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Resumen

En el presente trabajo se emple6 una precolumna LiChrospher RP-18 ADS (alquil diol sili-
ca) inserta en un sistema de columnas acopladas bajo la modalidad de transferencia indirecta
reversa como etapa de tratamiento en linea para la determinacion de vitaminas K, y MK-4 por
CLAR con deteccion por fluorescencia. Las muestras de plasma humano se inyectaban directa-
mente en la precolumna con una fase de extraccion constituida por 2-propanol/acetonitrilo
200 mM dodecilsulfato de sodio en buffer fosfato 10mM pH= 7,4 (20:25:55, v:v:v). La separacion
se realizo en una columna Novapack C,, (150 mm x 3,9 mm d.i. y 4 um d.p.) utilizando como fase
movil A: agua/acetonitrilo (80:20, v/v) y como fase mévil B: metanol/acetonitrilo (65:35, v/v) en
régimen de gradiente de elucién a un flujo de 0,8 mL/min. Las vitaminas K, y MK-4 se redujeron
en linea en una columna de zinc metalico y el producto se detecté por fluorescencia. La valida-
cion del método indic6 linealidad entre 0,2 — 1,6 ng/mL, con un limite de cuantificacion de 0,2
ng/mL para ambas vitaminas. La recuperacion para todos los casos estuvo comprendida entre
90,5y 112,0% con un C.V. <3,8%. Finalmente, el método propuesto se utilizoé para analizar
muestras de plasma de individuos sanos con una frecuencia de analisis de 4 muestras/hora.

Palabras clave: Cromatografia liquida de alta resolucién; cromatografia micelar;
precolumna ADS; sistemas de columnas acopladas; vitaminas 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

Abstract

In this work, a precolumn LiChrospher RP-18 ADS (alkyl-diol silica) was used inserts in a
switching-column system in the backflush mode, as an on-line treatment step for the determi-
nation of vitamins K, and MK-4 by HPLC with fluorescence detection. The human plasma sam-
ples were directly injected in the precolumn with an extraction mobile phase constituted by a
solution 2-propanol/ acetonitrile/200 mM dodecylsulfate of sodium in buffer phosphate 10
mM pH= 7.4 (20:25:55, v/v). The separation was realized in a Novapack C,, column (150 mm x
3.9d.iand 4 mm um d.p.) using a mobile phase A: water/acetonitrile (80:20, v/v) and a mobile
phase B: methanol/acetonitrile (65:35, v/v) in gradient elution mode at a flow-rate of 0.8 mL
min”. The vitamins K, and MK-4 were reduced on-line in a reduction zinc column and the pro-
duct was detected by fluorescence. The validation method for both vitamins showed linearity
between 0.2 - 1.6 ng/mL with a quantification limit of 0.2 ng/mL. The recoveries for all the cases
were between 90.5 and 112.0 % with a CV <3.8%. Finally, the proposed method was applied for
the analysis of vitamin K, and MK-4 in plasma sample of healthy subject, with a the sample
throughput to 4 samples/h.

Key words: ADS precolumn; HPLC; micellar chromatography; switching column;
vitamins K.

Introduccion En la literatura se han reportado dife-
rentes métodos para evaluar a la vitamina K,
entre ellos aquellos basados en cromatogra-
fia de gases (CQG) y utilizando la espectrome-
tria de masas (EM) como sistema de detec-
cion (5, 6), sin embargo estos métodos care-
cen de la sensibilidad necesaria para estu-
diar los niveles endégenos de los analogos de
la vitamina K. Los métodos actuales para se-
parar y determinar estas vitaminas en plas-
ma, suero, tejidos biolégicos y alimentos uti-
lizan la cromatografia liquida de alta resolu-
cién (CLAR) y su cuantificacion se logra, por
medio de sistemas de deteccion electroqui-
micos (6, 7) y de fluorescencia (8-12), cuya
sensibilidad supera la de las técnicas basa-
das en la absorcion ultravioleta (1, 2). Por
otra parte, CLAR-EM (13), permite determi-
nar niveles endogenos de los analogos de la
vitamina K en plasma y aunque este método
ofrece una alta sensibilidad y exactitud, es

La vitamina K es un término genérico
para un grupo analogo de compuestos que
tienen en comun un anillo de naftoquinona
sustituida con un grupo metilo en la posi-
cion 2, pero difieren en su estructura en la
posicion 3 (Figura 1). En la naturaleza existe
la vitamina K, o filoquinona y la vitamina K,
o menaquinona, de esta ultima se han iden-
tificado varias formas siendo la menaquino-
na-4 o menatetrenona (MK-4) la mas activa
biolégicamente (1, 2). La vitamina K es
transportada en la sangre principalmente
por lipoproteinas de muy baja densidad (3) y
los valores normales reportados para la filo-
quinona varian entre 0,76-1,30 ng/mL y
para la MK-4 entre 0,21 y 0,72 ng/mL (4),
por lo que se necesitan metodologias selecti-
vas y muy sensibles para su determinacion.
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Figura 1. Estructuras quimicas de los andlogos de la vitaminas K.

muy costoso para analisis de rutina. El mé-
todo por CLAR con deteccion fluorescente se
basa en una reduccion postcolumna de las
vitaminas K a su respectivas hidroquino-
nas, dicha reduccion puede ser: fotoquimica
(14), electroquimica o quimica (8); siendo
esta ultima la mas usada debido a la simpli-
cidad del instrumental necesario para la re-
duccion. Entre los procedimientos quimi-
cos, se han empleado como reductores: bo-
rohidruro de sodio (6, 9), triborato de tetra-
metilamonio (contenidos en una postcolum-
na o incorporados en la fase mévil) (10,11),
oxido de platino (9) y zinc metalico muy usa-
do por su mayor eficiencia en la reduccion
(12). Asi, Haroon y Cols. (12) reportaron que
la reduccion quimica con zinc metalico en
presencia de iones zinc en la fase movil (Fi-
gura 2), reduce en un 95% las quinonas in-
yectadas comparado con el 60% que se ob-
tiene con las técnicas electroquimicas. Sin
embargo el problema mayor radica en el tra-
tamiento de las muestras biologicas ya que
los métodos reportados para determinar vi-
tamina K en plasma involucran procedi-
mientos laboriosos que obliga a una serie de
etapas de tratamiento, limpieza y concen-
tracion de los analitos (15). En ese sentido,
en el transcurso de los ultimos anos se han

desarrollado métodos de preparacion de la
muestra mas eficientes que permiten la in-
yeccion directa de fluidos biolégicos en el
sistema cromatografico. Para ello se han uti-
lizado precolumnas con empaques de mate-
riales de acceso restringido, sistemas de co-
lumnas acopladas y fases moviles con sur-
factantes (17). Los materiales de acceso res-
tringido son soportes especiales de extrac-
cion selectiva que poseen una propiedad co-
mun, la de exclusion de las macromoléculas
(como las proteinas) mientras que los anali-
tos son retenidos generalmente por interac-
ciones hidrofébicas o electrostaticas. Entre
los diferentes soportes que existen en el mer-
cado, los mas usados son los de alquil-diol-
silica (ADS) (18). En nuestro grupo de inves-
tigacion se tiene experiencia en esta técnica
y particularmente en la determinacion de vi-
tamina D, y sus metabolitos utilizando una
precolumna Biotrap (empaque de octadecil-
silano recubierto de proteinas desnaturali-
zadas) (19). En esta oportunidad, los resul-
tados obtenidos no mostraron una recupe-
racion cuantitativa de los analitos. Esto se
debio, fundamentalmente a que estos anali-
tos son transportados en sangre enlazados a
una proteina especifica y aunque la natura-
leza del enlace no se conoce, se sabe que es-
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Figura 2. Reduccién quimica de la vitamina K a su respectiva hidroquinona.

tos analitos no son facilmente disociables de
la proteina (20). Sin embargo en el presente
trabajo se propone determinar a la vitamina
K, y MK-4 inyectando directamente las
muestras de plasma en una precolumna
ADS inserta en un sistema de columnas
acopladas y utilizando una fase de extrac-
cion que contiene un surfactante y disolven-
tes organicos. De esta forma, los monome-
ros y las micelas del tensioactivo permiten
solubilizar las proteinas presentes en la
muestray desplazar a los analitos asociados
a las mismas liberandolos para su interac-
cién con la fase estacionaria (21-23). El mé-
todo desarrollado tiene la ventaja de inte-
grar el tratamiento de la muestra de plasma
en linea con la separacion y la deteccion por
fluorescencia. De esta forma se logré eva-
luar las vitaminas K, y MK-4 a los niveles en
que se encuentran en las muestras reales y
con una frecuencia de analisis superior a la
reportada en otros métodos (2, 24).

Experimental

Reactivos y estandares

Todos los disolventes utilizados fueron
grado para CLAR (Karl Fisher) y el agua fue
purificada en un sistema Milli-Q TOC (Wa-
ters, Millipore). Los reactivos empleados
fueron de grado analitico: zinc metalico (ta-
mano de particula entre 30 y 100 Mesh) de
99,8% de pureza (Sigma-Aldrich), dodecil
sulfato sodio de 97% de pureza (Fluka Che-
mika) y cloruro de zinc de 98-100,5% de pu-
reza (Riedel-de Haén). La solucién regulado-

ra de fosfato 0,5 M (pH= 7,4) se preparo a
partir de acido fosférico 85,9% en agua y se
ajusto el pH utilizando hidroxido de sodio
1,0 M. Los patrones de vitamina K, (98%;
p/pP) y MK-4 fueron suministrados por Sig-
ma (St. Louis, MO, USA). Se prepararon so-
luciones patrones de ambos analitos de
1768 pg/mL en metanol a partir del reactivo
solido. Posteriormente, se prepararon para
ambos analitos diluciones de 50,0 ug/mL y
luego de 0,5 ug/mL en metanol, las cuales
fueron almacenadas en botellas ambar bajo
refrigeracion a 4°C. Las soluciones de traba-
jo de menor concentracion se preparaban
diariamente por dilucion de estos estanda-
res en la fase movil de lavado optimizada.

Muestras de plasma

Para el desarrollo de este trabajo, se utili-
z6 un concentrado de plasma de 50 adultos
voluntarios sanos. Las muestras de sangre
fueron tomadas por puncién venosa, se les co-
loc6 heparina como anticoagulante y se cen-
trifugaron a 4800 r.p.m. durante 10 minutos.
El plasma se separ6 y almaceno bajo refrigera-
cién a 4°C. Antes de su uso, las muestras de
plasma se diluian con la fase moévil de lavado
en proporcion 1:3 v/v, se agitaban en un vor-
tex durante 30 segundos, se centrifugaban
por 2 minutos y se filtraban con membranas
de 0,45 um (suport®-450 Membrana, Waters,
USA) para evitar la presencia de cualquier tipo
de material en suspension que pudiera oca-
sionar una obstruccion de los poros del mate-
rial de empaque de la precolumna o en las co-
nexiones del sistema.
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Instrumentacion

La determinacion de las vitaminas K, y
MK-4 se realizo con el instrumental que se
detalla a continuacion: dos bombas Knauer
modelo 64 que suministraron la fase movil
de lavado (B,) y la fase moévil de reduccion
(B,), mientras que la fase de analisis fue su-
ministrada por una bomba binaria Perkin-
Elmer modelo LC-250 (B,). En la etapa de in-
yeccion de la muestra se emple6 una valvula
Rheodyne modelo 7125 (VI), con un lazo de
500 pL. Para el acoplamiento del sistema en
linea se empleo6 una valvula selectora de co-
lumnas de seis puertos Rheodyne modelo
7000 (VS). El sistema de deteccion emplea-
do fue un detector UV arreglo de diodos
Perkin-Elmer modelo LC 235 y un detector
de fluorescencia Shidmazu modelo RF-535
y, para el procesamiento de los datos obteni-
dos se contoé con un integrador VARIAN mo-
delo 4290.

Procedimiento Analitico

Para la determinacion de las vitaminas
K, y MK-4 en muestras de plasma humano
se utilizé un sistema de columnas acopladas
que ofrece la posibilidad de integrar el trata-
miento de la muestra en el procedimiento

cromatografico. En los ultimos anos la mo-
dalidad de transferencia indirecta reversaha
sido ampliamente utilizada debido a que la
misma evita el ensachamiento de banda. En
esta modalidad, la transferencia de los ana-
litos desde la precolumna a la columna ana-
litica se realiza con la fase moévil de mayor
poder de eluciéon comprimiendo asi al pico
cromatografico evitando su ensanchamiento
(17, 25). Un esquema del sistema instru-
mental utilizado se muestra en la Figura 3.
El analisis en el sistema de columnas aco-
pladas se dividia en tres etapas:

Introducciéon y tratamiento de la
muestra: Utilizando la valvula de inyeccion
(VI) se inyect6 un volumen de 500 uL de plas-
ma previamente diluido en fase micelar. La
muestra se transfiri6 a la precolumna de ex-
traccion ADS utilizando la fase moévil de lava-
do que era suministrada por labomba 1 (B,) a
un flujo de 0,8 mL/min. Las vitaminas pre-
sentes en la muestra se retenian, mientras
que los compuestos endogenos de la misma
se transferian hacia el desecho, en un deter-
minado periodo de tiempo el cual se conoce
como tiempo de lavado o extraccion. Durante
este tiempo la valvula selectora de columnas
(VS) se encontraba en la posicion de cargay la

Columna
Analitica
-
; Detector
- b uyv
. Desecho i 3
i E3z b Integrador
4[ E :
3 A
° i 1 T
o H
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o : Detector
T 1 Fluorescencia
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Figura 3. Diagrama esquematico del sistema instrumental utilizado; VI= valvula de inyeccion;

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

ductora. (~*) Posicién de carga. (-) Posicion de inyeccion
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fase movil de elucion suministrada por la
bomba 2 (B,) circulaba a través de la colum-
na analitica a un flujo de 0,8 mL/min.

Transferencia de los analitos: En
esta etapa la VS giraba a la posicion de in-
yeccion, la fase de mayor poder de elucion
pasaba a través de la precolumna en direc-
cion contraria a la de la fase mévil de lavado
y los analitos de interés se transferian a la
columna analitica, durante un tiempo que
se conoce como tiempo de transferencia.

Separacion de los analitos y su de-
teccion: Terminada la transferencia, la VS
retorna a la posicion de carga, para que la
precolumna se reequilibre con la fase moévil
de lavado para una nueva inyeccion. Simul-
taneamente, en esta posicion, la fase movil
de analisis circulaba por la columna analiti-
ca para separar los analitos y detectarlos a
la salida de la misma por fluorescencia.

Resultados y Discusion

La optimizacion de los parametros ins-
trumentales se realiz6 por el método univa-
riado que consiste en variar un parametro a
lavezy en el sistema propuesto se realizaron
los estudios que se detallan a continuacion:
separacion cromatografica de las vitaminas
en la columna analitica; estudio de la reduc-
cion postcolumna de las vitaminas; trata-
miento de la muestra de plasma en la preco-
lumna de extraccion ADS; acoplamiento de
todo el sistema instrumental para determi-
nar el programa de eventos de la valvula se-
lectora de columnas. Para ello, se utilizaron
soluciones patrones de las vitaminas K, y
MK-4, muestras de plasma y muestras de
plasma enriquecidas con las vitaminas K a
diferentes niveles de concentracion.

Estudio de la separaciéon de las
vitaminas en la columna analitica

La muestras de plasma humano ade-
mas de las vitaminas K, y la MK-4, tienen
otras vitaminas liposolubles (A, D, E) que es
necesario tenerlas en cuenta al momento de
optimizar la separacion en la columna anali-
tica. En cuanto a su separacion, las vitami-

nas liposolubles tienen un caracter muy hi-
drofébico y por ello la cromatografia en fase
reversa es la que mas se ha utilizado en su
determinacion y fue la modalidad que se se-
lecciono para este trabajo. En ese sentido se
utiliz6 una columna analitica con una fase
estacionaria no polar, de la misma naturale-
za que la de la precolumna utilizada para la
etapa de extraccion cuyas caracteristicas
fueron: columna Novapack (Waters) C,,, 15
cm de longitud, 3,9 mm de DI y 4 um de dp.
En cuanto a la optimizacion de la fase moévil
se realiz6 variando su naturaleza y composi-
cion, definiendo el tipo de régimen de elucion
(isocratico o gradiente) y el flujo de la misma.
Es por ello que para este estudio se ensaya-
ron diferentes gradientes de elucion utili-
zando agua, metanol y acetonitrilo y mezclas
de los mismos en diferentes proporciones.
Ademas, para disminuir el tiempo de anali-
sis sevario el flujo entre 0,5 - 1,5 mL/min. El
mejor resultado que permitié obtener una
buena resolucion entre las vitaminas en un
tiempo de analisis satisfactorio se logré para
una fase A: agua-acetonitrilo (80:20 v/v) y
como fase B: metanol-acetonitrilo (65:35
v/v) enrégimen de gradiente de elucion, a un
flujo de 0,8 mL/min.

Optimizacion de la reaccion
de reduccioén postcolumna y
de la deteccién fluorescente

La reduccion de las vitaminas K, y
MK-4 a sus respectivas hidroquinonas con
propiedades fluorescentes (Figura 2) se rea-
liz6 postcolumna en una columna rellena
con zinc metalico. Una vez que las vitami-
nas K se eluyen de la columna analitica por
las fases moviles de elucion, pasan al detec-
tor de UV y de aqui a una conexion en “T”
donde el eluido recibe a la fase moévil reduc-
toray se mezclan posteriormente en un ser-
pentin de 50 uL antes de ingresar a la co-
lumna de zinc donde ocurre la reaccion de
reduccion. Finalmente a la salida de la co-
lumna de zinc se realiza la deteccién fluo-
rescente de las vitaminas K, y MK-4. Para
un sistema postcolumna como éste se opti-
mizaron todos aquellos parametros involu-
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crados en mejorar el rendimiento de la
reaccion de reduccion con el fin de obtener
la sensibilidad adecuada para su determi-
nacion en las muestras de plasma. En ese
sentido, se optimizd inicialmente la fase
movil de reduccion tanto en la naturaleza
de sus constituyentes como en su concen-
tracion y los mejores resultados se obtuvie-
ron para una fase constituida por meta-
noletanol (83:17 v/v) con 40 mM cloruro de
zinc, en buffer acetato 20 mM, pH= 3,9. Del
mismo modo se optimizaron las dimensio-
nes de la columna de zinc encontrandose la
mayor area de los estandares de vitaminas
K con una columna de 5 cm de longitud y
4,6 mm de DI. Asi mismo, se vario el flujo de
la fase movil de reduccion entre 0,5y 1,5
mL/min y se observé un incremento de la
senial con 0,8 mL/min. Finalmente se opti-
mizaron las longitudes de onda de excita-
cion y de emision obteniéndose un maximo
de sensibilidad en la senal fluorescente con
325 nm y 440 nm como longitudes de onda
de excitacion y emision, respectivamente.

Estudio del tratamiento de la muestra
de plasma en la precolumna
de extraccion ADS

Para la extraccion de los analitos de la
muestra se utilizé una precolumna
LiChrospher RP-18 ADS de Merck (2,5 cm de
longitud, 4 mm de DI y 25 um de dp). Esta
precolumna fue introducida por Boos y Cola-
boradores en 1995 (26, 27). Este tipo de em-
paque sintetizado a partir de soporte de sili-
ce, de tamano de poro de 6 nm y de tamano
de particula de 25 wm posee una superficie
externa de caracter hidrofilico (grupos dioles)
que impide la interaccion con las proteinas y
que permite la exclusion de aquéllas de ta-
mano molecular superior a 15.000 Daltons.
Por otra parte, la superficie interna tiene una
fase enlazada hidrof6bica formada por cade-
nas carbonadas C ,, C, 0 C,y, son los centros
de adsorcion de aquellas moléculas hidrof6-
bicas que por su tamano pequeno penetran a
través de los poros (17,18).

Estudios realizados previamente han
demostrado que es conveniente: (A) La utili-

zacion de solucion reguladora de fosfato en
la fase de lavado o extracciéon debido a la
compatibilidad con las proteinas plasmati-
cas (28). Asimismo, debido a que la preco-
lumna contiene particulas de silice, el pH
esta limitado al intervalo entre 2,5-7,5 para
evitar su solubilidad. Sin embargo, para evi-
tar la precipitacion de las proteinas plasma-
ticas se deben evitar valores de pH entre 3-5
(29,30), la utilizacién de un pH cercano al fi-
siologico (valores normales 7,3-7,4 en san-
gre venosa) favorece la eliminacion de las
proteinas presentes en la muestra. (B) Agre-
gar pequenas cantidades de solvente(s) or-
ganico(s) en la fase de lavado, ya que usual-
mente ayuda a romper la interaccion que se
pueda establecer entre las proteinas y los
analitos (28). Para determinar el perfil de
elucion del plasma y de los analitos, la pre-
columna de extraccion ADS se conecto di-
rectamente al detector UV y se fijaron las
longitudes de onda a 280 y a 245 nm respec-
tivamente y se estudi6 la composicion y el
flujo de la fase movil de lavado. Para ello se
evalu6 una fase que permitiera eliminar el
contenido endogeno proteico de las mues-
tras de plasma y al mismo tiempo que tuvie-
ra la composicion en modificador organico
necesaria para romper el fuerte enlace vita-
mina-lipoproteina. En ese sentido, se opti-
miz6 una fase de lavado micelar que permi-
tiera la mayor eficiencia de extraccion de los
analitos en la precolumna variando: la con-
centracion del surfactante, la concentracion
de la solucion reguladora de fosfato y el tipo
y proporcion del modificador organico. Los
mejores resultados se obtuvieron con una
solucion acetonitrilo-2-propanol-200 mM de
dodecilsulfato de sodio en la solucion regu-
ladora de fosfato 12,5 mM (pH= 7.4)
(25:20:55 v/v) a un flujo de 0,8 mL/min. De
este estudio se pudo establecer el tiempo de
limpieza de la muestra (4 min) el cual se es-
tablecio entre el tiempo en que finalizaba de
eluir de la precolumna todo el material endo-
geno de la matriz y el tiempo en que comen-
zaban a eluir de la misma las vitaminas de
interés. Es importante senalar que para este
estudio se utiliz6 un detector UV de arreglo
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de diodos con el fin de poder monitorear el
tiempo necesario para eliminar la totalidad
de los compuestos enddégenos. Para el resto
del analisis como se senal6 con anterioridad
se utilizé6 un detector de fluorescencia. Fi-
nalmente se estudio el tiempo de transferen-
cia de los analitos desde la precolumna ADS
hacia la columna analitica. Para ello se de-
termino el tiempo de transferencia de la vita-
mina K, que era la mas retenida y se pudo
observar que en un tiempo inferior a 8 mi-
nutos era eluida cuantitativamente a la pre-
columna estableciéndose 8 minutos como
tiempo de transferencia.

Automatizacion del sistema y
programacion de la valvula
selectora de columnas

Esta etapa consistio en integrar en li-
nea la extraccion de los analitos en la preco-
lumna ADS, su separacion en la columna
analitica y su detecciéon por fluorescencia
previa reduccion postcolumna. Para ello se
monto el sistema propuesto y se establecio
el programa de tiempos de la valvula auto-
matica selectora de columnas (VS), es decir,
el tiempo de lavado, el tiempo de transferen-
cia y el tiempo necesario para reacondicio-
nar la precolumna para una nueva inyec-
cion. Del mismo modo, con el sistema com-
pletamente montado se optimizé nueva-
mente el gradiente de elucién de la fase mo-
vil del analisis contemplando en el mismo la
etapa de transferencia de los analitos en la
columna analitica. En las Tabla 1 se resu-
men las condiciones optimizadas para todo
el sistema y en la Figura 4 se muestran los
cromatogramas obtenidos bajo estas condi-
ciones al inyectar en el sistema 500 uL de:
un blanco de plasma diluido en fase moévil de
lavado (proporcion 1:3 v/v), una solucion
patrén de vitaminas K, y MK-4 en fase movil
de lavado a una concentracion de 0,3
ng/mkL, y una muestra de plasma diluida en
la misma proporcion y enriquecida con los
analitos a una concentracion de 0,3 ng/mkL.

Validacion del método

Efecto de matriz

Para evaluar el efecto de matriz en el
analisis, se realizaron curvas de calibracion
de soluciones patrones de vitaminas K, y
MK-4 preparados en la fase moévil de lavadoy
de muestras de plasma enriquecidas con los
analitos utilizando el método de adicion de
estandar. Cada curva de calibrado incluyo al
menos una serie de cuatro puntos y un blan-
co, y se midieron un minimo de tres veces
cada uno. Los intervalos de concentracion
estudiados para las vitaminas K, y la MK-4
fueron entre 0,2-1,6 ng/mL con un volumen
de inyeccion de 500 uL. En la Tabla 2, se pre-
sentan las ecuaciones de regresion lineal del
area de pico de las vitaminas en funcién de la
concentracion (ng/mlL). Las curvas de cali-
bracion son lineales para ambos analitos en
los intervalos de concentracion estudiados.
La comparacion de las pendientes de las
curvas construidas a partir de las soluciones
patrones en la fase de lavado con las mues-
tras de plasma enriquecidas no muestran
diferencias significativas (t . 95% 2,57,
n=6) para las dos vitaminas. Este comporta-
miento permite concluir que no existe inter-
ferencia de matriz en el analisis y es posible
asi evaluar los niveles de las vitaminas K, y
MK-4 en muestras de plasma utilizando una
curva de calibrado de ambos analitos prepa-
rados en fase de lavado.

Precision y exactitud del método

La precision del procedimiento se eva-
luo por la medicion del area de pico de cinco
réplicas de soluciones estandares de vitami-
nas K, y MK-4 y de muestras de plasma enri-
quecido con los analitos a diferentes niveles
de concentracion (0,3 y 0,5ng/mlL) y se ana-
lizaron con el método propuesto durante un
diay entre dias (n=5). Los resultados obteni-
dos mostraron que la desviacion estandar
relativa en un dia tanto para los patrones
como para las muestras de plasma enrique-
cido fueron menores del 3,0% para ambos
analitos y entre dias se encontraron entre
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Tabla 1
Condiciones de operacién de todo el sistema.

Etapas

Componentes del sistema

Condiciones

Carga del lazo e Valvula de inyeccion manual
Rheodyne 7125 (VI): posicion de de plasma diluido en la fase moévil

(Tiempo = O min.)
carga

Inyeccion y e Valvula de inyeccién manual
Rheodyne 7125 (VI): posicion de mM dodecil sulfato de sodio en

limpieza de la

muestra inyeccion

(Tiempo = 4 min.) e Valvula selectora de columnas
Rheodyne 7000 (VS): en

posicion de carga

Volumen de inyecciéon: 500 pL

de lavado (1:3 v/v)
Fase movil de lavado: (B1): 200

buffer fosfato 10mM (pH=7,4):
acetonitrilo: 2-propanol
(55:25:20 v/V)

e precolumna de extraccion:
LiChrospher C (2,5 cm x 4 mm

D.I.y 25 m dp)

Transferencia e Valvula selectora de columnas
Rheodyne 7000 (VS): posicion

de los analitos
(Tiempo = 12 min.) de inyeccion,

e columna analitica:

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

Novapack C,, (15,0 cm x 3,9 Tiergpo % A % B
mm DI, 4 myu dp) (min.)
Analisis e Valvula selectora de columnas 0 20 80
(Tiempo = 18 min.) Rheodyne 7000 (VS): en
posicion de carga 3 10 20
e precolumna de extraccion: 4 5 95
se regenera para una nueva
inyeccion 10 5 95
e columna analitica : ] 11 0 100
se realiza la separacion de los
analitos en la columna analitica 31 0 100
con el gradiente de elucion (B2). 39 20 30

Proxima inyeccion e Valvula selectora de columnas
Rheodyne 7000 (VS): posicion

(Tiempo = 14 min.)
de carga

0,7-2,4% lo que aseguraba una buena pre-
cision del sistema cromatografico.

La exactitud del método se estimo rea-
lizando estudios de recuperacion. Los por-
centajes de recuperacion para todos los ca-
sos estuvieron comprendidos entre 90,5 y
112,0% con un CV <3,8% que pueden ser
considerados cuantitativos y satisfactorios.
Por otra parte, es importante senalar que es-
tos resultados son superiores a los reporta-

dos en la literatura por otros investigadores
que realizaron el tratamiento de muestra de
forma manual (2, 12, 24). Esto demuestra
ademas la excelente eficiencia de extraccion
de la precolumna C,, utilizada.

El limite de deteccion definido como la
concentracion de analito que proporciona
un area de pico igual a la senal del blanco
mas tres veces la desviacion estandar del
blanco fue de 0,06 ng/mL para ambas vita-
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Tabla 2
Caracteristicas analiticas de las rectas de calibrado.

Analito Matriz Intervalo dinamico Ecuacion® v
(ng/mlL)
Vitamina K, Fase de lavado 0,20 -1,60 A= (249+7)10°C 0,9994
Plasma A= (248+7)10°C + (285+6)10 0,9991
MK-4 Fase de lavado 0,20 -1,60 A= (293 + 9) 10°C 0,9993
Plasma A= (294 + 9) 10°C+ (967+2)10 0,9992

(a) Ecuacion de regresion lineal: A=a+bC, donde: A= Areade pico, C=concentracion de cada analito, a= ordenadaen el
origen (desviacion estandar relativa: DER=2%), b= pendiente de la recta (DER=2%). (b) Coeficiente de regresion.
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-
x MK -4
o @ i &
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:

Figura 4. Cromatogramas obtenidos al realizar los estudios de recuperacion a 0,3 ng/mL de
concentracion: a) blanco plasma b) estandar en fase de lavado c) plasma enriquecido con los

analitos.

minas. Por otra parte, el limite de cuantifica-
cion definido como la concentracion de ana-
lito que proporciona un area de pico igual a
la senal del blanco mas diez veces la desvia-
cion estandar del blanco, obtenidos con una
buena reproducibilidad y exactitud fue de
0,20 ng/mL para ambas vitaminas.

Utilizando el método propuesto se ana-
lizaron cuatro muestras de plasma pertene-
cientes a individuos sanos. Los resultados
obtenidos mostraron valores entre 0,4 y 0,6
y entre 0,8 y 1,0 ng/mL para la vitamina
MK-4 y K, respectivamente

Conclusiones

En el presente trabajo se desarroll6 un
método automatizado que permitioé evaluar

cuantitativamente a las vitaminas K, y MK-4
en muestra de plasma sanguineo humano
por CLAR con deteccion por fluorescencia.

Se utiliz6 una precolumna de extrac-
cion ADS inserta en un sistema de columnas
acopladas y una fase mévil de lavado micelar
que permiti6 la introduccion y tratamiento
de las muestras de plasma humano directa-
mente en el sistema cromatografico. De esta
forma se minimizaron los errores experi-
mentales involucrados en un tratamiento
manual de la muestra obteniéndose una me-
jor precision y exactitud en el analisis.

Finalmente, el método propuesto per-
mitié realizar en linea las etapas de trata-
miento de la muestra con la de analisis por
CLAR aumentando la frecuencia de analisis
a una inyeccion cada 14 min.
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