fundamentales para el buen funcionamiento del cuerpo humano.

La mayoria de las vitaminas no son sintetizadas por el organismo, y si lo hacen, las
cantidades son insuficientes; por tanto, debemos ingerirlas de manera consciente. Algunas de
ellas pueden formarse en cantidades variables en el organismo, la vitamina D y niacina se
sintetizan endégenamente (la primera se forma en la piel por exposicion al sol y la niacina
puede obtenerse a partir del triptéfano) y las vitaminas B1, B2 y biotina son sintetizadas por
bacterias intestinales). Sin embargo, generalmente esta sintesis no es suficiente para cubrir las
necesidades, por lo que tienen que ser aportadas por la dieta.

Segun la FAO, se agrupan en forma conjunta debido, como lo implica su nombre, a que
son factores vitales en la dieta y porque todas se descubrieron en relacion con las enfermedades
que causan su carencia.

“Vita" significa vida de ahi su gran importancia en el mantenimiento de la salud que
queda demostrada por la aparicion de las enfermedades deficitarias que provoca su falta en la
dieta.

Las vitaminas, aportadas por los alimentos en diferentes formas, son absorbidas
principalmente en el intestino delgado mediante mecanismos de difusion pasiva, difusion
facilitada o transporte activo.

Vitaminas hidrosolubles (tabla 1) son la vitamina Bl (Tiamina), vitamina B2
(Riboflavina), vitamina B3 (Niacina), vitamina B5 (Acido pantoténico), vitamina B6
(Piridoxal), vitamina B7 (Biotina), vitamina B9 (Acido fdlico), vitamina B12
(Cianocobalamina) y vitamina C (Acido ascorbico). Este grupo de vitaminas son solubles en
agua como indica su nombre, y por tanto tienen la caracteristica de perder pronto su valor
nutritivo, ya que se degradan en los procesos de coccion o por accion de la luz solar, y como
consecuencia el organismo necesita estas vitaminas hidrosolubles en dosis pequefias y
frecuentes. Sin embargo, la niacina, el piridoxal, el folato, y el &cido ascorbico tienen limites
méaximos de consumo. Una alimentacién equilibrada nos proporciona una cantidad suficiente
de dichas vitaminas.

La vitamina Bl (tiamina) cumple una importante labor en la conduccion de los
impulsos nerviosos y en el metabolismo del oxigeno, tiene efectos contra el deterioro de la
memoria, previene el envejecimiento del cerebro y resulta efectiva para elevar el animo de las
personas que sufren depresion, pues esta presente en grandes cantidades en el cerebro y todos
los tejidos nerviosos. Ademas, actlia como coenzima para escision de enlace carbono-carbono,
asi como en el metabolismo de aminoacidos e hidratos de carbono. Participa en el proceso de
absorcion de glucosa y por eso mismo resulta ideal para mantener la energia en el cuerpo. En
los paises desarrollados, existen trastornos debido a su deficiencia como son el alcoholismo
cronico, ya que en este caso estd aumentada la excrecion urinaria de esta vitamina, y el
tabaquismo, ya que se produce una reduccidn en la capacidad de asimilacidn de esta vitamina.
Esta vitamina se puede encontrar en carne de cerdo, cereales, legumbres y frutos secos.

La vitamina B2 (riboflavina) es clave en la transformacion de los alimentos en energia,
ya que favorece la absorcion de las proteinas, las grasas y los carbohidratos. Participa como
cofactor de reacciones de oxidacion y reduccion y unido en forma covalente a grupos
prostéticos. Las enzimas que contienen dinucleétido de flavina y adenina (FAD, flavin adenine
dinucleotide) o mononucléotido de flavina (FMN, flavin mononucleotide) como grupos
prostéticos se conocen como flavoenzimas (p. ej., acido succinico deshidrogenasa,
monoaminooxidasa, glutation reductasa). FAD es un cofactor para la metiltetrahidrofolato
reductasa y, por tanto, modula el metabolismo de la homocisteina. La deficiencia de riboflavina
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se manifiesta por lesiones en las superficies mucocutaneas de la boca y la piel. Ademas de
dichas manifestaciones, se han descrito vascularizacion corneal, anemia y cambios de la
personalidad en los casos de carencia de riboflavina. Se encuentra en mayor proporcion en
verduras de hoja verde, lacteos y cereales integrales.

Tabla 1: Estructura quimica de las vitaminas hidrosolubles

Bl B2 B3
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La vitamina B3 (niacina) tiene un papel esencial en el metabolismo energético de la
célula y de la reparacion de ADN. Se refiere al acido nicotinico y a la nicotinamida y sus
derivados biol6gicamente activos. El acido nicotinico y la nicotinamida sirven como
precursores de dos coenzimas, el dinucle6tido de nicotinamida y adenina (NAD, nicotinamide
adenine dinucleotide) y fosfato de NAD (NADP, nicotinamide adenine dinucleotide), los cuales
son importantes en numerosas reacciones de oxidacion y reduccion en el organismo. Ademas,
NAD y NADP son activos en las reacciones de transferencia de difosfato de adenina-ribosa
involucradas en la reparacion del DNA y movilizacion de calcio. Participa como coenzima en
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reacciones de oxidacion y reduccion. La deficiencia de niacina produce pelagra, que se observa
sobre todo en personas que consumen una alimentacion a base de maiz en zonas de China, la
India y Africa en general. Pelagra se da frecuentemente en personas alcohélicas cronicas; en
sujetos con defectos congénitos de la absorcién intestinal y renal de triptéfano y en pacientes
con sindrome carcinoide, en el cual hay un aumento de la conversion de triptofano en
serotonina. Se encuentra en leche, huevos, carne, pescado, pollo, cereales, frutos secos y
legumbres.

La vitamina B5 (&cido pantoténico) ayuda a metabolizar los carbohidratos, las
proteinas y las grasas, ademas es necesario para formar la coenzima A (CoA). Se encuentra en
visceras, aguacate, setas, brécol y cereales integrales.

La vitamina B6 (piridoxal) favorece la formacion de neurotransmisores como la
dopamina, epinefrina, norepinefrina, GABA y acetilcolina. La dopamina se asocia con los
circuitos de recompensa. Tiene grandes efectos sobre el estado de animo. La adrenalina y
noradrenalina estan relacionadas con los sistemas de alerta e interviene en los estados de
ansiedad. El GABA regula los estados de inquietud y permite reducir la angustia y el estrés. La
acetilcolina interviene en los procesos de memoria. Ademas, la vitamina B6 ayuda en la
absorcion de la B12, que es una de las vitaminas decisivas para el desarrollo cognitivo. Ademas,
participa como cofactor para enzimas del metabolismo de aminoacidos. La deficiencia de
vitamina B6 facilita la aparicién de problemas como obsesiones o depresion. También incide
en el desequilibrio emocional en general y en las dificultades para dormir. La deficiencia grave
de esta vitamina provoca neuropatia periferica, resultados anormales en el
electroencefalograma y cambios de personalidad que inducen depresion y confusion. En los
lactantes es posible observar diarrea, convulsiones y anemia. La anemia microcitica
hipocrémica es provocada por la disminucion de la sintesis de hemoglobina dado que la primera
enzima involucrada en la biosintesis de hemo (la aminolevulinato sintasa) necesita PLP como
cofactor. Se encuentra en carne, pescado, pollo, legumbres, frutas, cereales integrales y en
vegetales de hoja verde.

La vitamina B7 (biotina) ayuda a descomponer las proteinas, los carbohidratos y acidos
grasos, por ello juega un papel importante en el crecimiento celular. De hecho, durante el
embarazo es fundamental aportar la cantidad adecuada de esta vitamina para asegurar el
crecimiento y desarrollo correcto del embrion. Por otro lado, también destaca por ser necesaria
para mantener la salud del cabello, las ufias y la piel. Al igual que el acido pantoténico se
encuentra en visceras, yema de huevo, soja, pescado y cereales integrales.

La vitamina B9 (acido folico) junto con la B6 y la B12, favorecen la formacién de
globulos rojos. Esto contribuye a que el transporte del oxigeno sea mas rapido y facilita, por
tanto, en el buen funcionamiento del cerebro. Cumple un importante papel en la agudeza mental
y en la preservacion de las funciones cerebrales. Como la vitamina B6, interviene en la
formacion de varios neurotransmisores. Ademas, actia como coenzima en la transferencia de
un carbono en el &cido nucleico y metabolismo de aminoacidos. La deficiencia de vitamina B9
aumenta la posibilidad de padecer accidentes cerebrovasculares. Se puede encontrar en
verduras de hoja verde, legumbres y en higado.

La vitamina B12 (cianocobalamina) contribuye en la formacién de las células y de los
acidos grasos. Actlia como coenzima para la metionina sintasa y L-Metilmalonil CoA mutasa.
Su accién esta muy relacionada con la memoria a corto plazo y con la velocidad del
pensamiento. Por ello, la deficiencia de la vitamina B12 lleva a pérdidas de memoria, lentitud
mental y cambios de humor en sentido negativo. Muchos investigadores asocian la carencia de
vitamina B12 con enfermedades como el Alzheimer. Se encuentra en alimentos de origen
animal, como huevos, carne, pescado, pollo o lacteos.

La vitamina C es un poderoso antioxidante. Participa en muchas reacciones biolégicas
de oxidacién y transferencia de oxigeno. Su accién protege al cerebro del estrés oxidativo y de
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los procesos degenerativos que tienen lugar con la edad. Su papel es decisivo para evitar la
aparicion de enfermedades tipo Parkinson, Alzheimer y otras formas de demencia. Asi mismo,
contribuye en el proceso de absorcion del hierro, este es decisivo en funciones como la memoria
y la atencion. La vitamina C también es considerada un antidepresivo natural. Tiene la
capacidad para incrementar los niveles de serotonina, un neurotransmisor mayoritario en el
buen estado de &nimo. Por tanto, actia en la promocion de absorcién de hierro no hemo,
biosintesis de carnitina, conversion de dopamina en noradrenalina y sintesis de muchas
hormonas peptidicas en el metabolismo y entrecruzamiento del tejido conjuntivo (hidroxilacion
de la prolina). La deficiencia también puede provocar la enfermedad del escorbuto. Se
encuentra esencialmente en los citricos, en kiwi, pimientos, legumbres, tomates. 2345

Existen técnicas generales de pretratamiento como extraccion liquido-liquido (LLE),
extraccion en fase sélida (SPE), etc., mientras que los métodos de determinacién incluyen
métodos de cromatografia, métodos electroforéticos y otros. En este trabajo se presenta una
revision de las mas utilizadas en apartados posteriores.

El método mas utilizado para el analisis de vitaminas hidrosolubles y sobre el que me
centraré es la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Por ello quiero explicar
brevemente en qué consiste esta técnica, es una de las técnicas de separacion mas utilizadas en
la actualidad, gracias a su gran selectividad, resolucion y eficacia, a su capacidad de
determinaciones cuantitativas exactas y de separacion de especies termolabiles o no volatiles.
Esta es una técnica separativa basada en la afinidad que los compuestos a separar tienen entre
dos fases inmiscibles: una fase mavil, liquida, que fluye sobre otra estacionaria, empaquetada
en una columna. La separacion es una consecuencia de la diferencia de coeficientes de
distribucién entre los componentes de una muestra, que produce sucesivas etapas de retencion
y desorcion de los mismos a través de la fase estacionaria.

La clasificacion de las diferentes modalidades de cromatografia de liquidos (LC) se
centra en la composicion quimica de la fase estacionaria. Segun la quimica de la fase
estacionaria se producen diferentes mecanismos de separacion. Existe la cromatografia en fase
normal en la que la FM es apolar y la FE es polar, siendo la silice modificada quimicamente
con grupos funcionales que le confieren la polaridad a la misma, pero la mas empleada en fase
inversa, en la que la FM es polar y la FE es apolar, siendo la silice modificada quimicamente
con grupos funcionales que le confieren la apolaridad. El desarrollo en fase inversa se ajusta
adecuadamente al analisis de analitos polares e incluso i6nicos, si se hace uso de la formacion
de pares ionicos. Como fase movil se utilizan disolventes con cierta polaridad, generalmente
mezclas de agua con disolventes organicos como metanol o acetonitrilo. En la se indican la
naturaleza de distintas fases estacionarias usadas en HPLC funcién del desarrollo elegido.

Tabla 2: Naturaleza quimica de posibles fases estacionarias usadas en HPLC

MECANISMO -R NOMBRE COMERCIAL

Fase normal Silice Nucleosil, Kromasil

Fase inversa -ciano Nucleosil-ciano, Micropak-ciano
Fase inversa -amino Nucleosil-amino, Lichrosorb-ciano
Fase inversa -C18 Nucleosil-C18, Lichrosorb RP18
Fase inversa -C8 Nucleosil-C8, Lichrosorb RP8
Fase inversa -fenilo microBondpak-fenil
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Para conseguir optimizar la separacion de una mezcla se puede emplear: una separacion
isocratica (composicion de la fase mévil constante a lo largo de la separacion), y en gradiente
(la composicion de la fase movil varia a lo largo de la separacidn).

Columna

EETil (Fase estacionaria) Detector
12‘
| il
i / &1
Inyector r‘i

\
Fase
movil

Figura 1: Esquema de un equipo HPLC Colector

En este trabajo se describen las vitaminas B1, B6, B9, B12 y vitamina C, ;por qué? Pues
como se describe anteriormente, estas vitaminas estan estrechamente relacionadas con la
funcionalidad del cerebro, lo que supone que su déficit se relaciona con enfermedades
degenerativas, asi como neurolégicas.

Durante los ultimos afios, ha habido un interés creciente por la determinacion simultanea
de vitaminas. Por lo tanto, se han desarrollado nuevos métodos analiticos. Sin embargo, varios
estudios recientes se han centrado en la validacion de metodologias analiticas para el analisis
de multivitaminas, pero la gran mayoria de ellos aplicaron sus métodos al analisis en matrices
de alimentos, bebidas y suplementos vitaminicos. Pero solo un nimero relativamente pequefio
de estudios experimentales se centro en la validacion de metodologias analiticas para el analisis
de multivitaminas en muestras bioldgicas (sangre y orina) y con resultados limitados en
términos pretratamiento largo y tedioso de las muestras y robustez y reproducibilidad del
método.

Por todo ello, se ha realizado una busqueda bibliografica de varios estudios sobre
distintos grupos de poblacién, y se intenta demostrar que esos métodos son validos para el
diagnostico de enfermedades causadas por el déficit de dichas vitaminas y que afectan
mayoritariamente a la funcionalidad del cerebro.

2. Objetivos

1. Revision bibliogréafica de estudios realizados sobre muestras biologicas para la determinacion
de vitaminas hidrosolubles.
2. Andlisis cromatogréafico de vitaminas hidrosolubles en plasma.

3. Material y métodos

Se ha realizado una busqueda bibliografica de los métodos analiticos utilizados para la
determinacion de vitaminas hidrosolubles existiendo diversas modificaciones para cada uno.

Se han consultado articulos recogidos en bases de datos como PubMed, Google Scholar,
ScienceDirect, SCIELO, Google Patents, Tesis Doctorales en Red y en distintas paginas webs
como FAO.

Palabras clave utilizadas en la basqueda: vitaminas del grupo B, vitamina C, HPLC,
espectrometria de masas, espectrometria de absorcién UV-Vis.

4. Resultados y discusion
A continuacidn, se explica de manera mas detallada el procedimiento general que se
emplea para tratar las muestras de plasma. Iniciamos el pretratamiento con tres posibles
procesos como son precipitacion, centrifugacion vy filtracion, o bien empleando la extraccién
en fase sélida. Asi se prepara la muestra problema para inyectarla en el HPLC en el cual hay
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distintas posibles variantes con sus fases movil y estacionaria, y posterior deteccién mediante
espectrometria de masa, absorcion UV-Vis o fluorescencia, esta Ultima menos usada.

4.1 Pretratamiento de la muestra

La extraccion y purificacion de muestras es de vital importancia. En los procesos de
pretratamiento de vitaminas, se pueden separar y preconcentrar diferentes sustancias que
pueden mejorar significativamente el rendimiento analitico (por ejemplo, selectividad,
sensibilidad, precision). En el pasado, la extraccion y el calentamiento a reflujo han sido los
métodos mas utilizados; ambos métodos tienen limitaciones debido a los altos tiempos y
disolventes organicos que se necesitan. Con el desarrollo de las técnicas de andlisis, han surgido
muchas tecnologias ecoldgicas y efectivas de preparacion de muestras que se han vuelto mas y
mas populares.

Primero, los métodos de pretratamiento aplicados dependen del tipo de matriz en el que
se encuentra el analito. El tipo de muestra puede ser sélida o liquida, por ejemplo, para la
mayoria de las muestras sélidas, se adopto la homogeneizacion, el secado y el cribado a través
de un tamiz, mientras que, para el suero, las muestras se pueden procesar solo con
desproteinizacion. Aqui una explicacion de las técnicas mas utilizadas:

Precipitacion de proteinas, centrifugacion y filtracion

Las herramientas de deteccion modernas son relativamente simples y solo necesitan
unos pocos pasos para purificarse. La metodologia que utiliza una técnica de "diluir y disparar”
estd ganando popularidad y ahora se usa con frecuencia.

Se utilizaron diferentes diluyentes con diferentes objetivos, el tampon fosfato es el mas
utilizado. El tampon puede reducir la fluctuacion del pH de manera efectiva y reducir el efecto
del pH en el tiempo de retencion. También tenemos ejemplos como:

e Gershkovich y colaboradores describié un método de precipitacion de proteinas para
plasma-plasma centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos a 5 ° C seguido de la
adicién de acetonitrilo helado. Después de filtrar usando filtros PVDF de 0,22 mm, el
sobrenadante se transfirio a viales pata el inyector automatico y se midio directamente
por HPLC.’

e Brian, Petterys, y Frank describieron un método de precipitacion de proteinas para
plasma que se habia centrifugado después de la adicion de TCA usando un sistema de
filtracién acoplado a placas de 96 pocillos.8

Teniendo en cuenta que los reactivos de precipitacion no son directamente compatibles
con el equipo cromatografico, se realizan estudios con distintos reactivos de precipitacion
de proteinas. Aln asi, los reactivos mas utilizados incluyen metanol, acetonitrilo y una
mezcla de agua desionizada con diferentes concentraciones de acidos.

Extraccion en fase solida (SPE)

Se propuso un método de cromatografia liquida para medir el complejo de vitaminas y C
usando los métodos de pretratamiento SPE (Sep-Pak C18) de Rudenko y Kartsova. El cartucho
se acondiciond previamente con metanol (5 mL) y agua destilada (5mL). Luego, se pasaron 3
mL de la disolucién extraida a través de la columna. Y después, el adsorbente se lavo con 1 mL
de agua destilada. Las vitaminas se eluyeron con 3 mL de metanol. El eluato obtenido se analiz6
después de varios tratamientos. Las recuperaciones y los limites de deteccion fueron
satisfactorios.’
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La extraccion en fase sélida puede preparar multiples muestras simultaneamente; por lo
tanto, el tiempo total requerido no es tan largo, al realizar varias muestras a la vez. Ademas, se
puede conectar on-line con LC.1°

Figura 2: Etapas de extraccion en fase solida

Otra modalidad de SPE emplea cartuchos LiChrospher-RP-18-ADS, que combina fase
inversa y exclusion por tamafio, que conectado on-line al HPLC permite el anélisis de muestras
de sangre, directamente en el HPLC. Esta consiste en pasar la muestra desde el vial por una
columna previa que separa las proteinas del resto de sustancia que existen en la muestra de
sangre. Pero no siempre dicha separacion es correcta, a veces se pierden sustancia deseadas.

4.2 Meétodos cromatograficos

ElI HPLC se ha convertido en el método mas comdn para la determinacion de vitaminas,
en concreto el RP-HPLC debido a su alta selectividad. Considerando el rapido desarrollo de los
detectores HPLC y MS, esta técnica tandem jugara un papel ain mayor.

DETECCION

|
[ | 1

Absorciometria Espectrometria Fluorescencia
UV-Vis de masas
PDA Absorciométrico

(multicanal) (monocanal)

Figura 3: Detectores para HPLC

El detector de absorcion UV-Vis, es decir, HPLC-UV-Vis, se utiliza también para la
determinacion de estas vitaminas, pero no da resultados tan satisfactorios, pues algunas de las
vitaminas a las que nos referimos en este trabajo aparecen a un tiempo de retencion muy
parecido o incluso idéntico, como pasa con la riboflavina y la cianocobalamina, por lo que su
deteccidn a 290 nm seria erronea. Los espectros UV de las vitaminas varian significativamente
debido a sus multiples estructuras y por lo tanto se requiere deteccion de longitud de onda
multiple para lograr la mejor sensibilidad. Por lo general, el maximo la absorbancia es la mejor
opcidn, pero la longitud de onda seleccionado puede ser diferente porque a ciertas longitudes
de onda las impurezas pueden interferir con la deteccion de analitos. Por ejemplo, las impurezas
pueden interferir con la deteccidn de vitamina B6 a 210 nm y aunque tiene mas absorcion a 210
nm, vitamina B6 se detecta mejor a 280 nm donde las interferencias son eliminadas. Por lo
tanto, deteccion en otras longitudes de onda puede colocar su concentracion en un rango de
calibracion lineal.'

La utilizacién de detectores de fluorescencia en la mayoria de los casos no es posible
tampoco, ya que no todas las vitaminas presentan fluorescencia intrinseca. Para poder medir la
fluorescencia de las vitaminas no fluorescentes se requieren procesos de derivatizacion, ya

10
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seanpre- 0 post-columna, como por ejemplo para la determinacion de tiamina, que ha de
oxidarse a tiocromo, para obtener un compuesto fluorescente.

Por estos motivos se utiliza como técnica de deteccidn la espectrometria de masas. Entre
estos métodos, HPLC-MS / MS, que puede considerarse como un método confirmatorio, se ha
convertido en la principal técnica analitica utilizada para la identificacion de vitaminas debido
a su mayor selectividad y sensibilidad que otros métodos instrumentales. Al ser un método
confirmatorio, la deteccion por MS se usa para identificar y cuantificar una sustancia y puede
usarse para confirmar la estructura molecular de un compuesto. El principio basico de esta
técnica es la medicion de las relaciones de masa a carga (m/z) de las moléculas ionizadas.
HPLC-MS / MS a menudo se aplica usando un analizador de triple cuadrupolo y un modo de
monitoreo de reaccién seleccionado. Este modo permite la confirmacion de la composicién de
los compuestos y proporciona informacion estructural. En cuanto al solapamiento no presenta
ningun tipo de problema, porque en espectrometria de masas, cada pico corresponde a una
relacion m/z determinada, y aislando dicha masa del resto del cromatograma observamos que
el solapamiento no interfiere ni modifica las areas de unos con otros.*2

4.4 Ejemplos de determinacion de vitaminas hidrosoluble

e ESTUDIO I

Este estudio tiene como objetivo determinar el contenido de vitaminas hidrosolubles en
veinte deportistas aficionados varones adultos de entre 20 y 43 afios. Se analizaron las
siguientes vitaminas: B1, B2, B3, PP, B5, B6, B7, B9, B12 y vitamina C.

Para aislar las vitaminas, se utilizaron tubos Eppendorf. El espacio para el aislamiento
de vitaminas se oscurecid para evitar la fotooxidacion de vitaminas. Para los analisis, se
recogieron 400 pL de plasma y luego se afiadio la misma cantidad de acetonitrilo, asi como 100
uL de patron interno (teobromina a una concentracion de 100 ng-/-mL). Todos estos reactivos
se mezclaron completamente durante 2 minutos y luego se centrifugaron durante 15 minutos a
4000 rpm. El sobrenadante se recogié en tubos nuevos para evaporar el acetonitrilo. Y
posteriormente se transportdé a columnas de extraccion en fase solida (SPE) que contenian
cartucho de silice C-18, activado previamente con 1 mL de metanol y 1 mL de agua ultrapura.
Los compuestos en las columnas se eluyeron usando metanol al 85% con 1,5 mL de agua. La
disolucidén obtenida se seco al vacio y se disolvio en 100 pL de tampon fosfato para proceder a
su analisis por HPLC-UV-vis con elucion en gradiente (Tabla 3).13 14

Tabla 3: Gradiente de concentracion de la fase mavil (A disolucién tampén fosfato; B metanol)

TIEMPO (min) BUFFER A (%) BUFFER B (%)
0,0 97 3
2,5 97 3
7.2 70 30
14,0 70 30
16,0 97 3

11
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La separacion de vitaminas se realizé en una columna Hypersil C —18, a 35°C, un caudal
de 0,9 mL / min y el volumen de inyeccion fue de 10 pL*®. Se identificd cada vitamina en las
muestras analizadas comparando con los tr de las vitaminas patrén a 266 nm. °
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Figura 4: Cromatograma de la separacion de vitaminas hidrosolubles en plasma humano.
FE Reprosil- C18, FM HK;PO,: metanol 97:3, caudal 0,9 mL/min, T = 35°C, pH =7,0,
deteccién a A = 266 nm.

e ESTUDIOII

El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar una nueva metodologia de HPLC para
deteccion y cuantificacion rapida de siete vitaminas hidrosolubles (B1, B2, B5, B6, B9, B12,
C) en fluidos bioldgicos (plasma y orina). EI método validado se aplico para cuantificar las
vitaminas hidrosolubles en muestras de plasma y orina obtenidas de 24 varones alcoholicos en
periodo de abstinencia.

Las vitaminas hidrosolubles utilizadas en este estudio (B1, B2, B3, B5, B6 como fosfato
de piridoxal [5'-PLP], B9, B12 y C) y el patron interno (teobromina). Se emplearon metanol,
asi como acido trifluoroacético (TFA) y agua ultra pura de grado HPLC en todo el protocolo.
Ademas de emplear disoluciones estandares de cada vitamina.

Se utiliza para el andlisis y cuantificacion de vitaminas en muestras bioldgicas un
cromatografo Agilent 1100 controlado por el ChemStation. Las vitaminas se separaron en una
columna de fase inversa C18-A, junto con una precolumna usando como fase movil 0,01% de
TFA en agua (pH 2,9, Disolvente A) y 100% de metanol (Disolvente B), en elucion isocratica
y gradiente lineal combinada. El perfil de gradiente lineal (A: B) comenz6 a 95: 5 y permanecio
constante durante los primeros 4 min, luego linealmente hasta 2: 98 durante los siguientes 6
min, luego fue constante en los siguientes 20 min y finalmente aumento linealmente a 95: 5 en
los altimos 5 min de separacion. El tiempo total de analisis fue de 35 min. El caudal se ajusto
a 0,2 mL/ min. El volumen de inyeccion fue de 3 puL. La separacion se llevo a cabo a 30 ° C.
Se emple6 un detector de fotodiodos en serie que controlaba la absorbancia de la fase mévil a
280 nm; mientras que la cuantificacion de cada vitamina se realizd a 230 nm para &cido
ascérbico, 270 nm para tiamina, 257 nm para piridoxina, 280 nm para &cido félico y 230 nm
para cianocobalamina. La identificacion de los picos resueltos en muestras reales se realizo
comparando sus espectros y tR con los derivados de disoluciones acuosas estandar.

Las disoluciones acuosas de referencia de vitaminas hidrosolubles se prepararon
semanalmente pesando 100 mg de cada vitamina con agua ultrapura que contiene 0,01% de
acido trifluoroacético (TFA). La concentracion final de cada vitamina fue de 100 ng/uL
(excepto la vitamina B2 que fue de 50 ng/uL). La disolucién de vitamina B9 preparada pesando
5 mg de vitamina B9 en polvo y disuelta en 100 mL de NaHCO3 1 M. Todas las disoluciones
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se almacenaron en nevera en frascos topacio para evitar la fotodegradacion de las vitaminas.
La concentracion final de los estandares de las vitaminas vario de 0,25 a 25 ng/uL (seis niveles
de concentracion). La teobromina (patron interno) se usé a una concentracion de 2 ng/uL.

Se realizo el pretratamiento mediante tres procedimientos diferentes para comprobar
cual era mas ventajoso: 1°) desproteinizacion con 200 pL de acetonitrilo seguido de; 2°)
extraccion liquido-liquido (600 puL n-hexano + 150 uL etanol: metanol, 95: 5, v/v) y 39)
desproteinizacién con 600 pL de etanol: metanol, 95: 5, seguido de PSE. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

Tabla 1: Resultados del método de preparacion de muestras optimizado para vitaminas
enriquecidas en muestras de plasma sintético procesadas utilizando cada uno de los tres métodos de
pretratamiento mencionados.

VITAMINAS (hm) AREA DE PICO % DESVIACION
TIPICA RELATIVA

200uL acetonitrilo + extraccion en fase solida
C (230) 150,92 2,6
B1 (270) 62,60 17
B2 (265) 366,16 10,3
B5 (266) 27,14 0,4
B6 (257) 110,28 2,4
B9 (280) 69,13 2,0
B12 (230) 179,13 5,2
L/L extraccion fase acuosa
C (230) 197,91 4,7
B1 (270) 64,10 2,9
B2 (265) 216,31 6,0
B5 (266) 14,83 0,2
B6 (257) 145,07 9,4
B9 (280) 112,93 0,9
B12 (230) 132,36 2,6
600uL etanol: metanol (95:5) + extraccion en fase sélida
C (230) 169,14 2,8
B1 (270) 87,75 2,3
B2 (265) 302,29 1,9
B5 (266) 45,52 0,7
B6 (257) 60,97 1,0
B9 (280) 285,33 5,4
B12 (230) 111,74 1,0

13




Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Los resultados indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre los
tres métodos de pretratamiento. La LLE obtuvo mejores resultados en el caso de 5'-PLP.
En la Figura 3 se observa, que los picos estan bien resueltos y son simétricos. Al comparar el
cromatograma estandar con los cromatogramas obtenidos a partir de plasma, no hay
interferencia importante en cuanto a los espectros UV. Se observaron dos picos no identificados
en un cromatograma de muestra enriquecido; sin embargo, no interfirieron con las vitaminas®’.
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Figura 5: Cromatogramas representativos de disolucion estandar (a) y muestras de plasma (b).
FE Reprosil- C18, FM TFA 0,01%: metanol 100% (isocratico) 95:5, 2:98, 95:5, caudal 0,2 mL/min,

T=30°C, pH = 2,3, deteccién a A= 280 nm.

e ESTUDIO I

Este estudio desarrolla un método para caracterizar compuestos que se encuentran en
bajas concentraciones en plasma, especialmente para vitaminas B6 y B12, lo que hace que los
métodos con buena sensibilidad sean un requisito previo muy importante.

Este estudio se centra en el andlisis simultaneo de vitaminas B6, B9, B12 y
homocisteina, en concreto debido a la coexistencia inherente de deficiencias de vitaminas en
muchas condiciones patologicas.

Todos los disolventes se filtraron al vacio antes de su uso con un filtro de membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE) (0,22 um) y se prepararon diariamente.

Se realiz6 UHPLC, con una FM MeOH: sal de sodio heptanesulfénico (0,05 mM) con
0,05% de TEA(trietilamina) afiadido como modificador organico, 33:67, pH 2,3. El caudal fue
de 0,5 mL/min. Se midi6 la absorbancia usando un detector de fotodiodos en serie entre 190 y
400 nm, obteniendo una buena resolucion para la deteccion simultanea de dichas vitaminas
utilizando &cido clorogénico como el patron interno detectado a 210 nm.

Comparando los tiempos de retencion, las alturas maximas y las areas producidas por
diferentes pH, se seleccion6 el pH 2,8 como el pH mas adecuado para la determinacion
simultanea de las tres vitaminas. Sin embargo, cuando se inyecté homocisteina a este pH, se
eluy6 conjuntamente con vitamina B6. Por lo tanto, el pH se redujo a 2,3, lo que resulté en la
separacion de los cuatro compuestos con buenas resoluciones, formas de pico y areas.

Como se observa en la Figura 4 aparece primero la vitamina B6, luego B12 y luego la
B9 debido a su polaridad e interaccion con la columna. 8
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Figura 6: Cromatograma obtenido en las condiciones experimentales: FE Reprosil- C18, FM

metanol: ac.1-heptanosulfonico (33:67) con trietilamina 0,05%, caudal 0,5 mL/min, T = 28 °C,
pH=2,3, deteccién a A= 280 nm.

4.5 Estudio en el Hospital del Uniklinikum de Freiburg (Alemania)

Durante la realizacion de mis practicas tuteladas de hospital en el Uniklinikum de
Freiburg, Alemania, me dieron la posibilidad de poder realizar un “pequefio” ensayo para el
TFG en el que estoy trabajando.

Para llevar a cabo este ensayo he utilizado muestras de sangre de dos pacientes que
padecen la enfermedad de fibrosis quistica y otros dos pacientes que son tratados con morfina
debido a los dolores gue tienen, de ahi que algunos resultados obtenidos no sean los deseados,
ademas algunas de las vitaminas con las que he trabajado son bastante inestables y es dificil
detectarlas por sus bajos niveles séricos.

El ensayo es de caracter cualitativo, en el que se compard las muestras de con una
disolucion de referencia para ver si en el suero de los pacientes se detectan las vitaminas que
buscamos. En los pacientes tratados con morfina, se buscé la presencia de las vitaminas B1,
B6, B12, y, en los pacientes de fibrosis quistica, las B9 y C.

Las muestras de plasma se diluyen con metanol en proporcién 1:6, posteriormente
depositadas en un tubo Eppendorf, se centrifugaron durante 15 min, el sobrenadante se deposito
en viales para HPLC. Los materiales de referencia puros de cada vitamina, los he obtenido del
propio hospital. Cada material se presenta en distinto estado: liquido mediante ampollas, solido
en comprimido, en capsula o en polvo, incluso algunas requerian posterior filtracion para llevar
finalmente a la concentracion de 10 pg/mL, concentracion adecuada para obtener un pico
detectable en el espectrometro de masas.

Tras la preparacion de la muestra por el procedimiento correspondiente, los viales
fueron analizados mediante cromatografia liquida de alta eficacia/espectrometria de masas
(HPLC-MS). La ionizacién de los analitos se realiz6 en modo de ion positivo (PI). La
identificacion y confirmacion de los compuestos de interés se basd en las medidas de
masa/carga (m/z) de los iones seleccionados para cada compuesto, generalmente la molécula
protonada y un fragmento de gran intensidad. La separacion cromatogréafica se llevé a cabo en
una columna C18 en fase inversa. Respecto a la fase mavil, se trabajo en modo de gradiente de
elucién, empleando metanol y tampén de formiato de amonio (pH 5) durante 30 min.

Para este experimento se utilizé un cromatégrafo UHPLC-MS Thermosight, controlado
por los softwares IsotopePattern, que nos ayuda a saber la masa molecular de cada sustancia, y
DataAnalysis para ver los picos correspondientes a cada vitamina, asi como poder realizar la
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integracion de cada pico y saber a. Los resultados se muestran en la Figura 7. ElI método
empleado es valido para la deteccidn de tiamina en plasma.

Intens PatSer 19Nov 1+3E10H pos_GB7_01_20041.d. EIC 2651 +All MS|
1500
1250
1000
o ' Paciente 1
- (
\
Intens’ PatSer 20Nov 1+3E10H pos_GBS8_01_20942 d: EIC 265.1 +All MS}
1500
f
1000 -
1 Paciente 2
- I
I\
R
J S VY Y VA A A Actedabs Moo rre b A A e ders AN
intend’ B1 Thiamin pos_GC1_01_20944.0° EIC 2651 +All MS|
1500
! .
- ,ﬂ, Patron tiamina
N L
. (| (vitamina B1)
,
. T } o o A Lt Aot Scacidain e At
"“"9 EtOH pos_GB1_01_20043.9: EIC 265.1 +All MS|
1500
1000
Etanol
o (blanco de reactivos)
B Y PR B Y BTN TN VIWL W S VLTI P WSS W VSV VIGNVGUASY | PO W

[
00 05 10 15 20 25 Time [min]

Figura 7: Separacion de la tiamina (B1) por UHPLC-MS. Condiciones de separacion: FE Reprosil-
C18, FM metanol: tampon formiato (isocrético), caudal 0,5 mL/min, T = 40°C, pH =5, deteccion a
A =254 nm.

En el caso del &cido félico (Figura 8) no se detectd esta vitamina en los pacientes. Se
podria asegurar que se trata de la inexistencia de esta vitamina en los pacientes con fibrosis
quistica.

La vitamina B12 no se lleg6 a detectar, en el caso de la cianocobalamina (vitamina B12)
tuve un error en el programa, pues estaba predeterminado para obtener sustancias de masa molar
inferior a 1000 g/mol, y esta vitamina tiene una masa molar de 1355,38 g/mol, por tanto, en el
diagrama tan solo se veia una linea recta, sin pico de dicha vitamina. Ademas, cabe que destacar
la baja sensibilidad que presenta esta vitamina, por lo que quizas, pudiera no ser detectada a
bajas concentraciones.
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Figura 8: Separacion de acido félico (B9) por UHPLC- MS. Condiciones de separacion: FE
Reprosil- C18, FM metanol: tampo6n formiato (isocratico), caudal 0,5 mL/min, T = 40°C, pH =5,
deteccion a A= 254 nm

En la Figura 8 se ven los cromatogramas obtenidos por UHPLC-UV realizando la deteccion
a 254 nm para las disoluciones de referencia, con la concentracion final de 10 pg/mL. En orden
de arriba hacia abajo tenemos los cromatogramas del agua destilada que nos sirve como blanco,
y a continuacion las vitaminas B1, B6, B9, B12, Vitamina C y, por altimo, un preparado que
contenia entre otras, todas estas vitaminas. De estas disoluciones patron de cada vitamina se
tomaron dos alicuotas, una para analizar por el UHPLC- UV y otra para el UHPLC-MS. La
sensibilidad obtenida por MS es mucho mayor, por ello se utilizan concentraciones menores
que para la deteccion de estas vitaminas por UV. Como consecuencia de esto, algunas de las
vitaminas hidrosolubles analizadas no fueron detectadas por el UHPLC- UV, como se puede
observar en la Figura 9.
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Figura 9: Deteccidn de tiamina, piridoxina, acido félico, cianocobalamina y acido ascérbico por
UHPLC- UV.

5. Conclusiones

Tras la lectura de distintas publicaciones y la realizacion del pequefio experimento,
puedo concluir que es viable el analisis de vitaminas en plasma de forma rapida y fiable
mediante alguno de los métodos explicados anteriormente, pero siempre con un pretratamiento
previo. El uso del HPLC acoplado a MS o UV supone un método selectivo, robusto y eficiente
en el tiempo de analisis para la deteccion y cuantificacion simultanea de vitaminas
hidrosolubles en matrices bioldgicas complejas como el plasma y la orina. Estos métodos se
pueden utilizar en ensayos clinicos de rutina donde se requiere un analisis multivitaminico.
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