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Re su men

En el pre sen te tra ba jo se em pleó una pre co lum na LiChrospher RP- 18 ADS (al quil diol sí li -
ca) in ser ta en un sis te ma de co lum nas aco pla das bajo la mo da li dad de trans fe ren cia in di rec ta
re ver sa como eta pa de tra ta mien to en lí nea para la de ter mi na ción de vi ta mi nas K1 y MK-4 por
CLAR con de tec ción por fluo res cen cia. Las mues tras de plas ma hu ma no se in yec ta ban di rec ta -
men te en la pre co lum na con una fase de ex trac ción cons ti tui da por 2- pro pa nol/ace to ni tri lo
200 mM do de cilsul fa to de so dio en buffer fos fa to 10mM pH= 7,4 (20:25:55, v:v:v). La se pa ra ción 
se rea li zó en una co lum na No va pack C18 (150 mm x 3,9 mm d.i. y 4 µm d.p.) uti li zan do como fase 
mó vil A: agua/ace to ni tri lo (80:20, v/v) y como fase mó vil B: me ta nol/ace to ni tri lo (65:35, v/v) en 
ré gi men de gra dien te de elu ción a un flu jo de 0,8 mL/min. Las vi ta mi nas K1 y MK-4 se re du je ron 
en lí nea en una co lum na de zinc me tá li co y el pro duc to se de tec tó por fluo res cen cia. La va li da -
ción del mé to do in di có li nea li dad en tre 0,2 – 1,6 ng/mL, con un lí mi te de cuan ti fi ca ción de 0,2
ng/mL para am bas vi ta mi nas. La re cu pe ra ción para to dos los ca sos es tu vo com pren di da en tre
90,5 y 112,0% con un C.V. <3,8%. Fi nal men te, el mé to do pro pues to se uti li zó para ana li zar
mues tras de plas ma de in di vi duos sa nos con una fre cuen cia de aná li sis de 4 mues tras/hora.

Pa la bras clave: Cro ma to gra fía lí qui da de alta re so lu ción; cro ma to gra fía mi ce lar;
pre co lum na ADS; sis te mas de co lum nas aco pla das; vi ta mi nas K.
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High performance liquid chromatographic method with
fluorescence detection for the determination of vitamins

K1 and MK-4 with direct injection of plasma using
a micellar mobile phase

 Abs tract

In this work, a pre co lumn LiChrospher RP- 18 ADS (alkyl- diol si li ca) was used in serts in a
swit ching-c olumn sys tem in the backflush mode, as an on- li ne treat ment step for the de ter mi -
na tion of vi ta mins K1 and MK-4 by HPLC with fluo res cen ce de tec tion. The hu man plas ma sam -
ples were di rec tly in jec ted in the pre co lumn with an ex trac tion mo bi le pha se cons ti tu ted by a
so lu tion 2- pro pa nol/ ace to ni tri le/200 mM do decyl sul fa te of so dium in buffer phosphate 10
mM pH= 7.4 (20:25:55, v/v). The se pa ra tion was rea li zed in a No va pack C18 co lumn (150 mm x
3.9 d.i and 4 mm µm d.p.) using a mo bi le pha se A: wa ter/ace to ni tri le (80:20, v/v) and a mo bi le
pha se B: metha nol/ace to ni tri le (65:35, v/v) in gra dient elu tion mode at a flow-ra te of 0.8 mL
min-1. The vi ta mins K1 and MK-4 were re du ced on- li ne in a re duc tion zinc co lumn and the pro -
duct was de tec ted by fluo res cen ce. The va li da tion method for both vi ta mins showed li nea rity
bet ween 0.2 - 1.6 ng/mL with a quan ti fi ca tion li mit of 0.2 ng/mL. The re co ve ries for all the ca ses 
were between 90.5 and 112.0 % with a CV <3.8%. Fi na lly, the pro po sed method was applied for
the analysis of vi ta min K1 and MK-4 in plas ma samp le of heal thy sub ject, with a the samp le
throughput to 4 sam ples/h.

Key words: ADS pre co lumn; HPLC; mi ce llar chro ma to graphy; swit ching co lumn;
vi ta mins K.

In tro duc ción

La vi ta mi na K es un tér mi no ge né ri co
para un gru po aná lo go de com pues tos que
tie nen en co mún un ani llo de naf to qui no na
sus ti tui da con un gru po me ti lo en la po si -
ción 2, pero di fie ren en su es truc tu ra en la
po si ción 3 (Fi gu ra 1). En la na tu ra le za exis te 
la vi ta mi na K1 o fi lo qui no na y la vi ta mi na K2

o me na qui no na, de esta úl ti ma se han iden -
ti fi ca do va rias for mas sien do la me na qui no -
na-4 o me na te tre no na (MK-4) la más ac ti va
bio ló gi ca men te (1, 2). La vi ta mi na K es
trans por ta da en la san gre prin ci pal men te
por li po pro teí nas de muy baja den si dad (3) y 
los va lo res nor ma les re por ta dos para la fi lo -
qui no na va rían en tre 0,76-1,30 ng/mL y
para la MK-4 en tre 0,21 y 0,72 ng/mL (4),
por lo que se ne ce si tan me to do lo gías se lec ti -
vas y muy sen si bles para su de ter mi na ción. 

En la li te ra tu ra se han re por ta do di fe -
ren tes mé to dos para eva luar a la vi ta mi na K, 
en tre ellos aque llos ba sa dos en cro ma to gra -
fía de ga ses (CG) y uti li zan do la es pec tro me -
tría de ma sas (EM) como sis te ma de de tec -
ción (5, 6), sin em bar go es tos mé to dos ca re -
cen de la sen si bi li dad ne ce sa ria para es tu -
diar los ni ve les en dó ge nos de los aná lo gos de 
la vi ta mi na K. Los mé to dos ac tua les para se -
pa rar y de ter mi nar es tas vi ta mi nas en plas -
ma, sue ro, te ji dos bio ló gi cos y ali men tos uti -
li zan la cro ma to gra fía lí qui da de alta re so lu -
ción (CLAR) y su cuan ti fi ca ción se lo gra, por
me dio de sis te mas de de tec ción elec tro quí -
mi cos (6, 7) y de fluo res cen cia (8-12), cuya
sen si bi li dad su pe ra la de las téc ni cas ba sa -
das en la ab sor ción ul tra vio le ta (1, 2). Por
otra par te, CLAR- EM (13), per mi te de ter mi -
nar ni ve les en dó ge nos de los aná lo gos de la
vi ta mi na K en plas ma y aun que este mé to do
ofre ce una alta sen si bi li dad y exac ti tud, es
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muy cos to so para aná li sis de ru ti na. El mé -
to do por CLAR con de tec ción fluo res cen te se 
basa en una re duc ción post co lum na de las
vi ta mi nas K a su res pec ti vas hi dro qui no -
nas, di cha re duc ción pue de ser: fo to quí mi ca 
(14), elec tro quí mi ca o quí mi ca (8); sien do
esta úl ti ma la más usa da de bi do a la sim pli -
ci dad del ins tru men tal ne ce sa rio para la re -
duc ción. En tre los pro ce di mien tos quí mi -
cos, se han em plea do como reductores: bo -
rohi dru ro de so dio (6, 9), tri bo ra to de te tra -
me ti la mo nio (con te ni dos en una post co lum -
na o in cor po ra dos en la fase mó vil) (10,11),
oxi do de pla ti no (9) y zinc me tá li co muy usa -
do por su ma yor efi cien cia en la re duc ción
(12). Así, Ha ro on y Cols. (12) re por ta ron que
la re duc ción quí mi ca con zinc me tá li co en
pre sen cia de io nes zinc en la fase mó vil (Fi -
gu ra 2), re du ce en un 95% las qui no nas in -
yec ta das com pa ra do con el 60% que se ob -
tie ne con las téc ni cas elec tro quí mi cas. Sin
em bar go el pro ble ma ma yor ra di ca en el tra -
ta mien to de las mues tras bio ló gi cas ya que
los mé to dos re por ta dos para de ter mi nar vi -
ta mi na K en plas ma in vo lu cran pro ce di -
mien tos la bo rio sos que obli ga a una se rie de
eta pas de tra ta mien to, lim pie za y con cen -
tra ción de los ana li tos (15). En ese sen ti do,
en el trans cur so de los úl ti mos años se han

de sa rro lla do mé to dos de pre pa ra ción de la
mues tra más efi cien tes que per mi ten la in -
yec ción di rec ta de flui dos bio ló gi cos en el
sis te ma cro ma to grá fi co. Para ello se han uti -
li za do pre co lum nas con em pa ques de ma te -
ria les de ac ce so res trin gi do, sis te mas de co -
lum nas aco pla das y fa ses mó vi les con sur -
fac tan tes (17). Los ma te ria les de ac ce so res -
trin gi do son so por tes es pe cia les de ex trac -
ción se lec ti va que po seen una pro pie dad co -
mún, la de ex clu sión de las ma cro mo lé cu las
(como las pro teí nas) mien tras que los ana li -
tos son re te ni dos ge ne ral men te por in te rac -
cio nes hi dro fó bi cas o elec tros tá ti cas. En tre
los di fe ren tes so por tes que exis ten en el mer -
ca do, los más usa dos son los de al quil- diol-
 sí li ca (ADS) (18). En nues tro gru po de in ves -
ti ga ción se tie ne ex pe rien cia en esta téc ni ca
y par ti cu lar men te en la de ter mi na ción de vi -
ta mi na D3 y sus me ta bo li tos uti li zan do una
pre co lum na Bio trap (em pa que de oc ta de cil -
si la no re cu bier to de pro teí nas des na tu ra li -
za das) (19). En esta opor tu ni dad, los re sul -
ta dos ob te ni dos no mos tra ron una re cu pe -
ra ción cuan ti ta ti va de los ana li tos. Esto se
de bió, fun da men tal men te a que es tos ana li -
tos son trans por ta dos en san gre en la za dos a
una pro teí na es pe cí fi ca y aun que la na tu ra -
le za del en la ce no se co no ce, se sabe que es -
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Fi gu ra 1. Es truc tu ras quí mi cas de los aná lo gos de la vi ta mi nas K.



tos ana li tos no son fá cil mente di so cia bles de 
la pro teí na (20). Sin em bar go en el pre sen te
tra ba jo se pro po ne de ter mi nar a la vi ta mi na
K1 y MK-4 in yec tan do di rec ta men te las
mues tras de plas ma en una pre co lum na
ADS in ser ta en un sis te ma de co lum nas
aco pla das y uti li zan do una fase de ex trac -
ción que con tie ne un sur fac tan te y di sol ven -
tes or gá ni cos. De esta for ma, los mo nó me -
ros y las mi ce las del ten sioac ti vo per mi ten
so lu bi li zar las pro teí nas pre sen tes en la
mues tra y des pla zar a los ana li tos aso cia dos 
a las mis mas li be rán do los para su in te rac -
ción con la fase es ta cio na ria (21- 23). El mé -
to do de sa rro lla do tie ne la ven ta ja de in te -
grar el tra ta mien to de la mues tra de plas ma
en lí nea con la se pa ra ción y la de tec ción por
fluo res cen cia. De esta for ma se lo gró eva -
luar las vi ta mi nas K1 y MK-4 a los ni ve les en
que se en cuen tran en las mues tras rea les y
con una fre cuen cia de aná li sis su pe rior a la
re por ta da en otros mé to dos (2, 24).

Ex pe ri men tal

Reac ti vos y es tán da res

To dos los disol ven tes uti li za dos fue ron
gra do para CLAR (Karl Fisher) y el agua fue
pu ri fi ca da en un sis te ma Mi lli-Q TOC (Wa -
ters, Mi lli po re). Los reac ti vos em plea dos
fue ron de gra do ana lí ti co: zinc me tá li co (ta -
ma ño de par tí cu la en tre 30  y 100 Mesh) de
99,8% de pu re za (Sig ma- Al drich), do de cil
sul fa to so dio de 97% de pu re za (Fluka Che -
mi ka) y clo ru ro de zinc de 98- 100,5% de pu -
re za (Rie del- de Haën). La so lu ción re gu la do -

ra de fos fa to 0,5 M (pH= 7,4) se pre pa ró a
par tir de áci do fos fó ri co 85,9% en agua y se
ajus tó el pH uti li zan do hi dró xi do de so dio
1,0 M. Los pa tro nes de vi ta mi na K1 (98%;
p/p) y MK-4 fue ron su mi nis tra dos por Sig -
ma (St. Louis, MO, USA). Se pre pa ra ron so -
lu cio nes pa tro nes de am bos ana li tos de
1768 µg/mL en me ta nol a par tir del reac ti vo
só li do. Pos te rior men te, se pre pa ra ron para
am bos ana li tos di lu cio nes de 50,0 µg/mL y
lue go de 0,5 µg/mL en me ta nol, las cua les
fue ron al ma ce na das en bo te llas ám bar bajo
re fri ge ra ción a 4°C. Las so lu cio nes de tra ba -
jo de me nor con cen tra ción se pre pa ra ban
dia ria men te por di lu ción de es tos es tán da -
res en la fase mó vil de la va do op ti mi za da.

Mues tras de plas ma

Para el de sa rro llo de este tra ba jo, se uti li -
zó un con cen tra do de plas ma de 50 adul tos
vo lun ta rios sa nos. Las mues tras de san gre
fue ron to ma das por pun ción ve no sa, se les co -
lo có he pa ri na como an ti coa gu lan te y se cen -
tri fu ga ron a 4800 r.p.m. du ran te 10 mi nu tos.
El plas ma se se pa ró y al ma ce nó bajo re fri ge ra -
ción a 4°C. An tes de su uso, las mues tras de
plas ma se di luían con la fase mó vil de la va do
en pro por ción 1:3 v/v, se agi ta ban en un vor -
tex du ran te 30 se gun dos, se cen tri fu ga ban
por 2 mi nu tos y se fil tra ban con mem bra nas
de 0,45 µm (su port®-450 Mem bra na, Wa ters,
USA) para evi tar la pre sen cia de cual quier tipo 
de ma te rial en sus pen sión que pu die ra oca -
sio nar una obs truc ción de los po ros del ma te -
rial de em pa que de la pre co lum na o en las co -
ne xio nes del sis te ma. 
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Fi gu ra 2. Reducción química de la vitamina K a su respectiva hidroquinona.



Ins tru men ta ción

La de ter mi na ción de las vi ta mi nas K1 y
MK-4 se rea li zó con el ins tru men tal que se
de ta lla a con ti nua ción: dos bom bas Knauer
mo de lo 64 que su mi nis tra ron la fase mó vil
de la va do (B1) y la fase mó vil de re duc ción
(B3), mien tras que la fase de aná li sis fue su -
mi nis tra da por una bom ba bi na ria Perkin-
 El mer mo de lo LC- 250 (B2). En la eta pa de in -
yec ción de la mues tra se em pleó una vál vu la 
Rheodyne mo de lo 7125 (VI), con un lazo de
500 µL. Para el aco pla mien to del sis te ma en
lí nea se em pleó una vál vu la se lec to ra de co -
lum nas de seis puer tos Rheodyne mo de lo
7000 (VS). El sis te ma de de tec ción em plea -
do fue un de tec tor UV arre glo de dio dos
Perkin- El mer mo de lo LC 235 y un de tec tor
de fluo res cen cia Shid ma zu mo de lo RF- 535
y, para el pro ce sa mien to de los da tos ob te ni -
dos se con tó con un in te gra dor VA RIAN mo -
de lo 4290.

Pro ce di mien to Ana lí ti co

Para la de ter mi na ción de las vi ta mi nas
K1 y MK-4 en mues tras de plas ma hu ma no
se uti li zó un sis te ma de co lum nas aco pla das 
que ofre ce la po si bi li dad de in te grar el tra ta -
mien to de la mues tra en el pro ce di mien to

cro ma to grá fi co. En los úl ti mos años la mo -
da li dad de trans fe ren cia in di rec ta re ver sa ha 
sido am plia men te uti li za da de bi do a que la
mis ma evi ta el en sa cha mien to de ban da. En
esta mo da li dad, la trans fe ren cia de los ana -
li tos des de la pre co lum na a la co lum na ana -
lí ti ca se rea li za con la fase mó vil de ma yor
po der de elu ción com pri mien do así al pico
cro ma to grá fi co evi tan do su en san cha mien to 
(17, 25). Un es que ma del sis te ma ins tru -
men tal uti li za do se mues tra en la Fi gu ra 3.
El aná li sis en el sis te ma de co lum nas aco -
pla das se di vi día en tres eta pas:

In tro duc ción y tra ta mien to de la
mues tra: Uti li zan do la vál vu la de in yec ción
(VI) se in yec tó un vo lu men de 500 µL de plas -
ma pre via men te di lui do en fase mi ce lar. La
mues tra se trans fi rió a la pre co lum na de ex -
trac ción ADS uti li zan do la fase mó vil de la va -
do que era su mi nis tra da por la bom ba 1 (B1) a 
un flu jo de 0,8 mL/min. Las vi ta mi nas pre -
sen tes en la mues tra se re te nían, mien tras
que los com pues tos en dó ge nos de la mis ma
se trans fe rían ha cia el de se cho, en un de ter -
mi na do pe rio do de tiem po el cual se co no ce
como tiem po de la va do o ex trac ción. Du ran te
este tiem po la vál vu la se lec to ra de co lum nas
(VS) se en con tra ba en la po si ción de car ga y la 
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Fi gu ra 3. Diagrama esquemático del sistema instrumental utilizado; VI= válvula de in yec ción;

VS= válvula selectora; B1, B2, B3= bombas 1, 2, 3; SM= serpentín de mezcla; CR= columna re -

duc to ra. (4 ) Posición de carga. (®) Posición de inyección



fase mó vil de elu ción su mi nis tra da por la
bom ba 2 (B2) cir cu la ba a tra vés de la co lum -
na ana lí ti ca a un flu jo de 0,8 mL/min. 

Trans fe ren cia de los ana li tos: En
esta eta pa la VS gi ra ba a la po si ción de in -
yec ción, la fase de ma yor po der de elu ción
pa sa ba a tra vés de la pre co lum na en di rec -
ción con tra ria a la de la fase mó vil de la va do
y los ana li tos de in te rés se trans fe rían a la
co lum na ana lí ti ca, du ran te un tiem po que
se co no ce como tiem po de trans fe ren cia. 

Se pa ra ción de los ana li tos y su de -
tec ción: Ter mi na da la trans fe ren cia, la VS
re tor na a la po si ción de car ga, para que la
pre co lum na se ree qui li bre con la fase mó vil
de la va do para una nue va in yec ción. Si mul -
tá nea men te, en esta po si ción, la fase mó vil
de aná li sis cir cu la ba por la co lum na ana lí ti -
ca para se pa rar los ana li tos y de tec tar los a
la sa li da de la mis ma por fluo res cen cia. 

Re sul ta dos y Dis cu sión
La op ti mi za ción de los pa rá me tros ins -

tru men ta les se rea li zó por el mé to do uni va -
ria do que con sis te en va riar un pa rá me tro a
la vez y en el sis te ma pro pues to se rea li za ron 
los es tu dios que se de ta llan a con ti nua ción:
se pa ra ción cro ma to grá fi ca de las vi ta mi nas
en la co lum na ana lí ti ca; es tu dio de la re duc -
ción post co lum na de las vi ta mi nas; tra ta -
mien to de la mues tra de plas ma en la pre co -
lum na de ex trac ción ADS; aco pla mien to de
todo el sis te ma ins tru men tal para de ter mi -
nar el pro gra ma de even tos de la vál vu la se -
lec to ra de co lum nas. Para ello, se uti li za ron
so lu cio nes pa tro nes de las vi ta mi nas K1 y
MK-4, mues tras de plas ma y mues tras de
plas ma en ri que ci das con las vi ta mi nas K a
di fe ren tes ni ve les de con cen tra ción.

Es tu dio de la se pa ra ción de las
vi ta mi nas en la co lum na ana lí ti ca 

La mues tras de plas ma hu ma no ade -
más de las vi ta mi nas K1 y la MK-4, tie nen
otras vi ta mi nas li po so lu bles (A, D, E) que es
ne ce sa rio te ner las en cuen ta al mo men to de
op ti mi zar la se pa ra ción en la co lum na ana lí -
ti ca. En cuan to a su se pa ra ción, las vi ta mi -

nas li po so lu bles tie nen un ca rác ter muy hi -
dro fó bi co y por ello la cro ma to gra fía en fase
re ver sa es la que más se ha uti li za do en su
de ter mi na ción y fue la mo da li dad que se se -
lec cio nó para este tra ba jo. En ese sen ti do se
uti li zó una co lum na ana lí ti ca con una fase
es ta cio na ria no po lar, de la mis ma na tu ra le -
za que la de la pre co lum na uti li za da para la
eta pa de ex trac ción cu yas ca rac te rís ti cas
fue ron: colum na No va pack (Wa ters) C18, 15
cm de lon gi tud, 3,9 mm de DI y 4 µm de dp.
En cuan to a la op ti mi za ción de la fase mó vil
se rea li zó va rian do su na tu ra le za y com po si -
ción, de fi nien do el tipo de ré gi men de elu ción 
(iso crá ti co o gra dien te) y el flu jo de la mis ma. 
Es por ello que para este es tu dio se en sa ya -
ron di fe ren tes gra dien tes de elu ción uti li -
zan do agua, me ta nol y ace to ni tri lo y mez clas 
de los mis mos en di fe ren tes pro por cio nes.
Ade más, para dis mi nuir el tiem po de aná li -
sis se va rió el flu jo en tre 0,5 – 1,5 mL/min. El 
me jor re sul ta do que per mi tió ob te ner una
bue na re so lu ción en tre las vi ta mi nas en un
tiem po de aná li sis sa tis fac to rio se lo gró para
una fase A: agua–ace to ni tri lo (80:20 v/v) y
como fase B: me ta nol–ace to ni tri lo (65:35
v/v) en ré gi men de gra dien te de elu ción, a un 
flu jo de 0,8 mL/min. 

Op ti mi za ción de la reac ción
de re duc ción post co lum na y
de la de tec ción fluo res cen te

La re duc ción de las vi ta mi nas K1 y
MK-4 a sus res pec ti vas hi dro qui no nas con
pro pie da des fluo res cen tes (Fi gu ra 2) se rea -
li zó post co lum na en una co lum na re lle na
con zinc me tá li co. Una vez que las vi ta mi -
nas K se elu yen de la co lum na ana lí ti ca por
las fa ses mó vi les de elu ción, pa san al de tec -
tor de UV y de aquí a una co ne xión en “T”
don de el eluí do re ci be a la fase mó vil re duc -
to ra y se mez clan pos te rior men te en un ser -
pen tín de 50 µL an tes de in gre sar a la co -
lum na de zinc don de ocu rre la reac ción de
re duc ción. Fi nal men te a la sa li da de la co -
lum na de zinc se rea li za la de tec ción fluo -
res cen te de las vi ta mi nas K1 y MK-4. Para
un sis te ma post co lum na como éste se op ti -
mi za ron to dos aque llos pa rá me tros in vo lu -
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cra dos en me jo rar el ren di mien to de la
reac ción de re duc ción con el fin de ob te ner
la sen si bi li dad ade cua da para su de ter mi -
na ción en las mues tras de plas ma. En ese
sen ti do, se op ti mi zó ini cial men te la fase
mó vil de re duc ción tan to en la na tu ra le za
de sus cons ti tu yen tes como en su con cen -
tra ción y los me jo res re sul ta dos se ob tu vie -
ron para una fase cons ti tui da por me ta -
noleta nol (83:17 v/v) con 40 mM clo ru ro de
zinc, en buffer ac eta to 20 mM, pH= 3,9. Del
mis mo modo se op ti mi za ron las di men sio -
nes de la co lum na de zinc en con trán do se la
ma yor área de los es tán da res de vi ta mi nas
K con una co lum na de 5 cm de lon gi tud y
4,6 mm de DI. Así mis mo, se va rió el flu jo de 
la fase mó vil de re duc ción en tre 0,5 y 1,5
mL/min y se ob ser vó un in cre men to de la
se ñal con 0,8 mL/min. Fi nal men te se op ti -
mi za ron las lon gi tu des de onda de ex ci ta -
ción y de emi sión ob te nién do se un má xi mo
de sen si bi li dad en la se ñal fluo res cen te con
325 nm y 440 nm como lon gi tu des de onda
de ex ci ta ción y emi sión, res pec ti va men te. 

Es tu dio del tra ta mien to de la mues tra
de plas ma en la pre co lum na
de ex trac ción ADS

Para la ex trac ción de los ana li tos de la
mues tra se uti li zó una pre co lum na
LiChrospher RP- 18 ADS de Merck (2,5 cm de
lon gi tud, 4 mm de DI y 25 µm de dp). Esta
pre co lum na fue in tro du ci da por Boos y Co la -
bo ra do res en 1995 (26, 27). Este tipo de em -
pa que sin te ti za do a par tir de so por te de sí li -
ce, de ta ma ño de poro de 6 nm y de ta ma ño
de par tí cu la de 25 µm po see una su per fi cie
ex ter na de ca rác ter hi dro fí li co (gru pos dio les) 
que im pi de la in te rac ción con las pro teí nas y
que per mi te la ex clu sión de aqué llas de ta -
ma ño mo le cu lar su pe rior a 15.000 Dal tons.
Por otra par te, la su per fi cie in ter na tie ne una
fase en la za da hi dro fó bi ca for ma da por ca de -
nas car bo na das C18, C8 o C4 y, son los cen tros
de ad sor ción de aque llas mo lé cu las hi dro fó -
bi cas que por su ta ma ño pe que ño pe ne tran a 
tra vés de los po ros (17,18). 

Es tu dios rea li za dos pre via men te han
de mos tra do que es con ve nien te: (A) La uti li -

za ción de so lu ción re gu la do ra de fos fa to en
la fase de la va do o ex trac ción de bi do a la
com pa ti bi li dad con las pro teí nas plas má ti -
cas (28). Asi mis mo, de bi do a que la pre co -
lum na con tie ne par tí cu las de sí li ce, el pH
está li mi ta do al in ter va lo en tre 2,5-7,5 para
evi tar su so lu bi li dad. Sin em bar go, para evi -
tar la pre ci pi ta ción de las pro teí nas plas má -
ti cas se de ben evi tar va lo res de pH en tre 3-5
(29,30), la uti li za ción de un pH cer ca no al fi -
sio ló gi co (va lo res nor ma les 7,3-7,4 en san -
gre ve no sa) fa vo re ce la eli mi na ción de las
pro teí nas pre sen tes en la mues tra. (B) Agre -
gar pe que ñas can ti da des de sol ven te(s) or -
gá ni co(s) en la fase de la va do, ya que usual -
men te ayu da a rom per la in te rac ción que se
pue da es ta ble cer en tre las pro teí nas y los
ana li tos (28). Para de ter mi nar el per fil de
elu ción del plas ma y de los ana li tos, la pre -
co lum na de ex trac ción ADS se co nec tó di -
rec ta men te al de tec tor UV y se fi ja ron las
lon gi tu des de onda a 280 y a 245 nm res pec -
ti va men te y se es tu dió la com po si ción y el
flu jo de la fase mó vil de la va do. Para ello se
eva luó una fase que per mi tie ra eli mi nar el
con te ni do en dó ge no pro tei co de las mues -
tras de plas ma y al mis mo tiem po que tu vie -
ra la com po si ción en mo di fi ca dor or gá ni co
ne ce sa ria para rom per el fuer te en la ce vi ta -
mi na- li po pro teí na. En ese sen ti do, se op ti -
mi zó una fase de la va do mi ce lar que per mi -
tie ra la ma yor efi cien cia de ex trac ción de los
ana li tos en la pre co lum na va rian do: la con -
cen tra ción del sur fac tan te, la con cen tra ción
de la so lu ción re gu la do ra de fos fa to y el tipo
y pro por ción del mo di fi ca dor or gá ni co. Los
me jo res re sul ta dos se ob tu vie ron con una
so lu ción ace to ni tri lo- 2- pro pa nol- 200 mM de 
do de cil sul fa to de so dio en la so lu ción re gu -
la do ra de fos fa to 12,5 mM (pH= 7,4)
(25:20:55 v/v) a un flu jo de 0,8 mL/min. De
este es tu dio se pudo es ta ble cer el tiem po de
lim pie za de la mues tra (4 min) el cuál se es -
ta ble ció en tre el tiem po en que fi na li za ba de
eluir de la pre co lum na todo el ma te rial en dó -
ge no de la ma triz y el tiem po en que co men -
za ban a eluir de la mis ma las vi ta mi nas de
in te rés. Es im por tan te se ña lar que para este
es tu dio se uti li zó un de tec tor UV de arre glo
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de dio dos con el fin de po der mo ni to rear el
tiem po ne ce sa rio para eli mi nar la to ta li dad
de los com pues tos en dó ge nos. Para el res to
del aná li sis como se se ña ló con an te rio ri dad
se uti li zó un de tec tor de fluo res cen cia. Fi -
nal men te se es tu dió el tiem po de trans fe ren -
cia de los ana li tos des de la pre co lum na ADS
ha cia la co lum na ana lí ti ca.  Para ello se de -
ter mi nó el tiem po de trans fe ren cia de la vi ta -
mi na K1 que era la más re te ni da y se pudo
ob ser var  que en un tiem po in fe rior a 8 mi -
nu tos era elui da cuan ti ta ti va men te a la pre -
co lum na  es ta ble cién do se 8 mi nu tos como
tiem po de trans fe ren cia. 

Au to ma ti za ción del sis te ma y
pro gra ma ción de la vál vu la
se lec to ra de co lum nas

Esta eta pa con sis tió en in te grar en lí -
nea la ex trac ción de los ana li tos en la pre co -
lum na ADS, su se pa ra ción en la co lum na
ana lí ti ca y su de tec ción por fluo res cen cia
pre via re duc ción post co lum na. Para ello se
mon tó el sis te ma pro pues to y se es ta ble ció
el pro gra ma de tiem pos de la vál vu la au to -
má ti ca se lec to ra de co lum nas (VS), es de cir,
el tiem po de la va do, el tiem po de trans fe ren -
cia y el tiem po ne ce sa rio para rea con di cio -
nar la pre co lum na para una nue va in yec -
ción. Del mis mo modo, con el sis te ma com -
ple ta men te mon ta do se op ti mi zó nue va -
men te el gra dien te de elu ción de la fase mó -
vil del aná li sis con tem plan do en el mis mo la
eta pa de trans fe ren cia de los ana li tos en la
co lum na ana lí ti ca. En las Ta bla 1 se re su -
men las con di cio nes op ti mi za das para todo
el sis te ma y en la Fi gu ra 4 se mues tran los
cro ma to gra mas ob te ni dos bajo es tas con di -
cio nes al in yec tar en el sis te ma 500 µL de:
un blan co de plas ma di lui do en fase mó vil de 
la va do (pro por ción 1:3 v/v), una so lu ción
pa trón de vi ta mi nas K1 y MK-4 en fase mó vil
de la va do a una con cen tra ción de 0,3
ng/mL, y una mues tra de plas ma di lui da en
la mis ma pro por ción y en ri que ci da con los
ana li tos a una con cen tra ción de 0,3 ng/mL.

Va li da ción del mé to do

Efec to de ma triz

Para eva luar el efec to de ma triz en el
aná li sis, se rea li za ron cur vas de ca li bra ción
de so lu cio nes pa tro nes de vi ta mi nas K1 y
MK-4 pre pa ra dos en la fase mó vil de la va do y 
de mues tras de plas ma en ri que ci das con los
ana li tos uti li zan do el mé to do de adi ción de
es tán dar. Cada cur va de ca li bra do in clu yó al 
me nos una se rie de cua tro pun tos y un blan -
co, y se mi die ron un mí ni mo de tres ve ces
cada uno. Los in ter va los de con cen tra ción
es tu dia dos para las vi ta mi nas K1 y la MK-4
fue ron en tre 0,2-1,6 ng/mL con un vo lu men
de in yec ción de 500 µL. En la Ta bla 2, se pre -
sen tan las ecua cio nes de re gre sión li neal del
área de pico de las vi ta mi nas en fun ción de la 
con cen tra ción (ng/mL). Las cur vas de ca li -
bra ción son li nea les para am bos ana li tos en
los in ter va los de con cen tra ción es tu dia dos.
La com pa ra ción de las pen dien tes de las
cur vas cons trui das a par tir de las so lu cio nes 
pa tro nes en la fase de la va do con las mues -
tras de plas ma en ri que ci das no mues tran
di fe ren cias sig ni fi ca ti vas (tStu dent 95%  2,57,
n=6) para las dos vi ta mi nas. Este com por ta -
mien to per mi te con cluir que no exis te in ter -
fe ren cia de ma triz en el aná li sis y es po si ble
así eva luar los ni ve les de las vi ta mi nas K1 y
MK-4 en mues tras de plas ma uti li zan do una
cur va de ca li bra do de am bos ana li tos pre pa -
ra dos en fase de la va do.

Pre ci sión y exac ti tud del mé to do

La pre ci sión del pro ce di mien to se eva -
luó por la me di ción del área de pico de cin co
ré pli cas de so lu cio nes es tán da res de vi ta mi -
nas K1 y MK-4 y de mues tras de plas ma en ri -
que ci do con los ana li tos a di fe ren tes ni ve les
de con cen tra ción (0,3 y 0,5 ng/mL) y se ana -
li za ron con el mé to do pro pues to du ran te un
día y en tre días (n=5). Los re sul ta dos ob te ni -
dos mos tra ron que la des via ción es tán dar
re la ti va en un día tan to para los pa tro nes
como para las mues tras de plas ma en ri que -
ci do fue ron me no res del 3,0% para am bos
ana li tos y en tre días se en con tra ron en tre
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0,7–2,4% lo que ase gu ra ba una bue na pre -
ci sión del sis te ma cro ma to grá fi co.

La exac ti tud del mé to do se es ti mó rea -
li zan do es tu dios de re cu pe ra ción. Los por -
cen ta jes de re cu pe ra ción para to dos los ca -
sos es tu vie ron com pren di dos en tre 90,5 y
112,0% con un CV  <3,8% que pue den ser
con si de ra dos cuan ti ta ti vos y sa tis fac to rios.
Por otra par te, es im por tan te se ña lar que es -
tos re sul ta dos son su pe rio res a los re por ta -

dos en la li te ra tu ra por otros in ves ti ga do res
que rea li za ron el tra ta mien to de mues tra de
for ma ma nual (2, 12, 24). Esto de mues tra
ade más la ex ce len te efi cien cia de ex trac ción
de la pre co lum na C18 uti li za da. 

El lí mi te de de tec ción de fi ni do como la
con cen tra ción de ana li to que pro por cio na
un área de pico igual a la se ñal del blan co
más tres ve ces la des via ción es tán dar del
blan co fue de 0,06 ng/mL para am bas vi ta -
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Tabla 1

Condiciones de operación de todo el sistema.

Etapas Componentes del sistema Condiciones

Carga del lazo
(Tiempo = 0 min.)

• Vál vu la de in yec ción ma nual
Rheodyne 7125 (VI): po si ción de 
car ga

Volumen de inyección: 500 µL
de plasma diluido en la fase móvil
de lavado (1:3  v/v)

Inyección y
limpieza de la
muestra
(Tiempo = 4 min.)

• Vál vu la de in yec ción ma nual
Rheodyne 7125 (VI): po si ción de 
in yec ción

• Vál vu la se lec to ra de co lum nas
Rheodyne 7000 (VS): en
po si ción de car ga

• pre co lum na de ex trac ción:
LiChrospher C18 (2,5 cm x 4 mm 
D.I. y 25 m dp)

Fase móvil de lavado: (B1): 200
mM dodecil sulfato de sodio en
buffer fosfato 10mM (pH=7,4):
acetonitrilo: 2-propanol
(55:25:20 v/v)

Transferencia
de los analitos
(Tiempo = 12 min.)

• Vál vu la se lec to ra de co lum nas
Rheodyne 7000 (VS): po si ción
de in yec ción, 

• co lum na ana lí ti ca:
No va pack C18  (15,0 cm x 3,9
mm DI, 4 mµ dp)

Gradiente de elución (B2):
A: agua:acetonitrilo (80:20 v/v)
B: metanol:acetonitrilo (65:35 v/v)

Análisis
(Tiempo = 18 min.)

• Vál vu la se lec to ra de co lum nas
Rheodyne 7000 (VS): en
po si ción de car ga

• pre co lum na de ex trac ción:
se re ge ne ra para una nue va
in yec ción 

• co lum na ana lí ti ca :
se rea li za la se pa ra ción de los
ana li tos en la co lum na ana lí ti ca
con el gra dien te de elu ción (B2).

Próxima inyección
(Tiempo = 14 min.)

• Válvula selectora de columnas
Rheodyne 7000 (VS):  posición
de carga

Tiempo
(min.)

%  A %  B

0 20 80

3 10 90

4 5 95

10 5 95

11 0 100

31 0 100

32 20 80



mi nas. Por otra par te, el lí mi te de cuan ti fi ca -
ción de fi ni do como la con cen tra ción de ana -
li to que pro por cio na un área de pico igual a
la se ñal del blan co más diez ve ces la des via -
ción es tán dar del blan co, ob te ni dos con una
bue na re pro du ci bi li dad y exac ti tud fue de
0,20 ng/mL para am bas vi ta mi nas.

Uti li zan do el mé to do pro pues to se ana -
li za ron cua tro mues tras de plas ma per te ne -
cien tes a in di vi duos sa nos. Los re sul ta dos
ob te ni dos mos tra ron va lo res en tre 0,4 y 0,6
y en tre 0,8 y 1,0 ng/mL para la vi ta mi na
MK-4 y K1 res pec ti va men te

Con clu sio nes

En el pre sen te tra ba jo se de sa rro lló un
mé to do au to ma ti za do que per mi tió eva luar

cuan ti ta ti va men te a las vi ta mi nas K1 y MK-4
en mues tra de plas ma san gui neo hu ma no
por CLAR con de tec ción por fluo res cen cia. 

Se uti li zó una pre co lum na de ex trac -
ción ADS in ser ta en un sis te ma de co lum nas 
aco pla das y una fase mó vil de la va do mi ce lar 
que per mi tió la in tro duc ción y tra ta mien to
de las mues tras de plas ma hu ma no di rec ta -
men te en el sis te ma cro ma to grá fi co. De esta
for ma se mi ni mi za ron los erro res ex pe ri -
men ta les in vo lu cra dos en un tra ta mien to
ma nual de la mues tra ob te nién do se una me -
jor pre ci sión y exac ti tud en el aná li sis. 

Fi nal men te, el mé to do pro pues to per -
mi tió rea li zar en lí nea las eta pas de tra ta -
mien to de la mues tra con la de aná li sis por
CLAR au men tan do la fre cuen cia de aná li sis
a una in yec ción cada 14 min.
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Fi gu ra 4. Cromatogramas obtenidos al realizar los estudios de recuperación a 0,3 ng/mL de

concentración: a) blanco plasma  b) estándar en fase de lavado c) plasma enriquecido con los

analitos.

Ta bla 2

Ca rac te rís ti cas ana lí ti cas de las rec tas de ca li bra do.

Analito Matriz Intervalo dinámico 
(ng/mL)

Ecuación(a) r2(b)

Vitamina K1 Fase de lavado
Plasma

0,20 – 1,60 A= (249±7)102C
A= (248±7)102C + (285±6)10

0,9994
0,9991

MK-4 Fase de lavado
Plasma

0,20 – 1,60 A= (293 ± 9) 102C
A= (294 ± 9) 102C+ (967±2)10

0,9993
0,9992

(a) Ecua ción de re gre sión li neal: A= a + bC, don de: A= Área de pico, C= con cen tra ción de cada ana li to, a= or de na da en el
ori gen (des via ción es tán dar re la ti va: DER= 2%), b= pen dien te de la rec ta (DER= 2%). (b) Coe fi cien te de re gre sión.



Agra de ci mien to

Los au to res de sean ex pre sar su agra -
de ci mien to al FO NA CIT por el so por te eco -
nó mi co brin da do (Pro yec to S1-
2001001146)
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