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Jaime Alcantara Duran

Optimizacion de un método para la determinacion
de una mezcla de compuestos organicos en suplementos alimenticios
mediante HPLC

1. OBJETIVOS

El objetivo del trabajo consisti6 en la puesta a punto de un método
cromatografico, mediante HPLC, para la determinacion de compuestos organicos en
suplementos alimenticios, en concreto vitaminas hidrosolubles, estas fueron la

vitamina C y todas las correspondientes al grupo B.

2. RESUMEN /ABSTRACT

En este trabajo se ha desarrollado un método para la determinacion de 6
vitaminas hidrosolubles del grupo B, estas son: Bi (tiamina), B2z (riboflavina), Bs
(nicotinamida), Bs (&cido pantoténico), Bs (piridoxina) y Bz (biotina) en cuatro
suplementos alimenticios diferentes, en forma de zumos de frutas y grageas. El
método desarrollado parte de una preparacion de muestra basada en una extraccion
mediante digestion acida-enzimatica y una extraccion liquido-liquido con metanol,
para muestras liquidas, y una extraccion solido-liquido para muestras sdlidas. Tras
la preparacion de la muestra por el procedimiento correspondiente, los extractos
fueron analizados mediante cromatografia liquida de alta resolucién/espectrometria
de masas de trampa ionica tridimensional con ionizacion por electrospray
(HPLC/ESI+MS). La ionizacién de los analitos se realizé6 en modo de ion positivo
(PI). La identificacién y confirmacién de los compuestos de interés se basé en las
medidas de masa de los iones seleccionados para cada compuesto, generalmente la
molécula protonada y un fragmento de gran intensidad. La separacion
cromatografica se llevd a cabo en una columna de gel de silice Cis en fase reversa
(125 mm x 3 mm). Respecto a la fase movil, se trabajé en modo de gradiente de
elucién, empleando metanol y una disolucién acuosa heptafluorobutirico (5 mM) de
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acido, el cual actuaba como formador de pares ionicos. El pH de la fase movil se
sita en torno a 2.4 + 0,2. Para la cuantificacion se utilizé como patréon interno
taurina. Se estudio el rango dindmico lineal de 0.05 a 20 ppm, y se alcanzaron
limites de deteccion de 0,021 a 1,520 ppm para el modo full scan, y de 0,015 a 0.303
ppm para el modo MRM.

In this paper, we has developed a method for determining 6 water soluble
vitamins about B group, these are: B1 (thiamine), B2 (riboflavin), Bs (nicotinamide), Bs
(pantothenic acid), Bes (pyridoxine) and Bz (biotin) in four different nutritional
supplements in the form of fruit juices and tablets. The developed method of sample
preparation based on extraction by acid-enzymatic digestion and liquid-liquid
extraction with methanol to liquid samples and a solid-liquid extraction for solid
samples. After preparation of the sample by the corresponding procedure, extracts
were analyzed by high performance liquid chromatography/mass spectrometry ion
trap with electrospray ionization (HPLC/ESI+MS). The ionization of the analytes was
performed in positive ion mode (PI). Identification and confirmation of compounds of
interest was based on mass measurements of selected ions for each compound,
usually the protonated molecule and a fragment of great intensity. Chromatographic
separation was performed on a column of silica gel reverse phase Cis (125 mm x 3
mm). Regarding the mobile phase was worked-mode gradient elution using methanol
and an aqueous solution of heptafluorobutyric acid (5 mM), which acted as forming
ion pairs. The pH of the mobile phase is about 2.4 + 0.2. For quantification, taurine
was used as internal standard. The linear dynamic range was studied from 0,05 to 20
ppm, and detection limits of 0,021 to 1,520 ppm for the full scan mode, and 0,303 to
0,015 ppm for the MRM mode.

3. INTRODUCCION

Las vitaminas son uno de los mitos de la alimentacion. Al contrario de lo que se
cree no aportan energia, pero sin ellas el cuerpo humano no puede aprovechar los

elementos energéticos suministrados por la alimentacion. Las células son las mas
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beneficiadas por las vitaminas, porque éstas sirven para elaborar enzimas que
regulan las reacciones quimicas que se dan en todo ser vivo.

El cuerpo humano es capaz se sintetizar algunas vitaminas como la D, que se
puede formar en la piel mediante exposicion a la luz solar, y las vitaminas B1, B, B1z,
y K, formadas en la flora intestinal. La mayoria de las vitaminas nos las aporta una
buena alimentacion, pero a veces estas no son suficientes para satisfacer todas las
necesidades del organismo, por lo que recurrimos a suplementos alimenticios.

Uno de los suplementos alimenticios mas utilizados son los zumos de frutas, de
verduras y/o de bayas, compuestos por oligonutrientes que, aparte de vitaminas,
contienen también otros muchos nutrientes como sales minerales o aminoacidos que
pueden mejorar nuestra salud y bienestar.

Las vitaminas se pueden clasificar en dos grupos, liposolubles e hidrosolubles.

Las liposolubles, vitaminas A, D, E, Ky F, se almacenan en el higado vy tejidos
adiposos, por lo que un consumo excesivo puede ser toxico.

El otro grupo de vitaminas son las hidrosolubles, vitaminas B, B2, B3, Bs, B7, Bo,
Bi2 y C llamadas asi porque son solubles en agua y, por tanto, pueden pasar de los
alimentos al agua de lavado o de coccién. A diferencia de las vitaminas liposolubles,
éstas no se almacenan en el organismo, como consecuencia es indispensable una
aportacion regular. El exceso de vitaminas hidrosolubles se excreta por la orina, por
lo que en general no tienen efecto toxico por elevada que sea su ingesta.

Una dieta equilibrada deberia bastar para adquirir las vitaminas necesarias. No
obstante el consumo de estos productos, entre bebidas y complejos vitaminicos, sin
supervision médica, es desorbitado en nuestro pais, gastandose los espafioles una
media de 31 millones de euros anuales en estos productos . El acceso a estos
suplementos es relativamente facil, ya que se pueden adquirir en comercios locales
y comercios cibernéticos, en formato de zumos y bebidas isotonicas, e incluso en
farmacias, sin precisar de receta medica.

En general, el consumo de alimentos ricos en oligonutrientes es considerado
como una alternativa o planteamiento complementario a incrementar la ingesta de
estas sustancias. Los zumos pueden ser un producto idoneo para el enriquecimiento
de estos nutrientes, como resultado de su elevado consumo, aportan gran cantidad
de vitaminas hidrosolubles. Por este motivo, se han seleccionado estos compuestos

organicos para la realizacion de este trabajo.
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4. ANALITOS: VITAMINAS HIDROSOLUBLES DEL GRUPO B

Para este trabajo se seleccionaron, como analitos, las vitaminas 3% 31 By, B2, Bs,
Bs, Bs, B7, Bo, B12 y C (Fig. 1.) [2:
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Fig. 1. Analitos Seleccionados [3°!

e Tiamina (vitamina Bi): molécula que consta de dos estructuras ciclicas

organicas interconectadas: un anillo pirimidinico con un grupo amino y un
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anillo tiazol azufrado unido a esta por un puente metileno. Interviene en la
regulacion del sistema nervioso, su deficiencia puede provocar afecciones
cardiacas. Se encuentran en cereales, carnes, frutas, vegetales de hojas

verdes y visceras.

Riboflavina (Vitamina B:2): vitamina de color amarillo, constituida por un
anillo de isoaloxazinadimetilado al que se une el ribitol, un alcohol derivado de
la ribosa. Los tres anillos forman la isoaloxacina y el ribitol es la cadena de 5
carbonos en la parte superior. Esta colabora en el metabolismo y formacién
de tejidos. Su deficiencia puede ocasionar lesiones en la piel y sensibilidad a

la luz. Se encuentran en leche, carnes, verduras, cereales y legumbres.

Nicotinamida (Vitamina B3): con el término genérico de niacina o vitamina
PP se conoce el acido nicotinico, su amida (la nicotinamida) y todos los
derivados biolégicos que se pueden transformar en compuestos
bioldgicamente activos. Por lo general se define la actividad de la niacina
como concentracion de &cido nicotinico, formado por la conversion del
tript6fano contenido en los alimentos. ActUa en el proceso de vasodilatacion y
en la produccion de hormonas y neurotransmisores indispensables para el
sistema nervioso. La deficiencia de esta provoca la pelagra, cuyos sintomas
abarcan: delirios, diarrea, membranas mucosas inflamadas, confusion mental
y Ulceras cutaneas descamativas. Se encuentran en cereales, visceras y

frutos secos.

Acido Pantoténico (Vitamina Bs): consiste en el acido pantoico unido
mediante un enlace peptidico a la B alanina. Colabora en la formacion de
hormonas y en la metabolizacién de acidos grasos. La deficiencia de esta en
humanos es muy poco frecuente, s6lo se ha observado en casos de
desnutricion graves. Sus sintomas son dolor de cabeza, fatiga, insomnio,
trastornos intestinales y entumecimiento y hormigueo en las manos y pies. Se
encuentran en levaduras, verduras, huevos, visceras, cereales, frutos secos,

carnes y frutas.



Optimizacion de un método para la determinacion de una mezcla de compuestos organicos
mediante HPLC

e Piridoxina (Vitamina Be): colabora en la formacion de glébulos rojos. Una
deficiencia severa de vitamina Bs es inusual, su carencia causa trastornos
neurolégicos como irritabilidad, depresion y confusion, y otros sintomas como
inflamacion de la lengua y Ulceras bucales. Se encuentran en carne, pescado

azul, verduras, cereales, legumbres frutas y visceras.

e Biotina (Vitamina Bz, Bs o0 H): indispensable en la formacion vy
mantenimiento de la piel y sus componentes, como las glandulas sebaceas,
también interviene en el desarrollo de las glandulas sexuales. La deficiencia
de biotina es muy inusual, esta puede ser por una alimentacion parenteral
prolongada sin suplementacion de vitamina Bz, durante un consumo de clara
de huevo cruda por periodos prolongados, la proteina avidina presente en la
clara de huevo cruda se une a la biotina e impide su absorcion, por el
consumo de medicamentos anticonvulsivos, o durante el embarazo. Ademas,
algunas enfermedades hepdaticas podrian aumentar la necesidad de Bz. Los
sintomas incluyen pérdida de cabello y piel roja y escamosa en torno a 0jos,
nariz, boca y genitales, y afecciones neurolégicas como depresion, letargo,
alucinaciones y entumecimiento y hormigueo en las extremidades. Se

encuentran en huevos, visceras, levaduras, leguminosas, leche y frutas.

e Acido Fdlico (Vitamina Bo): indispensable para la division y multiplicacion
celular. Su deficiencia suele estar causada por una insuficiencia dietética,
embarazo o cancer, que repercuten en una mayor division celular y
metabolismo y, por lo tanto, crean una mayor demanda de folato en el cuerpo,
produciendo anemia megaloblastica 0 macrocitica, que causa fatiga, debilidad
y dificultades respiratorias. Se encuentran en vegetales, visceras, frutos
secos, citricos, cereales, huevos, legumbres y hongos.

e Cianocobalamina (Vitamina B12): interviene en la sintesis de ADN y ARN.
Las causas mas comunes de su deficiencia son una afeccion autoinmunitaria,
anemia perniciosa, y una mal absorcion de la misma por inflamaciéon y
deterioro estomacal e intestinal. Se encuentran en pescado, visceras, huevos,

queso, leche y carnes.
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e Vitamina C: enantiémero L del Acido Ascérbico o antiescorbutica. Nutriente
esencial especialmente para mamiferos. La presencia de esta vitamina es
requerida para un cierto numero de reacciones metabdlicas en todos los seres
Vivos y es creada internamente por casi todos los organismos, siendo los
humanos una notable excepcion. Su deficiencia causa escorbuto en
humanos, y es ampliamente usada como aditivo alimentario para prevenir

esta enfermedad.

5. METODOLOGIA ANALITICA PARA MUESTRAS DE CARACTER
ALIMENTICIO

La calidad y fiabilidad de los analisis de productos alimenticios debe ser un
punto muy importante en el desarrollo del método asi como en la seleccion de la
técnica analitica, ya que la presencia de errores en los resultados presentados
puede generar grandes problemas tanto de salud como econdmicos. Por esto, se
debe disponer de métodos de analisis adecuados a las necesidades de la realidad
del problema analitico en cada caso. El uso de los nuevos avances instrumentales
en quimica analitica se presenta como una herramienta adecuada y muy util para
afrontar la problematica del analisis de sustancias organicas en muestras de
alimentos.

Desde el punto de vista analitico es muy importante establecer unos criterios de
eleccion de la técnica y del método que mejor se ajuste a las necesidades del
problema que se desea afrontar. Tradicionalmente, para el analisis de compuestos
organicos en muestras alimenticias, se ha utilizado la cromatografia liquida (LC) con
deteccién Ultravioleta-Visible (UV), Diodo Array (DAD), Fluorescencia (FD) o
Espectrometria de Masas (MS) para sustancias de alta polaridad o inestabilidad
térmica; y la Cromatografia de Gases (GC) con deteccion de captura de electronica
(ECD) o Espectrometria de Masas (MS), para el analisis de sustancias mas
apolares, con cierta estabilidad térmica y volatilidad.

La vision actual del desarrollo de metodologia de andlisis HPLC acoplado a

Espectrometria de Masas, asi como su aplicacion en el estudio de vitaminas
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hidrosolubles se exponen con mayor profundidad en cada uno de los apartados
siguientes que comprende este trabajo fin de grado.

5.1. Cromatografia liguida de reparto o cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) es una de las técnicas de separacibn mas utilizadas en la
actualidad, gracias a su gran sensibilidad, a su capacidad de determinaciones
cuantitativas exactas y de separacion de especies termolabiles o no volatiles 11,
Esta es una técnica separativa basada en la afinidad que los componentes tienen
entre dos fases inmiscibles: una fase movil, liquida, que fluye sobre otra
estacionaria, sélida, empaquetada en una columna. La fase moévil se compone
generalmente de una mezcla de disolventes con distinta fuerza eulotrépica. La
separacién es una consecuencia de la diferencia de coeficientes de distribucion
entre los componentes de una muestra, que produce sucesivas etapas de adsorcion
y desorcion de los mismos a través de la fase estacionaria.

La clasificacion de las diferentes cromatografias liquidas se centra en las
variaciones de las composiciones quimicas de los tipos de relleno de la fase
estacionaria. Cada tipo de material de relleno tiene unas caracteristicas
fisicoquimicas que producen diferentes mecanismos de separacion. El uso de HPLC
en fase reversa se ajusta adecuadamente al analisis de analitos polares e incluso
iGnicos, si se hace uso de la formacion de pares iGnicos.

El tipo de material apolar con que se rellenan las columnas de HPLC en fase
reversa suele ser silica quimicamente modificada (cadenas de Cs, Cis, Caso...),
aunque también se hace uso de otros materiales como copolimeros de estireno-
divinilbenceno (XAD, PRP) o particulas de silice-carbon (X-Terra). Como fase movil
se utilizan disolventes con cierta polaridad, generalmente mezclas de agua con
disolventes organicos como metanol o acetonitrilo 3 12,

El porcentaje y tipo de modificador organico en la fase movil es el factor mas
determinante en la retencion de los analitos polares pero no i6nicos. Las
interacciones entre el analito y el solvente son las que determinan la especificidad de

la HPLC en fase reversa, ya que las interacciones del analito con la fase

8
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estacionaria son relativamente débiles, interacciones de Van der Waals no
especificas. La retencidén disminuye en funcion de la polaridad del analito.

Debido a la alta volatilidad de los disolventes utilizados como fase movil y la
idoneidad de esta cromatografia para analitos polares, la HPLC en fase reversa se
convierte en el tipo de cromatografia mas ideal para el acoplamiento con la
espectrometria de masas.

Cabe destacar que se ha convertido en una practica habitual, la adicién de
modificadores en la fase movil con dos finalidades: la mas convencional es mejorar
la forma de pico en la cromatografia de analitos &cidos o basicos; por otro lado,
favorece la ionizacibn por protonacion [M+H]* o desprotonacion [M-H] del

compuesto de interés 11,

5.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS)

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas ha sido una de las
técnicas analiticas que mas se ha extendido en las Ultimas décadas en los campos
medioambiental, agroalimentario y de salud publica. El éxito de su aplicacion radica
en los bajos MRLs tolerados que alcanza, siendo una técnica muy apropiada para
seguridad alimentaria

Ademas se su gran rapidez, sensibilidad y especificidad, esta técnica de
deteccidn presenta la ventaja de ser una técnica cualitativa y cuantitativa, es capaz
de analizar muestras complejas, da la posibilidad de determinar especies que
coeluyen y puede aportarnos informacion estructural e isotopica de los analitos.

El espectrometro de masas es un instrumento capaz de separar los iones que
se desplazan con rapidez segun su relacion masa-carga, m/z (donde m es la masa
del ion en unidades de masa atomica y z es su carga). De forma muy basica, el

espectrometro de masas esta formado por tres partes fundamentales:

e La fuente de lones: en la que las moléculas de los analitos pasan a estado
gaseoso ionizandose; adicionandose o eliminandose un electrén o un proton.

El exceso de energia proporcionado en este paso también puede
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transformarse en una fragmentacion de la molécula, generando iones

fragmento.

e Analizador de iones: donde se analiza la masa de los iones moleculares y

sus fragmentos cargados basandose en su relacion m/z.

e Detector: mide, amplifica y crea espectros de masas.

SISTEMA DE VACIO

(108~10*Torr)

Fig. 2. Esquema de un Espectrémetro de Masas

Para que la ionizacion se desarrolle correctamente es necesario trabajar con alto
vacio, permitiendo el movimiento libre de los iones en el espacio, sin la interferencia
de otras especies con las que puedan colisionar. La colision puede generar la
fragmentacién de los iones moleculares y/o producir nuevas especies por reacciones
ion-molécula. Esto produciria una reduccion de la sensibilidad y de la resolucion del

andlisis, generando resultados ambiguos o mala interpretacion (1. 12. 3],

5.2.1. Modos de ionizacion: interfases de ionizaciobn a presién

atmosférica. lonizacion por Electro Spray.

El éxito en el trabajo con MS recae en gran parte en la capacidad de conseguir
gue los compuestos neutros se conviertan en iones moleculares o fragmentos en
estado gaseoso. La ionizacién de los analitos es de vital importancia porgue es la
base de la espectrometria de masas, ya que controlar, separar y dirigir iones
cargados resulta eficiente y sencillo mediante la aplicacion de campos eléctricos y
magnéticos.

A lo largo de estas ultimas dos décadas, se ha hecho uso de diferentes técnicas

para ionizar en fase liquida, en concreto: ionizacion por Termospray (TSP),

10
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ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presion
atmosférica (APPI) e ionizacion por Electrospray (ESI) 14,

En este caso se opto por la utilizacion de ESI, ya que resultaba mas idéneo para
el tratamiento de muestras.

La ionizacion se produce por la aplicacion de un alto voltaje (3 - 6 KV) sobre un
capilar conductor por el que circula un pequefo flujo de fase mévil de la HPLC a
presion atmosférica. La elevada diferencia de potencial crea un campo eléctrico que
induce la acumulacion de cargas sobre la superficie del liquido al final del capilar,
rompiéndose en pequefias gotas de solvente cargado. Estas gotas se dispersan
como consecuencia de la introduccion de un flujo de gas inerte coaxial al flujo de la
fase movil, este gas también provoca la evaporacion o pérdida del resto de solvente
en las gotas, ya que circula a altas temperaturas. El flujo optimo proveniente de la
cromatografia liquida debe ser del orden de 2 a 10 ulL/min, sin embargo se han
aplicado flujos mayores, de hasta 300 uL/min, empleando disefios de fuentes con
energia adicional, temperatura o flujo del gas, lo que permite una mejor dispersion

de las gotas a partir del capilarl??].

Nebuliser I" Cl}?gi%cr‘v M a SS
niet IR Spectrometer
f)nc ume : b IO n
LC System
( y ) Ca:illllzifﬁl:c; KV SO u rce
Region

Fig. 3. Descripcion general del sistema de Electrospray (ESI) y fuente de ionizacion
[21],

Originalmente la interfase ESI se consideré como una fuente de ionizacion

dirigida a andlisis de proteinas, pues es frecuente la formacién iones con mas de
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una carga. De forma que permite el andlisis de macromoléculas en instrumentos MS
donde su rango de masas no alcanzaria su peso molecular. De ahi que,
posteriormente, fuera aplicada no solo a otros polimeros o biopolimeros, sino
también a moléculas polares de bajo peso molecular [ 121,

Los iones que se forman en ESI pueden ser de carga positiva 0 negativa,

generalmente se presentan como:

e En modo positivo (PI), iones de moléculas protonadas, aductos de sodio,

potasio o amonio.

e En modo negativo (NI), iones moleculares desprotonados o aductos de

formiato o acetato.

5.2.2. Analizadores

Una vez los iones producidos en fase gaseosa alcanzan el analizador de masas,
considerado como el alma del espectrémetro de masas, el principio fisico en el que
se basa su disefio y forma de dispersar los iones y después focalizarlos en funcion
de la relacién masa/carga (m/z) es el que promueve la diferencia entre los distintos
instrumentos de espectrometria de masas.

En el disefio de los analizadores de MS se distinguen como los mas notorios:
cuadrupolo (Q), trampa de iones tridimensional ((Q)IT), trampa de iones
bidimensional o lineal (LIT), Orbitrap por transformada de Fourier (FT-OT),
resonancia de ion-ciclotron por transformada de Fourier (FT-ICR) y Tiempo de vuelo
(TOF). La capacidad de un analizador se evalua de forma general en base a las
siguientes caracteristicas: rango de masas, resolucién de masa, eficiencia de iones,
exactitud de masa, rango dinamico de linealidad, velocidad de barrido y sensibilidad.
Por otro lado, otros factores que también determinan la eleccion de un instrumento u
otro son su adaptabilidad y coste econémico.

De todos los analizadores citados anteriormente nos centramos en el utilizado
en el desarrollo experimental del trabajo que se presenta, la trampa ionica

tridimensional [11. 51,
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5.2.2.1. Trampa ionica tridimensional

El analizador de masa tipo trampa de iones tridimensional o cuadrupolar ((Q)IT)
se caracteriza porque tanto la ionizacion, como la separacion y la deteccion de los
iones tiene lugar en el mismo espacio, produciéndose de forma secuencial en el
tiempo. La trampa de iones esta formada por tres electrodos (Fig. 4), dos de ellos
hiperbdlicos, y entre estos un electrodo en forma de anillo toroidal, situado entre

ambos electrodos hiperbdlicos.

lon Source

Fig. 4. Esquema de trampa iénica [32

Una vez que las moléculas de analito alcanzan la trampa, son ionizadas y
fragmentadas. Los iones son retenidos o expulsados de la trampa en funcién de su
relaciobn masa/carga, ya que, para unos voltajes de radiofrecuencia (RF) y corriente
directa (DC) dados, s6lo determinadas relaciones m/z describiran trayectorias tales
gue permitan que el ion se encuentre confinado en la trampa. Una vez que los iones
son expulsados de la trampa pasan al detector.

Se aplican, simultaneamente, una corriente continua y un potencial de
radiofrecuencia, de tal forma que los iones generados quedan confinados dentro del
anillo toroidal.

Los iones son expulsados de la camara tras la aplicacion de rampas de
radiofrecuencia. Conforme aumenta el voltaje, aumenta la amplitud de su
movimiento oscilatorio hasta ser expulsados. Los iones de mayor masa se

desestabilizan conforme va aumentando el voltaje de radiofrecuencia, de tal forma

13
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que los iones se detectan de forma secuencial, obteniendo asi el espectro en funcion
del voltaje y la masa.

Este tipo de analizador es muy Util para obtener espectros de masas en modo
Scan en los que se filtran todos los iones comprendidos en un rango m/z
determinado. Este tipo de espectros son muy ricos en iones y muy informativos. A
diferencia de los analizadores de tipo cuadrupolar, en los analizadores de tipo
trampa de iones estos espectros pueden ser obtenidos sin que se produzca una
considerable pérdida de sensibilidad.

Otra caracteristica de estos analizadores es que permiten obtener espectros de
masas de iones productos (MS") lo que tiene mucho interés en la elucidacion

estructural [ 1,

5.2.3. Detectores

Tras la salida de los iones del analizador, estos se dirigen al detector, que
registra la carga inducida o la corriente producida cuando un ion pasa muy cerca de
su superficie o la golpea. Se distinguen varios tipos 1. Copa de Faraday,
Multiplicadores de electrones de dinodos separados, multiplicadores de electrones
de dinido continuo y detectores de microcanales, en este caso nos centramos en el
multiplicador de electrones de dinodo continuo, que es el que presenta el equipo de

trabajo.
e Multiplicadores de electrones de dinodo continuo: los iones son
desviados a un colector cuya entrada conica, de vidrio o berilio, hace de
catodo de conversion. Los electrones liberados son atraidos hacia el electrodo

positivo. Los constantes choques de los electrones con la pares provocan su

multiplicidad.

5.3. Modos de trabajo tipicos de los analizadores de masas de trampa iénica.

Los modos de adquisicion mas usuales que se pueden aplicar son [“:
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e Barrido de todos los iones (full scan): En este modo de adquisicion todas

las moléculas que se ionizan en la interfase llegan al detector.

e Adquisicion de un ion seleccionado (Single lon Monitoring, SIM): dirigida

a la medida de un solo ion.

e Adquisicion de la reaccion seleccionada (Multiple/Selected Reaction
Monitoring, MRM o SRM): se fragmenta un ion precursor en presencia de
gas inerte aplicando una energia de colision 6ptima. Tras su destruccién en la
trampa, se selecciona un ion especifico (ion producto) que incida en el

detector MS para logar su deteccion.

e Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan): primero se realiza un
barrido de todos los iones provenientes de la interfase, fragmentandose a una
energia de colision determinada, luego, se selecciona uno de todos los
fragmentos obtenidos.

6. MATERIALES Y METODOS

Estudiando las posibilidades de analisis de estas vitaminas se observa que no
es posible utilizar los detectores mas usuales de los que se suelen encontrar en un
laboratorio.

En el caso de utilizar un detector de absorciéon UV-Vis, ya que las vitaminas
tienen longitudes de absorcion muy préximas entre si (fig. 1.), o incluso idénticas,
como pasa con la riboflavina y la cianocobalamina, que ambas absorben a 290nm, y
a pesar de que la separacidon cromatografica fuese posible, la caracterizacion
espectroscopia UV induciria a error.

Tampoco es posible la utilizacion de detectores de fluorescencia, 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 sean en pre- o postcolumna, como por ejemplo para la
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determinacion de tiamina, que ha de oxidarse a tiocromo, compuesto fluorescente,
mediante una reaccion de oxidacidon con permanganato potasico.

Por estos motivos se toma la decision de utilizar como técnica de deteccion la
espectrometria de masas, que estudia la materia mediante formacién de iones en

fase gaseosa determinando su relacibn masa-carga (m/z).

6.1. Reactivos.

Los estdndares de: tiamina, riboflavina, nicotinamida, &cido pantoténico,
piridoxina, biotina, acido folico, cianocobalamina y acido ascorbico, y los patrones
internos: taurina, acido hiparico y acido 5-aminosalicilico, fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich, al igual que el metanol de grado HPLC y el formador de pares
iénicos, acido heptafluorobutirico.

El agua ultra pura (18,2uS) se preparé por un sistema de purificacion Milli-Q
Gradient A10.

Los cuatro suplementos alimenticios, dos en forma de zumos, y dos en forma de

grageas, fueron adquiridos en centros comerciales locales.

l !J A)'mczsnﬂlvﬁ'
* M. : ih A;PM

GREENS

B oo d

——

Fiag. 5. Suplementos alimenticios utilizados para la determinacion de

Tanto las vitaminas como los patrones internos fueron preparados, en mix e
individualmente, en disolucion acuosa a pH 4.5. A excepcion de las vitaminas B2 y
Bo, que se disolvié en acido clorhidrico (HCI) 0.1N 8 y solo se prepard de forma
individual. Se pesaron las cantidades necesarias de cada vitamina para obtener una
concentracion de 250 ppm (disoluciones madre) de: B, Bs, Bs, Bes, B7, Bi12y C, y 70
ppm de B2y Bg, en un volumen de 50 mL, para este calculo se tuvo en cuenta tanto
el peso molecular como la pureza de cada uno de estos estandares. De igual

manera se prepararon las disoluciones de los patrones internos, también a una
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concentracion de 250 ppm, ya que a menor concentracidon era muy dificil la
preparacion de las disoluciones de trabajo. Cada uno de estos estandares se dividio
en dos partes, siendo almacenados en botes ambar, para evitar la fotodegradacion
que pudiesen presentar, como es el caso de la Bz, y fueron preservados: uno a +4°C
y otro a -20°C.

A partir de estos estandares, se prepararon disoluciones de 1ppm, para la
realizacion de infusiones directas, y de 2 ppm para el estudio de desplazamiento,
tanto de cada vitamina, como del patréon interno, a la hora de interpretar el
cromatograma. También, se prepararon disoluciones multipatron a partir de los
estandares, que fueron usadas, en primer lugar, para optimizar la separacion

cromatografica, y en segundo, para la construccion de la recta de calibrado.

6.2. Equipos e Instrumentos.

A5

Fig. 6. Sistema cromatogréfico Agillent 1100 — Esquire 6000.

El sistema cromatografico esta
compuesto de un cromatégrafo de liquidos
de alta resolucién, (Agilent 1100 de Agilent),
acoplado a un espectrometro de masas con

trampa ionica como analizador, equipado
Fig. 7. Termobloque Grant QBH2.
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con un ionizador de electrospray (ESI), (Esquire 6000 de Bruker Daltonics).

El digestor utilizado fue un Termobloque Grant QBH” de bloques intercambiables,

gue presenta control digital de temperatura y permite trabajar hasta 200°C.

El medidor de pH utilizado fue un pH-meter GLP 21 de Crison, el cual presenta
una resolucion seleccionable entre 0.1, 0.01 y 0.001 pH. El electrodo utilizado fue un
electrodo de pH Crison 52-09 para micromuestras, con una escala de pH 0-14, un
diametro de 6mm, membrana semiesférica micro, electrolito interno de la membrana
gelificada, cuerpo de vidrio, diafragma ceramico, como elemento de referencia utiliza

cristales de Ag/AgCl encapsulados, y un rango de temperatura de trabajo 0-80°C.

"'_f!’. ey

Fig. 8. pH-meter GLP 21 de Crison.

6.3. Preparacién de muestras

Se realizaron tres tipos de tratamiento de muestra. Para zumos se realizaron dos
de ellas, una extraccién liquido-liquido con metanol, para determinar el contenido de
vitaminas libres, y una hidrdlisis &cida-enzimatica, para determinar el contenido total
de vitaminas en los suplementos alimenticios a estudiar. Para las grageas se realizo

una extraccién solido-liquido.

e Tratamiento 1: extraccion sélido-liquido.

Se disolvieron 0,114g y 0,607g de pildoras de Greens y Micebrina

respectivamente en 50mL de agua Milli-Q a temperatura ambiente, y se filtraron en
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papel Whatman de grado 40 a vacio. Dos mililitros de filtrado fueron almacenados en
un vial de cromatografia de color ambar, y almacenados en refrigeracion a 4°C hasta

su uso. 1L se inyectd en el sistema cromatografico 29,

Disolve
ren

de H,0 Fig. 9. Descripcion general del

Filtrar

a vacio procedimiento de disolucion de

grageas

Inyectar en HPLC-ESI/MS

e Tratamiento 2: extraccion liquido-liquido.

Se pesaron 0,59 de muestra de zumo y extrajeron con 1mL de metanol (MeOH)
de grado HPLC, se centrifugd durante 5 minutos a 2000rpm, y se filtr6 en papel
Whatman de grado 40 a vacio. 2mL de filtrado fueron trasvasados a un vial de
cromatografia de color &mbar, para evitar la degradacion de tiamina y riboflavina, y
almacenados en refrigeracion a 4°C hasta su uso. 1uL se inyect6 en el sistema

cromatogréfico (& 151,

Centrifugar
Pesar 0.5g muestra 5min 2000rpm

Inyectar en
HPLC-ESI/MS

Anadir 1mL Filtrar
MeOH

Fig. 10. Descripcion general del procedimiento de extraccion para muestras liquidas

e Tratamiento 3: hidrélisis acida-enzimatica.

Es recomendable que la extraccion de las vitaminas del grupo B en muestras
reales se realice mediante una hidrdlisis enzimatica; este tratamiento enzimatico fue
precedido por una hidrolisis acida, recomendado por el método AOAC Internacional
8, La hidrolisis acida relaja los complejos proteicos para liberar las vitaminas a
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analizar de la matriz de la muestra. Ademas, esta hidrdlisis crea las condiciones
idoneas para que las vitaminas que presentan varias formas, cambien a su forma
mas estable, como ocurre por ejemplo con el acido nicotinico que, tras la hidrélisis
acida, se encuentra como Nicotinamida, pudiendo analizar toda esta vitamina en la
misma conformacion.

Los ésteres de vitaminas fosforiladas pasaron a sus formas libres mediante el
uso de la mezcla de enzimas. Este método se extrajo de una de las referencias
bibliogréaficas utilizadas 118 y modific, reduciendo de 10 a 0,5mL de analito. Esto se
decidié por dos motivos: que no se disponia de la instrumentacion necesaria para
realizar el tratamiento por tan alto volumen de muestra requerida, y por la tendencia
analitica a la reduccion del consumo tanto de reactivos como de muestras, de
manera que reduciendo dicho volumen, se pudo hacer uso del termobloque.

Procedimiento: 2,5mL de HCI 0.1M, y 10ppm de cada patron interno se
afadieron a 0.5mL de muestra de zumo, en viales de reaccion de 5mL, que se
calentaron en el Termobloque durante 30 minutos a 100°C. Una vez enfriado, se

ajusto el pH a 4,5 con acetato sodico 2,5M.

Fig. 11. Resultado tras la digestién enzimatica.

Posteriormente se afiadid6 una mezcla de 40mg de
papaina y 100mg diastasa por cada gramo de muestra.
Para corregir la adicion de las enzimas a la mezcla
vitaminica, se preparo un blanco enzimatico. La mezcla se
mantuvo a 37°C durante 18h, tras esta incubacion
enzimética las muestras se calentaron a 100°C durante 5

min, para inactivar la enzima, y se llevdé a un volumen de

20
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25ml con agua destilada. Antes del andlisis por HPLC, las muestras se filtraron a
través de un papel de filtro Whatman de grado 40. Una alicuota de 2mL del filtrado
se trasvas6 a un vial de cromatografia de color ambar, para evitar la degradacion de
ciertas vitaminas, y almacenados en refrigeracion a 4°C hasta su uso. 1uL se inyecto
en el sistema HPLC/ESI-MS.

0,5m| Muestra
(fortificado con 20ppm de I.S.)

+
2,5mL HCL 0,1M

Ajustar ph a 4,5 con NaCH;COO —

40mg Papaina
+
100mg Diastas
(por gramo de muestra)

Incubacién enzimatica 18h a 37°C

5min a 100°C

Diluir a 25mL con agua ultrapura
|

Fig. 12. Descripcién general procedimiento de extraccion hidroélisis acida-enzimatica
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Los 2mL de cada una de las disoluciones, tanto estandares como muestras,
trasvasados a los viales de cromatografia, fueron filtrados a través de filtros de

jeringa de PTFE de 20um, antes de ser almacenados en dichos viales.

6.4. Condiciones HPLC-ESI/MS

La separacion de los analitos se llevo a cabo en una columna cromatografica de
fase reversa de gel de silice C18, Waters Spherisorb® Cartridge Columns Packed
con un poro de 5um y unas dimensiones de 3mm de diametro interno por 125mm de
longitud.

La tasa de flujo fue de 0.4mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a
30°C. El rango de presién en columna fue 0 a 400 bar, y la compresibilidad de
100-10° bar?. El volumen de inyeccién fue 1uL. La columna (Cis) se lavé con 100%
de metanol durante 5 min después de cada analisis, y después equilibrar durante 10

min con la fase movil inicial antes de la siguiente inyeccion.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Optimizacion de las condiciones HPLC/ESI-MS

7.1.1. Optimizacién de parametros para MS.

La optimizacion de dichas condiciones comenzé con la determinacién de iones
precursores y los diferentes fragmentos, de cuantificacion y confirmacion, tanto de
los analitos como de los patrones internos, mediante espectrometria MS por
infusiones directas.

La ionizacién por electrospray se hizo funcionar de forma continua. El voltaje del
capilar y la amplitud del octopolo de referencia se fijaron en 4000V y 122.8V,
respectivamente. La temperatura de la fuente fue de 365°C. El flujo de gas de
desolvatacion se fijo en 10L/min. Los espectros de MS se adquirieron desde una
relacion m/z de 50 a 1500, mientras que los de MS? ya eran de forma especifica de

cada uno de los iones precursores.
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Tedricamente, el equipo estaba preparado para trabajar en modo de ionizacién
conmutado, positivo y negativo, pero en la practica esto no fue posible, ya que el
software disponible, no permitia esta forma de trabajo. Esto hizo que solo se
seleccionara el modo de ionizacion positiva, teniendo que descartar el estudio de
aquellos analitos de ionizacion negativa como eran el Acido Ascorbico y el Folico,
que a pesar de que este Ultimo presentase cierta ionizacion en modo positivo,
apenas presentaba sensibilidad a la misma.

Algunos ejemplos de espectros de masas tipicos, obtenidos de las infusiones

directas, se presentan a continuacion.

‘ntens.;
x109,

1 1329

I\

264.9

13022001.d: +MS, 0.0-1.5min #(2-73)

Intens. ]
x1063

2.0
157
1.0
057

0.0

13022002.d: +MS2(265.0), 0.0-1.2min #(2-31)

264.9

200

400 600 800 miz

200 400 600 800 miz

Fig. 13. Espectros ESI+MS y ESI+MS? de B1.

241.8

13041901.d: +MS, 0.0-1.4min #(3-69)

13041903.d: +MS2(241.8), 0.0-1.6min #(2-41)

11.9 2938

200

T | T

46?.9

400 600 miz

A

200 400 miz

Fig. 14. Espectros ESI+MS y ESI+MS? de B5.

La tasa de flujo de gas y la temperatura de desolvatacion se fijaron en 300L/h 'y
250°C, respectivamente. Las vitaminas se analizaron en modo PI. La tension capilar
y voltaje del cono se fijaron en 3500V y 20V, respectivamente.

Una vez optimizado el método en modo full scan, y haciendo uso de la
informacion relativa a los fragmentos, obtenida de los espectros de MS? de las
infusiones directas, datos reflejados en la tabla 1, y los tiempos de retencion
pertinentes de cada compuesto de los cromatogramas obtenidos por full scan, se
decide trabajar en modo de adquisicion MRM, optimizando tanto las ventanas de
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tiempo de trabajo, como se observa en la figura 22 del apartado 7.2., como las
condiciones de fragmentacion de cada uno de los analitos y patrones internos,

mostrados en la tabla 2.

lon
lones seleccionados

Mw lon precursor | seleccionado

. - confirmacion
cuantificacion

TAU 12515 148 [M+Na]* 148 - -
Bs  122.00 123 [M+H]* 123 - -

ASAS 153.13 154 [M+H]* 136 - -
Bs  219.00 242 [M+Na]* 224 153 112
Bs  169.00 170 [M+H]* 152 - -
HA  179.00 202 [M+Na]* 202 184 -
Bi  337.00 265 [M-2CI-HJ* 122 144 -
Bs 24431 245 [M+H]* 227 - -
B>  376.00 377 [M+H]* 243 - -

Tabla 2. lones Seleccionados. (Vit.- vitamina, Mw- peso molecular).

Analito . . Capilar
. Amplitud Skym | Capilar _
(elucion Skym _ . exit
_ V) Media | exit _
creciente) Media
Tau (1.S.) 0.28 100.0 100.0 300.0 300.0 116.5 1165
Bs 0.55 24.8 132.0 25.0
20.0 100.0 30.0
Bs 0.60 17.8 127.9 37.0
Bs 0.60 200 200 103.3 1033 30.4 30.4
B 0.30 30.0 150.0 40.0
25.0 200.0 45.0
B1 0.40 41.5 99.2 38.2
B2 0.40 33.1 331 2139 2139 470 47.0

Tabla 3. Optimizacion para método MRM (MS/MS)
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7.1.2. Seleccién del Patrén Interno

En principio fue utilizado &cido hipdrico como estandar interno, el cual se
seleccioné ya que era el mas usado en los trabajos de referencia % 21, y aunque no
era tan sensible en ionizacion en modo positivo, como lo era en modo negativo,
resultaba 6ptimo en cuanto a la sefial que proporcionaba. Ademas, habiendo
estudiado las estructuras de cada analito, se decidié adicionar dos patrones internos
mas. Esto fue porque el acido hipuarico, a pesar de haber sido adecuado en el
estudio de suplementos alimenticios en grageas, segun bibliografia, era posible que
no resultase adecuado en estudio de las muestras en forma de zumos de frutas,
debido a la diferente naturaleza de los distintos analitos, ya que no todos van a tener
el mismo comportamiento durante el tratamiento de muestras.

Por eso se decidié mantener el acido hipurico para analitos aniénicos, y utilizar

taurina, para neutros, y acido 5-aminosalicilico para catiénicos.

Acido pantoténico

Acido hipurico Anionicas (acidos) | , .
Acido félico
Riboflavina
_ Nicotinamida
Taurina Neutras L
Piridoxina
Biotina
o . - . Tiamina
Acido 5-aminosalicilico Catidnicas

Cianocobalamina

Tabla 4. Correspondencia de 1.S. con analitos.

O OH
Ox AP HO H i
HZN/\>S\OH ijgk@
NH,
Turina Acido 5 - aminosalicilico Acido hipurico
p.m. 125,15 g/mol p.m. 153,135 g/mol p.m. 179,17 g/mol

Fig. 15. Patrones Internos seleccionados
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7.1.3. Optimizacién de las condiciones cromatograficas.

Antes de comenzar con el estudio de las vitaminas, se decidié realizar un
analisis cromatografico preliminar de las mismas, con las condiciones

cromatograficas que se obtuvieron de una de las referencias bibliograficas 9.

Intensa.;
#10 — B2

107 B3

05 Bl &
] B7

0.0 T r ‘ .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Fig. 16. Cromatograma método de partida.

Este primer método base utilizaba como fase movil: Agua — Metanol + 0,1% é&cido
formico (H20 - MeOH+0,1%H*). Como resultado se obtuvo el siguiente
cromatograma (Fig. 16), mediante full scan, que duré 10 minutos, para 1ppm de Bz,
B2, Bs, Bs, Bs, B7 y Bia.

En este se observo que todos los analitos proporcionaban picos definidos, y que
existia solapamiento entre B1 con B3 y Be cerca del frente de elucion, y Bz con B: al
final del cromatograma. También resulté llamativo que la Tiamina saliese a un
tiempo de retenciébn menor de un minuto. La Bi2 no aparece en el cromatograma,
esto puede ser debido a que quedase retenida en la columna, ya que la duracién del
cromatograma fuese demasiado corta 0 su concentracibn muy baja, aun asi,
decidimos seguir trabajando con ella, por lo que se tuvo que aumentar el tiempo de

analisis, ademas de su concentracion.

elucion

100 0.25 Lineal
2.5 100 0 0.25 Lineal
7.5 50 50 0.25 Lineal
9.5 5 95 0.25 Lineal
10 5 95 0.25 Lineal
11.5 100 0 0.25 Lineal

Tabla 5. Gradiente de Elucion HPLC, método de partida.
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Gradiente de Elucion
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Fig. 17. Gradiente de Elucion, método de partida.

En cuanto al solapamiento no presenta ningun tipo de problema, ya que 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 &reas de unos con otros.

Para intentar solucionar la pronta salida de la vitamina B1, B3 y Bs, 0 que puede
ocasionar una mala interpretacién del cromatograma cuando se aplica a muestras
reales, se decidi6 incorporar un formador de pares ionicos.

Los compuestos altamente polares y sobre todo compuestos de caracter idnico,
muestran mala retencién en columnas de fase reversa, para evitar una rapida
elucién se incorporan en la fase maovil reactivos formadores de pares idnicos tales
como: &cido trifluoroacético (CFsCOOH), acido penfafluoropropanoico
(CF3CF2COOH) o acido heptafluorobutirico (CF3(CF2)2COOH), que no solo
aumentan la retencibn de estos compuestos, sino que también mejoran la
separacion entre ellos 18, Entre éstos seleccionamos el acido heptafluorobutirico

5mM, que es el seleccionado en los trabajos consultados 8- 191,

Fig. 18. Acido heptafluorobutirico (HFBT)
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Tras la seleccion de dicho formador de pares idnicos se realizaron analisis
independientes de cada vitamina, asi como de los patrones internos, estudiando el
porcentaje Optimo de solventes de elucion al que salian de la columna
cromatografica para cada uno de los compuestos. Para ello se utilizaba un gradiente
que iba del 0% de metanol al 100%, y regreso a las condiciones iniciales, el analisis
tenia una duracion de 35 minutos. Tras estos estudios se pudo concluir el gradiente
de elucién optimo para el nuevo método.

La duracion de este método definitivo era de 35 minutos. La fase movil consistio
en:

- Una solucién acuosa 5mM de Acido Heptafluorobutirico (HFBA)
- Metanol (MeOH) de grado HPLC

Lineal

95 5 Lineal

11 85 15 Lineal
15 70 30 Lineal
18 80 20 Lineal
25 80 20 Lineal
26 0 100 Lineal
30 95 5 Lineal

Tabla 6. Gradiente de Elucion HPLC, método definitivo.

Gradiente de Elucion

120
100
80
60
40
20

% (v/v) MeOH

0 4 11 15 18 25 26 30 35

Tiempo (min)

Fig. 19. Gradiente de Elucion, método definitivo.
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A continuacion se muestra la tabla que recoge los tiempos de retencion
obtenidos para cada analito y para el patron interno, asi como, el cromatograma
obtenido en modo full scan, del método ya optimizado, para 10 ppm de taurina, acido
hipuarico, acido 5-aminosalicilico, 2 ppm para Bi, B2, B3, Bs, Bs y B7, C y 20 ppm de
Bi2.

Intens.
x1097|  Cromatograma MS

i 4

2_ jL ﬁ

0 [\ e e — MM ——
15 20

25 30 35  Time[min]

—

Fig. 20. Cromatograma HPLC/ESI-MS de mezcla standard de vitaminas y patrén

interno a diferentes concentraciones. 1-Tau, 2-Bs, 3-Bs, 4-Be, 5-B1, 6-B7 y 7-Bo.

TEIMPOS DE RETENCION

1.2 Acido ascorbico 176.12
15 Taurina 125.15
6.2 Nicotinamida 122.00
6.6  Acido 5-aminosalicilico 153.13
8.2 Acido pantoténico 219.00
13.3 Piridoxina 169.00
15 Acido hipurico 179.00
19.4 Tiamina 337.00
19.7 Biotina 24431
22.4 Acido félico 441.40
30.0 Riboflavina 376.00

Tabla 7. Tiempo de retencion de analitos y patrones internos

El hecho de que con este método tampoco aparezca la Cianocobalamina en los

cromatogramas, y por lo tanto en la tabla anterior, es posible que sea debido a que
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no se logré que dicha vitamina saliese de la columna cromatografica, quedandose
aun retenida en la misma por su gran tamafio y peso molecular, habiendo sido
necesario un mayor tiempo de analisis. Ademas hay que destacar la baja
sensibilidad que presenta esta vitamina, por lo que quizas, pudiera no ser detectada
a bajas concentraciones, de hecho, debido a estos dos factores limitantes que
posee la Bi2, en la mayoria de trabajos de investigacién revisados, el estudio de
dicho analito es inexistente, o si se realiza, suele concluir con la no deteccion de la
misma [18 19],

Pero no solo los analitos resultaron ser factores probleméticos en dicho estudio,
sino que al analizar los patrones internos mediante HPLC-MS y HPLC-MS/MS, en
mezclas estandares, se comprobd que, el que mejor respuesta daba era la Taurina,
ya que tanto el acido hipurico, como el acido 5-aminosalicilico, no proporcionaban
picos definidos y de intensidad medible, de ahi que tampoco se muestren en el
cromatograma anterior.

Por estos motivos, también se decidieron suprimir estos dos ultimos patrones

internos y la Cianocobalamina, de este trabajo.

7.2. Validacion del método. Linealidad, Limite de Deteccién y Limite de

Cuantificacion

Para evaluar la linealidad de los métodos, en modos full scan y MRM, se
prepararon curvas de calibracion con 9 niveles de concentracion comprendidos en el
rango 0,07 — 20 ppm.

Las curvas de calibracion (y = ax + b) se construyeron mediante el trazado de
las relaciones de area de pico (y) de cada estandar con respecto al area del patron

interno, frente a la concentracion (x) de estos estandares de calibracion.
e Para modo full scan (MS): a continuacién se muestra la tabla de las

areas obtenidas con respecto al area del patrén interno, ademas de la

representacion gréafica de las rectas de calibrado.
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Areas de Pico

m Tau
lppm] B: B> Bs Bs B~
[20ppm]

0,07 0,15805 966342
0,1 1,32206 0,34352 0,35846 0,02257 968467
0,5 3,71974 0,21193 0,16095 1,51087 0,10217 961558

1 8,11208 4,60888 0,34050 3,05437 0,25515 843969

5 1,36470 51,15844 18,59841 1,73499 9,72290 0,73957 966342
7 1,91947 68,72038 24,79789 2,50136 13,70967 1,06768 887348
10 2,57210 99,95311 34,27755 3,73591 17,46152 1,47885 819754
15 3,72971 144,04342 48,66194 5,48709 24,87740 2,15334 1027459
20 4,85479 182,83326 66,54360 7,55104 32,62717 2,68881 833669

Tabla 8. Relacion de areas (analito/I.S.) para las rectas de calibrado en modo full

scan.
Calibrado MS
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Fig. 21. Calibrado ESI+MS, acuoso.

e Para modo MRM (MS?): para la realizacién de este se decidi6 trabajar en
modo de adquisicion MRM, por lo que se seleccionaron las ventanas de
tiempo, en las que se realizaron las fragmentaciones de los diferentes

compuestos, como se muestran en la siguiente tabla e imagen.
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Ventanas Rango de tiempo Analito

de tiempo (minutos) (elucién creciente)

0-4 Tau (1.S.)
Nicotinamida

2 4-115 . L, .
Acido pantoténico
11,5-18 Piridoxina
4 18— 25 Biotina
Tiamina
5 18 - 35 Riboflavina
Tabla 9. Ventanas de tiempo para método MRM (MS/MS)
Intens.
x109- Cromatograma MS2
6 7
4: 2 i 4
2—- ‘ 6
- 5 .
0 ;\ : — X\k‘ ;L ‘ ; ‘
5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Fig. 22. Cromatograma HPLC/ESI-MS/MS de mezcla standard de vitaminas y patron

interno a diferentes concentraciones. 1-Tau, 2-Bs, 3-Bs, 4-Bs, 5-B1, 6-B7 y 7-Bo.

A continuacion se muestra la tabla de las areas obtenidas con respecto al area

del patrén interno, ademas de la representacién grafica de las rectas de calibrado.

Areas de Pico

s
e e [ e e
[20ppm]
0,05 0,10407 2,24352 211114
0,07 0,98348 2,12452 0,34870 213893
0,5 0,15834 13,12784 6,89257 0,14422  1,40371 0,74354 122003
1 0,27498  31,40653 11,03957 0,15642  2,08770 1,29366 224994
5 1,31384 150,82805  39,42637 0,86998  8,95697 3,55257 152463
10 2,23224 286,03273  61,03034 1,78999 17,48902 5,60450 211148
15 3,22889 423,80752  92,95349 2,58498 26,10964 8,41718 84137

20 4,28403 597,40820 122,91936 3,61219 39,63284 11,92776 211114

Tabla 10. Relacion de areas (analito/I.S.) para las rectas de calibrado en MS2.
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Calibrado MS?
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Fig. 23. Calibrado ESI+MS?, acuoso.

La linealidad de los graficos de calibracion resultd altamente aceptable, como
demuestran sus altos coeficientes de correlacién (r = 0.99).

De acuerdo con los criterios de la FDA EE.UU. 19 |a respuesta de analito en el
limite de deteccion (LOD) debe diferenciarse de forma fiable del ruido de fondo. Se

midieron soluciones de distintas concentraciones de estandares para determinar el
limite de deteccién en el que la relacién S/N;:S. La respuesta en el limite de

cuantificacion (LOQ) se calculé mediante la formula LOQ = 3,3 - LOD Los resultados

se relacionan en las siguientes dos tablas.

DATOS DE CALIBRACION, LOD Y LOQ DE LOS ANALITOS EN MS

Coeficiente Rango de
_ . _ LOD LOQ
Correlacion Ecuacion de la Recta estudio
(ppm) | (ppm)
(R) (ppm)
B1 0,9997 y = 0,2305x + 0,2599 5-20 1,520 5,00
B2 0,9986 y =9,3333x + 1,6164 0,1-20 0,030 0,10
B3 0,9986 y = 3,2997x + 0,5853 0,1- 20 0,030 0,10
Bs 0,9996 y =0,3774x - 0,0811 0,5-20 0,152 0,50
Be 0,9977 y =1,6136x + 0,9787 0,07 - 20 0,021 0,07
Bz 0,9982 y =0,1348x + 0,0759 0,1-20 0,030 0,10

Tabla 11. Datos de calibracion, limite de deteccion, limite de cuantificacion de los

analitos, para el modo full scan.

33



Optimizacion de un método para la determinacion de una mezcla de compuestos organicos
mediante HPLC

DATOS DE CALIBRACION, LOD Y LOQ DE LOS ANALITOS MRM

Coeficiente Rango de LOO
Correlacion | Ecuacion de la Recta estudio
(Ppm)
) (ppm)
B1 0,9988 y =0,2093x + 0,1189 0,5-20 0,152 0,50
B2 0,9994 y =29,306x — 1,1348 0,05-20 0,015 0,05
Bs 0,9983 y =5,9541x + 3,9102 0,05 - 20 0,015 0,05
Bs 0,9993 y =0,1775x + 0,0025 0,5-20 0,303 1,00
Bs 0,9953 y =1,8936x - 0,3067 0,5-20 0,152 0,50
B7 0,9972 y = 0,5531x + 0,4806 0,007 - 20 0,021 0,07

Tabla 12. Datos de calibracion, limite de deteccioén, limite de cuantificacion de los

analitos, para el modo MRM.

A la vista de los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos por ambos
métodos, observamos que la sensibilidad no tiene un aumento significativo, como
tedricamente era de esperar al pasar del modo full scan al MRM [18. 19. 201 Ademas
vemos que la sensibilidad de la vitamina Bs disminuye ligeramente. Esto puede ser
debido a que al optimizar el voltaje de fragmentacion para MS-MS, por infusion
directa, se realizé en medio acuoso, pero al hacer el analisis, el analito se eluye con
una mezcla hidroalcohdlica, en este caso de aproximadamente un 15%, lo que
puede cambiar el voltaje de fragmentacion optimo, es decir que puede cambiar la
sensibilidad.

Este practicamente inapreciable aumento de sensibilidad, hizo que se estudiase
el origen del problema. En primer lugar se pensé que los estandares estaban mal
preparados o que se habian deteriorado, por lo que se volvieron a preparar, pero
esto no lo justificaba, ya que los resultados fueron los mismos. A su vez surgieron
problemas técnicos tanto en el sistema HPLC como en el MS, pero tras la reparacion
del mismo, se volvio a obtener la misma sensibilidad. Por esto se decidio volver a
buscar en bibliografia hasta dar una justificacion a esta situacion. Esta podia ser
debida al efecto de supresion de sefial, que provocaba el formador de pares ibnicos
(HFBT) 25 30 que ademads, también producia una importante contaminacién del
sistema HPLC-ESI/MS, reteniéndose en cada tubo, bomba, cono, etc. y de igual

forma en la propia columna.
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7.3. Aplicaciones Analiticas

Se decidieron analizar dos suplementos alimenticios en forma de zumos
mediante el modo MRM y otros dos en forma de grageas por el modo full scan.

En primer lugar se analizaron los suplementos en forma de zumos. El tratamiento
de estas muestras fue por hidrolisis acida-enzimética. Este tratamiento se utiliza
para determinar la concentracion total de vitaminas hidrosolubles del grupo B,
pasando todas estas a su forma libre, presentes en los productos analizados. Por
otra parte, se realiz6 una extraccion liquido-liquido, cuyo propdsito era calcular la
concentracion de estas vitaminas presentes en los zumos en forma libre. La decision
de usar dos tipos de tratamientos de muestra fue para intentar calcular la
concentracion de las vitaminas asociadas o fosforiladas, por diferencia entre las
vitaminas totales y las vitaminas libres. No se obtuvieron resultados cromatogréaficos
de esta segunda extraccion, liquido-liquido. Esto quizés fue porque la concentracion
de vitaminas libres en las muestras era demasiado baja, y el método no resultaba
demasiado sensible, o porque existia un gran efecto matriz, y mediante esta
extraccion no se eliminaban los suficientes interferentes de las matrices. De forma
que solo pudimos conocer las vitaminas totales, suma de la concentracién de
vitaminas libres, asociadas o fosforiladas, y en forma de distintos vitameros,
presentes en las muestras.

En el tratamiento cromatogréfico de los zumos, realizado mediante MRM, vy
debido a la complejidad de las muestras, se decidié realizar un estudio de efecto
matriz.

El efecto matriz consiste en una disminucion o aumento de la respuesta
instrumental del analito en disolvente debido a la presencia de otros componentes
de la muestra. En otras palabras, para la misma concentracion de analito, el analisis
de una muestra real o de una disolucion estandar del analito puro no proporciona la
misma respuesta instrumental.

Una posibilidad para evitar el efecto matriz seria construir siempre la recta de
calibrado tomando una muestra parecida a la muestra problema pero libre del analito
a determinar (un blanco de muestra), y afadirle cantidades conocidas del analito
para formar soluciones patron. Sin embargo, en nuestro caso resulté imposible, por
lo que la mejor alternativa para soslayar el efecto matriz, fue utilizar la técnica de las

adiciones estandar * 8 que consiste en la adicion de cantidades conocidas y
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crecientes del analito a la propia muestra problema, la lectura de las
correspondientes respuestas instrumentales y la posterior construccion de la recta
de adiciones estandar. La posterior cuantificacion del analito se realiza por
extrapolacion de la recta de calibrado al punto del eje de abscisas donde la
respuesta es cero. EI mayor inconveniente de esta técnica es que necesitamos
construir una recta de adiciones estandar para cada muestra que queramos analizar,
lo cual supone un incremento sustancial en el volumen de trabajo del laboratorio.

El efecto matriz provoca un error sistematico proporcional, dependiente de la
concentracion de analito en la muestra, tal como se detalla a continuacién. En la
figura 27 se representan dos rectas de calibrado para la determinacion, mediante
HPLC-EIS-MS/MS, de tiamina, riboflavina, nicotinamida, acido pantoténico,
piridoxina y biotina, ademas de taurina como patrén interno, en zumo de granada y
en zumo de agai. Estas se construyeron afiadiendo a las muestras las soluciones
patron de dichas vitaminas y el patron interno, incluyendo un punto cero, al cual no
se le afadieron los analitos patrén, pero si el patrén interno.

Se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los suplementos

alimenticios en forma de zumos.

e Zumo de agai: A continuacibn se muestran las areas obtenidas de las
vitaminas analizadas a cada nivel de concentracion, la relacién de dichos
analitos con la respuesta dada por el patrén interno y la representaciéon

gréfica de este calibrado, area (analito/I.S.) frente a concentracién (ppm).

Calibrado en matriz, zumo de acai

| Cdibradoenmatriz zumodeacai |
ppm| B | B2 | B3 | Bs | Bs | Br | Tau|

1,99853 0,22896 49763

0,5 71,33438 9,80791 5,22648 71427
1 1,14654 128,26258 13,69358 0,36740 8,70678 1,14654 71580
5 6,35391 414,19254 72,31051 1,23425 39,18391 6,35391 73588
10 12,11330 757,62198 116,4064 2,45514 51,96669 12,11330 81002
15 19,44888 1190,34650 210,37408 5,34876 91,57939 19,44888 56533

Tabla 13. Zumo de acai, relacion de areas (analito/1.S.) de las rectas de calibrado en
MS?
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Calibrado en matriz, zumo de agai
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Fig. 24. Calibrado ESI+MS?, zumo de acai.

El efecto matriz se calculé6 mediante la relacion de pendientes matriz-acuosa:

Pendiente matriz

= Efecto matriz
Pendiente acuosa f

Como criterio se considerd que existia efecto matriz cuando este ratio saliese del
rango 1,1 - 0,9. (Tabla 12).

Estudio del efecto matriz en zumo de agai

: _, Pendiente | Pendiente _
Vit. Ecuacion : Efecto matriz
acuosa | en matriz

B y=76,431x+ 26,031 0,9987 9,3333 76,431 8,18

Be y=5,7399x + 2,6806 0,9887 1,6136 5,7399 3,55

Tabla 14. Estudio del efecto matriz de Acai.

A la vista de los resultados podemos observar que, para el zumo de acai, solo se
podia estudiar dicho efecto para B2 y Bs, ya que fueron los Unicos analitos que
dieron sefal en el extracto, punto cero de la recta de calibrado en matriz. Estos

presentaron un efecto matriz positivo.
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Del mismo modo, se realizé el estudio para el zumo de granada.

e Zumo de granada: A continuacion se muestran las areas obtenidas de las
vitaminas analizadas en cada nivel de concentracion, la relacion de dichos
analitos con la respuesta dada por el patron interno y la representacion

gréfica de este calibrado, area (analito/I.S.) frente a concentracion (ppm).

Areas de picos Zumo Granada

1,20734 0,46150 66961
0,5 32,49509 10,69698 4,38810 4,09828 78357
1 1,05556 55,64306 17,11573 0,80184 6,30992 5,30249 90764
5 4,20983 295,1393 50,19276 2,34908 24,01801 2,61579 93813
10 8,09927 603,2655 110,65262 3,53149 49,05095 4,55773 88076
15 11,54563 902,6148 161,23534 4,40916 53,72083 3,81633 95191

Tabla 15. Zumo de granada. Relacion de areas (analito/l.S.) de las rectas de

calibrado en MS2.

Calibrado en matriz, zumo de granada
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Fig. 25. Calibrado ESI+MSZ2, zumo de granada.

Al realizar calibrado para la biotina se observo que no era lineal.
Del mismo modo que para el suplemento alimenticio de acai, estudiamos el

efecto matriz, cuyos resultados se reflejan a continuacion.
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Estudio del Efecto Matriz en zumo de granada

Pendiente | Pendiente

Vit. Ecuacion ~ Efecto Matriz
en Matriz

B2 y=60,229x —1,1409 0,9999 29,306 60,229 2,05

Bs y=10,540x + 3,0575 0,9985  5,9541 10,54 1,77

Tabla 16. Estudio de efecto matriz en zumo de granada.

Como se puede comprobar, para este suplemento, tanto riboflavina como
nicotinamida presentan efecto matriz positivo.

La determinacion de la concentracion real de cada vitamina, en ambos zumos, se
calculé haciendo uso de las ecuaciones de las rectas de calibrado, tomando como
cero el valor de y, se calculaba la concentracion experimental de los analitos en

muestra.

Calculo de la concentracidén experimental en zumo de acai y de granada

a(;al granada

ot

B2 y=76,431x+26,031 1008 B2 y=60,229x-1,1409 1227,398
Bse y=5,7399x +2,6806 61,186 Bz y=10,540x+3,0575 271,950

Tabla 17. Calculo de la concentracion experimental en zumo de acai y granada.

Las concentraciones experimentales dadas en la tabla anterior fueron las
resultantes tras la aplicacion de las diluciones practicadas durante el tratamiento de
muestras. Partimos de 0,5mL de muestra, que durante el tratamiento se diluye hasta
los 3mL. Una vez obtenidos los extractos, estos 3mL se llevaron a un matraz de
10mL y se enras6 con agua Milli-Q. La dilucién final practicada fue de 1/20.

A continuacibn se muestran los cromatogramas obtenidos para ambos

suplementos.
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Fig. 28. Cromatogramas de los puntos cero de granada y acai.

Para el caso de las grageas, tras la extraccidén soélido-liquido, se decidi6 realizar
el andlisis cromatografico por el modo full scan, ya que el fabricante proporcionaba
el contenido de cada vitamina por dosis, siendo este elevado. Por consiguiente, se
emple6 un método, que aungque menos sensible, resulta valido para altas
concentraciones. En un principio se decidio no realizar estudio del efecto matriz para
estas muestras.

En la siguiente tabla se muestra la concentracion de cada vitamina de cada uno

de los complejos.

Concentracion de vitaminas segun fabricante

Greens (mg/g) | Micebrina (mg/g)

6,75 1,14
6,75 1,30
6,75 14,63
8,10 4,88
5 G 162
0,01 0,12

Tabla 18. Concentracion de vitaminas (mg/g) de Greens y Micebrina, dadas por

fabrica.

Tras el analisis cromatografico de las muestras, y mediante su relacion de area
(analito/I.S), y utilizando las rectas de calibrado acuosas realizadas mediante Full

Scan obtenemos la concentracion de las muestras.
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Areas de Pico

Muestra Tau
B1 B2 B3 Bs B~
-----“- [20ppm]
Greens 0,2687 11,9758 0,7123 * 1,0408 0,07591 820983
Micebrina 0,2678 1,9848 2,0508 k3 1,0583 0,0763 819754

Tabla 19. Relacion de éareas (analito/I.S.) de las muestras, en MS, de Greens y
Micebrina *Pico no detectado.

Determinacion experimental de contenido de muestras

vaito | R | eewsengerareaa | oot | Moon®
(mg/g) (mg/g)
B1

0,9997 y = 0,2305x + 0,2599 6,73 1,13
B2 0,9986 y =9,3333x + 1,6164 6,75 1,30
Bs 0,9986 y = 3,2997x + 0,5853 6,75 14,63
Bs 0,9996 y =0,3774x - 0,0811 * *
Be 0,9977 y =1,6136x + 0,9787 6,75 1,62
Bz 0,9982 y =0,1348x + 0,0759 0,01 0,10

Tabla 20. Determinacion experimental de contenido de muestras Greens y

Micebrina.

Una vez obtenemos la concentracion, teniendo en cuenta la dilucion llevada a

cabo, de cada vitamina, la comparamos con la concentracion dada por el fabricante.

Grado de concordancia (%) de la concentracion experimental con la
concentracion dada por el fabricante

_
Vit.

mg/g dados mg/g Porcentaje de mg/g dados mg/g Porcentaje de
por fabricante | experimentales concordancia por fabricante | experimentales concordancia

6,75 6,73 99,70% 1,14 1,13 99,12%
6,75 6,75 100% 1,30 1,30 100%
6,75 6,75 100% 14,63 14,63 100%
8,10 * * 4,88 * *
B 675 6,75 100% 1,62 1,62 100%
0,01 0,01 100% 0,12 0,10 83,33%

Tabla 21. Grado de concordancia (%) de la concentracion experimental-fabricante.

Para Greens y Micebrina se tomaron 0,114 y 0,607g de muestra respectivamente.
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A excepcion del acido pantoténico, cuya sefal no fue detectada en los
cromatogramas de ambas muestras, los resultados experimentales resultaron muy
similares a los proporcionados por el fabricante.

Abajo se muestran los cromatogramas de las muestras de Micebrina y Greens.
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Fig. 29. Cromatograma de muestra de Micebrina. 1-Tau, 2-Bs, 4-Bs, 5-B1, 6-B7, 7-B..
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Fig. 30. Cromatograma de muestra de Greens. 1-Tau, 2-Bs, 4-Bs, 5-B1, 6-B7, 7-Bo.

8. CONCLUSIONES

Un método HPLC/ESI-MS fue desarrollado y validado para el analisis simultaneo
de 6 vitaminas Bi, B2, Bs, Bs, Bs y B7 en suplementos alimenticios. Se trata de un
meétodo sencillo que puede ser usado para el control de calidad de suplementos
alimenticios.

En el caso concreto de este trabajo fin de grado, tanto precisibn como
sensibilidad se vieron mermadas, debido a la supresion de sefal que ejerce el acido
Heptafluorobutirico, actuando como formador de pares ionicos.

La fase moévil y la elucién lineal permitieron separar tiamina, riboflavina,

nicotinamida, acido pantoténico, piridoxina y biotina. También se probd, ademas, a
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separar el acido ascérbico y el &cido félico, que presentaban baja sensibilidad a
ionizacién positiva, y la cianocobalamina, que presentan baja sensibilidad a
cualquier ionizacion o no se logro su elucion de la columna cromatografica, por lo
que fueron descartadas.

Los limites de deteccion y cuantificacion, resultaron ser mas bajos de los
esperados (encontrados en los trabajos que tomamos como base para este
proyecto) lo que también resulté ser provocado por el efecto de supresion de sefial
gue provocaba el cido heptafluorobutirico.

La resolucién se obtuvo en un tiempo de analisis de 35min.

El método de tratamiento de muestra se basa en una combinacion entre una
digestibn acida y una extraccion enzimatica, para liberar vitaminas unidas a
proteinas y compuestos fosforilados, seguido por un analisis de HPLC. También se
demuestra la validez del método HPLC usando deteccién por espectrometria de
masas para la determinacion simultanea de las 6 vitaminas analizadas en grageas
mediante el modo full scan, y para B2 y Bs en zumo de acai y B2 y Bz en zumo de

granada en modo MRM.
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