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Resumen

La presente Tesis Doctoral aborda el desarrollo de nuevos métodos cromatograficos
para la determinacién de compuestos de interés en el campo bioanalitico y alimentario.
Todos los analitos analizados son considerados como biomarcadores, bien de la alteracion
de rutas bioquimicas, debido a causas patoldgicas o por intervencion humana; o del riesgo a
la exposicién de contaminantes ambientales. Los compuestos en estudio son concretamente

pteridinas, folatos y los metabolitos del fenantreno.

La primera parte de este estudio se dedica al desarrollo de nuevos métodos para el
analisis de pteridinas tanto en fluidos bioldgicos como en matrices vegetales. Debido a la
importancia que estos compuestos presentan como biomarcadores de diversas alteraciones
metabdlicas por causas patoldgicas, se han propuesto métodos mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). El uso de un detector de masas permite el andlisis de estos
compuestos en orina humana sin necesidad de pretratamiento previo de la muestra, es
decir en el estado de oxidacidn en el que son excretadas. Ademas, y con el objetivo de poder
establecer un perfil de pteridinas en suero humano de individuos sanos, se ha optimizado un
método mediante HPLC con deteccion fluorescente de registro rdpido. Por primera vez, se
ha establecido un patréon de referencia que involucra la presencia de ocho pteridinas en

suero humano.

Otra de las funciones bioquimicas de las pteridinas es ser intermediarias de la
biosintesis de folatos en los vegetales. Establecer el contenido y la naturaleza de las
pteridinas en los vegetales durante los procesos de modificacidon genética (biofortificacion)
de folatos, es de gran utilidad para comprobar la efectividad de dicho proceso. Asi, se ha
propuesto un nuevo método analitico para analizar las pteridinas presentes en muestras de

tomate mediante HPLC con detector de masas.

En la segunda parte de esta Tesis Doctoral se llevan a cabo estudios sobre folatos,
gue estructuralmente son pteridinas conjugadas; en concreto sobre el acido félico y sus dos
principales metabolitos, el acido tetrahidrofélico y el acido 5-metiltetrahidrofdlico. Estos
compuestos son micronutrientes esenciales para el ser humano, que sin embargo éste no
puede sintetizar y por tanto necesitan ser suministrados al organismo a través de la dieta.
Establecer sus contenidos en los alimentos mediante métodos analiticos simples y sensibles
es de primordial importancia. Por ello, se ha focalizado la investigacidon en el estudio del
comportamiento fotoquimico de los folatos, con objeto de posibilitar el uso de técnicas

fluorimétricas y aumentar por tanto, la sensibilidad de los analisis. Los folatos por irradiacion



Resumen

con luz UV generan fotoproductos fluorescentes. Se han establecido mediante
espectrometria de masas la naturaleza de los fotoproductos generados mediante irradiacion
off-line. Por otro lado, se ha desarrollado un método mediante cromatografia liquida con
fotoderivatizacién on-line postcolumna y detector fluorimétrico, para el andlisis de acido
foélico, acido tetrahidrofélico y acido 5-metiltetrahidrofdlico. El método optimizado se ha
aplicado a diversas matrices alimentarias, como son tomate, espinacas y cereales de

desayuno enriquecido con folatos, también se ha ensayado su andlisis en suero humano.

Finalmente, la tercera parte de esta Memoria se ha dedicado a otro grupo de
biomarcadores de especial importancia, como son los biomarcadores del riesgo a la
exposicién de hidrocarburos aromaticos policiclicos, concretamente a la exposicién al
fenantreno. Estos metabolitos son excretados a través de la orina; sin embargo, también
pueden ser transferidos a la leche en los mamiferos. Asi, con el objetivo de determinar estos
compuestos en muestras de leche, se ha optimizado un método mediante HPLC con
deteccion fluorescente de registro rdpido para determinar cinco hidroxiderivados del
fenantreno, que son sus principales metabolitos, en leche materna y en leche de vaca. Dada
su similitud estructural, algunos de los isGmeros coeluyen y, para su resolucion vy
cuantificaciéon se ha hecho uso del tratamiento quimiométrico de las sefiales dinamicas
obtenidas en la separacidon cromatografica. Se han registrado las matrices de tiempo de
elucion-longitud de onda de emisidn y se ha evaluado la capacidad de diferentes algoritmos
quimiométricos de segundo orden, tales como son MCR-ALS, U-PLS/RBL o N-PLS/RBL para

resolver y analizar dichos isémeros en muestras de leche.



SUMMARY






Summary

This Doctoral Thesis presents the development of new chromatographic methods for
the determination of compounds of interest in the bioanalytic and food field. The entire
compounds analysed are considered as biomarkers, either of the alteration of biochemical
pathways, due to pathological causes or by human intervention; or the risk to exposure of
environmental pollutants. The compounds under study are specifically pteridines, folates

and phenantrene metabolites.

The first part of this Report is focused on the development of new methods for the
analysis of pteridines in both biological fluids and plant matrices. High performance liquid
choromatography (HPLC) methods have been proposed due to the importance that these
compounds present as biomarkers of several metabolic alterations due to pathological
causes. The use of a mass detector allows the analysis of these compounds in human urine
without the need of a pre-treatment of the sample, that is, on the oxidation state in which
they are excreted. In addition, a new method has been optimized by means of HPLC with
fast scanning fluorescence detector with the aim of being able to establish a pteridine
profile in human serum of healthy people. For the first time, a reference pattern, involving
the presence of eight pteridines in human serum, has been established.

Another biochemical function of pteridines is to intermediate the folate biosynthesis
in plants. Establishing the content and nature of pteridines in plants during the genetic
modification processes (biofortification) of folates, is very useful to verify the effectiveness
of the process. Thus, a new analytical method has been proposed to analyse the pteridines

present in tomato sample by HPLC with mass detector.

In the second part of this Thesis, studies are carried out on folates, which are
structurally conjugated pteridines; specifically on folic acid and its two main metabolites,
tetrahydrofolic acid and 5-methyltetrahydrofolic acid. These compounds are essential
micronutrients for humans, who can’t synthesize them and therefore these compounds
need to be supplied through the diet. Establishing their contents in foods through a simple
and sensitive analytical method is of paramount importance. For this reason, research has
focused on the study of the photochemical behavior of folates, in order to enable the use of
fluorometric techniques and therefore increase the analysis sensitivity. Folates generate
fluorescent photoproducts by irradiation with UV light. The nature of the generated
photoproducts by off-line irradiation has been established by mass spectrometry. On the
other hand, a method for the analysis of folic acid, tetrahydrofolic acid and 5-

methyltetrahydrofolic acid by liquid chromatography with post-column on-line

7



photoderivatization and fluorimetric detector, has been developed. The optimized method
has been applied to various dietary matrices, such as tomato, spinach and breakfast cereals

fortified with folates. They have also been tested in human serum.

Finally, the third part of this Report is focused on another group of important
biomarkers, such as the biomarkers of the risk to exposure of polycyclic aromatic
hydrocarbons, specifically, Phenantrene. Those metabolites are excreted through the urine;
however, they can also be transferred to milk in mammals. Thus, in order to determine
these compounds in milk samples, a method using HPLC with fast scanning fluorescence
detector has been optimized to determine the five hydroxylated isomers, which are the
main phenanthrene metabolites, in breast and cow milk. Due to their structural similarity,
some of the isomers coelute and, for their resolution and quantification, the chemometric
treatment of the dynamic signals obtained in the chromatographic separation has been
used. The elution time-emission wavelength matrices have been registered and the capacity
of resolution of different second-order chemometric algorithms, such as MCR-ALS,
U-PLS/RBL or N-PLS/RBL, has been evaluated to solve and analyse those isomers in milk

samples.
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Introduccién general

Esta introduccidon tiene como objetivo dar una vision general de conceptos
relacionados con el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral y que permitirdn un mejor
entendimiento del porqué de su realizacién. En ella se definirdn términos como la
Metaboldmica, en el contexto de las técnicas émicas, sus caracteristicas generales y los
distintos tipos de analisis mas utilizados en este campo. También se abordara el papel que

juegan los denominados biomarcadores.

1. Las tecnologias 6micas

Las tecnologias émicas son un conjunto de tecnologias analiticas de alto rendimiento,
empleadas en diferentes disciplinas y que permiten detectar a gran escala los genes
(Gendmica), genes transcritos (Transcriptémica), proteinas (Protedmica) y metabolitos
(Metabolémica) en cualquier sistema bioldgico, permitiendo agrupar esta informacion con el

fin de obtener una visidén lo mas completa del sistema en estudio [1].

Los objetivos de esta Tesis Doctoral se centran en la Metaboldmica, como la ciencia
encargada de identificar y cuantificar la composicion global de los metabolitos en muestras
bioldgicas. Es la tecnologia dmica de mas reciente aparicidn, capaz de revelar la respuesta
de los sistemas bioldgicos a la influencia genética, nutricional y ambiental, a través del
analisis del conjunto de metabolitos (metaboloma). El metaboloma representa la expresion
final del genoma, transcriptoma y proteoma, dando asi cuenta de la interrelacion existente
entre los distintos niveles del flujo de informacidn en biologia. Este flujo de informacidn se
inicia en el ADN, concretamente en la informaciéon genética que contiene, y que transcrita a
través del ARN, determina la sintesis de proteinas y éstas a su vez, la sintesis de los
metabolitos presentes en cierto sistema bioldgico. En la Figura 1 se presenta la relacién e

interdependencia de estas disciplinas, conocida como cascada émica.

La Metaboldmica, como complemento a la Transcriptomica y Protedmica tiene
ciertas ventajas como, por ejemplo, que hay menos metabolitos que genes y proteinas. Asi,
se estima que en un ser vivo el nimero de metabolitos oscila entre un minimo de 2000 a
3000 y un maximo de 20000, el de genes estd alrededor de 30000 y el de proteinas
alrededor de 60000 [2]. Ademas, otra de las ventajas es que los procesos involucrados en
Metaboldmica son siempre los mismos para un metabolito dado, independientemente del

individuo que lo contiene, a diferencia de lo que ocurre en Transcriptémica o Protedmica.
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lu—l [ —

ADN ARN PROTEINAS METABOLITOS

N
s

FENOTIPO

Gendmica Transcriptémica Protedmica Metabolémica

Figura 1. Flujo de informacién en biologia.

Mientras la Gendmica y la Protedmica indican lo que podria haber pasado, la
Metaboldmica informa de lo que realmente ha pasado y, por lo tanto, es la ciencia que
mejor puede caracterizar los fenotipos de los seres vivos. Asi, en la respuesta metaboldmica
intervienen todos los factores que rodean la vida, como la alimentacion, el ejercicio, el

estrés, el ciclo diurno, etc. [3].

2. La metabolémica

Los metabolitos pueden definirse como compuestos de bajo peso molecular
(normalmente <1500 Da) presentes en células, tejidos o fluidos bioldgicos, que son los
productos finales o intermediarios de los procesos regulatorios celulares y que se requieren
para el mantenimiento, crecimiento y funciones normales de las células. Estos pueden ser
iones inorganicos, aminoacidos, acidos organicos, lipidos, etc, los cuales presentan un

amplio intervalo de polaridades, tamafios moleculares, carga a pH fisioldgico, etc.

La ausencia o presencia de algunos de estos compuestos, asi como la concentracion
relativa entre ellos, puede ser un indicador de estados de enfermedad o de factores de
predisposicion a ella, ya que sus niveles pueden considerarse como la respuesta final de los

sistemas bioldgicos a los cambios genéticos o ambientales.

El conjunto de metabolitos o metaboloma de un individuo estd compuesto por

diferentes partes o fracciones [4]:
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e El metaboloma enddgeno, proveniente del metabolismo de las células y tejidos del
individuo. En este grupo de metabolitos se encuentran los compuestos pteridinicos

que se han estudiado en la Parte | de esta Tesis.

e El “food metabolome” procedente de los metabolitos derivados de la digestion de los
compuestos nutricionales esenciales y no esenciales, del metabolismo derivado del
individuo (o huésped) y de su microbiota intestinal. Los metabolitos del acido fdlico,

estudiados en la Parte Il de esta Tesis se encontrarian dentro de este grupo.

e El “drug metabolome” procedente de compuestos xenobidticos derivados de

farmacos, etc.

e El “pollutant metabolome”, derivado del ambiente, polucidn, etc. Los metabolitos del
fenantreno, estudiados en la tercera Parte, se encontrarian dentro de este tipo de

metabolitos.

La tecnologia que se encarga del estudio sistemdtico del metaboloma, como se ha
indicado anteriormente, se llama Metabolémica [5]. Se definid en la década de los 90 para
describir las técnicas destinadas a medir los metabolitos presentes en una célula, tejido u
organismo durante una alteracion genética o estimulo fisiolégico [6,7], mas tarde fue
definido por Oliver Fiehn como “el andlisis amplio y cuantitativo de los metabolitos en un

sistema” [8].

Este término es a menudo confundido con el término Metabondmica, que fue
definido por primera vez en 1999 por J. Nicholson et al. [7] como “la medida cuantitativa de
las respuestas dinamicas metabdlicas multi-paramétricas de los sistemas vivos, a los
estimulos fisiopatoldgicos o modificaciones genéticas”. Asi, mientras la Metabondmica se
centra en los cambios de los niveles de ciertos metabolitos con la influencia de los estimulos
externo, la Metaboldmica trata la identificacion no sesgada de los metabolitos de un sistema

bioldgico.

Posteriormente, en 2009 se complementd la definicion de Metabolémica como “el
estudio sistematico de un gran nimero de metabolitos de bajo peso molecular, generados
por procesos celulares bajo condiciones especificas” [9], considerando en esta definicion los
dos conceptos anteriormente mencionados. Actualmente, ambos términos se utilizan

indistintamente entre los miembros de la comunidad cientifica.
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La Metaboldmica permite mostrar cambios minimos en las rutas metabdlicas, incluso
antes de que sea posible detectar alteraciones a nivel del fenotipo [10,11]. Posee un gran
potencial en estudios clinicos, ya que permite asociar perfiles metabdlicos a distintos
estados fisioldgicos o fisiopatoldgicos. Se considera que actualmente esta jugando un papel
esencial en el conocimiento y diagndstico de enfermedades [11]. Por otro lado, también se
pueden detectar las rutas metabdlicas alteradas, identificando de esta manera nuevas
dianas terapéuticas, con el consiguiente impacto en el desarrollo de nuevos farmacos. La
metaboldmica clinica tiene diferentes propdsitos, incluido el diagndstico de enfermedades,
su seguimiento y el monitoreo de drogas terapéuticas. Ademas, la informacién obtenida
mediante los estudios metaboldmicos, junto con la informacién proporcionada por el resto
de tecnologias Omicas, son la base para el desarrollo de la denominada medicina
personalizada [12], la cual busca mejorar la adaptacién y el tiempo de medidas preventivas y

terapéuticas.

Los estudios clinicos de Metaboldmica pueden dirigirse hacia comprender o descubrir
gue rutas metabdlicas se ven alteradas por la presencia de una enfermedad dada, o hacia el

descubrimiento de nuevos biomarcadores y su caracterizacion.

Otra parte de la Metaboldmica muy importante es la Metaboldmica nutricional o
Nutrimetaboldmica, que estudia cdmo afecta la dieta al conjunto del metaboloma [13]. Ha
sido propuesta como una poderosa herramienta para explotar la relacién entre la nutricién y
la salud [14]. Pretende profundizar en cdmo los alimentos repercuten en la prevencién o la
evolucion de las enfermedades, porque se sabe que muchas enfermedades metabdlicas

pueden prevenirse mediante la nutricion [15].

2.1. Principales tipos de analisis metabdlicos

En funcién de la informacién que se quiera obtener del estudio, y del conocimiento
previo acerca del problema, se pueden distinguir dos tipos de analisis metabdlicos. Cuando
se conoce el nUmero y tipo de metabolitos de interés, se puede realizar una aproximacion
dirigida. Por el contrario, en los casos en los que no se tenga suficiente informacion de los
metabolitos que puedan estar implicados en el proceso estudiado, se llevaran a cabo
aproximaciones no-dirigidas. Por tanto, en funcidn del enfoque utilizado para dar respuesta
a las preguntas especificas del analisis, los diferentes estudios se podran clasificar en analisis

dirigidos (Targeted) o analisis no dirigidos (Untargeted) [18,19]. Cada una de estas
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estrategias tiene sus propias ventajas y desventajas, pero pueden ser complementarias

cuando se usan en combinacion.

2.1.1. Analisis dirigido (targeted analysis)

Su objetivo es el estudio cuantitativo o cualitativo de uno o de un pequefio grupo de
metabolitos quimicamente similares. En este tipo de analisis podremos particularizar tanto
la preparacion de la muestra como la técnica de analisis mas conveniente para identificar y
cuantificar los compuestos seleccionados en el estudio. Mediante el uso de patrones el

analisis puede realizarse de forma cuantitativa o semicuantitativa [18].

Una de las ventajas de este tipo de andlisis, si se usa la espectrometria de masas
como técnica de deteccion, es la mayor sensibilidad de este instrumento al tener que medir
menor numero de compuestos. Desde la perspectiva de los biomarcadores, esta ventaja
puede facilitar la asociacién de los metabolitos menos abundantes con distintos estados de

la enfermedad. En este tipo de andlisis dirigido es donde se centra esta Tesis Doctoral.

2.1.2. Analisis no dirigido (untargeted analysis)

En este tipo de analisis se pretende determinar simultdneamente, tantos metabolitos
como sea posible para obtener una visién global del problema. Debido a que en estos
estudios no se posee informacidn previa, es muy importante aplicar un analisis detallado
que permita detectar el mayor nimero posible de metabolitos sin introducir ningln sesgo,
ya sea debido a la preparacion de la muestra o a la técnica de deteccidn seleccionada. El
analisis no dirigido se debe combinar con técnicas quimiométricas avanzadas para reducir el
gran numero de datos generados en conjuntos de datos mas pequefios y manejables. Desde
la perspectiva del descubrimiento de nuevos biomarcadores, este tipo de andlisis ofrece la
oportunidad de encontrar nuevas especies y, por lo tanto, la identificacién de

biomarcadores especificos.

Este tipo de analisis tiene una serie de limitaciones, como son la gran diversidad de
metabolitos que hay en cualquier sistema biolégico, los cuales presentan un amplio
intervalo de polaridades tamafios moleculares, carga a pH fisioldgico, etc.; el tiempo
necesario para procesar la gran cantidad de datos generados y su complejidad, y la lentitud
del proceso de identificacion de los metabolitos [19,20]. Otro factor restrictivo es la acusada

diferencia en sus concentraciones, que se estima que pueden variar entre 7-9 drdenes de
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magnitud (pmol-mmol) [21] y en algunos casos la tendencia hacia la deteccidn de especies

mas abundantes en detrimento de otras menos abundantes.

3. Biomarcadores

En 2001, un grupo de trabajo formado por el Instituto Nacional de Salud define el
término biomarcador como “una caracteristica que es medida y evaluada como un indicador
de un proceso bioldgico normal, un proceso patogénico, o la respuesta farmacolégica a una
intervencion terapéutica” [22]. Juegan un papel muy importante en la comprension de las
relaciones entre la exposicién al medio ambiente, el desarrollo de enfermedades crénicas y
la identificacién de subgrupos que tienen un mayor riesgo de enfermedad [23]. Los
biomarcadores pueden ser células especificas, genes o productos genéticos, proteinas,
enzimas, moléculas, hormonas, funciones organicas complejas o cambios caracteristicos
generales en las estructuras bioldgicas. Es decir, cualquier alteracion molecular especifica de
una célula en el nivel de ADN, ARN, proteina o metabolito puede denominarse biomarcador

molecular [24].

Estos se usan, en distinta extensidn, por médicos, epidemidlogos y cientificos para
estudiar enfermedades humanas y en la investigacién preclinica y el diagndstico clinico.
Algunos biomarcadores ampliamente utilizados como indicadores de riesgo son, por
ejemplo, la temperatura corporal elevada para la fiebre, la determinacidon de la presion
arterial para el accidente cerebrovascular, los valores de colesterol para la enfermedad

coronaria y vascular o la creatinina en suero como marcador de la funcién renal.

Los biomarcadores se pueden detectar y analizar en tejidos, células de interés o en
fluidos corporales, pero la tendencia actual es elegir biomarcadores que se puedan

determinar en fluidos bioldgicos de forma no invasiva porque son mas facilmente accesibles.

Las células, directa o indirectamente (a través del fluido extracelular), se comunican
con los fluidos corporales. Los metabolitos celulares, péptidos y proteinas se liberan en los
fluidos corporales y los cambios en sus concentraciones reflejan los cambios bioquimicos y
proteicos, y si éstos estdn vinculados a procesos de enfermedad pueden servir como

biomarcadores.

Las investigaciones sobre nuevos biomarcadores han cambiado el enfoque de la
deteccidn de la enfermedad y su progreso. Asi, por ejemplo, la deteccion precoz de una de

las enfermedades actuales mas importantes como es el cancer, se ha visto modificada
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gracias al desarrollo de biomarcadores moleculares, capaces de reflejar la biologia
subyacente de esta enfermedad. Mientras que los métodos de deteccidn convencionales
tienen una resolucién temporal y espacial limitada, los cuales requieren que el tumor crezca
a un tamano determinado antes de que la deteccidon sea posible, los biomarcadores
moleculares son capaces de proporcionar detalles antes del inicio de la enfermedad y en

toda su progresion.

Para considerar a un biomarcador como ideal deberia tener las siguientes

caracteristicas [25]:

0 Ser seguro y facilmente cuantificable en fluidos biolégicos o muestras clinicas
facilmente accesibles, de tal manera que la medicion pueda ser repetida, si es

necesario, sin peligro para el paciente.
0 Ser consistente entre todos los grupos étnicos y géneros.

O Poseer alta especificidad para una determinada enfermedad y ser capaz de

diferenciar entre dos estados fisiolégicos.

0 Poseer alta precision predictiva para detectar una enfermedad y alta sensibilidad

(deteccion de la enfermedad cuando esta realmente presente).
0 Permitir adoptar medidas preventivas.

0 El costo de la prueba inicial y de las pruebas de seguimiento debe ser relativamente

bajo.

0 Capaz de dar un diagnéstico rapido.

Aunque estas sean las caracteristicas de un biomarcador ideal, cabe sefialar que un

biomarcador puede ser muy util aunque no cumpla algunos de estos criterios.

La Organizacion Mundial de la Salud [26] clasifica los marcadores bioldgicos para el

seguimiento de la exposicion a agentes bioldgicos en tres categorias:

e Biomarcadores de respuesta o efecto:

Son alteraciones bioquimicas y/o fisioldgicas dentro de un organismo que,

dependiendo de su magnitud, pueden ser asociadas a una posible alteracién de la salud.

Dentro de este tipo de biomarcadores se encuentran los compuestos estudiados en

la Parte | de esta Tesis Doctoral que son las pterinas.
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e Biomarcadores de exposicion:

Se trata de una sustancia exdgena, o bien un producto formado en su metabolizacion
(su metabolito o metabolitos), que se determina en un medio biolégico (sangre, orina, leche,

saliva, aire espirado) y que refleja exposicién al mismo.

La exposicién a un determinado contaminante implica una dosis interna capaz de
interaccionar con sus receptores o dianas en los diferentes érganos y sistemas, dando lugar
a una respuesta bioldgica, que a su vez, se ve modificada por la diferente susceptibilidad
individual. Estos biomarcadores permiten la medida de la dosis interna. Esta dosis interna
puede reflejar también, en el caso de tdxicos acumulativos, la cifra de agente tdxico

almacenado en uno o varios compartimentos corporales.

En este grupo de biomarcadores se encuentran los metabolitos del fenantreno como
indicadores del riesgo de exposicion al fenantreno, en los que se centra la Parte Ill de esta

Memoria.

Dentro de este tipo de biomarcadores podemos diferenciar los biomarcadores de
ingesta, los cuales se tratan principalmente de metabolitos derivados del consumo o ingesta
de un determinado alimento. El interés en la identificacion de este tipo de biomarcadores

relacionados con el estilo de vida estda aumentando considerablemente.

Entre los biomarcadores de ingesta se encuentran los folatos, los cuales son objeto

de estudio en la Parte Il de esta Tesis.

e Biomarcadores de suscepibilidad:

Son indicadores de la sensibilidad individual al efecto de un xenobidtico o de un

grupo de compuestos téxicos especificos. En general, son debidos a factores genéticos.

Esta subdivision resulta algunas veces muy difusa, ya que a menudo es imposible
establecer claramente la pertenencia a una de estas clases; por ejemplo, los biomarcadores
de respuesta pueden interpretarse como el “efecto” bioquimico o bioldgico después de la
“exposicidon” a un cierto téxico, por lo que, tedricamente, resultan Utiles a la vez como

biomarcadores de exposicion y/o de efecto.
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4. El proceso analitico en metabolémica

Un campo muy importante en el ambito de la metabolémica, ya que tiene gran
repercusion en los resultados finales, es el proceso analitico. Este empieza con el muestreo,
siguiendo por la obtencién de la muestra analitica, su andlisis mediante la técnica adecuada
y termina con el tratamiento de datos para proporcionar la informacién deseada. La
muestra analitica es la fraccion de la muestra real obtenida después de su pretramiento y

que es adecuada para ser analizada.

En una publicacién reciente, Luque de Castro y col. [27] hacen una revision detallada
de cada uno de los pasos del proceso analitico. En él se informa de que uno de los
principales problemas que se encuentran los investigadores es la ausencia en las
publicaciones de informacion crucial relativa al proceso analitico, lo cual dificulta tanto la
utilizacion de los datos publicados previamente como punto de partida o para la

comparacion de los resultados, como para reproducir los experimentos.

En esta apartado se tratarad de forma resumida algunos de los aspectos claves del

proceso analitico.

Las principales muestras utilizadas en el analisis metaboldmico son las muestras
sanguineas (suero y plasma), orina y en menor extensién saliva, semen, liquido
cefaloraquideo y tejidos. En funcidon de cada tipo de muestra en particular es necesario
optimizar cada uno de los pasos, tanto de la etapa de muestreo como del pretratamiento de
la muestra (extracciéon sélido-liquido, extraccién liquido-liquido, precipitaciéon de proteinas,
centrifugacion, extraccidn en fase sdlida, etc.). Asi, por ejemplo, en algunos tipos de muestra
como el suero o el plasma es muy importante la seleccion del material utilizado para el

muestreo [28], mientras que en la orina no tiene mucha influencia.

Ademas, también en funcion del tipo de andlisis (andlisis dirigido o no dirigido) se

requiere un tratamiento de la muestra especifico u otro.

En cuanto a la técnica de analisis a usar también tiene que ser la apropiada en
funcién del tipo de informacién requerida, del tipo de muestra o de las caracteristicas de los

propios metabolitos de interés.

Los andlisis metaboldmicos pueden realizarse mediante andlisis por inyeccion directa
de la muestra o mediante el acoplamiento de diferentes detectores a técnicas de separacidon
(cromatografia de liquidos, cromatografia de gases o electroforesis capilar). Actualmente, el

analisis mediante inyeccion directa de las muestras se lleva a cabo principalmente mediante
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instrumentos de resonancia magnética nuclear (RMN) o mediante espectrometria de masas
(MS), permitiendo el andlisis de un amplio nimero de metabolitos en un corto periodo de
tiempo [29]. Es recomendable combinar estos detectores con técnicas de separacién para

obtener una informacién adicional como es el tiempo de retencién.

La electroforesis capilar se ha convertido en una técnica prometedora para la
obtencion de perfil metabdlico de fluidos bioldgicos y su combinacidn con la deteccién de

masas es ampliamente utilizada en la actualidad [30].

Para la identificacién de compuestos volatiles en matrices bioldgicas complejas, la
técnica mas adecuada hoy en dia es el acoplamiento de la cromatografia de gases a la
espectrometria de masas (GC-MS) debido a que combina la alta eficiencia de la separacidon

con una deteccion sensible y reproducible.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es la técnica de separacion
mas comun en las aplicaciones metabolémicas debido a su gran versatilidad para la
resolucion de varias clases de metabolitos y la menor complejidad del tratamiento de la
muestra. Aunque se pueden usar otro tipo de detectores mas sencillos, como el detector
fluorescente o detector de diodos, el detector mas ampliamente utilizado en andlisis

metaboldmico es el detector de masas dada su capacidad identificativa [31].

Con respecto a la modalidad de cromatografia liquida, la cromatografia de fase
inversa (reverse phase, RP) se ha convertido en la primera opcién para el analisis de
metabolitos con polaridad media y baja, los cuales constituyen aproximadamente el 70% del
metaboloma humano, segin la base de datos del metabolismo humano (Human
Metabolome Database, HMDB) [32]. Ademas, la aparicién en la UGltima década de la
cromatografia de liquidos de ultra alto rendimiento (UHPLC) permite una mejor resolucién,

sensibilidad y menor tiempo de andlisis.

Hay que tener en cuenta que los metabolitos de elevada polaridad no se retienen en
las columnas RP y para mejorar la aplicabilidad de este tipo de columnas se han propuesto
diferentes estrategias. Diversos fabricantes han desarrollado nuevas columnas RP con mayor

retencidn de compuestos polares [33,34].

La cromatografia de interacciéon hidrofilica (HILIC) ha ganado gran popularidad en los
ultimos afios para el perfil de metabolitos polares [35,36]. Esta técnica se basa en la

combinacién de columnas polares y fases méviles como las normalmente usadas en las
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separaciones RP, que estan formadas por agua y un disolvente miscible, empleando

gradientes que comienzan con altas concentraciones del componente organico.

Finalmente, la ultima etapa del proceso analitico es el tratamiento estadistico de los
datos, es decir, la aplicacion de herramientas univariantes y multivariantes para extraer la

informacion de interés.
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1. Introduccion

1.1. Estructura quimica de las pteridinas

Las pteridinas no conjugadas son una familia de compuestos en los que la estructura
basica de la forma oxidada estda formada por un anillo condensado pirazino [2,3-d]

pirimidino como se muestra en la Figura 1.1.
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Figura 1.1. Estructura del anillo pirazino-pirimidino.
La mayoria de las pteridinas naturales presentan este anillo sustituido en la posicion
2 por un grupo amino y en la posicion 4 por un grupo hidroxilo. Debido a estos sustituyentes
existen dos formas tautoméricas las cuales se muestran en la Figura 1.2, siendo la mas

probable aquella que posee el atomo de hidrégeno en el nitrégeno N3. Realmente no se

puede hablar de una estructura de amida pura sino de dos hibridos resonantes de los cuales
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Figura 1.2. Equilibrio tautomérico.

uno es un zwitterion [1].

Pueden existir en diferentes estados de oxidacidon y de acuerdo a esta propiedad
pueden dividirse en dos grupos: pteridinas oxidadas, que son aromaticas, y pteridinas
reducidas, que parcialmente pierden esa aromaticidad. Dentro del primer grupo, el
compuesto mas simple es el pterin (PT) o 2-amino-4-hidroxipteridina. El resto de pteridinas
oxidadas naturales suelen estar sustituidas en posiciéon 6 presentando una gran variedad de
estructuras, tales como L-biopterin (BIO), D-neopterin (NEO) o el acido pterin-6-carboxilico
(PT6C) entre otras, como se muestra en la Figura 1.3. Solo dos pteridinas de las mas
frecuentes presentan sustituyentes en posicidon 7, el isoxantopterin (ISO) y el 7-biopterin
(7BIO). Por otro lado, las formas reducidas mds comunes son los 7,8-dihidro y los 5, 6, 7, 8-

tetrahidro derivados.
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En la Figura 1.3 se muestran las estructuras de las pteridinas mas comunes y que han

sido objeto de estudio en esta parte de la Tesis Doctoral.
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Figura 1.3. Estructura quimica de derivados pteridinicos.
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1.2. Caracteristicas fisico-quimicas de las pteridinas

Algunas de las caracteristicas fisico-quimicas de las pteridinas que seran de gran

importancia en los estudios desarrollados son las siguientes:

1.2.1. Solubilidad

Las pteridinas no sustituidas son solubles en agua ya que el par de electrones libres
de los dtomos de nitrégeno de los heterociclos son deficientes en electrones w y forman
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua. Sin embargo, la incorporacion al anillo
basico de sustituyentes como los grupos amino o hidroxi genera una disminucién de la
solubilidad [2]. Este fendmeno se explica teniendo en cuenta las fuertes interacciones
intermoleculares por puente de hidrégeno entre los grupos aminos (o hidroxi) con los
atomos de nitrégeno que evitan la formacion de puentes de hidrégeno con el agua [3].
Como consecuencia si comparamos la solubilidad del anillo de pteridina con el 4-hidroxi-

sustituido, la solubilidad se ve disminuida en unas 30 veces.

1.2.2. Caracteristicas acido-base

En cuanto a su comportamiento acido-base, sabemos que los compuestos con dos
atomos de nitrégeno en un mismo anillo son bases débiles, por tanto las pteridinas se

comportaran como bases débiles.

Las pteridinas presentan un primer equilibrio de disociacién correspondiente al
protén en N1 y un segundo equilibrio asignado a la pérdida del protén del hidroxilo

afectando a N3, segun se indica en los siguientes esquemas, Figura 1.4.
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Figura 1.4. Equilibrios de disociacion.
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En la Tabla 1.1 se resumen los valores de las constantes de acidez para diversos

derivados pteridinicos [4].

Tabla 1.1. Constantes de acidez de derivados pteridinicos calculados espectrofluorimétrica-

mente mediante los métodos de Wilson y Lester.

Compuesto Grupo 1 pK; Grupo 2 pK,
pterin 2.54 8.06
6-hidroximetil-pterin 2.66 7.76
biopterin R-"N'H-R’ 236  R-N’=c*0)R  7.80
neopterin 2.36 7.70
monapterin 2.61 7.86

En el intervalo de pH entre 3 y 6, la forma predominante es la forma neutra. Por
debajo de estos valores se tendria que considerar la formacidon de una forma catidnica por
protonacién en N1, incluso a medida que disminuye el pH se podria considerar la aparicion
de protonaciones en otros grupos aminos presentes, por ejemplo 2-amino, dando lugar a
diversas formas catidnicas, +2, etc. Entre pH 6 y 9, el grupo amida comienza a dar lugar a un
anidn que es la forma predominante a pH superiores. Las pteridinas reducidas, por ejemplo,
el BH4, presentan ademas un tercer equilibrio asignado a la desprotonacion en el N8

presentando valores de pk = 10.

1.2.3. Caracteristicas espectrales

Las pteridinas presentan grupos cromoforos y las formas oxidadas son ademas
potentes fluoréforos estando el rendimiento cuantico de fluorescencia fuertemente

influenciado por la acidez del medio.

La forma neutra, es intensamente fluorescente presentando dos maximos de
excitacion aproximadamente a 275 y 345 nm y un maximo de emisidon sobre 445 nm,
aunque este ultimo se va a ver influenciado por la presencia de sustituyentes en posicion 6y
7. Para pH inferiores a 2, cuando predomina la forma catidnica, se produce una drastica
pérdida de fluorescencia, mientras que a pH superiores a 7 se observa un desplazamiento
hipsocrémico de la A, a 257 nm, y un elevado rendimiento cuantico de fluorescencia. A pH >

11 con frecuencia la fluorescencia disminuye y practicamente llega a desaparecer, sin
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embargo, las 6-hidroxi pteridinas presentan fluorescencia incluso a pH > 12 [4,5]. Por otra
parte, las pteridinas en sus formas reducidas no presentan fluorescencia notable. Asi las
denominadas tetrahidropteridinas son escasamente fluorescentes debido a la pérdida de
aromaticidad del anillo pirazinico por formacion de di- y tetrahidro derivados. La quimica de
las hidropteridinas ha sido descrita en detalle en el libro titulado "Chemistry and properties

of dihydropterins™ [6].

1.2.4. Estabilidad de las disoluciones de pteridinas

Las pteridinas, fundamentalmente las formas reducidas, presentan baja estabilidad
en disolucion que depende de las condiciones del medio tales como la acidez, el oxigeno
ambiental o la luz. Asi, a pH neutro las pteridinas reducidas se oxidan facilmente y es
frecuente encontrar en las disoluciones patrén de éstas, cantidades notables de las formas
oxidadas. Para proteger las disoluciones de estas oxidaciones se han utilizado diversas
sustancias como 4acido ascoérbico, 1,4-ditioeritritol (DTE) o ditiotreitol (DTT) [7], siendo esta
ultima la mas utilizada actualmente. Por ello, se recomienda la preparacién de las
disoluciones patrén de hidropterinas diariamente, en presencia de un 0.1 % de DTT y evitar
la exposicion a la luz solar [8]. En el caso de las pteridinas oxidadas evitar la exposicion a la
luz solar y congelar las disoluciones parece ser suficiente para asegurar la estabilidad y que

puedan ser utilizadas al menos durante tres semanas después de su preparacion.
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1.3. Biosintesis de pteridinas

En la Figura 1.5 se muestra esquemadticamente la ruta biosintética para varias
pteridinas no conjugadas oxidadas y reducidas, aquellas cuyas alteraciones indican

modificaciones metabdlicas de gran importancia.

Las pteridinas se forman a partir de la guanosina trifosfato (GTP). El primer paso es la
liberacidn hidrolitica de formiato del anillo de imidazol del GTP, proceso que es catalizado
por la enzima GTP ciclohidrolasa I. La reaccién de hidrdlisis es seguida por la formacién del
anillo de pirazina para formar el 7,8-dihidroneopterin trifosfato [9]. Todos los atomos de
carbono del anillo pteridinico, menos dos, provienen de la purina, mientras que los otros dos

atomos de carbono son suministrados por la fraccion de ribosa.

El 7,8-dihidroneopterin trifosfato puede por un lado, mediante oxidaciéon en
condiciones 4acidas y en presencia de fosfatasa alcalina producir neopterin. En otras
ocasiones el grupo trifosfato del 7,8-dihidroneopterin se elimina enzimaticamente mediante
la 6-piruvoil-5, 6, 7, 8-tetrahidropterin sintasa, que también reduce la pteridina a 6-piruvoil

tetrahidropterin.

Seguidamente este compuesto se convierte en tetrahidrobiopterin bajo la influencia
de la enzima sepiapterin reductasa y NADPH que, tras la oxidacidon en condiciones acidas
produce BIO [10]. En otra ruta el 6-piruvoil tetrahidropterin se reduce mediante la 6-piruvoil
tetrahidropterin reductasa en presencia de NADPH en 6-lactoil tetrahidrobiopterin que a su

vez se oxida por el oxigeno del aire a sepiapterin.

Se sabe que hay tres errores congénitos que causan alteracion de los niveles
normales de pteridinas en el ser humano: la deficiencia de GTP ciclohidrolasa |, deficiencia
de la 6-piruvoil-5,6,7,8-tetrahidropterin sintasa y deficiencia de la dihidropteridina
reductasa. Si existe déficit de GTP ciclohidrolasa I, no se sintetizan pteridinas y estos
pacientes se caracterizan por la deficiencia de NEO y BIO. En pacientes con deficiencia de la
6-piruvoil tetrahidropterin reductasa se acumula NEO y se observa un déficit de otras
pteridinas como BH4, mientras que si la deficiencia es de la dihidropteridina reductasa se

acumula 6-biopterin.
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Figura 1.5. Rutas metabdlicas de generacion de pteridinas.
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1.4. Actividad e importancia de las pteridinas

En el organismo humano, las pteridinas estdn implicadas en diversas rutas
bioquimicas y son cofactores responsables del equilibrio hormonal en los seres superiores.
Ademas, en las plantas son intermediarias en la sintesis del acido félico (AF), a través de

complejas rutas bioquimicas, aspecto que se tratara posteriormente.

Como se comentd en la Introduccion general, mientras que los sintomas clinicos de
una enfermedad, en muchos casos no son adecuados para su prevencion, en la actualidad el
uso de biomarcadores puede relacionar los cambios funcionales debidos a la enfermedad y
poder prevenirla antes de que los sintomas clinicos aparezcan. Las pteridinas pueden ser
utilizadas potencialmente como biomarcadores en diagnosis clinica ya que juegan un papel
importante en la sintesis de algunas vitaminas y son cofactores importantes en los procesos
del metabolismo celular [11]. Se ha demostrado que sus concentraciones en fluidos
bioldgicos se ven alteradas en varios procesos patoldgicos, lo cual las ha convertido en
prometedores biomarcadores moleculares para la detecciéon, diagndstico y seguimiento de

ciertas enfermedades.

Aunque se han publicado alteraciones de los niveles de pteridinas en diferentes
fluidos bioldgicos tales como suero, orina o liquido céfalo-raquideo, su estudio como
biomarcadores de enfermedades se ha centrado principalmente en muestras de orina. Los
nuevos métodos de analisis se han desarrollado principalmente para el andlisis de pteridinas
en orina dado que en este fluido fueron detectadas por primera vez y a que es su principal
via de excrecion [12]. Ademas, se trata de una muestra muy facil de recolectar, a diferencia

de otro tipo de muestras para los que hay que utilizar procedimientos invasivos.

Ya en 1949 Norris y Majnarich examinaron los efectos del XAN en la proliferacién de
células neoplasicas [13] y en los proximo afios se comenzaron a aislar BIO [14], ISO [15] y
NEO [16] de orina humana. El papel de las pteridinas no conjugadas se comenzé a reconocer
mas en 1959, cuando se establecié que el BH4 es el cofactor de la enzima aromatico-
aminodcido hidroxilasa [17] y puede considerarse como la pteridina no conjugada mas

importante presente en los fluidos bioldgicos.
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El BH4 es un cofactor esencial para varias enzimas encargadas de la hidroxilacién de
la fenilalanina, tirosina y triptéfano; y como consecuencia influye en la biosintesis de varios
neurotransmisores [18], como se puede observar en la Figura 1.6. La fenilalanina hidroxilasa
hidroxila a la molécula de fenilalanina convirtiéndola en tirosina, siendo el donador de
electrones el BH4 que, a su vez, se oxida convirtiéndose en BH2. El BH2 se reduce de nuevo a
BH4 por accion de la dihidropterina reductasa, reciclando el BH4. Posteriormente, la

tirosina-3-hidroxilasa hidroxila a la L-tirosina para formar L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina).

Por otra parte, la enzima triptéfano-5-hidroxilasa cataliza la hidroxilacion del L-

triptofano a 5-hidroxitriptéfano para tras una descarboxilacién formar serotonina.

Ademds, el BH4 también influye en otras enzimas implicadas en procesos
importantes como la sintesis de éxido nitrico requerido para procesos de regulacidn

sanguinea o defensa contra agentes patogenos [19].
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Figura 1.6. Ruta de la sintesis de neurotransmisores.

Quizas las alteraciones metabdlicas mas directamente relacionadas con las pteridinas
son las denominadas hiperfenilalaninemias y por ello se van a tratar en mas profundidad. Su
nombre se debe a que presentan como sintoma principal la acumulacién de la fenilalanina
en el organismo, debido a que ésta no se transforma adecuadamente en tirosina. Se pueden

definir dos tipos de fenilalaninemias [20]:
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e La denominada fenilcetonuria cuando el defecto enzimatico se encuentra en la

fenilalanina hidroxilasa.

e la fenilalaninemia no fenilcetonurica cuando el defecto enzimatico se encuentra en

alguna de las enzimas de los sistemas de sintesis y/o reciclaje del BH4.

En este ultimo caso no solo se afecta el sistema de hidroxilacién de la fenilalanina,
sino que también se afecta la sintesis de neurotransmisores dopaminérgicos vy
serotoninérgicos, dando lugar a un grupo de enfermedades conocidas como
hiperfenilalaninemia por defecto del cofactor BH4. Mientras que el primer caso puede ser
modulado mediante una dieta pobre en fenilalanina, el segundo caso no responde a esta

reduccion.

En ambos tipos de fenilalaninemias, los efectos son los mismos, acumulacién de la
fenilalanina causando graves trastornos neuroldgicos, frecuentemente congénitos, y que

tienen como consecuencia el deterioro cognitivo y el retraso mental en nifos.

Realizar un diagndstico diferencial de los diversos tipos de fenilalaninemias es
fundamental para prescribir la terapia oportuna lo mas rapidamente posible en neonatos y
minimizar los dafios cerebrales. Este diagndstico se lleva a cabo mediante el control de

ciertas pteridinas involucradas en el metabolismo del BH4.

La clasica fenilcetonuria produce incrementos en los niveles urinarios de NEO y BIO,
mientras que la generada por deficiencia de BH4 depende del tipo de enzima que se vea
afectada. Asi, si el defecto se produce en la 6-piruvoil-5,6,7,8-tetrahidropterin sintasa se
observan altos niveles de NEO en orina y no detectables de BIO, mientras que si la afectada
es la GTP ciclohidroxilasa, en orina los niveles de NEO y BIO son muy bajos y la relacién
NEO/BIO es normal. También se ha detectado la presencia de 7BIO en pacientes con déficit

de la enzima carbinolamina deshidratasa [20].

Establecer la relacion NEO/BIO y el contenido de BH4, en individuos sanos y en
diversas patologias, tanto en orina como en suero, es de primordial importancia para su
aplicacién como biomarcador. Por tanto, es fundamental disponer de métodos de andlisis

rapidos y robustos en los laboratorios de analisis clinico.

Estas alteraciones se manifiestan en los primeros meses de vida, ya que tras
comenzar la alimentacién por boca después de nacer, en los nifilos con fenilcetonuria, la
fenilalanina se acumula en la sangre y en los tejidos, encontrandose en cantidades

anormalmente elevadas y provocando las deficiencias anteriormente comentadas. Durante
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el embarazo no se manifiesta este dafio en el nifio porque la madre no estd enferma y tiene
la capacidad de regular los niveles de fenilalanina transmitiendo a su hijo, a través de la
placenta, las cantidades necesarias para que crezca y se desarrolle dentro del Utero de

manera adecuada, sin dafio neuroldgico.

Por ello, desde 1973 a todo recién nacido, a partir de 3-5 dias de nacimiento, se le
efectlia una extraccién de sangre del talon para la valoracion de fenilalanina, con objeto de

detectar la denominada fenilalaninemia o fenilcetonuria [21].

Ademas de la patologia anteriormente mencionada, en la ultima década, los niveles
de pteridinas en fluidos bioldgicos como orina y suero humano, se proponen como
importantes criterios clinicos en otro tipo de enfermedades, ya que su excrecidn se ve
alterada respecto a los valores normales como consecuencia de diversos procesos

patoldgicos tales como infecciones virales [22] o procesos cancerosos.

Con respecto a los procesos tumorales, recientemente se ha publicado una revisién
donde se concluyd que las pteridinas pueden ser biomarcadores de cancer muy utiles, tanto
para su deteccion como para controlar el curso de la enfermedad [23]. Asi, por ejemplo, se
han encontrado niveles mas elevados de 6HMPT que los del grupo de control en pacientes
con tumores cerebrales [24]. Se ha publicado también que los niveles de NEO, PT, XAN vy
PT6C fueron significativamente mas elevados en la orina de pacientes con cancer, mientras
que la concentracion de ISO es menor y los niveles de BIO no variaron [25]. Se han
comparado los niveles de XAN e ISO entre pacientes con cancer de mama y de pulmdén no
encontrandose diferencias significativas entre ellos. En el mismo articulo se muestra que los
niveles de BIO, 6HMPT, PT, XAN e ISO fueron mas altos en pacientes con cancer [11]. Otras
publicaciones informan de niveles de NEO superiores a los normales en pacientes con cancer
de mama [26,27], cancer de tiroides [28] o tumores ovaricos malignos [29]. Como se expone
en una publicacion reciente [30] aunque han transcurrido casi cuarenta afios desde el
descubrimiento de que las concentraciones de NEO aumentan en pacientes con cancer, no
ha sido hasta muy recientemente cuando se ha empezado a establecer su potencial uso
como biomarcador. Estd descrito que en pacientes con cancer, el aumento de las
concentraciones de NEO en orina o en suero predice un mal prondstico y su medicién podria

utilizarse para controlar a los pacientes y prevenir complicaciones [31].

En otro tipo de patologias también se han encontrado niveles alterados, por ejemplo
aumento de NEO y de la relacién NEO/CREA en pacientes con psoriasis [32] y, de BIO y NEO

en nifios autistas [33]. También se ha correlacionado la concentracion de NEO con la

41



Parte |

enfermedad de Alzheimer [34] y con la mononucleosis [35], encontrandose en el primero de
los casos que el deterioro cognitivo de la enfermedad se acompafia de un aumento de la
concentracién de este compuesto en plasma. En el segundo se observa el aumento de la
excrecion de NEO durante la enfermedad y una disminucién drastica cuando desaparece la
infeccion. Muy recientemente [36] se han analizado pteridinas reducidas en liquido
cefalorraquideo de personas en diferentes estados de la enfermedad de Parkinson,
encontrandose niveles menores de BH4 en pacientes con sintomas o sintomas esporadicos
de la enfermedad frente a los que presentan mutacidn en el gen pero que aun no presentan
sintomas. Ademas los niveles de NEO total, calculados como la suma de NEO en forma
oxidada mas todas las formas reducidas, fueron significativamente mayores para los
individuos con sintomas constantes de la enfermedad frente a los otros dos estados, lo que
indica un aumento de la respuesta inflamatoria en el cerebro de las personas con la

enfermedad completamente desarrollada.

1.5. Analisis de pteridinas en fluidos biolégicos

En general, la determinacidn cuantitativa de pteridinas en fluidos bioldgicos es
complicada debido a la baja concentraciéon en la que se encuentran presentes, la baja
solubilidad de estos compuestos, su fotolabilidad, su facil oxidacion con el oxigeno del aire y
la diversidad de polaridades que presentan. Ademas, el bajo rendimiento cuantico de
fluorescencia de las formas reducidas, a diferencia de las oxidadas, dificulta su
determinacién mediante deteccidn fluorescente, siendo necesario realizar un paso previo de

oxidacién para generar las formas fluorescentes.

Con respecto a las técnicas analiticas, la primera técnica de separacion que se utilizé
para el analisis de pteridinas fue la cromatografia en capa fina [37]. Posteriormente, aunque
se han publicado métodos que emplean electroforesis capilar [11,25,38] o cromatografia de
gases [39-41] para el analisis de estos compuestos, la cromatografia de liquidos de alta

resolucién (HPLC) ha sido la técnica mds ampliamente utilizada.

En la Parte | de esta Tesis, se proponen nuevos métodos de andlisis de compuestos
pteridinicos en fluidos biolégicos mediante HPLC, por lo tanto se va a describir mas en

profundidad los métodos publicados hasta este momento que utilizan esta técnica.

En relacion a la deteccidn, la baja concentracion en la que se encuentran presentes

estos compuestos en los fluidos bioldgicos, imposibilita su deteccion mediante
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espectrofotometria UV-Visible, ya que no se alcanzan los limites de cuantificacién
necesarios. Se ha utilizado deteccion electroquimica (ED) [42], pero fundamentalmente, se
han empleado detectores fluorescentes (FLD) y detectores de masas (MS) de distintas

modalidades.

Quizds la deteccidn mas utilizada en la determinacién de pteridinas en fluidos
bioldgicos haya sido la deteccion fluorescente debido a su alta sensibilidad. Sin embargo,
como se ha comentado anteriormente se necesita un paso previo de oxidacidon para

convertir a las hidropteridinas no fluorescentes en sus formas oxidadas fluorescentes.

El uso de la deteccion por MS en fluidos bioldgicos se ha incrementado
considerablemente en los ultimos afios debido a su universalidad, su habilidad para elucidar
estructuras y su alta sensibilidad en muchos casos. Esta técnica posee la ventaja de que se
pueden determinar las pteridinas en el estado de oxidacion en el que son excretadas sin
necesidad de pretratamiento previo, sin embargo, el coste de los equipos es
considerablemente mds elevado y puede no ser accesible por todos los laboratorios de
analisis clinicos. Cuando se emplea deteccion por MS en el analisis de pteridinas la fuente de
ionizacién mas ampliamente utilizada es la ionizacion por electroespray (ESI) debido a que
tanto la polaridad como el peso molecular de estos compuestos son los adecuados para

emplear esta interfase.

Los fluidos bioldgicos en los que se han determinado pteridinas han sido sobre todo
orina, suero y plasma debido a su facil muestreo, aunque también ha sido utilizado el liquido
cefalorraquideo [43,44] y hay alguna publicacién en la que se usan cultivos celulares [45] o
tejidos cardiacos [46]. Recientemente se han publicado tres revisiones donde se describen
en profundidad todas las caracteristicas del analisis de pteridinas en orina [12], suero [47] y
liquido cefalorraquideo [48]. En la siguientes Tablas se muestra un resumen de los métodos
cromatograficos recientes mas significativos propuestos para el analisis en orina (Tabla 1.2)
y para el analisis en suero y plasma (Tabla 1.3). La informacién proporcionada se encuentra
recogida de forma mads extensa, ademds de en las respectivas publicaciones, en las
revisiones publicadas por Koslinski y col. [23], Tomsikova y col. [7] y recientemente por
Burton y col. [12] y Espinosa-Mansilla y col. [47].
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Tabla 1.2. Métodos cromatograficos para la determinacién de pteridinas en orina.

Tratamiento

5500V, curtain gas: 14 psi, presion gas colisidon: 6 psi,
GS1: 35 psi, GS2: 35 psi, temperatura fuente: 425 °C

Analitos Caracteristicas método cromatografico Ref.
muestra
Fase estacionaria: Zorbax Eclipse XDB-C;5 (250 x 4.6
Tampén mm, 5um)
NEO, PT, citrato Fase movil: 98% (tampdn citrato 10 mM, pH 5.5) y 2%
BIO, BH2, 10 mM (ACN). Modo isocratico [35]
BH4 (pH 5.5) Fotorreactor en modo ON/OFF
Deteccidn: FLD (Aey/Aem=272/445 nm) y DAD (256 nm)
Fase estacionaria: Zorbax Eclipse XDB-Cy5 (250 x4.6
PT6C, NEO, ] 5
MON, Oxi<?|acion_ mm, 5um)
XAN, 1s0, | alcalinalo/I" | Fase mévil: tampon Tris/HCl 15 mM a pH 6.10 en agua (a9]
PT, BIO, Oxidacion (eluyente A) y tampdn Tns/l—_|CI 15 mM a pH 6.40 en
7BIO, con KMno, | 38u2 (eluyente B). Modo gradiente
6HMPT Deteccion: FLD (Ao/Aern=280/444 nm) y DAD (230 nm)
Fase estacionaria: Zorbax Eclipse XDB-C;5(250 x4.6 mm,
5um)
NEO. XAN Fase mdvil: 10 mM 4&cido citrico (pH=5.44)/ACN
ISOI, pT. ’ Ninguno (94.5/5.5, v/v). Modo isocratico [50,
BIO Deteccion: FLD (A =272 nm / A = desde 380 hasta 51]
500 nm cada 1 nm)
Algoritmo quimiométrico: MCR-ALS
Fase estacionaria: LUNA amino (150 x2.0 mm, 3um)
NEO L Fase movil: 85% (CH3CN/0.1% 4&cido férmico) y 15%
MON IISO (l)x'lslaaon (0.1% acido férmico/10 mM formiato amonico).
PT, éIO, ' acll/lj(;:)n Modo isocratico [52]
7BIO Deteccidn: MS/MS, ionizacion negativa, voltaje capilar:
-4500 V, presién gas: 45 psi, temperatura: 400 °C
Fase estacionaria: fenil-hexil (150 x 3.0 mm, 3um)
PT6C, NEO, Fase movil: 0.1% 4acido férmico en agua (eluyente A) y
XAN, 1SO, Oxidacion 0.2% aC|do'form|co en ACN (eluyente B).
PT, BIO, alcalina I,/I’ Modo gradiente [53]
6HMPT, Deteccidon: MS/MS ionizacidén positiva, voltaje capilar:
6,7-DMPT
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Tabla 1.2 (continuacién).

Tratamiento

Analitos Caracteristicas método cromatografico Ref.
muestra
PT6C, NEO, Oxidacion Fase estacionaria: LiChrospher Cg (250 x 4.0 mm, 5um)
XAN, 15O, | Jicalina /I | Fase movil: 5% (metanol) y 95% (10 mM tampon
PT, BIO, S fosfato pH 7). Modo isocrético (54,
6HMPT, | OXidacion | b ign: FLD (A./A.,=280/444 nm) y DAD (215 y 254 | °°]
6,7-DMPT | N KMnQO, nm)
Fase estacionaria: BEH amida (100 x 2.1 mm, 1.7um)
NEO, BIO, SPE (DSC- | Fase movil: 15% (50 mM acetato amdnico, pH 6.8) y
NH2, BH2 MCAX) 85% (ACN). Modo isocratico (56]
Deteccidn: FLD (Aey/Aem=353/438 nm) y DAD (253 nm)
L Fase estacionaria: Nucleosil C;5(150 x 3.2 mm, 5um)
NEO, PT, Cl)x-ldauon Fase maovil: 97% (10 Mm KH,PQ,) y 3% (metanol).
4cida con - . [29]
BIO Modo isocrético
MNO,
Deteccidn: FLD (Aey/Aem=250/450 nm) y DAD (A=250 nm)
PTi;Z(,)I:EO, Fase estacionaria: LUNA fenil (150 x 3.0 mm, 3um)
XAN IS'O Fase movil: 0.025% acido férmico en 99% agua/1%
PT ,SEP ’ nitrilo (eluyente A) y metanol (eluyente B).
BIO,,GIVIP,T, ninguno Modo gradiente [57]
6HMPT, Deteccidn: ESI-MS/MS ionizacidon positiva, voltaje
6.7-DMPT capilar: 5500V, curtain gas: 45 psi N,, GS1: 25 psi N,,
)2H2 BHZ’ GS2: 35 psi N,, temperatura fuente: 600 °C
PT6C, NEO,
XAN, ISO,
PT, SEP, Fase estacionaria: ZIC-HILIC (100 x 2.1 mm, 3.5 um)
BIO, 7MPT, Fase movil: 14 mM formiato amdnico, pH 6.8 (eluyente
6,7-DMPT, . A) y ACN (eluyente B). Modo gradiente
ninguno ) N . | [58]
DMH4PT, Deteccién: ESI-MS/MS ionizacién positiva, voltaje
NH2, BH2, capilar: 5500V, curtain gas: 30 psi N,, GS1: 40 psi N,
BH4, GS2: 60 psi N,, temperatura fuente: 600 °C
ds-BIO
Bcs-NEO

SEP: sepiapterin; 6,7-DMPT: 6,7-dimetilpterin; XH2: 7,8-dihidroxantopterin; DMH4PT: 6,7-

dimetiltetrahidropterin
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Cabe mencionar que en las Tablas solamente se muestran los compuestos
pteridinicos analizados, aunque en algunos de los casos, otros compuestos, como por
ejemplo lumazinas o la creatinina (CREA), también estdn incluidos en el método
cromatografico. Ademads, solamente se han mostrado métodos en los que se han analizado
varias pteridinas, sin embargo, existen numerosos métodos en los que se determina una
Unica pteridina que suele ser NEO o BIO y los niveles encontrados se relacionan con diversas

patologias como ya se ha indicado anteriormente.

Con respecto al tratamiento de la muestra, no se han incluido los procesos de
centrifugacion, dilucién o filtrado, ya que estos estan presentes en casi todos ellos.
Finalmente, en los que se han ensayado varias columnas o fases mdviles, solamente se

muestran las que proporcionan mejores resultados.

Con frecuencia se han utilizado derivados pteridinicos tales como 6MPT [59] vy

6,7-DMPT que no se encuentran en las muestras de orina, como patrdén interno.

En cuanto a la preparacién de las muestras de orina hay una serie de aspectos
comunes que se aplican en todos los métodos propuestos. Estos incluyen en primer lugar las
condiciones de almacenamiento de la muestra desde su recogida hasta su analisis. Debido a
las caracteristicas de las pteridinas las muestras de orina deben ser mantenidas en la
oscuridad y a temperatura baja hasta su andlisis. Los valores de la temperatura de
almacenamiento indicados en la bibliografia varian desde -70 °C hasta 20 °C [7]. Ademas, es
necesario un proceso de centrifugacion y filtracidon para eliminar los sedimentos de la orina.
Por ultimo, las muestras de orina en general son diluidas antes de su inyeccion en el sistema
cromatografico, entre otras cosas para reducir el efecto matriz, variando el factor de

dilucion para cada método cromatografico propuesto segun la sensibilidad del mismo.

Con respecto a la oxidacion de las dihidro- y tetrahidropteridinas para generar sus
formas fluorescentes y poder ser analizados con deteccién fluorimétrica, se pueden
distinguir distintos tipos de agentes oxidantes. Ademads, también se puede distinguir entre

oxidacién pre-columna y post-columna.

El método de oxidacidén quimica clasicamente empleado es el propuesto por Trehan y
col. [60], que utiliza I,/I" como agente oxidante y que se basa en un método propuesto
anteriormente por Fukushima y Nixon [61]. Si la oxidacion se lleva a cabo en medio acido,
BH4 y BH2 se transforman en su forma oxidada BIO y todas las formas presentes de este

compuesto son cuantificadas como BIO total. En cambio, bajo condiciones basicas, el BH2 se
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transforma en BIO, mientras que el BH4 se oxida a PT. Asi, si se realiza la oxidacién en ambas

condiciones, se puede conocer el contenido original de BH4 en la muestra [62].

Durdn Meras y col. [63] revisaron el método de Trehan y col. (oxidacién con |,/I" en
medio alcalino) y concluyeron que las muestras no se oxidaban completamente vy
propusieron un método de oxidacion alternativo en el que se utiliza KMnO, 10° M, a pH 5,
durante 35 minutos. También se ha propuesto una oxidacion acida con didxido de
manganeso mediante el cual todas las hidropterinas se transforman en sus formas

totalmente oxidadas [52].

Estos métodos se han utilizado como métodos previos antes de realizar la separacion
cromatografica, pero también se ha descrito algin método on-line de oxidacién quimica

postcolumna [64,65] usando nitrito de sodio.

Una alternativa a la oxidacidn quimica, es la fotoirradiacion ultravioleta, que ha sido
utilizada para la conversién de BH4 y BH2 a BIO [34, 64, 65]. Espinosa-Mansilla y col. [66]
propusieron un nuevo método de oxidacidn mediante fotoirradiacion UV en modo off-line y
posteriormente Cafada-Cafiada y col. [35] desarrollaron un nuevo método usando un
fotorreactor postcolumna en linea para generar fluorescencia inducida. Los autores
propusieron el uso de un fotorreactor online situado entre el DAD y el detector FLD. NEO,
BIO, PT y BH2 se determinaron por medida de la fluorescencia nativa, usando el fotorreactor
en modo OFF, y el BH4 se determiné midiendo la fluorescencia del fotoproducto generado

cuando se usa el fotorreactor en modo ON.

Tomsikovd y col. [68] en una revisidn publicada en 2013 muestran en detalle todas las

condiciones usadas en los diferentes tipos de oxidacion.

Por ultimo, en algunos casos también se ha utilizado un proceso de extraccion en fase
sélida (SPE) como procedimiento de limpieza de la muestra de orina. Tomsikova y col. [56]
estudiaron tres tipos de rellenos: Oasis HLB (polimero con fase hidrofilica y lipofilica
balanceada), HyperSep Hypercarb (carbdn grafito poroso) y DSC-MCAX (relleno de tipo
mixto, por combinacién de fase inversa Cg e intercambio catidnico), con el que se

encontraron los mejores resultados.

Las separaciones cromatograficas de las pteridinas se han realizado,
fundamentalmente en fase inversa con columnas C18 o C8 en la mayoria de los casos. Las
fases moviles para estas separaciones generalmente consistieron en mezcla de fases

acuosas con un pequefio porcentaje de alglin componente organico como acetonitrilo (ACN)
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o metanol. Cuando se utiliza deteccion de masas en modo positivo, se afade una pequeiia
cantidad de acido férmico a las fases mdviles para facilitar la ionizacion de los compuestos.
Un factor clave en la separacidn de las pteridinas es el pH de la fase moévil, ya que la acidez

del medio afecta drasticamente a los factores de capacidad de los compuestos pteridinicos.

Por otro lado, las columnas de interaccidn hidrofilica (HILIC) se han convertido en una
alternativa a la fase inversa ya que proporcionan una alta selectividad y alta retencién para
compuestos polares. Novakova y col. [69] estudiaron la separacion de un grupo de
pteridinas en varias columnas HILIC encontrandose que la columna BEH amida proporciond
suficiente retencién y selectividad para los cuatro analitos ensayados (BIO, BH2, NEO, NH2).
Esta columna fue usada posteriormente por Tomsikova y col. [56] para cuantificar estos
cuatro analitos en muestras de orina. Mas recientemente Xiong y col. [70] han analizado
también diferentes tipos de columnas HILIC incluyendo fases de tipo neutro (diol y amida),
cationico (triazol), anidnico (silica gel) y zwiteridnico (ZIC HILIC) y los resultados indican que
el mecanismo de retencién de las pteridinas en estas fases estacionarias se debe a una
combinacidn entre interaccidnes por particion e interacciones electrostaticas o por enlaces
de hidrégeno. La fase zwiteridnica fue la que proporciond mayor retenciéon y mas alta
selectividad en la separacion de estos compuestos. El mismo autor ha publicado en el dltimo
afo el empleo de esta columna para determinar doce pteridinas en orina usando deteccidon
de masas [58]. Este tipo de columnas puede abrir un nuevo campo en el desarrollo de

métodos cromatograficos para la determinacién de pteridinas.

En cuanto a la deteccion, como se dijo anteriormente, los dos detectores mas
utilizados en el analisis de pteridinas en fluidos biolégicos han sido el FLD y el MS. Son
muchos los métodos que han utilizado la fluorescencia como deteccién empleando
diferentes tipos de oxidaciones de la muestras. En algunos casos se ha combinado con
analisis quimiométrico utilizando datos espectrales de segundo orden y el algoritmo

quimiométrico MCR-ALS para cuantificar separadamente los analitos que coeluyen [50,51].

La deteccion por masas se ha empezado a utilizar en la Ultima década en el andlisis de
pteridinas. Sin embargo, aunque ya se habia publicado algun articulo en el que se empleaba
HPLC-MS, por ejemplo para el andlisis individual de 6HMPT en tomate [71] y para la
evaluacion de las columnas HILIC, no es hasta la publicacidn del primer articulo incluido en
esta Memoria cuando se ha utilizado por primera vez para el andlisis de todas las pteridinas
consideradas como biomarcadoras en muestras de orina. Posteriormente, como se observa

en la tabla, han sido varios los articulos publicados en los que se usan espectrometria de
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masas como deteccién, permitiendo la determinacién de un gran nuimero de pteridinas
tanto oxidadas como reducidas. Todos los métodos que usan deteccién de masas, excepto el

desarrollado por Allegri y col. [52] utilizan ionizacidon positiva en el ESI.

Entre estos dos sistemas de deteccion fluorimétrica y de masas, no es facil establecer
una eleccién prioritaria, ya que dependerd del objetivo de la determinacion, de la

sensibilidad necesaria e incluso de las capacidades del laboratorio de analisis.

Una ultima cuestion a tener en cuenta es que los contenidos de estos metabolitos en
orina se deben calcular respecto a un compuesto de referencia que normalice la excrecion.
Este compuesto es la creatinina (CREA), compuesto naturalmente presente en la orina. De
esta forma se evita la necesidad de recolectar las muestras de orina durante 24 horas. La
CREA se ha establecido como el mejor patrén de referencia para normalizar la excrecion de
la mayoria de los metabolitos en orina. Algunos métodos descritos en la bibliografia para la
determinacién de pteridinas incluyen la separacidn de la CREA junto con las pteridinas y su
determinacion mediante deteccion UV a 230 nm [29,35,49,51,54,56,72] o también mediante
la deteccibn de masas [53]. En otros casos se procede a su determinacién
independientemente mediante alguno de los métodos clasicos descritos tal como el método
de Jaffe [73].

Todas estas diferencias en los pretratamientos de las muestras (oxidacion, dilucién...)
y las diferencias en las técnicas analiticas hacen que los niveles de los derivados pteridinicos
en muestras de orina no patoldgicas publicados varien considerablemente lo que dificulta el

establecimiento de unos valores de referencia para estos compuestos en individuos sanos.

Con respecto a las muestras de suero, es necesario destacar que mientras que son
numerosas las referencias para el control de pteridinas en orina, los datos sobre el analisis
de estos analitos en suero son mas escasos. Este hecho se debe principalmente a la baja
concentracion presente en suero y a la mayor complejidad de la matriz, existiendo por tanto

gran cantidad de compuestos potencialmente interferentes.

En la Tabla 1.3 se resumen los métodos cromatograficos para el analisis en suero y
plasma. En primer lugar, hay que tener en cuenta que, en las muestra de suero antes de su
inyeccion en el sistema cromatografico, es necesario eliminar las proteinas. En algunos de
los casos se ha realizado la separacion mediante centrifugacién o ultrafiltraciéon pero en la
mayoria de los métodos propuestos se ha realizado la precipitacion acida de las proteinas.

La oxidacion acida o alcalina con I/l también se ha utilizado en algunos de los métodos para
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transformar las hidropterinas a sus formas fluorescentes y en algunos de los casos un ultimo

paso de limpieza de la muestra mediante columnas de intercambio catidnico [74] o SPE [75]

fue necesario.

Tabla 1.3. Métodos cromatograficos propuestos para la determinacion de pteridinas en

suero y plasma.

Tratamiento

acida (HCIO,)

Modo isocratico
Deteccién: FLD (Aex/Aem=353/438 nm)

Analitos Caracteristicas método cromatografico Ref.
muestra
Oxidacion Fase estacionaria: Excalibur octadecilsilano (ODS)
NEO acida /I’ (250 x 4.5 mm, 5um)
BIO Columna de Fase movil: 85% (agua) y 15% (metanol). Modo | [74]
intercambio | isocratico
catidnico Deteccién: FLD
Incubacidn en | Fase estacionaria: Excel octadecilsilano (250 x 4.5
nitrato mm, 5um)
NEO férrico/EDTA | Fase movil: 98% (50 mM fosfato potdsico, pH 6.0) y | [75]
SPE (SCX 98% metanol. Modo isocratico
Bond-Elut) Deteccién: FLD (Aex/Aem=360/440 nm)
Fase estacionaria: Ultrasphere ODS (250 x 4.6 mm,
Separacién 5pum)
NEO proteinas por | Fase movil: 98% (0.015 M tampoén fosfato, pH 6.4) y | [76]
ultrafiltraciéon | 98% metanol. Modo isocratico
Deteccién: FLD (Aex/Aem=340-370/430-470 hm)
Cromatografia bidimensional
Fase estacionaria: LiChrospher C18 (35 x 4 mm,
. 5um) y LiChroCART C18 (125 x 4 mm, 5um)
Precipitacion L. P
Fase mavil: 9 mM acetato sddico, pH 5.1 (eluyente
NEO por . [77]
. ., A), etanodiol:2-propanol, 75:25 (eluyente B) vy
centrifugacion .
acetonitrilo:1-propanol, 65:35 (eluyente C). Modo
gradiente
Deteccién: FLD (Aex/Aem=353/438 nm)
Fase estacionaria: Nucleosil C18 (150 x 4.6 mm,
| 3um)
NEO Precipitacion Fase mdvil: 15 mM tampdn fosfato potasico, pH 6.4. | [78]
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Tabla 1.3 (continuacién).

Tratamiento

DAD (A=256, 272 y 330 nm)

Analitos Caracteristicas método cromatografico Ref.
muestra
Fase estacionaria: spherisorb C18 (250 x 4.6 mm,
NEO I?r§C|p|taC|on . . [79]
acida (TCA) Fase movil: 99% (agua) y 1% (ACN)
Deteccién: FLD (Aex/Aem=353/438 nm)
Precipitacion | Fase estacionaria: Hypersil C18 (200 x 2.1 mm, 5um)
BIO acida (TCA) Fase movil: 15 mM tampdn fosfato potasico, pH
BH4 Oxidacion 6.45 (eluyente A) y metanol (eluyente B) Modo | [8]
alcalinay gradiente
acida 12/1 Deteccién: FLD (Aex/Aem=360/435 y 440 nm)
Fase estacionaria: Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 x 4.6
Oxidacién mm, 5um)
BIO fotoquimica Fase mavil: 99% (10 mM &cido citrico, pH 5.5) y 1%
BH4 offline en (ACN) Modo isocrético. [66]
medio 4cido | Deteccidn: FLD (Aex/Aem=272/435 y 444 nm) y

En la literatura, y como se puede observar de los datos recogidos en la Tabla 1.3, la

determinacién de una sola o dos pteridinas en plasma o suero es frecuente, pero hay muy

pocos datos sobre el andlisis de todas las pteridinas marcadoras.

Con respecto a los métodos cromatograficos la gran mayoria se basan en una

separacién mediante fase inversa y deteccidn fluorescente. No se ha encontrado ningun

método en el que utilice la deteccidon por masas para la determinacion de pteridinas en

suero.

Entre las perspectivas de futuro se pueden encontrar la utilizacién de columnas HILIC

o solventar las limitaciones en la selectividad y la necesidad de tratamientos previos con el

empleo de herramientas quimiométricas usando datos de segundo orden y superior.
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1.6. Pteridinas como precursores de folatos en tejidos vegetales. concepto de

biofortificacion

Desde 1998, la Food and Drug Administration (FDA) comenzd, con caracter
preventivo, un protocolo de adicién de AF a ciertos alimentos con objeto de establecer los
niveles en suero y plasma de la poblacién y posteriormente estudiar la influencia del mismo
sobre la incidencia de ciertas enfermedades [80]. Estas campafias se han puesto en marcha
como consecuencia de la constatacién de los efectos beneficiosos del consumo de estos
derivados, que generan una menor incidencia de defectos del tubo neuronal neonatal [81].
La importancia de los folatos en el organismo se tratara con mas detalle en la introduccidn

de la Parte Il de esta Memoria.

Recientemente, en lugar de la adicion de acido fdlico a los alimentos, las
investigaciones biotecnoldgicas mas actuales se dirigen a la modificacion genética de los
alimentos vegetales, con objeto de que contengan mayor cantidad de AF. A este proceso se
le denomina biofortificacion. El desarrollo de alimentos biofortificados con objeto de
producir cantidades suficientes para asegurar la adecuada ingesta de folatos, es uno de los
objetivos fundamentales en el desarrollo alimentario. En concreto, hay mucho interés en la
ingenieria de las plantas para aumentar su contenido en acido félico debido a que son la

mayor fuente de folatos para los humanos [82].

En las células vegetales, las pteridinas se sintetizan en el citosol a partir de la
guanosina trifosfato (GTP), después se unen al 4cido p-aminobenzoico (PABA) en la
mitocondria para formar un dihidropteroato, el cual es posteriormente glutamilado y
reducido. El PABA parece tener un origen plastidial, debido a que la primera enzima de su
sintesis (aminodeoxicorismato sintasa) se localiza en los cloroplastos [83]. Una detallada
descripcion de cada uno de los pasos es descrita en una revision publicada recientemente

por Gorelova y col. [84].

Un esquema muy sencillo de la sintesis de folatos se muestra en la Figura 1.7.
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Figura 1.7. Esquema de la biosintesis de folatos en plantas.
GTP: guanosina trifosfato; NH2: dihidoneopterin, HMDHP: 6-hidroximetildihidropterin;
HMDHP-P,: 6-hidroximetildihidropterin pirofosfato; DHP:dihidropteroato; DHF:
dihidrofolato; THF: tetrahidrofolato; THF-Glu(,): tetrahidrofolato poliglutamato; PABA: acido

para-aminobenzdico.

Se han descrito varias estrategias para aumentar la sintesis de folatos y su
acumulacion en las plantas, a través de procesos de biofortificacion. Una de estas opciones

es la sobreexpresion de enzimas que intervienen en procesos limitantes de la biosintesis de

folatos [85-87].

Recientemente se ha investigado la alteracion enzimatica de la produccion de
pteridinas precursoras, con objeto de generar asi un aumento en la produccion del acido
folico. Diversas publicaciones estudian la relacién entre los contenidos de pteridinas

precursoras presentes inicialmente, con los contenidos de AF formados en alimentos que
han sido genéticamente modificados.

Hossain y col. [88] proponen que un aumento de la GTP ciclohidrolasa I, la primera
enzima de la sintesis de pteridinas, genera una acumulacién de pteridinas y como

consecuencia un aumento de la produccion de folatos en ciertos cultivos. Concretamente la

introduccién de GTP ciclohidrolasa | (obtenida de Escherichia coli) en Arabidopsis thaliana
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(una planta herbacea) generd un aumento de 1250 veces para pteridinas y de 2 a 4 veces
para folatos respectivamente. En el mismo afio, Diaz de Garza y col. [71], usan tomates
como fruto de ensayo e indican que la capacidad de sintesis de pteridinas disminuye en el
fruto maduro, y este descenso puede ser modificado por la sobreexpresion especifica de la
GTP ciclohidrolasa I. Sin embargo, aunque los niveles de AF se incrementaron
significativamente, los niveles de PABA y pteridinas son todavia altos, lo que implica que hay
otras sustancias que inhiben la sintesis de folatos en vegetales transgénicos. Los autores
informan de un aumento de 3-140 veces la concentracidn de pteridinas y de solo 2 veces la
de folatos. En ambos casos, el cantidad de PABA libre en la planta se agotd y se observd un
aumento del contenido de folatos entre 2.5 y 10 veces mayor al suplementar la planta con

PABA exdgeno.

Por ello, un paso mas adelante ha sido intentar aumentar la produccion de pteridinas
en tomates a la vez que la de PABA. Combinan asi la accion de una modificada
aminodeoxicorismato sintasa para aumentar la producciéon de PABA y la modificacidon antes
comentada de la GTP ciclohidrolasa I, para aumentar la produccién de pteridinas [89]. La
fruta transgénica obtenida mediante estas modificaciones si acumulaba cantidades notables
de folatos del orden de 840 pg/100 g, aproximadamente 25 veces mas que en el fruto no
modificado genéticamente. En concreto los tomates acumulaban mas de siete veces los
contenidos en folatos considerados como normales en vegetales de hoja verde. También se
llevaron a cabo estudios de biofortificacion de folatos en arroz presentando resultados

similares [90].

En dos revisiones publicadas en 2007 se resumen los aspectos mas relevantes sobre
los procesos de biofortificacion que se realizaron hasta esa fecha en arroz, tomate y
Arabidosis [91,92] y se propone que estos métodos de biofortificacién son utiles y que se

podrian utilizar en otro tipo de vegetales.

Mas tarde, se empezé a aplicar la biofortificacién de folatos de forma similar a otras
matrices como maiz [93], lechuga [94], frijoles [95] o patata [96], aunque en este ultimo

cultivo no se produjo un aumento considerable del contenido de folatos.

En los estudios en los que se combina la sobreexpresién de las dos enzimas, aunque
el aumento del contenido de folatos sea mucho mayor que en los primeros estudios, los
niveles de PABA y pteridinas aun son elevados en comparacién con las plantas no
modificadas, lo que indica que hay un cuello de botella adicional en contra de una mayor

acumulacién de tetrahidrofolato.
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Recientemente, se han publicado diversos articulos de revision donde se resumen las
principales estrategias empleadas en la biofortificacién de folatos y se proponen nuevas
para solventar los problemas encontrados. Estas nuevas estrategias se basan en la
sobreexpresion de las dos enzimas anteriormente mencionadas ademads de incidir en otras
enzimas responsables de pasos mitocondriales de la sintesis de folatos [84,97]. También se
han publicado otros articulos de investigacion donde estas nuevas estrategias de

biofortificacion se han aplicado con resultados satisfactorios [98].

1.7. Métodos cromatograficos para el analisis de pteridinas en alimentos vegetales

Teniendo en cuenta el futuro incremento de la biofortificacion de folatos en
alimentos de origen vegetal, es de gran importancia el analisis de las pteridinas precursoras,
tanto desde un punto de vista identificativo como cuantitativo, con objeto de llevar a cabo
su control a lo largo de todo el proceso y con objeto de evaluar su acumulacién en los

tejidos y relacionarlos con los contenidos de folatos presentes.

Son escasos los trabajos relacionados con el andlisis de pteridinas en tejidos
vegetales. La escasez de estos datos contrasta con la variedad de informacidn sobre dichos

compuestos tanto en tejidos animales como fluidos bioldgicos.

En la mayoria de los trabajos revisados se emplea la deteccién fluorimétrica. En uno
de los primeros trabajos se cuantificé el contenido de pteridinas en judias, platanos y
espinacas mediante deteccidn fluorimétrica y se obtuvieron patrones caracteristicos de

pteridinas en cada producto [99].

Posteriormente, Diaz de la Garza y col. [71], propusieron un método mediante HPLC
con deteccion fluorimétrica para la determinacion de pteridinas y PABA en tomates
biofortificados, donde se llevd a cabo un pretratamiento de las muestras, usando una
extraccién liquido-liquido, seguido por una preoxidacién acida con I,/I" de la muestra
previamente extraida, de esta forma se transforman todas las pteridinas en sus formas
fluorescentes y ya no pueden ser identificados ni cuantificados en su estado de oxidacion
natural. Las pteridinas que se encontraban en mayor concentracién en el tomate
genéticamente modificado fueron NEO, MON, 6HMPT y PT6C. En las muestras de tomate sin
modificar el perfil de pteridinas fue similar pero en mucha menor concentracién. Este mismo
método fue utilizado posteriormente por los mismos autores pero expresando el contenido

total de pteridinas como 6HMPT [89], pero no proporcionaron el contenido individual de
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pteridinas. También este mismo método fue utilizado para determinar el contenido de
pteridinas en judias encontrdndose que los compuestos mds abundantes fueron PT y NEO
[95]. Otro método empleando HPLC-FLD fue aplicado a extractos de Arabidopsis thaliana

transgénico expresando el contenido total de pteridinas como NEO [88].

Si los trabajos con deteccidn fluorescente son escasos, mas aun lo son los que utilizan
la deteccidn de espectrometria de masas para la determinacién de pteridinas en vegetales.
Se ha aplicado la cromatografia de liquidos con deteccidon de masas de triple cuadrupolo
para determinar pteridinas en patatas y en Arabidopsis thaliana después de un estudio de
biofortificacion [96,100] y el mismo método fue aplicado recientemente en un articulo sobre

la degradacién de pteridinas durante la preparacion de las muestras [101].

Otros estudios reflejan que las plantas contienen pequefias cantidades de NH2 y 6-
hidroximetil-7,8-dihidropteridina (GHMDHPT) ambos detectados como sus formas oxidadas,
NEO y 6HMPT [102] o que en espinacas, guisantes y tomates se han encontrado cantidades
cuantificables de NEO, MON, 6HMPT y PT6C, siendo su contenido total de 1 nmol g"1 [103].

A modo de resumen en la Tabla 1.4 se exponen las principales caracteristicas de los

métodos descritos hasta ahora para la determinacién de pteridinas en vegetales.

Dado el interés que estos compuestos tienen tanto en fluidos bioldgicos como en
vegetales, en esta Tesis Doctoral se han desarrollado métodos mediante HPLC para la
cuantificacion de pteridinas en orina con deteccidn de espectrometria de masas, pteridinas
en suero mediante deteccion fluorimétrica y pteridinas en vegetales, particularmente en
tomates como cultivo tipo utilizado en procesos de biofortificacion, mediante deteccion de

espectrometria de masas.
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Tabla 1.4. Métodos cromatograficos para la determinacion de pteridinas en vegetales.

Analitos Matriz Caracteristicas método cromatografico Ref.
PT6C, NEO, | . cl;létano, Fase estacionaria: SS-10 ODS-B (250 x4.6 mm, 10
MON, XAN, Juc;‘::a?:sez’ um) 9]
BIO, ISO, o Fase moévil: 5% metanol
6HMPT hojas, jalea | —
real Deteccidn: fluorescente (Aey/Aem = 365/465 nm)
Fase estacionaria: Coulter C18 RP column
Expresado Arabidopsis | Fase movil: no dice (8]
como NEO thaliana Deteccidn fluorescente (Aey/Aem = 365/446 nm)
Absorbancia a 280y 330 nm
Fase estacionaria: Ultremex C18 IP column (250
PT, PT6C, T x4.6 mm, 5 pum) or Synergi Fusion-RP 80 column
NEO, MON, .om,ate (250 x4.6 mm, 4 um) [7;'589
6HMPT Judias Fase movil: 10 mM Na-phosphate (pH 6.0) 93]
Deteccidn fluorescente (Aey/Aem = 350/450 nm)
NH2, Fase estacionaria: Acquity HSS T3 C18 column (150
Xx2.1mm, 1.8 um
6HMDHP, Arabidopsis o Hm) . . [97,
NEO, XAN, thaliana Fase movil: A: 0.1% 4cido acético en agua, B: 0.1% 101
6HMPT, Patat acido acético en ACN. Modo gradiente 102'
atata
6FPT, PT6C, Deteccién: ESI-MS/MS ionizacidon positiva, voltaje ]
PT

capilar: 5500V, temperatura fuente: 500 °C
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2. Determinacion de pteridinas en orina

Las pteridinas, tal y como se ha descrito en la Introduccidn de esta Memoria, son
metabolitos que juegan un papel muy importante en el organismo humano y se consideran
biomarcadores de diversas enfermedades. En este trabajo, por primera vez se aborda la
optimizaciéon de un método cromatografico con deteccion de masas, para el analisis de
pteridinas marcadoras en muestras de orina humana. Las pteridinas consideradas en este
estudio han sido neopterin (NEO), monapterin (MON), biopterin (BIO), 7-biopterin (7BI0),
acido pterin-6-carboxilico (PT6C), pterin (PT), isoxantopterin (ISO), xantopterin (XAN), 6-
hidroximetilpterin (6HMPT), 7,8-dihidroneopterin (NH2) y 7,8-dihidrobiopterin (BH2).

Esta es la primera contribucién en la que se ha desarrollado un método mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de masas con fuente de ionizacion
de electro espray (HPLC-ESI-MS) para la determinacion de pteridinas biomarcadoras en
orina sin tratamiento previo, es decir en el estado de oxidacidon natural en el que son

excretadas.

2.1. Material y métodos
2.1.1. Preparacidn de disoluciones

Se prepararon disoluciones patréon de 15 ug-mL'1 mediante pesada exacta de cada
pteridina/hidropteridina, y disolucidn en agua ultrapura previamente alcalinizada. Una vez
disuelto el solido se procedidé a la neutralizacién de la disolucién con &cido clorhidrico y
posterior enrase con agua ultrapura. Las disoluciones de BH2 y NH2 se prepararon en
presencia del antioxidante ditiotreitol (DTT) al 0.1 %, con objeto de minimizar la oxidacién
espontanea debido al oxigeno ambiental. En todos los casos, se evitd la exposicion directa a
la luz solar con objeto de preservar su estabilidad fotoquimica. Una vez preparadas se
almacenaron en la oscuridad a -18 2C hasta su utilizacién. Se realizé un seguimiento
espectral para establecer la estabilidad de las disoluciones y se comprobd que eran estables
al menos durante cinco dias. Las disoluciones diluidas de NH2 y BH2 se prepararon

diariamente.

La disolucién de creatinina (CREA) patrén de 1.0 mg-mL™” se preparé por pesada y
posterior disolucion en agua ultrapura, manteniéndola hasta su uso a 4 °C. No se observaron

problemas de inestabilidad.
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Se prepard una disolucién de trabajo de todas las pteridinas conteniendo 1.5 p.g-mL'1
de cada una de ellas mediante dilucion de las disoluciones madres en agua ultrapura.
También, se preparé una disolucion de trabajo conteniendo solo 1.5 pug-mL™ de NH2 y BH2
respectivamente y en presencia de 0.1 % de DTT. Disoluciones diluidas se prepararon por

dilucion y conteniendo un 0.1% DTT en el caso de las hidropterinas.

2.1.2. Preparacion de muestras de orina

Las muestras de orina se recogieron a primera hora de la mafiana. Los voluntarios
fueron siete adultos sanos, cinco mujeres y dos hombres, en el intervalo de edades
comprendido entre 17 y 51 afios. Las muestras se mantuvieron a 4 °C para su andlisis
inmediato, o congeladas a -18 °C para analisis posteriores. Antes del analisis las muestras se
llevaron a temperatura ambiente. Alicuotas de 3 mL se filtraron a través de un filtro de nylon
de 0.2 um. A 100 puL de este filtrado se le afadieron 20 puL de la disolucién del estandar
interno (6MPT) de concentracién 1.25 pg-mL", 0.1% de DTT, volimenes variables de la
disolucién de trabajo de pteridinas e hidropteridinas y se diluyd con agua ultrapura hasta

completar 1 mL de volumen final. Cada analisis se realizé por triplicado.

2.1.3. Instrumentacion

Los estudios cromatograficos se llevaron a cabo en un cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucion con muestreador automatico termostatizado a 5 °C segun se detalla en el
Anexo 2. La columna analitica empleada fue una Zorbax Eclipse XDB-C18, de 250 mm x 4.6

mm y 5 um de tamafio de particula, cuya temperatura se fijo a 22 °C

Se prepararon fases méviles compuestas por dos disoluciones: acido férmico al 0.1 %
conteniendo un 2% acetonitrilo (disolucién A) y acetonitrilo conteniendo un 0.1 % de acido
formico (disolucion B). El gradiente empleado fue: 100% de disolucidn A durante 8 minutos,
seguido de un gradiente lineal hasta alcanzar el 20% de B en 8 minutos y esta proporcion se
mantuvo constante durante 4 minutos. Finalmente, se aplicd un post-run de 10 minutos
hasta alcanzar la composicion inicial. Las disoluciones A y B se filtraron previamente a su uso
mediante filtros de nylon de 0.22 um y se desgasificaron mediante ultrasonido. El caudal de

la fase movil se fijé en 0.6 mL-min" y se inyectaron 20 uL de muestra en el sistema.

La deteccion se realizd mediante un espectrometro de masas de simple cuadrupolo
equipado con una interfase de electrospray (ESI) operando en modo positivo y empleando

nitrégeno como gas nebulizador. Las condiciones dptimas de ionizacién se establecieron
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mediante analisis por inyeccidon en flujo, inyectando disoluciones patréon de los analitos
individuales directamente en la fuente de iones. Se ensayaron ambos modos, polaridad
positiva y negativa y se decidid fijar polaridad positiva debido a la mayor sensibilidad
observada. Se selecciond la monitorizacion de ion individual (SIM) como modo apropiado de
andlisis utilizando el ién [M+H]" para todos los analitos ensayados. El control del
instrumento, la adquisicion y el tratamiento de datos se hizo mediante el paquete
informdtico CHEMSTATION.

Los estudios espectrofotométricos complementarios usados en la determinacién de
CREA se llevaron a cabo mediante un espectrofotémetro equipado con ldampara de Xe y

sistema Peltier de termostatizacion.

Las rectas de regresion y el cdlculo de los parametros de calidad de los métodos, se

realizaron mediante el programa ACOC, indicado en el Anexo 2.

2.1.4. Rectas de calibrado y estudio del efecto matriz

Las muestras de orina presentan una composicion compleja y por ello se
construyeron rectas de calibrado tanto en ausencia, como en presencia de orina. En cada
caso se ensayaron cinco niveles de concentracion (por triplicado), en el intervalo
comprendido entre 20 y 200 ng-mL'1 para todas las pteridinas, excepto para el XAN, para el
cual y debido a su baja sensibilidad el rango de concentracion fue de 40 a 400 ng-mL'l. Todas
las muestras contenian 6MPT como patrdn interno en concentracion 25 ng-mL'l. Para
estudiar el efecto matriz, se prepararon rectas de calibrado en ausencia de orina y en
presencia, usando diferentes factores de dilucion: 5, 10, 20 y 50. Se compararon las
pendientes de las rectas de calibrado para cada una de las diferentes diluciones de la orina
ensayadas con la pendiente de la recta de patrones externos. Para el patrén interno (6MPT),
el efecto matriz se evalué comparando las areas de pico del 6MPT al nivel de concentracidon
seleccionado para el estudio (25 ng-mL'l) en las diferentes diluciones de la orina y en agua.
Para cada dilucién, se prepararon 10 muestras idénticas enriquecidas con el estandar

interno y se calculd el valor medio del area de pico.

73



Parte |

2.1.5. Validacion del método

Con objeto de establecer las caracteristicas del método propuesto con fines cuantitativos, se
procedid a la preparacion de un grupo de cinco rectas de calibrado compuestas por
muestras de orina enriquecidas con diferentes volimenes de patrones de pteridinas de
manera que el intervalo de concentraciones estuvo comprendido entre 0-1.0 pg-mL”
(referido a orina original) excepto para el XAN donde se enriquecié hasta 4.0 ug-mL™ debido
a su baja sensibilidad. Las muestras se prepararon por triplicado. Se calculd la relacion area
de pico pteridina/drea de pico del patrén interno obtenido en el cromatograma del ién

individual en modo seleccidon de ién (extracted ion chromatograms, EICs).

El limite de deteccion (LOD) se calculd segun el criterio de Long & Winefordner [1]. El
limite de cuantificacion (LOQ) se definid como 10/3 LOD. La precision se establecié como el
porcentaje de desviacidon estandar relativa (% RSD) para la repetitividad en el mismo dia
(n=6) y entre diferentes dias (n=5). Para ello se emplearon muestras de orina diluidas 10
veces y enriquecidas con mezclas estandares de pteridinas a una concentracion en el rango

de las concentraciones de las rectas de calibrado.

2.1.5. Determinacion de creatinina

La CREA se determind en orina mediante el método cinético-fotométrico basado en
la reaccion de Jaffe [2]. A 200 pL de orina diluida 1:10 se le afiaden 2 mL del reactivo
derivatizante (acido picrico 25 mmol-L?, preparado en tampon fosfato 300 mmol-L™
(pH=12.1) y 2 gL de dodecilsulfato de sodio (SDS)) y se registra la evolucion de la
absorbancia a 510 nm durante dos minutos. La velocidad de la reaccién se calculé como la
tangente en la zona lineal de la curva cinética comprendida entre 0.3 y 1.5 minutos. Cada

muestra fue analizada por triplicado.
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2.2. Resultados y discusion
2.2.1. Estudio y optimizacion de la separacion cromatografica

En las condiciones instrumentales comentadas anteriormente y de acuerdo a los
datos bibliograficos y la experiencia previa con este tipo de compuestos, se procedié a
estudiar la influencia de la presencia de modificadores organicos en la separacion de dichas
pteridinas. Esta descrito el drastico efecto que la presencia de modificadores organicos
ejerce sobre la elucidn de las pteridinas en columnas C18 [3]. Muy bajas proporciones de los
mismos generan disminuciones muy notables de los tiempos de retencidn. En primer lugar y
con objeto de estudiar la influencia de la naturaleza del disolvente orgdnico, se
seleccionaron metanol y acetonitrilo (ACN). Por otra parte también se ensayaron, para la
regulacién de la acidez del medio, compuestos volatiles tales como acido férmico y formiato
amoénico. Como condiciones iniciales se ensayé una fase movil formada por acetonitrilo y

acido férmico en agua al 0.1 % comprobandose una adecuada relacién sefial/ruido.

Después de diversos ensayos variando los porcentajes del modificador organico, se
puso de manifiesto la imposibilidad de aplicar un modo de elucién isocratico, dada la
diversidad de polaridades del amplio grupo de pteridinas objeto de estudio y por tanto, el

notable intervalo de factores de capacidad mostrado por dichas pteridinas.

Se planted el establecimiento de un gradiente de elucién comenzando por evaluar el
porcentaje de acetonitrilo en la fase movil inicial. Un primer problema que se planteé fue la
resolucion de los picos correspondientes a los isdmeros NEO y MON, que provocarian un
potencial problema en el detector de masas al presentar la misma relaciéon m/z. En la Figura
2.1 se representan los cromatogramas EICs a m/z 254 obtenidos para una mezcla de NEO y
MON con dos fases méviles diferentes, ACN y acido formico al 0.1 % en proporcion 2:98 y en
proporcién 5:95. Como se puede observar con un 5% de ACN los picos correspondientes a
ambos compuestos aparecen fuertemente solapados; cuando la proporcién disminuye hasta
un 2% se observa un notable incremento en los tiempo de retencién y una adecuada
resolucion siendo el orden de elucién el mismo, NEO y posteriormente MON. Asi, se fijé una
fase moévil compuesta por 2% de ACN y 98% de acido férmico al 0.1% denominandola

disolucidn A. En estas condiciones eluiran adecuadamente los componentes mas polares.
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Figura 2.1. Cromatogramas obtenidos para una mezcla de los isémeros NEO y MON (m/z
254), empleando elucidn isocratica con diferentes fases moviles: A) ACN : acido féormico
0.1%, 2:98 (v:v) y B) ACN : acido formico 0.1%, 5:95 (v:v).

Con el objetivo de resolver las pteridinas menos polares, se ensayaron diferentes
gradientes mediante mezclas de la disolucidon A con otra denominada B constituida por ACN
y acido férmico al 0.1%. La mayor dificultad fue lograr la separacién de PT6C y un compuesto
no identificado de la misma masa atémica en las muestras de orina, lo cudl fue el pardmetro
mas restrictivo para acortar el tiempo cromatografico. Finalmente, el gradiente que
proporcion6 la mejor separacidon fue el siguiente: 100% de la disolucién A durante 8
minutos, seguido de un gradiente lineal hasta alcanzar el 80% de A a los 16 minutos y
entonces mantener un periodo isocratico hasta los 20 minutos. Se optimizé también un
post-run de 10 minutos para alcanzar el equilibrio de la columna a las condiciones iniciales
de elucion. En la Figura 2.2 se muestra un perfil del gradiente de elucién empleado, un
cromatograma de MS completo (total ionization chromatogram, TIC) y los EICs para los
diferentes relaciones m/z analizadas. Como se puede observar con estas condiciones se

logrd una buena resolucion para las dos parejas de isdmeros NEO/MON y XAN/ ISO.
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Figura 2.2. Perfil del gradiente optimizado. TIC y EICs para una mezcla de pteridinas e

hidropteridinas en las condiciones 6ptimas de gradiente.
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2.2.2. Optimizacion de las condiciones de la deteccién en MS

La optimizacion de los principales parametros instrumentales para llevar a cabo la
deteccion mediante espectrometria de masas, se llevé a cabo mediante la inyeccion en flujo
de patrones individuales de las pteridinas en estudio, con concentraciones de 300 ng-mL'l.
Los parametros optimizados fueron: el voltaje del fragmentador y del capilar, la presidon de

nebulizacion, el caudal de nitrégeno, y la temperatura.

En primer lugar se estudié la influencia de voltaje del fragmentador, registrando
cromatogramas en modo ionizacion completa (full scan) para distintos valores
comprendidos entre 50 y 325 V. Se ensayaron ionizacion positiva y negativa con objeto de
obtener la maxima sensibilidad para cada analito. Los resultados mostraron que para todos
los analitos se puede seleccionar como pico base, pico de mayor intensidad, el
correspondiente a la molécula protonada, [M+H]*. Un valor de voltaje de 150 V o superior
da lugar a una extensa fragmentacion. Las intensidades relativas del pico del [M+H]" para PT,
6HMPT y PT6C aumenta hasta valores de 75 V y para valores superiores, dicha intensidad
disminuye. Sin embargo, el resto de los analitos presentan intensidades maximas incluso a
100 V. Para los posteriores estudios se selecciond un valor de compromiso de 100 V para el

voltaje del fragmentador.

Los otros parametros instrumentales se evaluaron en modo SIM y se optimizaron
para obtener la maxima intensidad del [M+H]". En la Tabla 2.1 se muestran los valores

optimizados de las variables instrumentales.

Tabla 2.1. Pardmetros instrumentales dptimos para la ionizacidn de pteridinas

en un sistema ESI.

Parametro Valor fijado
Presion del nebulizador, psi 40
Caudal gas de secado, L'min™ 10
Temperatura del gas, °C 300
Voltaje del capilar, V 4000
Voltaje de fragmentador, V 100
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2.2.3. Evaluacion del efecto matriz en MS

Una de las principales dificultades cuando se emplea la ionizacion por electroespray
en el analisis de fluidos bioldgicos es la presencia del denominado efecto matriz. Dicho
efecto puede afectar a la sensibilidad del analisis de forma drastica. Se han descrito efectos
de supresion de la ionizacion del ion seleccionado y como consecuencia una disminucion de
la sefial obtenida [4], que frecuentemente va acompanada de un deterioro significativo
tanto de la precision, como de la exactitud del método. Para poder evaluar la extension de
dicho efecto se suelen realizar analisis sobre un elevado nimero de muestras del fluido

bioldgico en estudio (suero, orina, plasma, etc.) de diferentes individuos [5].

En nuestro caso, para evaluar la extension de este efecto, se preparé una mezcla de
orinas de diferentes individuos, a varias diluciones 1/5, 1/10, 1/20 y 1/50 y fueron
enriquecidas con mezclas patron de pteridinas a cinco niveles de concentracién (por
triplicado). Se llevé a cabo una comparacion estadistica entre las pendientes de las curvas de
calibrado en ausencia y en presencia de orina para cada analito, por aplicacién de los test
estadisticos de F y t [6] mediante el programa ACOC. Cuando se aplicaron dichos test se
observé que el test F indica que no hay diferencias significativas, sin embargo, al realizar una
comparacion entre las pendientes utilizando el test t se obtuvo que para todos los analitos el
valor del t. > tp para un 95 % de confianza, lo que indica que las pendientes de calibracién
no eran comparables y existe efecto matriz. Los resultados obtenidos para las diferentes

diluciones se resumen en la Tabla 2.2.

Se observa supresion de sefial para todos los analitos y en todas las diluciones de las
muestras de orina analizadas, aunque se encontré un efecto matriz mdas suave para la
dilucién de la muestra de orina 1/20 o mayor. Sin embargo, a ese nivel de dilucién la
deteccion de XAN no puede asegurarse en el rango de concentraciones estudiadas (40 — 400
ng-mL'l) debido a su menor sensibilidad. Por otro lado, cuando se empled un factor de
dilucién de 1/5, se observd un fuerte efecto matriz para todos los compuestos (= 44%). Por
lo tanto, se selecciond como factor de dilucion de compromiso 1/10 asegurandose asi la

deteccidn de todos los compuestos.

, . -1 s, .z
Para el patrén interno (25 ng-mL™) se calculd un efecto de supresion del 10% cuando
se emplea una dilucién 1/10. En general, la influencia del efecto matriz es superior para los
compuestos menos retenidos probablemente debido a su coelucidon con compuestos polares

presentes en la orina.

79



Parte |

Tabla 2.2. Tiempos de retencién y efecto matriz calculado para el andlisis de pteridinas en

orina en diferentes diluciones.

Curvas de calibrado
(en presencia de orina)
% de efecto matriz®

Curvas de calibrado
(en ausencia de orina)

Analito tr

min (Pendiente + SD) Factor de dilucién

x(10°) mLng” S yix R’ 1/5 1/10 1/20  1/50

NEO 5.9 26.1+0.8 8.11 0.994 -65 -44 -40 -15
NH2 6.0 17.9+0.6 6.57 0.992 -57 -40 -35 -5
MON 6.9 23.0+£0.7 7.30 0.994 -79 -33 -28 -14
XAN 9.4 17.0+0.3 7.42 0.992 -67 -44 nd nd
BH2 9.9 17.3+0.6 6.00 0.993 -44 -31 -14 6
BIO 10.7 26.9+0.9 9.13 0.993 -63 -23 -14 -12
PT 11.7 32010 10.3 0.994 -79 -15 -10 -2
6HMPT 12.3 23.5+0.8 8.20 0.993 -66 -14 -10 -4
ISO 13.8 11.8+0.5 4.92 0.990 -76 -22 -13 -3
PT6C 18.1 47.2+1.8 17.7 0.993 -71 -20 -15 -8

nd: no detectado; curva de calibrado entre 20 — 200 ng-mL':l para todos los analitos excepto
XAN: 40 — 400 ng-mL™".

SD: desviacién estandar, S ,,: desviacion de la regresion

a: % efecto matriz = [(pendiente curva calibrado adicién patron/pendiente curva calibrado
patron externo) — 100] x 100

2.2.4. Validacion del método

La validacidn del método se realizé en términos de la linealidad, precisidn, exactitud y
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

Las curvas de calibrado se prepararon a partir de muestras de orina enriquecidas a
cinco niveles de concentracion por triplicado, en el intervalo 0-100 ng-mL'lpara todas las
pteridinas excepto para el XAN que se fijé en el intervalo entre 0-400 ng~mL'1 debido a su
menor sensibilidad. Una vez optimizados los pardmetros de la ionizacion en MS, se ensay? la
respuesta del patrén interno, el 6MPT, usando disoluciones de concentraciones
comprendidas entre 10-100 ng-mL™. Considerando la respuesta del detector, para los

posteriores estudios se fijé una concentracion de 25 ng-mL" de 6MPT como patrén interno y

80



2. Determinacion de pteridinas en orina

se utilizd la relacién drea de pico pteridina/area de pico 6MPT en los EICs como sefial

analitica.

Las rectas de regresion para todos los analitos proporcionaron un coeficiente de

. .z 2 spe e .z
determinacion R”> 0.99. En la Tabla 2.3, se resumen los resultados del analisis de regresion
de minimos cuadrados y los LOD y LOQ para siete muestras de orina analizadas de

diferentes voluntarios, hombres y mujeres.

Como se puede observar, el LOD mas bajo lo presenta el PT, entre 1.70 y 3.88 ng-mL’
'y el mas alto el XAN con valores de LOD entre 10.5 y 49.9 ng-mL". El BH2 es quien
presenta los valores del LOD mas dispersos mientras que el ISO es el que los presenta menos

dispersos.

Es necesario indicar que los LOD calculados son superiores a aquellos publicados
previamente en la bibliografia, determinados por HPLC con deteccion fluorimétrica por
investigadores de nuestro Grupo de Investigacion [3,7,8] trabajos que ya se comentaron en
la introduccién de esta parte de la Memoria. Sin embargo, consideramos de interés el hecho
de no haber realizado un paso previo de oxidacion de las muestras de orina, lo cual posibilita
poder llevar a cabo la deteccién de un numero elevado, tanto de pteridinas como de
hidropteridinas, en su estado natural de excrecién, en una Unica inyeccién y en un Unico

registro.
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Tabla 2.3. Parametros de calidad de las rectas de regresion para las diferentes pteridinas.

Mujer Hombre  Hombre Mujer Mujer Mujer Mujer

(51)° (52)° (50)° (33)° (32)° (22)° (18)°

pendiente” 1.38 1.95 2.14 1.38 2.20 1.87 1.48
(£SD) (x10%)  (+0.04) (+0.07) (+0.07) (+0.03) (+0.03) (+0.03) (+0.04)

o Ordenada 40.9 66.0 45.0 45.1 36.6 67.8 70.8
S (#SD) (x10?) (+2.2) (+3.3) (+2.9) (+1.5) (+1.8) (+1.6) (+2.1)

Sy/x¢ 0.054 0.081 0.069 0.039 0.049 0.043 0.049
LODd/LOQe 6.89/22.9 7.75/25.8 5.74/19.1 5.03/16.7 3.06/10.2 4.24/14.1 7.92/26.4
pendienteb 1.56 1.33 2.00 1.81 2.45 1.45 1.21
(£SD) (x 10>)  (+0.04)  (+0.05)  (+0.08) (+0.05) (+0.08) (+0.06) (+0.05)

~ Ordenada 242.2 238.1 246.9 395.9 183.1 268.6 244.8
Z (D) (x10°)  (+20)  (£2.6)  (£36)  (£2.6) (£62)  (+28)  (£0.4)

Sy/x¢ 0.054 0.068 0.069 0.071 0.126 0.070 0.074
LODd/LOQe 14.5/48.3 24.5/81.6 19.0/63.3 22.4/74.6 14.1/46.9 27.3/90.9 33.1/110
pendienteb 1.10 1.84 1.78 9.40 1.79 1.63 1.35
(£SD) (x 10>)  (+0.04)  (+0.05)  (+0.05) (+0.02) (+0.03) (+0.03) (+0.05)

2 Ordenada
(@] 2
S  (#SD) (x10%)

Sy/x¢ 0.043 0.061 0.051 0.025 0.031 0.033 0.063
LODd/LOQe 6.22/20.7 4.72/15.7 4.15/13.8 3.70/12.3 2.88/9.6 2.91/9.7 6.28/20.9
pendienteb 2.16 1.09 2.19 1.38 1.91 1.68 1.60
(£SD) (x 10>)  (+0.08)  (+0.03)  (+0.13) (+0.06) (+0.08) (+0.02) (+0.06)

= Ordenada
< 2.
< (SD) (x10)

Sy/x¢ 0.158 0.066 0.399 0.118 0.148 0.040 0.182
LODd/LOQe 32.3/108 24.9/82.9 49.9/166 37.7/125 34.0/113 10.5/35.0 31.2/104
pendienteb 2.61 2.00 2.07 3.18 4.00 1.84 1.95
(£SD) (x10%)  (+0.11)  (+0.07)  (+0.06) (+0.15) (+0.16) (+0.05) (+0.09)

~ Ordenada 280.1 101.8 97.2 589.8 338.1 171.2 645.7
& (£SD) (x10) (+5.8) (+1.9) (+3.1) (+7.6) (+14.4) (+1.8) (+6.1)

Sy/x¢ 0.160 0.034 0.079 0.207 0.291 0.042 0.091

LODd/LOQe 20.9/69.6 7.37/24.5 9.75/32.5 31.3/104 20.0/66.7 9.05/30.1 55.5/185
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Tabla 2.3 (continuacion).

Mujer Hombre  Hombre Mujer Mujer Mujer Mujer

(51)° (51)° (50)* (33)° (32)° (22)° (18)°

pendienteb 2.03 2.92 2.44 1.69 2.56 2.26 1.91
(#SD) (x 10>)  (+0.04)  (+0.11)  (+0.08) (+0.07) (+0.04) (+0.07) (+0.06)

o Ordenada 29.1 80.9 21.6 42.3 27.9 35.8 61.1
@ (+SD) (x10%) (+1.9) (+4.5) (+3.4) (+3.3) (+2.1) (+2.6) (+2.9)

Sy/xc 0.0469 0.1084 0.0674 0.0804 0.0439 0.0698 0.0747
LODd/LOQe 3.42/11.4 7.2/24.0 4.87/16.2 7.16/23.8 2.48/8.26 4.64/15.5 6.95/23.1
pendienteb 1.95 3.70 2.43 1.69 3.49 3.18 2.12
(#SD) (x 10)  (+0.03)  (+0.08)  (+0.09) (+0.05) (+0.04) (+0.04) (+0.05)

- Ordenada 35.6 253 18.9 26.6 30.8
& (#sSD) (x10%) (+2.0) (+1.1) (+2.3) (+2.0) (+1.8)

Sy/x‘ 0.0245 0.0867 0.0212 0.0630 0.0387 0.0559 0.0430
LODd/LOQe 3.88/12.9 3.49/11.6 2.34/7.79 2.63/8.76 1.70/5.66 2.20/7.33 3.13/10.4
pendienteb 191 1.83 2.45 1.79 2.49 2.15 1.42
(¢SD) (x 10>)  (+0.05)  (+0.04)  (+0.09) (+0.06) (+0.06) (+0.07) (+0.06)

'—
% Ordenada
I (¢sD) (x10)

Sy/xc 0.0648 0.0413 0.0928 0.0614 0.0674 0.0816 0.0593
LODd/LOQe 5.23/17.4 3.31/11.0 5.46/18.2 4.94/16.5 3.82/12.7 5.49/18.3 6.59/21.9
pendiente” 1.89 1.19 1.01 1.83 1.55 1.01 0.10
(#SD) (x 10))  (+0.05)  (+0.03)  (+0.02) (+0.04) (+0.03) (+0.02) (+0.02)

o Ordenada 5.78 3.00 10.4 10.1 15.1
2 (#SD) (x10%)  (+2.59) (+0.92) (+1.9) (+0.8) (+0.9)
Sy/x‘ 0.0662 0.0219 0.0183 0.0511 0.0376 0.0150 0.0243
Lop* /LoQ® 4.06/13.5 2.82/9.39 2.88/9.59 3.37/11.2 3.42/11.4 2.76/9.19 3.27/10.9
pendienteb 2.90 1.16 1.76 2.99 3.61 3.47 3.27
(£SD) (x 10>)  (+0.06) (+0.05) (+0.04) (+0.08) (+0.04) (+0.05) (+0.05)
8 Ordenada
&  (2SD) (x10%)

Sy/x‘ 0.0799 0.0481 0.0330 0.0395 0.0537 0.0521 0.0449

LODd/LOQe 3.94/13.1 4.20/14.0 2.85/9.50 4.13/13.8 2.19/7.29 2.32/7.73 1.68/5.59

Los valores de ordenada cero o negativos se han eliminado; a: edad; b: pendiente expresada

como mL-ng™; c: desviacion de la regresion; b: limite de deteccién segun el criterio de Long
& Winefordner (k=3); e: LOQ = (10/3) LOD, ambos expresados como ng-mL'l.
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Los estudios de precisién para la determinacion de pteridinas se realizaron evaluando
tanto la repetibilidad intra-dia como inter-dia, utilizando la metodologia de adicién patrén,
con y sin patron interno. Como era de esperar la repetibilidad es mejor cuando se emplea el
método del patron interno. En la Tabla 2.4 se han resumido los valores de desviacion
estandar relativa (RSD) para analisis realizados en el mismo dia (n=6) y en dias diferentes
(n=5), de muestras de orina diluida 1:10 a un nivel de enriquecimiento incluido en las rectas
de regresion establecidas para cada pteridina. Se obtuvieron valores de % RSD entre 1.9 y
9.2 % para analisis de la muestra en el mismo dia y entre 2.8 a 17 % entre dias diferentes,

cuando se aplicé el método del patrén interno.

Tabla 2.4. Precision del método HPLC-ESI-MS.

Repetitividad

Compuesto Intra-dia (n=6) Inter-dias (n=5)

RSD (%)* RSD (%)° RSD (%)* RSD (%)°

NEO 4.6 2.7 12 2.8
NH2 10.5 9.2 26 17
MON 3.4 33 12 5.4
XAN 6.7 5.0 13 5.3
BH2 6.4 4.8 20 11
BIO 3.3 2.3 11 4.7
PT 3.7 2.5 17 12
6HMPT 2.9 2.5 9.5 9.1
I1SO 5.0 19 7.3 4.6
PT6C 4.1 2.7 12 9.5
6MPT 2.8 - 11 -

a:sefal del area de pico del cromatograma EIC; b: sefial de la relacion entre area de pico

pteridina/area de pico del patrén interno en el cromatograma EIC

Los valores de RSD mas desfavorables se obtuvieron para las hidropteridinas en los
ensayos inter-dias. Este comportamiento es probablemente debido a la posible oxidacion
aérea de las formas reducidas, dificilmente evitable. Sin embargo, se observa una notable
mejoria cuando se emplea el patrén interno. Los valores obtenidos en un mismo dia son

adecuados para poder llevar a cabo la determinacion cuantitativa de estos analitos.
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2.2.5. Discusion de los resultados

Se ha llevado a cabo la determinacion de pteridinas en muestras de orina
proveniente de siete individuos, sin patologias diagnosticadas, voluntarios y pertenecientes
a nuestro Grupo de Investigacion. Estas muestras estan formadas por orinas procedentes de
hombre y mujeres de diversas edades en el intervalo comprendido entre 18 y 51 afios.
Aunque no es nuestro propdsito realizar analisis estadisticos de composicién referente a la
edad, si hemos creido conveniente estudiar resultados de cada una de las muestras

analizadas con objeto de observar las posibles diferencias o tendencias si las hubiera.

Teniendo en cuenta que la concentracién de metabolitos en las muestras de orina se
ve afectada por la ingesta de liquidos es necesario considerar esta variabilidad a la hora de
expresar los resultado. Clasicamente, este aspecto se soslayaba expresando el contenido de
metabolitos referido a la orina total excretada en 24 h. Actualmente, los contenidos de
metabolitos en las orinas se expresan con respecto a una referencia de excrecidn
naturalmente presente en las mismas y analizando esta en cada orina analizada. La
referencia habitualmente aceptada es la CREA, que es un subproducto de la creatina,
excretado en la orina de forma natural. Por tanto, se realizé una determinacién de CREA en
cada orina mediante el método cinético-espectrofotométrico propuesto por Jaffe [2].
Finalmente, los contenidos de metabolitos se expresaron como mmol pteridinas/mol de

CREA, dado el elevado contenido de CREA en las orinas.

Las relaciones tanto de pteridinas/CREA como de NEO/BIO se calcularon como
valores medios (n=3) para cada orina analizada. En la Tabla 2.5 se muestran los resultados
obtenidos en el analisis de las siete orinas ensayadas mediante el método de la adicidn
patrén y usando como sefial la relacion entre el area de pico de la pteridina/area de pico del

6MPT en el cromatograma de EIC correspondiente.

En las orinas analizadas, las pteridinas se encuentran en sus formas naturales de
excrecion, ya que no se ha aplicado oxidaciéon previa de las muestras. Las pteridinas
cuantificables fueron: NH2, NEO y BH2. BIO se pudo cuantificar en todas excepto en una
orina, mientras que PT se detectd en cinco orinas pero en concentraciones inferiores al
limite de cuantificacion. ISO fue determinada solamente en dos orinas correspondientes a
los dos individuos mas jovenes. Las demas, XAN, MON, 6HMPT y PT6C no se detectaron en
las condiciones aplicadas. En todos los casos, las formas dihidropteridinicas se encontraron

en mayor concentracidn que las formas oxidadas.
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Ademads en la Figura 2.3 se han representado los valores medios obtenidos de todas

las orinas para las diferentes relaciones y su dispersion.

Tabla 2.5. Relaciones pteridinas/CREA y NEO/BIO calculadas en las muestras de orina

mediante el método propuesto®.

NEO NH2  NEO; BH2 BIO BIO; PT Iso NEO  NEOy

CREA CREA CREA CREA CREA CREA CREA CREA BIO; BIO;

H?;I;’bre 0074 039 046 012 0065 0.18 <LOD 040 25

H?Sr?);)bre 016 094 1.1 038 <l0Q - 012 e e

'\(/'5“1’)Eff 011 058 069 042 0058 048 011 <lOD 023 14
Mujer

a3 022 14 16 13 017 14 012 015 1.1

'\(/'3”2’)? 012 055 067 066 008 075 <LOD 0.16  0.90

'\(/'Zuzj)egf 023 1.1 14 063 011 073 0082 008 032 1.9

'\(/'1“7’)Eff 012 049 061 086 008 094 0055 0052 013 064

a: valores medios (n=3) para cada orina expresados como mmol pteridina/mol de CREA;
b: edad
NEO+= NEO + NH2; BIO;=BIO + BH2
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N A: NEO/CREA
B: NH2/CREA
] C: NEO,/CREA
D: BH2/CREA
c 27 E: BIO/CREA
3 F: BIO,/CREA
2 G: PT/CREA
17 H: ISO/CREA
) ﬂ E % I: NEO/BIO,
J: NEO,/BIO
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Figura 2.3. Valor de las relaciones pteridinas/CREA y NEO/BIO en orinas.

En la bibliografia se encuentran datos referidos a los niveles de pteridinas en orina,
fundamentalmente expresados como NEO, BIO y NEO/BIO, tanto para personas sanas como
con diferentes patologias. Cuando se van a comparar valores con el objetivo de establecer
referencias es fundamental tener en cuenta el pretratamiento aplicado a las muestras. En
este trabajo se han utilizado muestras de orina sin oxidacion previa, de manera que los
contenidos de cada hidropteridina y/o pteridina se han podido calcular
independientemente, y los contenidos de NEO y BIO son los naturalmente excretados. Sin
embargo, las orinas podrian ser previamente oxidadas y convertir todas las formas
presentes a las formas totalmente oxidadas. Entonces se calcularia un contenido total de
pteridinas generado por las formas reducidas (hidropteridinas) y las oxidadas (pteridinas)

presentes.

En la Tabla 2.6 se han resumido algunos de los datos mas significativos encontrados
en la bibliografia sobre el contenido de pteridinas en orinas de diferente naturaleza

expresados como mmol de pteridina/mol CREA.

En el andlisis directo de muestras de orina sin oxidar se han publicado valores dela
relacion NEO/CREA de 0.094 y 021 para adultos y nifios sanos respectivamente [8] y valores
de 0.29-1.08 [8] y de 0.06-1.05 [9] para nifios con patologias diagnosticadas. También se han
publicado valores de la relacién NEO/BIO; de 0.12 para adultos y nifios sanos y entre 0.32 y

0.83 para nifnos con patologias diagnosticadas [8].
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Por otro lado, se han descrito diferentes reactivos para llevar a cabo la oxidacion de
manera que, en funcion del método empleado los valores de pteridinas varian en un cierto
intervalo. Asi, se han publicado valores de NEO;/CREA de 0.12 y 0.21 y NEO¢/BIO; de 1.27 y
2.59 para voluntarios sanos y enfermos de cancer, respectivamente, utilizando la técnica de

EC-LIF previa oxidacion con |,/ [10].

También para muestras preoxidadas con I,/I" se han publicado valores de 0.20 y 0.39
de NEO;/CREA y valores de 0.98 y 0.86 para NEO;/BIOr para adultos y nifios sanos, mientras
que si se usa permanganato como oxidante, los valores que se encontraron mediante HPLC
fueron 0.21y 0.45 [3].

El método propuesto en esta Memoria ha proporcionado valores de 0.14 y 0.17 para
las relaciones NEO/CREA; 0.91 y 1.0 para NEO;/CREA para adultos >25 afios y <25 afios,
respectivamente. Estos valores son superiores a los encontrados en trabajos previos por
oxidacion total del NH2 a NEO, hecho que hace pensar en si la oxidacién quimica puede no
ser completa en las condiciones habitualmente usadas o que el NH2 puede descomponerse
a otro producto final diferente del NEO. Ambas causas justificarian los menores valores
descritos. En cuanto a la relaciéon NEO/BIO; y NEO;/BIOy, los valores de 0.24 y 0.22, para la
primera relacién y 1.49 y 1.28 para la segunda, para adultos sanos menores y mayores de 25
anos, respectivamente, son comparables a los descritos en la literatura teniendo en cuenta

la diversidad de edad y sexo.
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Tabla 2.6. Referencias bibliogréficas referidas a valores de NEO/CREA y NEO/BIO.

. . NEO NEO; NEO NEO; .
Tipo de orina CREA CREA —BIOT BIO, Pretratamiento Ref
Nifios con patologias 0.29-1.08 0.32-0.83 Sin oxidacion [8]
<10 afios 0.06-1.05 - Sin oxidacién 9]
Adultos con pjatologlas . 021 . 259 Pre-oxidacién [10]
> 25 afios con 12/1-
0.21 - 0.12 - Sin -oxidacion [8]
Nifios sanos o 0.39 L 0.86 Pre-oxidacion 3]
<10 afios con 12/I-
Pre-oxidacién
0.46 0.57 con KMnOd [3]
0.094 - 0.12 - Sin oxidacién [8]
. 0.20 L 0.98 Pre-omdac_lon (3]
Adultos sanos con I/l
> 25 afios - . Pre-oxidacion 10
0.21 0.45 con KMnO4 [3]
. 012 L 127 Pre-omdac_lon [10]
con I/l
Adultos sanos . o
<25 afios 0.17 1.00 0.22 1.28 Sin oxidacion Método
Adultos sanos 0.14 0.91 0.24 149  Sinoxidacign ~ Propueste

> 25 afios

2.3. Conclusiones

El uso de pteridinas como biomarcadores para diversas enfermedades ha ido
alcanzando un considerable protagonismo en los ultimos afios. Fundamentalmente se ha
potenciado su utilizacion como posible marcador de enfermedades malignas. Como
consecuencia es de capital importancia establecer los niveles normales que se utilizaran
como referencia para diagnosticar posibles patologias utilizando como criterio clinico la
variaciéon de los contenidos en pteridinas potencialmente patoldgicas con respecto a estos
valores normales. La dificultad estriba en disponer de métodos seguros y rapidos debido a la
sensibilidad necesaria y a los tratamientos previos habitualmente aplicados a las muestras

como es la preoxidacion.
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El método propuesto en este trabajo, permite la determinacién de un numero
relativamente elevado de pteridinas en muestras de orina mediante un sistema de HPLC y
utilizando como deteccidn un ESI-MS de simple cuadrupolo. Se ha procuralleva a cabo con la
minima manipulacion de las muestras no utilizandevitando la preoxidacién, por lo cual las
pteridinas se determinan en las formas naturalmente excretadas. Esta forma de actuar nos
ha permitido determinar tanto las pteridinas como las hidropteridinas presentes. Se pone de
manifiesto un notable efecto matriz habitual cuando se aplica este sistema de deteccién al
analisis de muestras bioldgicas. Como consecuencia ha sido necesario emplear la
metodologia de la adicién patrén. En aras de conseguir la maxima exactitud y precisidon en

los andlisis se ha utilizado un patrén interno, el 6MPT.

Los resultados obtenidos indican que las muestras de orina de voluntarios sanos
contienen dihidropteridinas como formas predominantes. Los valores de NEO/CREA son
similares a los publicados mediante otros métodos en muestras sin oxidar. Estos valores son
menores que los publicados en diversas patologias, ya que NEO suele presentar mayores
contenidos como consecuencia de diversas alteraciones. Hay que puntualizar que son
escasos los métodos publicados con el empleo de orinas sin oxidar. Creemos que esta forma
de trabajar aporta informacién sobre la composicion de la orina naturalmente excretada, la

cual se pierde cuando se realiza una pre-oxidacién de las mismas,

En cuanto a los valores de la relacidon NEO;/CREA (es decir NEO+NH2 calculados
individualmente) son comparativamente mayores que los obtenidos en las muestras pre-
oxidadas, lo que hace pensar que la oxidacién quimica global puede dar lugar a reacciones
secundarias indeseables que provoquen la rotura de las cadenas en posicion 6, dando lugar
a menores contenidos de NEO procedente del NH2 inicialmente presente. Las relaciones

NEO:/BIO; son similares a los encontrados en la bibliografia para individuos sanos.

Dada la dispersion de los niveles de pteridinas encontrados en la bibliografia, seria
interesante establecer protocolos mas detallados sobre todo el pretratamiento de la
muestra para poder establecer los valores considerados normales y como consecuencia las

posibles alteraciones en presencia de diferentes patologias.
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3. Determinacién de pteridinas en tomate

Las pteridinas son compuestos precursores de la sintesis de folatos en las plantas, y el
control de la cuantia de estos precursores se considera crucial para establecer la viabilidad y

la eficacia de los procesos de biofortificacion.

En este capitulo se aplica el método anteriormente descrito mediante HPLC-ESI-MS, a
la determinacion de pteridinas en tomates con el objetivo de establecer la naturaleza y
cantidad de las pteridinas naturalmente presentes en este tipo de muestras, como una

herramienta util para aplicar en el seguimiento de los procesos de biofortificacion.

Las pteridinas analizadas han sido los mismas que en el capitulo anterior: neopterin
(NEO), monapterin (MON), biopterin (BIO), 7-biopterin (7BIO), acido pterin-6-carboxilico
(PT6C), pterin (PT), isoxantopterin (ISO), xantopterin (XAN), 6-hidroximetilpterin (6HMPT),
7,8-dihidroneopterin (NH2) y 7,8-dihidrobiopterin (BH2), pero ademas se ha incluido el 6-
hidroximetil-7,8-dihidropterin (6HMDHPT) debido a que en una publicacién anterior se ha

descrito la presencia de pequefias cantidades de este compuesto en plantas [1].

3.1. Material y métodos

La preparacion de las disoluciones patrén de pteridinas y la instrumentacion utilizada

en este capitulo ha sido similar a la descrita en al capitulo anterior.

3.1.1. Preparacion de las muestras de tomate

Las muestras seleccionadas han sido tomates maduros proporcionados por
supermercados locales. El dia de su compra y después de lavados, se trituraron y se
congelaron en nitrégeno liquido, previamente a su liofilizacién. Los tomates liofilizados se
almacenaron a -182C hasta su uso. Para la extraccion de las pteridinas, se pesé con exactitud
aproximadamente un gramo de tomate liofilizado y se realizé una extraccion sélido-liquido
con 10 mL de una mezcla metanol:agua (1:1, v:v), alcalinizada a pH 12, en un bafio de
ultrasonidos durante 15 minutos. La muestra se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos y
se separo la fase acuo-organica. Se repitid el proceso de extraccién afiadiendo otros 10 mL

de la mezcla metanol:agua, sobre el extracto sélido.

Los sobrenadantes se combinaron, se neutralizaron y se diluyeron hasta 25 mL con
agua ultrapura y finalmente se filtraron a través de filtros de politetrafluoroetileno de 0.2

pum. Se comprobd que este extracto de tomate era estable durante al menos 10 dias.
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3.1.2. Purificacion de los extractos de tomate

Los extractos obtenidos después de la extraccidon soélido-liquido se purificaron
mediante extraccion en fase sélida (SPE). Para ello alicuotas de 3 mL de los extractos de
tomate se adicionaron a un cartucho ISOLUTE ENV+, previamente acondicionado con 5 mL
de metanol y con 5 mL de agua ultrapura. La elucién de las pteridinas retenidas se llevd a
cabo con 3 mL de una mezcla acetonitrilo:agua, (80:20, v:v). Finalmente, 1 mL del eluido se
evaporo a sequedad mediante una corriente de nitrégeno y el residuo se redisolvié con 1 mL
de agua ultrapura. Antes de la inyeccidn en el cromatdgrafo, las disoluciones se filtraron a
través de un filtro de PTFE de 0.2 um.

3.1.3. Cuantificacion de pteridinas presentes en las muestras de tomate

La cuantificacion de las pteridinas se llevo a cabo mediante el método de la adicion
patrén. Para ello, se prepararon muestras de tomate liofilizado enriquecidas con las
pteridinas de interés, a cinco niveles de concentracién comprendido entre 30 y 200 ng-mL'l.
Cada muestra se preparo adicionando 800 uL del extracto de tomate (o 200 pL en el caso de
la determinacion de NH2) en un vial conteniendo volimenes variables de las disoluciones
patron de trabajo de pterdinas e hidropterinas y diluyendo a 1 mL con agua ultrapura. Para
la cuantificacion de todos los analitos ensayados se utilizé como sefial analitica el area de los
picos del ién molecular protonado, [M+H]", del cromatograma de iones extraidos (Extracted

lon Chromatogram, EIC).

3.1.4. Sensibilidad, precision y exactitud

Los limites de deteccién (LODs) se calcularon de acuerdo con el criterio de Long and
Winefordner [2] (k= 3), y los limites de cuantificacién (LOQs) como (LOD/3) x 10, usando
muestras de tomate contaminado a cinco niveles de concentracién entre 30 y 200 ng-mL':L
(por triplicado). La precision intra dia (n=6) e interday (n=5), expresadas como desviacidn
estandar relativa (RSD), se calculd utlizando muestras que contenian concentraciones de
NH2, NEO, 6HMPT y PT6C correspondientes al LOQ.
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3.2. Resultados y discusion
3.2.1. Optimizacion de la separacion cromatografica y variables instrumentales del MS

Tanto las condiciones de la separacién cromatogrdfica, como los parametros
instrumentales del detector de masas fueron optimizadas en el capitulo anterior. Se
comprobd que el nuevo compuesto incluido, el BHMDHPT, eluye a un tiempo de retencién

aceptable (8.0 min) lo cual nos permite seguir utilizando el mismo gradiente.

En la Tabla 3.1, se resumen los tiempos de retencion para cada pteridina en una
disolucién estandar que contiene todos los derivados pteridinicos, la relacion m/z para el ion
[M+H]" y los valores de resolucién en los cromatogramas EIC de los compuestos con
idénticos iones moleculares (NEO-MON y XAN-ISO).

Tabla 3.1. Caracteristicas de la separacion de las pteridinas analizadas usando modo

gradiente en HPLC-MS en el cromatograma de EIC.

Derivado tr m/z Resolution
pteridinico (min) [M+H]" EICs mode
NEO 5.90 254
NH2 6.00 256 Rmon/neo= 2.98
MON 6.86 254
6HMDHPT 8.00 196
XAN 9.40 180
BH2 9.90 240
BIO 10.72 238 Riso/xan= 10.48
PT 11.73 164
6HMPT 12.28 194
ISO 13.76 180
PT6C 18.12 208
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3.2.2. Proceso de limpieza de las muestras de tomate

Cuando se usa la deteccién de espectrometria de masas en el andlisis de muestras
complejas, como vegetales, se recomienda un paso de limpieza previo a la separacién
cromatografica para proteger la columna y minimizar el efecto matriz. La SPE es la
metodologia seleccionada en la mayoria de las referencias bibliograficas relativas al analisis
de alimentos, debido a su facil uso, velocidad y variedad de adsorbentes. En nuestro caso,
las muestras de tomate se limpiaron mediante SPE, usando cartuchos ISOLUTE ENV+ (200
mg) que contienen como sorbente un copolimero hidroxilado de poliestireno-
divinilboenceno. En primer lugar, el cartucho se acondicioné con 5 mL de metanol y a
continuacién con 5 mL de agua ultrapura. Este procedimiento de extraccidon se optimizé con
3 mL de los extractos de tomate contaminados con pteridinas entre 150 y 300 ng-mL'l. Con
el objetivo de verificar si las pteridinas se retienen en el cartucho, el eluido fue inyectado en
el sistema cromatografico. La ausencia de sefiales a los tiempos de retencion de los
compuestos seleccionados indicaba que las pteridinas ensayadas quedan retenidas en el
cartucho. Para la elucion y con el objetivo de lograr una maxima recuperacion, se ensayaron
diferentes disolventes como acetonitrilo (ACN), metanol y diferentes mezclas de estos
disolventes orgdnicos con agua ultrapura en proporciones 80:20, 50:50 y 20:80 (v:v,
disolvente organico:agua ultrapura). Un sistema neumatico nos permitié eluir
simultdneamente 24 muestras de tomate utilizando un flujo fijo de eluyente. Los mejores
valores de recuperacién se obtuvieron usando entre 1.5 y 3 mL de mezcla acetonitrilo:agua
80:20, v:v. La repetitividad del procedimiento de extracciéon se comprobé realizando nueve
extractos independientes y calculando los valores de recuperacion medios. Dichos valores
oscilaron entre 80 % para XAN e ISO y 118 % para BH2, independientemente de que la
elucion se realizara con 1.5 o con 3 mL de eluyente, permitiendo asi poder realizar un paso
de preconcentracion en este punto en caso de ser necesario. Finalmente, se decidid realizar

la elucidn con 3 mL del eluyente.

Por ultimo, 1 mL del eluido se evapord a sequedad mediante una corriente de
nitrégeno, de manera que asi se elimina el disolvente en el que se encuentran los analitos y
el residuo se redisolvio con 1 mL de agua ultrapura para ser inyectados en las mismas

condiciones que los patrones.
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3.2.3. Anadlisis de muestras de tomates

En primer lugar se focalizd el estudio en establecer cudles eran las pteridinas
presentes en las muestras de tomates. Para ello, se compraron los cromatogramas
obtenidos para una alicuota de extracto de tomate contaminado con una mezcla estandar
de pteridinas y otra alicuota no contaminada. Los EICs obtenidos en modo SIM se muestran
en la Figura 3.1. Como se puede observar, solo cuatro pteridinas se detectaron en las
muestras de tomate: NEO, NH2, 6HMPT y PT6C pero, debido a que los datos bibliograficos
indican la presencia de MON en tomates [3], esta pteridina fue también incluida en algunas

partes de este estudio.
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Figura 3.1. EICs de una muestra de tomate (izquierda) y de una muestra de tomate
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3.2.4. Estabilidad de las pteridinas en los extractos de tomate

Como paso previo y debido a la conocida inestabilidad de las dihidropteridinas, se
procedidé a estudiar la estabilidad de las disoluciones de los extractos de tomate. Para ello
durante 20 dias se analizaron cromatograficamente alicuotas del mismo extracto de tomate
contaminado con NEO, NH2, 6HMPT y PT6C. En la Figura 3.2 se representa el valor medio de
la abundancia relativa obtenida para tres inyecciones diarias durante 20 dias. Se observa
que las sefiales de NEO y PT6C, permanecen constantes durante los primeros 10 dias y
posteriormente decrecen ligeramente. La sefial del 6HMPT permanece practicamente
constante durante los 20 dias estudiados. Por ultimo, el NH2 es la pteridina que presenta
menor estabilidad permaneciendo relativamente estable durante los 7 primeros dias y
decreciendo a menos de un tercio de su valor inicial después de 20 dias. Se fijé un tiempo
maximo de una semana para la realizacion del analisis después de la preparacion de la

muestra de tomate.
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Figura 3.2. Estabilidad de las pteridinas detectadas en el tomate.

Ademas, para comprobar si los compuestos sufren degradacién y/o procesos de
interconversidn, se realizé un estudio mas en profundidad con patrones individuales y con
extractos de tomate contaminados individualmente con cada pteridina y sometidos al
proceso de limpieza. Para cada disolucion se registraron las sefiales m/z de todos los iones
no solo la del analito adicionado a la muestra, con el objetivo de ver si se produce ademas
aumento de alguna otra sefial, lo que significaria que se habria producido algun proceso de

degradacion.
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Teniendo en cuenta que las hidropteridinas son mds inestables y facilmente
oxidables, se llevé a cabo un estudio exhaustivo de la posible degradacion del NH2. En
primer lugar, una disolucién patréon de NH2, sujeta al tratamiento de limpieza mediante SPE
descrito anteriormente, se inyectd en el sistema cromatografico y se registraron los EICs a
valores de m/z de 256 y 254 correspondientes a NH2 y NEO (forma oxidada del NH2)
respectivamente. En la Figura 3.3 se muestran ambos cromatogramas donde se puede
apreciar que la sefal correspondiente al posible NEO formado resulta ser extremadamente

pequefia y practicamente despreciable comparado con la sefial del NH2.
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Figura 3.3. EICs de una disolucién patrén de NH2 a m/z 256 y 254.

En segundo lugar se estudid el comportamiento del NH2 en las muestras de tomate.
Para ello, se comparan los EICs para m/z 256 y 254, obtenidos de muestras de tomate
contaminadas a dos niveles, 100 ng-mL':L y 200 ng-mL':L con NH2. En la Figura 3.4, se puede
observar que la sefial del NEO (m/z =254) permanece constante independientemente de la
concentracion inicialmente adicionada de NH2. Esto nos permite confirmar que en esta
matriz, y con el tratamiento de muestra propuesto, en presencia de disolventes orgdnicos y
a temperatura ambiente, el NH2 es estable. Estos datos son contradictorios con los
resultados publicados por Van Daele y col [4]. Sin embargo, resultados similares a los
nuestros han sido descritos por Burton y colaboradores [5], quienes describen que la
oxidacién del 7,8-dihidroxantopteridin en la fuente de ionizacion es despreciable, en
contradiccion con lo indicado anteriormente por otros autores sobre la posible oxidacion de

las hidropteridinas en el propio sistema de MS.
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Figura 3.4. EICs de extractos de tomate contaminado con 100 ng-mL"1 de NH2 (linea roja

discontinua) y tomate contaminado con 200 ng-mL" de NH2 (linea negra continua).

3.2.5. Estudio del efecto matriz

Antes de realizar la calibracidn y cuantificacion de las pteridinas, se evalué la
influencia de la matriz del tomate sobre el método HPLC-ESI-MS previamente descrito. Para
ello, se realizé6 una comparacion de las pendientes entre la curva de patrones externos en
agua ultrapura y la curva de adicidn patron con extracto de tomate contaminado con NH2,
NEO, MON, 6HMPT y PT6C, a cinco niveles de concentracién en el rango 0-200 ng-mL"1 (por
triplicado). Este estudio se realizé para cada pteridina y tanto en extractos de tomate sin

limpieza, como en extractos de tomate que habian sido purificados mediante SPE.

En ambos casos, se calculé la curva de regresién y se compararon las pendientes

entre ambas curvas aplicando el test estadistico F y t al 95% de confianza [6]. El efecto
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matriz, expresado como porcentaje, se calculé como: % efecto matriz= 100 x (pendiente

adicidn patrén/pendiente patrén externo) — 100.

Cuando se analizaron los extractos que no habian sido sometidos al proceso de
limpieza mediante SPE se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
pendientes de la calibracidn por patrones externos y la de adicion patrdn. Este hecho indica
que hay efecto matriz para todas las pteridinas presentando un valor absoluto en el
intervalo 29.5-69.2 %. Para la mayoria de las pteridinas se observo un efecto de supresion de
sefial, aunque para el 6BHMPT se observd un aumento de la sefial. Cuando se usé la limpieza
previa mediante SPE, se observd una disminucion del efecto matriz, con valores absolutos
entre 6.3 y 50.4%, para NH2, NEO y PT6C, sin embargo, para MON los resultados no
mejoraron. Por lo tanto, la metodologia de adicién patrdn, previa limpieza con SPE, es la

recomendada para el analisis de pteridinas en muestras de tomate.

3.2.6. Validacion del método

La linealidad de la sefial del método se establecié utilizando extractos de tomate
liofilizados y sometidos al proceso de limpieza mediante SPE, en un intervalo de
concentraciones comprendido entre el LOQ para cada componente y 300 ng-mL‘l. Se
obtuvieron diferentes intervalos de linealidad dependiendo del compuesto y se calcularon
los parametros estadisticos. Se observd buena linealidad para las cinco pteridinas y los
coeficientes de determinacién fueron siempre superiores a 0.99, para todos los analitos. Los
resultados del analisis de la regresion de minimos cuadrados para la calibracién y los LOD y
LOQ se resumen en la Tabla 3.2. Los LOD estan en un intervalo entre 8 y 12 ng-mL'l. El
menor limite de deteccién se encontré para NEO (8 ng-mL'l) y valores muy similares se
obtuvieron para MON, NH2 y PT6C. Los LOQs se encuentran en el intervalo comprendido
entre 27 y 41 ng-mL™. Para evaluar la repetitividad (precisién intradia, n=6) del método, se
calcularon los valores del % RSD usando disoluciones de extractos de tomate purificadas
mediante SPE conteniendo 27 ng-mL™"de NEO, 40 ng-mL™ de MON ng-mL™, 41 ng-mL" de
NH2 35 ng-mL'1 de 6HMPT y 40.7 ng-mL'lde PT6C. La precision inter-diaa fue analizada en 5
dias consecutivos al mismo nivel de concentracion. Los valores de la precisién intra-dia
oscilaron entre el 1.1 % para NEO y 6HMPT, hasta el 4.1 % para NH2, siendo los valores de la
precision inter-dia < 9.6 % para todos los analitos, lo que indica la buena repetitividad del

método propuesto.
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Tabla 3.2. Pardmetros estadisticos de la recta de calibrado de adicién patrén.

Parametros NEO MON NH2 6HMPT PT6C

Pendiente * Sb® 690 + 17 1341+ 44 617 £2 2708 + 83 520+18
Ordenada #* Sa° 6331+1856 1182 +535 33990 +223 56853+9260 22113+1971

2

R 0.9948 0.9935 0.9903 0.9906 0.9886
Linealidad® (%) 98 97 98 97 98
LoD (ng:ml™?) 8.1 12.0 12.3 10.5 12.2
LoQ® (ng-ml™) 27.0 40.0 41.0 35.0 40.7

a: Sb, desviacién estandar de la pendiente;

b:Sa, desviacion estandar de la ordenada (n=15); c: a=pf=0.05;

d: LOD, limite de deteccion de acuerdo al criterio de Long-Winefordner (k=3);
e: LOQ, limite de cuantificacién: LOD x 10/3

3.2.7. Analisis de las muestras de tomate

Finalmente, el método LC-ESI-MS se aplicé al analisis de muestras de tomate
liofilizadas. Se empled la metodologia de adicidon patrén y los extractos de tomate se
contaminaron a cinco niveles de concentracién, para cada pteridina, en el intervalo entre 30
y 200 ng-mL'l. Las muestras se prepararon por triplicado y los resultados se muestran en la
Tabla 3.3, como los valores y recuperaciones medios. La precision se evalud a través del
calculo del porcentaje de recuperacidon para cada pteridina y, en todos los casos, se
obtuvieron valores satisfactorios entre 83 y 117%. Para las pteridinas oxidadas, se
encontraron concentraciones de 0.29 + 0.10, 0.68 + 0.19 y 1.33 % 0.34 pg pteridina/g de
tomate liofilizado para NEO, 6HMPT y PT6C, respectivamente. Y para la hidropteridina (NH2)
la cantidad encontrada fue 6.90 + 1.15 ug pteridina/g de tomate liofilizado. Los resultados
obtenidos indican que NH2 es el compuesto mas abundante y NEO es el compuesto que esta

en menor concentracion. MON no se detectd bajo las condiciones ensayadas.

Teniendo en cuenta el proceso de liofolizacion aplicado, y el valor medio del
contenido en agua de las muestras de tomate ensayadas, 93.5 + 2.0 %, la concentracion de
pteridinas también se expresa como pg de pteridina/g de tomate fresco para poder ser
comparado con algunos datos bibliogréficos. Los valores obtenidos fueron 0.019 + 0.006
pgg™ (0.075 nmol-g™) para NEO, 0.44 + 0.11 pg-g™ (1.72 nmol-g™) para NH2, 0.043 + 0.012
pngg ™ (0.17 nmol-g™) para 6HMPT y 0.087 + 0.011 pg-g” (0.34 nmol -g”) para PT6C.
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Estos resultados estdn en concordancia con los publicados previamente por
Rodrigues y col [7], quienes, habian cuantificado varias pteridinas en un tipo de tomate
salvaje usando HPLC con deteccidon fluorimétrica. El contenido de pteridinas totales
publicado fue del orden de 1 nmol-g"l, pero en este procedimiento el NH2 no pudo ser
detectado debido al paso de oxidacién previo necesario para poder utilizar un detector

fluorimétrico.

Tabla 3.3. Cantidad de pteridinas encontradas y recuperaciones en las muestras de tomate.

. Afadido Encontrado® Rec® He pterit.:iin.a./g de (g pteridina/g de
Analito (ngmlY)  (ng-mL?) (%) .tomate Iloflllza_do) - tomate frescc_)) X
t interval de confianza™ * interval de confianza
0 <LOQ -
29.92 37.98 83
NEO 49.37 >7.07 89 0.29 £0.10 0.019 + 0.006
89.76 102.87 100
149.60 157.59 97
198.97 209.19 99
0 54.53 -
29.72 83.45 97
NH2  49-60 106.85 106 6.90 +1.15 0.44+0.11
99.20 149.57 96
148.80 211.75 106
198.40 245.86 96
0 <LOD -
30.00 <LOQ ---
MON 49.50 90.60 112 <o
90.00 137.70 114
150.00 191.26 104
199.50 242.18 104
0 <L0Q
30.08 49.48 82
49.63 65.11 82
6HMPT 0.68 +0.19 0.043 £ 0.012
90.27 115.06 100
150.40 169.39 96
200.03 222.35 99
0 42.02 ---
30.16 77.23 117
PT6C 49.76 96.26 109 1.33+0.34 0.087 £0.011
90.48 144.35 113
150.08 192.10 100

a: valor medio de tres réplicas de cada cantidad afiadida, b: a= 0.05
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3.3. Conclusiones

Se ha desarrollado un nuevo método analitico mediante HPLC-ESI-MS para
determinar precursores pteridinicos de folatos en tomates como una alternativa a la
deteccidn fluorimétrica, permitiendo asi la determinacion de hidropteridinas, a diferencia de
los publicados anteriormente. El método propuesto permite la determinacion de pteridinas

en el estado de oxidacidon natural en el que se encuentran en el tomate de manera simple.

Por otro lado, el uso de un analizador de simple cuadrupolo facilita su uso debido a
que es un detector facil, econémico y robusto para el andlisis de rutina. No se realizaron
procesos de preoxidacion o calentamiento, con el objetivo de mantener el estado natural en
el que las pteridinas estan presentes en la muestra de tomate. Se ha demostrado que con
las condiciones propuestas en este método la oxidaciéon del NH2 es despreciable y que es
esta forma reducida del NEO, la predominante y no el NEO. Es importante destacar que no

se ha encontrado MON en contra de lo indicado en la bibliografia.

Por lo tanto, este método podria ser utilizado para monitorizar la cantidad de
pteridinas en estudios de biofortificacién de folatos en tomate y podria ser facilmente

adaptable para su control en otros vegetales.
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4. Determinacion de pteridinas en suero humano

El objetivo de este trabajo es establecer un patrén de referencia para el contenido de
pteridinas en suero procedente de personas sanas. Para ello se optimizard un método
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccidn fluorimétrica de alta
velocidad (HPLC-FSFD) para determinar las siguientes pteridinas: acido pterin-6-carboxilico
(PT6C), xantopterin (XAN), neopterin (NEO), monapterin (MON), isoxantopterin (ISO), pterin
(PT), biopterin (BIO), 7-biopterin (7BIO) y 6-hidroximetilpterin (6HMPT). Teniendo en cuenta
los escasos datos referentes al contenido de pteridinas en sueros, se llevard a cabo una
preoxidacion con objeto de expresar finalmente los contenidos como pteridinas totales y
poder comparar los resultados obtenidos con los datos existentes en la bibliografia, ya que

estos han sido obtenidos mayoritariamente mediante preoxidaciones quimicas clasicas.

4.1. Material y métodos
4.1.1. Preparacion de disoluciones

Disoluciones patrén de las nueve pteridinas individuales (15-30 pg mL™) se
prepararon por pesada exacta del sélido, disolucién en agua ultrapura alcalinizada vy
posterior neutralizacién con acido clorhidrico. Las disoluciones se almacenaron a -182C en la
oscuridad en viales que contenian pequefias alicuotas. Cada vial se descongeld una dnica
vez. Estas disoluciones fueron estables durante tres semanas. Diariamente, se prepararon
disoluciones de trabajo mezcla de todas las pteridinas por dilucién de las disoluciones

patron con agua ultrapura.

Para llevar a cabo la aplicacién del método se utiliz6 una mezcla de sueros
sanguineos procedentes de veinte voluntarios sanos, con edades comprendidas entre 25-50
afios. De ellos el 80% fueron mujeres y el 20% hombres, pertenecientes a nuestro Grupo de
Investigacion, ANAYCO, de la Universidad de Extremadura. Los viales que contenian
alicuotas de estos sueros, sin enriquecer y enriquecidos con pteridinas, se mantuvieron a

-18 °Cy en la oscuridad.

4.1.2. Instrumentacion

Los estudios cromatograficos se realizaron en un cromatdégrafo de liquidos de alta

resolucidn, cuyas caracteristicas se detallan en el Anexo 2.

Para la separacién, se emplearon dos columnas cromatograficas: Zorbax-Eclipse SDB
C18 (150 x 4.6 mm, 5.6 um) y Poroshell 120 (150 x 3 mm, 2.7 um). La temperatura del horno
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de columnas se fijé a 22 °C. La fase mdvil estuvo compuesta por formiato amodnico
2 mmol-L™ (pH=7.1) en modo isocratico seguido de una limpieza con acetonitrilo al 100%
durante tres minutos. Se optimizé un post-run de 10 minutos para reequilibrar la columna
antes de cada nueva inyeccion. La fase movil se filtré a través de filtros de nylon de 0.22 um
y se desgasificé mediante ultrasonidos. El flujo se fijé en 1.7 mL-min™ en la columna Zorbax-
Eclipseyen 0.4 mL-min™ en la Poroshell. Los volumenes de muestra inyectados fueron 20 pL

en la columna Zorbax-Eclipse y 10 pL en la columna Poroshell.

Como consecuencia de las diferentes longitudes de onda de emisidn que presentan
las pteridinas en estudio se utilizé el modo de multiemision en el detector FSFD, cuya
longitud de onda de excitacidon (A.,) se fij6 en 272. Se registraron los cromatogramas a
longitudes de onda de emisién (A.,) de 410, 445 y 465 nm. Ademas, se registraron los

espectros de emision entre 350-500 nm en los picos cromatograficos.

Las curvas de calibracién asi como el calculo de los parametros de calidad de los
métodos se realizaron mediante el programa ACOC desarrollado en nuestro Grupo de

Investigacion (Anexo 2).

4.1.3. Procedimiento de calibracion

Las curvas de calibrado se construyeron a partir de disoluciones patrén de pteridinas
a cinco niveles de concentracidén, con valores comprendidos entre 0.2-7.0 ng-mL'l. Las
muestras se prepararon por dilucion de los volumenes apropiados de las disoluciones patrdn
y fueron enrasadas con fase movil. Para cada nivel de concentracion se prepararon tres
réplicas y se filtraron a través de filtros de nylon de 0.22 um antes de su inyeccion en el
cromatdgrafo. Como sefial analitica se utilizé el drea de pico obtenida a Aeyc =272 nmy Agp=

410 nm para ISO, 465 nm para XAN y 445 nm para las demds pteridinas.

4.1.4. Analisis de pteridinas en las muestras de suero

Las alicuotas de suero (3 mL) se descongelaron y centrifugaron a 3000 rpm durante
30 minutos transcurridos los cuales se filtraron mediante filtros de nylon de 0.22 pm.
Posteriormente, se afiadieron 750 puL de una disolucién de acido tricloroacético 3 moI-L"ly
400 pL de disolucion de iodo (2%/4% 1,/1') como oxidante. La mezcla obtenida se mantuvo
en la oscuridad durante 1.0 h a temperatura ambiente y se centrifugd a 3000 rpm durante
30 minutos. Del sobrenadante se tomaron 3 mL, se neutralizaron con hidréxido sddico y se

pasaron a través de un cartucho SPE ISOLUTE ENV, el cual habia sido previamente
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acondicionado con 5 mL de metanol y 5 mL de agua ultrapura. Como eluyente de las
pteridinas retenidas se empled 3.0 mL de una mezcla acetonitrilo-agua (80-20). Finalmente,
1.0 mL del eluido se evapord hasta sequedad mediante corriente de N, a temperatura

ambiente y el residuo se redisolvié con 0.5 mL de fase mavil.

Se analizaron muestras de suero no enriquecidas y enriquecidas a cuatro niveles de
concentracion hasta 3.0 ng-mL'1 para todos los analitos, excepto para XAN e ISO para los
cuadles los valores maximos fueron 4.2 y 1.2 ng-mL'l, respectivamente. Se empled una
columna cromatogrdafica Poroshell y como sefial analitica se utilizé el area del pico
cromatografico obtenida a la longitud de onda seleccionada anteriormente y empleando la
metodologia del patrén externo y de la adicidn patrén para cada una de las pteridinas

analizadas.
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4.2. Resultados y discusion

4.2.1 Optimizacion de la separacidon cromatografica y comparacion de la eficiencia de las

columnas

Con el objetivo de obtener una adecuada separacion de las nueve pteridinas
marcadoras en estudio, se ensayaron dos columnas C18 diferentes. Una columna Zorbax-
Eclipse XDB (150 mm x 4.6 mm, 5.6 um) rellena con particulas porosas y otra Poroshell 120
(150 mm x 3 mm, 2.7 um) rellena con particulas de nucleo sélido. Con ambas se estudio la
influencia de parametros que influyen en la separacion cromatografica, tales como la

composicién de la fase mévil y el flujo de la misma.

En estudios anteriores esta descrito el drastico efecto que la acidez del medio ejerce
sobre la retencién de las pteridinas en fase inversa y por ello se ha puesto un énfasis
especial en el estudio de la influencia de la acidez de la fase madvil. Para ello se ensayaron

diferentes fases moviles compuestas por acido férmico y formiato amodnico a diferentes pH.

Se observé que tanto los tiempos de retencién como los valores de resolucion
estaban fuertemente influenciados por la acidez de la fase movil. En ambas columnas se
observd que un aumento del pH de la fase mdvil daba lugar a una disminucion de los
tiempos de retencidén. En la Figura 4.1 se muestran los cromatogramas obtenidos con fases
moviles a tres valores de pH (6.5, 7.1 y 7.5) y utilizando la columna Zorbax. Como se puede
observar, tanto a pH 7.1 como pH 7.5, aparecen nueve picos cromatograficos, pero a pH 7.5
se observa una baja resolucion entre los picos 4 y 5, correspondientes a MON e ISO. ApH 7.1
el tiempo de retencion del ISO aumenta notablemente de manera que se obtiene una
adecuada resolucion entre los picos 4 y 5, retrasandose, en general, la elucion de todos los
compuestos. Tanto es asi, que a pH 6.5 el retraso en la elucién del pico 2 correspondiente a
XAN hace que coeluya con el pico 3, NEO, haciendo inviable la separacion a este pH. Por lo
tanto, a pH=7.1 se observa una adecuada resolucién para las pteridinas mas polares sin

embargo, la resolucidn entre los picos 6-7 correspondientes a PT y BIO es bastante baja.

Estos estudios se realizaron usando una velocidad de flujo de 1 mL-min'1l. Sin
embargo, se comprobd que se podian emplear flujos elevados con objeto de disminuir el
tiempo total de registro. Para los estudios posteriores se fijo 1.7 mL-min™, consiguiéndose la

elucién de todas las pteridinas en aproximadamente 10 minutos.
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A) pH = 6.5, B) pH = 7.1, C) pH=7.5. Aey/ Aem = 272 nM/445 nm.

1: PT6C, 2: XAN, 3: N

EO, 4: MON, 5:1S0, 6: PT, 7: BIO, 8: 7BIO, 9: 6HMPT
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Cuando se lleva a cabo esta misma experiencia utilizando una columna Poroshell 120
se observé un comportamiento similar, sin embargo, se obtenia una mejor resolucién entre
los picos correspondientes a las pteridinas menos polares.Concretamente a pH 7.1 se

observé una adecuada resolucién entre PT y BIO.

Como consecuencia, se selecciond una fase mévil compuesta por formiato amadnico,
2 mmol-L* (pH 7.1) como 6ptima para realizar la separacién en ambas columnas, empleando
una elucion en modo isocratico. Hay que tener en cuenta que para la columna de nucleo
solido el caudal usado debe ser pequefio y para esta separacion se optimizé un caudal de 0.4
mL-min™. En la Figura 4.2, se muestran los cromatogramas obtenidos en las condiciones
6ptimas con la columna porosa (A) y con la columna de nucleo sélido (B). Con esta ultima,
los picos aparecen resueltos en todos los casos empledndose un tiempo total de
aproximadamente 15 minutos. Se observa una menor resolucidon para las pteridinas mas
polares pero aumenta la resolucién entre BIO y PT, aspecto este de capital importancia en el

analisis de fluidos biolégicos.

Tiempo (min)

Figura 4.2. A) Cromatograma obtenido con la columna porosa Zorbax Eclipse (1.7 mL-min"l) y
B) Cromatograma obtenido con la columna de nucleo sélido Poroshell (0.4 mL min "1).
Aex/ Aem = 272 nm/445 nm. Fase movil: 2 mmol-L"* formiato aménico (pH 7.1).

1: PT6C, 2: XAN, 3: NEO, 4: MON, 5:1SO, 6: PT, 7: BIO, 8: 7BIO, 9: 6HMPT
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4.2.2. Influencia de la concentracion de las pteridinas en la separacion mediante HPLC con

deteccion fluorimétrica

Para estudiar como influye la concentracion de pteridinas en la sefial fluorescente, se
prepararon patrones de concentraciones conocidas, en diferentes intervalos y se ensayaron
varias columnas. En la columna Zorbax de particula porosa, la concentracidon de pteridinas
estaba comprendida entre 1.0 y 6.0 ng-mL"l, excepto para XAN y PT, que estaba
comprendida entre 2.0 y 12.0 ng-mL"ly para ISO entre 1.5 y 8.5 ng-mL'l. En la columna
Poroshell de nucleo sélido los intervalos fueron 0.7-7.0 ng-mL‘1 para XAN; 0.4-4.0 ng-mL':L
para MON; 0.2-2.0 ng-mL™ para 1SO; 0.6-6.0 ng-mL " para PT y entre 0.5-5.0 ng-mL™ para las
restantes pteridinas. La deteccion se llevé a cabo en modo multiemisién, manteniendo fija la
longitud de onda de excitacion a 272 nm y la de emision se fijo para obtener la mayor
sensibilidad en cada caso, asi se usé A¢, = 410 nm para 1SO; 465 nm para XAN y 445 nm para
las demas pteridinas. Cada muestra se inyectd por triplicado y se empled las areas de pico

como sefal analitica.

En la Tabla 4.1 se resumen los parametros de calibracion obtenidos mediante el
método de patron externo para ambos tipos de columna. Los limites de deteccién (LOD) y
de cuantificaciéon (LOQ) se obtuvieron segun el criterio de Long and Winefordner [1]. Se
observa una adecuada linealidad, obteniéndose en todos los casos coeficientes de
determinacién R*> 0.99. Los LODs obtenidos en la columna Poroshell son en todos los casos
mejores que los obtenidos en la columna Zorbax. Los valores oscilan entre 0.23 ng-mL'1 para
MON y 0.88 ng-mL'1 para ISO en la columna Zorbax y entre 0.044 ng-mL"1 para MON y 0.37
ng-mL'1 para XAN en la columna Poroshell. Como podemos observar en todos los casos los

LODs son del orden de cuatro veces mas sensibles en esta ultima columna.
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Tabla 4.1. Pardmetros analiticos para la determinacion de pteridinas mediante HPLC con

deteccion fluorescente.

Analito t,z :‘ Isn?a Inltiil:/aallo Pe:dsi;?te 2 Line(;li)dad ( LODb_1 LOQC_1
(ng mL'l) + 6 ngmL”) (ngmL")
Columna Zorbax Eclipse (particula porosa)
PT6C 13+0.1 1.0-6.0 242 +04 0.9974 98 0.31 1.0
XAN 2.1+0.1 2.0-12.0 21.9+0.3 0.9988 99 0.47 1.6
NEO 26+0.1 1.0-6.0 35.3+0.6 0.9973 98 0.32 1.1
MON 3.7+0.1 1.0-6.0 446 +0.6 0.9986 99 0.23 0.77
ISO 45+0.1 15-85 39.6+0.6 0.9901 97 0.88 2.9
PT 6.8+0.1 2.0-12.0 54.7 +0.7 0.9989 99 0.43 14
BIO 7.1+0.1 1.0-6.0 30.4+0.7 0.9961 98 0.38 13
7BIO 7.6+0.1 1.0-6.0 20.2+0.5 0.9964 98 0.34 11
6HMPT 8.7+0.1 1.0-6.0 209+0.5 0.9948 97 0.44 1.5
Columna Poroshell (particula de nucleo sélido)

PT6C 3.1+0.1 0.5-5.0 118+1 0.9994 99 0.076 0.37
XAN 3.8+0.1 0.7-7.0 61+2 0.9921 97 0.37 2.0
NEO 43+0.1 0.5-5.0 137+1 0.9989 99 0.065 0.51
MON 59+0.1 0.4-4.0 181 +11 0.9996 99 0.044 0.23
I1SO 7.3+0.2 0.2-3.0 440+ 10 0.9951 98 0.059 0.34
PT 10.7+0.2 0.6-6.0 77+1 0.9986 99 0.13 0.77
BIO 11.7+0.2 0.5-5.0 101+2 0.9977 98 0.14 0.87
7BIO 12.6+0.2 0.5-5.0 88+1 0.9991 99 0.076 0.47
6HMPT 13.7+0.2 0.5-5.0 153 +2 0.9987 99 0.11 0.57

a: SD, desviacién estandar, (n=15).

b: LOD, limite de deteccidn de acuerdo al criterio de Long and Winefornerd [1]. a = B = 0.05.
c: LOQ, limite de cuantificacion.

Sefial analitica: drea del pico obtenida a Aex = 272 nm y Aem = 410, 465 y 445nm para ISO,

. s . . -1
XAN y el resto de pteridinas respectivamente; concentraciones expresadas como ng-mL .
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4. Determinacion de pteridinas en suero humano

4.2.3. Aplicacion del método propuesto al analisis de muestras de suero

Los niveles de pteridinas en suero humano son del orden de ng-mL‘lo menores, como
consecuencia se eligid para su andlisis la columna Poroshell con objeto de obtener la
maxima sensibilidad. Por otra parte, la resolucion obtenida para BIO con respecto a PT es
mejor con esta columna de nucleo sdlido. Aunque la eleccién de esta columna supone
incrementar los tiempos totales de andlisis, ésto se compensa con su mayor sensibilidad y
resoluciéon, dada la importancia que tiene el anadlisis de BIO en los fluidos bioldgicos. En
cualquier caso, se llevé a cabo un estudio completo que involucra el célculo de los

parametros cromatograficos en presencia de suero con ambas columnas.

Las muestras de suero se trataron como se ha descrito en el apartado 4.1.4. En
primer lugar se lleva a cabo la precipitacion de las proteinas del suero con 4acido
tricloroacético y la posterior oxidaciéon de las pteridinas reducidas (dihidropteridinas y
tetrahidropteridinas) para generar los compuestos fluorescentes correspondientes a las
pteridinas en su estado maximo de oxidacion. Se empled I,/I' como agente oxidante, de
acuerdo con el procedimiento clasico descrito por Fukushima [2]. Este tratamiento, que
generalmente es suficiente cuando el analisis se realiza mediante HPLC empleando
columnas C18 con particulas de 5.6 um, no resulta suficiente cuando se emplean columnas
con particulas de nucleo sdlido. En este segundo tipo de columnas se producian fuertes
retenciones de compuestos presentes en la matriz del suero que llegaban a bloquear a la
columna afectando a su eficacia. Como consecuencia fue necesario llevar a cabo una
limpieza mas exhaustiva de las muestras antes de su inyeccién por lo que se optimizé un

proceso previo de limpieza mediante extraccion en fase sélida (SPE).

Se realizé la purificacion de las muestras previamente oxidadas mediante cartuchos
ISOLUTE ENV+, que habian sido ensayados con éxito previamente para las muestras de
tomate. Para la elucidon de la muestra se ensayaron mezclas metanol-agua y acetonitrilo-
agua en los intervalos de 20% a 100% del disolvente organico. Se obtuvieron recuperaciones
satisfactorias para las mezclas 80/20 (disolvente organico/agua) y 50/50 (disolvente
organico/agua) preferentemente empleando acetonitrilo como disolvente organico. Para
porcentajes menores de acetonitrilo las recuperaciones disminuyen notablemente. Se
establecié una mezcla 80/20, acetonitrilo/agua como optima para llevar a cabo la elucion.
En estas condiciones los valores de recuperacién oscilan entre 80% (£8.6) y 99% (+3.4). En la
Figura 4.3 se han representado los cromatogramas obtenidos a las diferentes longitudes de

onda para una muestra de suero enriquecida con las pteridinas en estudio. Como se puede
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observar la sefial de ISO (pico 5) sufre un notable incremento a A.,,= 410 nm mientras que la
sefial correspondiente al XAN (pico 2) es mas facilmente detectable a 465 nm. Para el resto
de los compuestos analizados en las muestras de suero, se selecciond 445 nm como A.p.
También se puede observar como el pico 1 correspondiente al PT6C, aparece solapado con
los compuestos polares de la matriz que aparecen a tiempos mas cortos, por lo que la

deteccidn de este analito en las muestras de suero no fue posible.

120 Aem=410 nm
80— 5
& -
40—
4
_ 6 7 8 9
0 T T T T T T T |
0 4 8 12 16
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120— Aem= 445 nm
—
Tiempo (min)
120 Aem= 465 nm
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& -
40—
0 T l T | T I T |
0 4 8 12 16

tiempo (min)

Figura 4.3. Cromatogramas de muestras de suero enriquecido con las pteridinas en estudio
previa oxidacion I,/I" y limpieza mediante SPE.
Condiciones: columna Poroshell, A= 272 nm.
2: XAN, 3: NEO, 4: MON, 5:1SO, 6: PT, 7: BIO, 8: 7BIO, 9: 6HMPT
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4. Determinacion de pteridinas en suero humano

En la Figura 4.4 se pueden observar los cromatogramas correspondientes a una
muestra de suero enriquecida y otra sin enriquecer, en ambos casos pre-oxidadas y
extraidas mediante SPE. En la muestra de suero sin enriquecer se encontraron picos
correspondientes a todos los analitos en mayor o menor extensidn, excepto para el 7BIO, ya
gue como se comentd en la introduccidn, este analito solo aparece en fluidos bioldgicos

procedentes de personas con patologias muy especificas.

60— Desconocido
3 Desconocido

Tiempo (min)

Figura 4.4. Cromatogramas de una muestra de suero preoxidada sin enriquecer (linea negra)
y de una muestra de suero preoxidada y enriquecida (linea roja) con PT6C, NEO, BIO, 7BIO y
6HMPT (3 ng”mL™); XAN (4.2 ng-mL™), MON (2.4 ng-mL™), 1SO (1.2 ng-mL™) y
PT (3.5 ng-mL"l; Condiciones: columna Poroshell, Aey/Aer, = 272/445 nm.

Una vez optimizado el pretratamiento de las muestras se procedié al establecimiento
de los pardmetros cromatograficos para muestras de suero enriquecidas usando ambas
columnas. Se calcularos los valores de resolucion (R), factor de capacidad (k') y nimero de
platos tedricos (N) usando los tiempos de retencién y la semianchura de pico (wy,). De esta
manera, el efecto de la presencia de la matriz del suero en la separacion se podra evaluar de
forma real. Cada pardmetro se determiné sobre cinco muestras independientes y los valores

medios calculados aparecen resumidos en la Tabla 4.2.

Los valores de k" calculados oscilan entre 1.71 para XAN y 9.02 para 6HMPT usando
columna Poroshell y entre 2.21 y 10.27 para Zorbax. Los valores de la resolucién de cada
pico con respecto al anterior compuesto eluido oscilan entre 1.36 y 8.04 en la columna
Poroshell y valores ligeramente superiores 1.34 a 8.57 en la columna Zorbax. Es de destacar
la mejor resolucién obtenida con la columna Poroshell para los compuestos BIO-PT (1.36),
con respecto al valor de 0.79 obtenido en la columna Zorbax.
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Los estudios de precisién se realizaron con muestras preparadas e inyectadas en un
mismo dia (n=6) e inyectadas en varios dias consecutivos (n=5) utilizando muestras de suero
enriquecidas con una mezcla patrén de pteridinas conteniendo 4.2 ng-mL':L de XAN, 2.4
ng-mL'1 de MON, 1.2 ng-mL"1 de 1SO, 3.5 ng-mL"1 de PT y 3.0 ng-mL'1 para las demas
pteridinas en estudio. Los valores de desviacion estandar relativa (RSD) estuvieron entre
0.72 y 5.3 % en los estudios en el mismo dia y entre 1.2 y 12 % para los estudios entre cinco

dias diferentes.

Tabla 4.2. Parametros cromatograficos para muestras de suero enriquecido con las

pteridinas en estudio.

Analito tz(min) £ SD W/, (min) + SD k” +SD N +SD Rs +SD

Columna de particula de ntcleo sélido Poroshell
'm=1.34 £ 0.01 min

XAN 3.63+£0.02 0.21+0.02 1.71+£0.02 1609 + 246 6.9+0.3
NEO 4.23+0.02 0.16+0.01 2.17 +0.02 3682 + 360 1.87£0.07

MON 5.83+0.03 0.21+0.01 3.36+0.03 4347 + 476 49+0.3
ISO 6.79 £ 0.05 0.20+0.01 4.08 +0.05 6153 + 214 2.74 +£0.09

PT 10.50 £0.05 0.33+0.01 6.85 £ 0.05 545 + 184 8.0+0.1
BIO 11.48 £0.05 0.36+£0.01 7.58 £0.05 5401 £ 435 1.64 +0.03
7810 12.32 £0.05 0.36+£0.01 8.21+0.05 6435 + 354 1.36+0.04
6HMPT 13.40+0.06 0.39+0.01 9.02 +0.06 6523 + 440 1.68 £0.04

Columna de particula porosa Zorbax Eclipse
t,,= 0.68 + 0.01 min

XAN 2.19+£0.05 0.10+0.01 2.21+0.08 2597 +519 5.9+0.7

NEO 2.634 +£0.02 0.11+0.01 2.86+0.02 8111 +2343 24+0.2
MON 3.70£0.02 0.13+0.01 4.42 +0.04 3961 + 158 5.01+£0.09
ISO 4.06+0.03 0.15+0.01 4.96 +0.05 3854 + 80 1.48 +0.05

PT 6.41 +0.05 0.16+0.01 8.39+0.09 8275+ 297 8.6+0.2
10 6.64 +0.06 0.17+0.01 8.7+0.1 7950 + 228 0.79+0.03
7BIO 7.03 £0.06 0.16 £0.01 9.3+0.1 10350 + 1015 1.34+0.04
6HMPT 7.69 £0.07 0.21+0.01 103+0.1 6836 + 486 2.02 £0.08

SD: desviacion estdandar (n= 5); tg: tiempo de retencion ; wy: semianchura de pico; k': factor

de capacidad; N: numero de platos tedricos; R,. resolucion (%); t,,: tiempo muerto

122



4. Determinacion de pteridinas en suero humano

4.2.4. Efecto matriz

El efecto de la presencia de la matriz de suero se evalué mediante la comparacion de
las regresiones obtenidas en presencia y en ausencia de suero, para cada una de las
pteridinas en estudio. Para ello, se realizd un estudio estadistico por comparacién de las
pendientes de ambas regresiones mediante el test t y el test F usando el programa ACOC. De
los estudios realizados se deduce que todas las pendientes obtenidas por adicidn patrén son
estadisticamente no distinguibles de las obtenidas mediante patrén externo, excepto para
MON para el cudl se observa un ligero efecto de supresidn de sefial. A continuacién, tanto al
método del patrén externo como el de adicidn patrdn se aplicaron a la determinacién de

pteridinas en suero y se compararon los resultados obtenidos.

4.2.5. Andlisis de las muestras de suero

Se analizaron muestras de suero provenientes de voluntarios, enriquecidas y sin
enriquecer en las condiciones cromatograficas optimizadas como se describe en el apartado
4.1.4, utilizando el método del patrén externo y de la adicion patrdn. En la Tabla 4.3 se
resumen los resultados obtenidos por ambas metodologias. Hay que destacar que no se
detectd 7BIO en los sueros analizados, resultado esperable ya que esta pteridina solo
aparece en los fluidos biolégicos como biomarcador de patologias muy concretas como se
ha explicado en la Introduccion de esta parte de la Memoria. Los valores de probabilidad (p
valor) indican que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos por
patron externo y por adicion patréon al 95% de confianza para todas las pteridinas. También
podemos observar los valores encontrados asi como el intervalo de confianza calculado para

los contenidos de las diferentes pteridinas a=0.05.
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Tabla 4.3. Determinacién del contenido de pteridinas en muestras de suero mediante el

método propuesto.

Adicidn patron (n=5) Patron externo (n=10)
Analito Contenido Intervalo de Contenido Intervalo de Valorp
(ng mL™) confianza® (ng mL™) confianza®
XAN 3.69 +1.8 3.27 +0.40 0.36
NEO 1.35 +0.24 1.16 +0.11 0.06
MON 0.46 +0.14 0.36 +0.06 0.07
ISO 0.54 +0.24 0.50 +0.06 0.53
PT 0.84 +0.55 0.81 +0.08 0.81
BIO 2.10 +0.51 1.85 +0.09 0.06
7BIO <Lob - <LOD - ---
6HMPT 0.23 +0.11 0.15 +0.06 0.21

® Calculado para a = 0.05; Valor de p calculado para la comparacién de contenidos

calculados por adicion patrén y patréon externo.

Con objeto de evaluar los resultados obtenidos, estos se comparan con los
encontrados en la bibliografia. Debido a la disparidad de unidades encontradas en las
referencias bibliogréficas, en la Tabla 4.4 aparecen los contenidos expresados de dos
maneras, tal y como aparecen en la referencia bibliografica y en segundo lugar expresados
como nmol-L™. Hay que tener en cuenta que los datos referentes a mezclas complejas de
pteridinas en suero son muy escasos, como se comenté en la Introduccién de esta parte de
la Memoria, ya que practicamente existe solo un Unico trabajo que hace referencia a un
numero elevado de pteridinas, refiriéndose la mayoria de los datos encontrados al analisis

de una Unica pteridina.
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Tabla 4.4. Contenidos de pteridinas en suero/plasma encontrados en la bibliografia y los

obtenidos mediante el método propuesto.

Contenido
Analito Tipo de muestra contenido (nmol-L) (expresado como  Referencia
en la referencia)
Voluntarios sanos (suero)
NEO Edad 1-18 3.5-135 idem [3]
19-75 2.6-8.7
2.87-14.78
NEO Nifios sanos (suero) Media: 5.47 + 2.58 idem [4]
Cut off: 11
Voluntarios sanos (suero)
NEO edad <18 6.8+3.6 idem [5]
19-75 53127
Nifios sanos (suero) 2.88-14.8
media: 4.73 .
NEO Nifios con gastroenteritis 6.03—171 idem (6]
viral (suero) media: 23.7
NEO Adultos sanos (suero) 4.82 Idem [7]
BIO total 235+1.3
BHA Adultos sanos (plasma) 148416 Idem [8]
NEO Adultos sanos (suero, 21.8 5.52 (9]
BIO total oxidacién con I,/1) 6.91 1.64 ug-L'1
NEO 8.26 2092
XAN 1.74 312
MON Adultos sanos (plasma 0.17 42
IS0 oxidacién aéF:ea) ’ 0.70 126 pgmL” (10]
BIO 3.04 720
6HMPT 0.87 168
PT 6.78 1106
NEO 4.98 1.26
XAN 19.43 3.49
MON 1.61 0.41
I1SO Adultos sanos (suero, 2.90 0.52 el Método
BIO oxidacion I,/1") 8.30 1.97 € propuesto’
6HMPT 0.98 0.19
PT 5.08 0.83
7BIO <LOD <LOD

® Valor medio calculado entre los obtenidos por el método de la adicién patrén y del patrén

externo
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4.3. Conclusiones

En los trabajos revisados en la bibliografia, con frecuencia la pteridina que ha
presentado mayor interés entre los investigadores ha sido el NEO. Con el método propuesto
el valor medio obtenido para NEO ha sido de 4.98 nmol-L", valor similar al publicado
previamente para individuos sanos. Por otra parte, en la revision realizada solamente una
publicacién analiza un nimero similar de pteridinas. El trabajo mencionado y propuesto por
Andondonskaja-Renz y col. [10] realizé un pretratamiento de la muestra consistente en una
oxidacién aérea por lo cual los resultados obtenidos no pueden ser comparados con la
oxidacién quimica realizada en este trabajo. Ademads, la muestra analizada fue plasma y no
suero, siendo dificil, por tanto, realizar una comparacién entre los resultados obtenidos por

ambos métodos.

Dada la escasez de datos referentes a la presencia de pteridinas en muestras de
suero, el procedimiento desarrollado permite la cuantificacion de nueve pteridinas
consideradas esenciales en muestras de suero de individuos sanos. Utilizando para la
separacién cromatografica una columna con particulas de nucleo sélido, se consigue una
buena resolucién entre PT y BIO, lo que permite la determinacion de este ultimo, dada la

importancia que tiene en los procesos bioquimicos en el organismo.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre los contenidos
calculados por adicién patrén y por patrén externo. Este hecho posibilita la aplicacién del

patron externo y facilita el andlisis en caso de control rutinario en analisis clinico.

El método propuesto permite, por primera vez, llevar a cabo la determinacién de
ocho pteridinas en suero previa oxidacién con |,/I" y limpieza mediante SPE, y obtener un

patrén de reconocimiento de normalidad en los sueros de personas sanas.
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1. Introduccion

1.1. Estructura quimica de los folatos

El término folato se aplica de forma genérica a una familia de vitaminas hidrosolubles
del grupo B que tienen estructuras y propiedades similares al acido félico. Incluye tanto los
folatos naturales como al acido félico (acido pteroilmonoglutamico), que es la forma
sintética comunmente utilizada para el enriquecimiento de alimentos o para la

suplementacidn nutricional [1].

Los folatos son pteridinas conjugadas, fundamentalmente en su posicién 6, con una
unidad de acido para-aminobenzdico (PABA), mediante un puente metilénico y este, a su
vez, unido a una unidad de acido glutdamico mediante una unién peptidica. Las diferentes

estructuras de los folatos difieren en las siguientes caracteristicas:

0 Estado de oxidacion del anillo pteridinico. Cuando el anillo es el 2-amino-4-
hidroxipterin, el folato derivado se denomina acido félico (AF) y su estructura se muestra en

la Figura 1.1, donde se sefalan las unidades estructurales de las que se compone.

i
=
H,N"2 N7 N M2
1 8
COOH
AN J J J
Y v ¥
pteridina p-aminobenzoato glutamato

Figura 1.1. Estructura quimica del acido fdlico (AF).

Los folatos que presentan los anillos pteridinicos completamente reducidos se
denominan tetrahidrofolatos y se suelen ver afectadas las posiciones 5, 6, 7 y 8. Los que
estan parcialmente reducidos se denominan dihidrofolatos siendo los mas frecuentes los
7,8-dihidro derivados. En esta Memoria, ademas del AF, se estudiaran sus dos principales
metabolitos, el acido tetrahidrofélico (THF) y el acido 5-metiltetrahidrofélico (SMTHF), los
cuales son formas completamente reducidas y cuyas estructuras se muestran en la Figura
1.2.
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Figura 1.2. Estructura quimica del acido tetrahidrofélico (THF) y del 4cido 5-
metiltetrahidrofdico (SMTHF).

0 Naturaleza de los sustituyentes localizados en la posicion N-5 y N-10 del anillo
pteridinico. Los sustituyentes mds comunes suelen ser el hidrégeno (-H), grupo metilo (-CHs),
grupo formil (-HCO), grupo formimino (-NHCH), grupo metenil (CH") y el grupo metileno (-
CH,)

0 Numero de glutamatos unidos. El L-glutamato puede estar conjugado en repetidas
unidades a través de un y-enlace con el grupo carbonilo. Estos glutamatos son denominados
monoglutamatos, diglutamatos o triglutamatos dependiendo del numero de residuos.
Ademas se suele usar el término folato poliglutamato para hacer referencia a los folatos con

mas de una unidad de glutamato.
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1.2. Caracteristicas fisico-quimicas de los folatos

Como se ha comentado anteriormente, los folatos pueden considerarse como una
pteridina conjugada, ya que contiene un anillo pteridinico sustituido en posicion 6, sin
embargo, al ser este sustituyente de gran volumen, los derivados presentan ciertas

caracteristicas fisico-quimicas que los hacen diferenciarse del resto de las pteridinas.

1.2.1. Solubilidad.

El AF, al igual que las pteridinas tiene una solubilidad muy limitada en agua
(1.6 mg-L"1 a 25 °C), es ligeramente soluble en metanol, poco soluble en etanol o butanol e
insoluble en acetona, cloroformo, éter y benceno [2]. Por ello, se estima que cerca de un

80 % de los folatos existentes en los alimentos estdn en forma poliglutamica.

1.2.2. Caracteristicas acido-base.

Las caracteristicas acido-base de los folatos son mas complejas que las de las
pteridinas. Segun los datos bibliograficos [3,4], pueden presentar al menos cinco posibles

formas en funcion de la acidez del medio.

En las Figuras 1.3 y 1.4 se muestran los posibles equilibrios acido-base en los que

participan tanto el AF, como el THF, asi como las constantes de acidez de cada equilibrio.

Como se puede observar, el AF presenta una forma no cargada en medios
ligeramente acidos, pH 3.5 - 4, sin embargo, en el caso del THF, todas las formas estan
cargadas y en el intervalo de pH antes indicado, parece posible la formacion de una especie
zwiteridnica. Esta diferencia serd de importancia a la hora de considerar las posibles
condiciones Optimas para la separacion cromatografica de estos compuestos. EIl SMTHF

tendra un comportamiento similar al THF segun los datos bibliograficos [4].
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1.2.3. Caracteristicas espectrales

La compleja estructura de los folatos y la posibilidad de multitud de formas
catidnicas, neutras y anidnicas en funcidon del pH, generan sin embargo, espectros de
fluorescencia relativamente simples, ya que solo afectan a sus propiedades fluorescentes
aquellos equilibrios que repercuten en cambios estructurales que afecten a los anillos

aromaticos condensados del grupo pirazino-pirimidinico.

El AF es débilmente fluorescente en todas las formas idnicas [5]. Aunque posee un
anillo pteridinico, parece que existe un efecto de disminucién del rendimiento cuantico de
fluorescencia debido a la presencia de la cadena de para-aminobenceno-glutamico en
posicion 6. Los espectros de excitacion y emision son similares a los mostrados por el pterin.
Hasta pH aproximadamente 6 se observan dos maximos de excitacién a 275y 325 nm y uno
de emision a 440 nm. A pH > 6 la intensidad de fluorescencia a 275 nm decae drasticamente
y el maximo se desplaza hipsocromicamente a 255 nm, manteniéndose constante a partir de
pH 9. En todo el intervalo de pH, el maximo de emisidn se encuentra situado a 445 nm, no
observandose desplazamientos relevantes. La forma H;A parece ser la que presenta el
mayor rendimiento cudntico de fluorescencia, disminuyendo éste cudndo se protona en N1

o se desprotona en N3 [6].

Los espectros de emision fluorescente del THF y del SMTHF, por ser derivados
tetrahidropteridinicos sufren un fuerte desplazamiento hipsocrémico situdndose su maximo
de emisién a 360 nm, siendo el 5SMTHF el mas sensible de los dos. En el caso de los
tetrahidrofolatos las especies mas fluorescentes parecen ser las "H;A™y HAZ, produciéndose
la mayor pérdida de fluorescencia con la desprotonacién de N1 y N3 al igual que en el caso

del AF. Ambos metabolitos presentan una mayor fluorescencia que el AF.

1.2.4. Estabilidad de los folatos

Los folatos son muy sensibles a la luz, por lo tanto, su andlisis se lleva a cabo la
mayoria de las veces bajo luz reducida. Ademas, las formas reducidas son muy susceptibles a
la oxidacidn por el oxigeno atmosférico [7]. La degradacion de los folatos puede variar
dependiendo de la acidez del medio y de la naturaleza del tampdn utilizado, y también
influye la adicién de agentes reductores, la temperatura, la matriz en la que se encuentren
presentes o el tipo de folato de que se trate [8]. Asi, de los tres folatos que se estudian en

esta Memoria, el AF es mas estable que el 5SMTHF, siendo el THF el menos estable. Con
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objeto de aumentar la estabilidad de estos compuestos se ha propuesto el uso de diferentes

sustancias tales como el 4cido ascérbico o diversos tioles.

1.3. Folatos naturales en alimentos

En los alimentos, los folatos se encuentran mayoritariamente como derivados
poliglutdmicos y pueden presentarse en diversas formas con diferentes estados de oxidacion

y sustituyentes en el anillo pteridinico.

El AF, entendido como la forma monoglutamica, es la forma sintética que
normalmente se incluye en los complementos alimentarios, sin embargo, en los medios
naturales, por el contrario, aparece en cantidades no significativas y debida, principalmente
a la oxidacién de los folatos reducidos. La forma predominante en todos los alimentos es el
SMTHF. El THF también se encuentra presente en algunos alimentos pero a niveles mas
bajos, mientras que el 5-formil tetrahidrofélico practicamente estd ausente o se encuentra

en niveles trazas.

La distribucién de las distintas formas de folatos en los tejidos de las plantas depende
de la especie y también del método de cosecha y tratamientos post cosecha que se apliquen
[9], ademads en algunas frutas y hortalizas, el contenido de folatos puede variar con el

proceso de maduracién [10,11].

A pesar de que existen muchas publicaciones o diversas tablas de composicién de
alimentos que establecen el contenido de folatos, no existe uniformidad en los valores
debido a que cada fuente utiliza un método de analisis 0 modos de expresidn diferentes. Por
lo que seria de gran importancia conseguir un consenso en el método de determinacion de

folatos, en el muestreo, en el protocolo y en la forma de expresar el resultado [12].

Los folatos estan presentes en una gran variedad de alimentos, siendo las plantas la
principal fuente de folatos en la nutricion humana. Los vegetales de hoja verde tienen un
alto contenido en folatos, asi productos frescos como el brdcoli, espdrragos o los guisantes
verdes pueden contener hasta 100 pg de folatos/100 g y las espinacas frescas alrededor de
150 pg/100 g. Las patatas, zanahorias, tomates y pepinos son considerados como vegetales
con un contenido moderado de folatos, entre un 10-30 pg/100 g. La mayoria de las frutas
frescas contienen menos de 15 pg/100 g, aunque existen excepciones como, por ejemplo,
las naranjas (24-35 pg/100 g) y otros citricos o las fresas (18-63 pg/100 g). Por otro lado, los

cereales contienen niveles de folatos que se consideran entre moderados y altos. La harina
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de trigo tiene de 18-50 pg/100g de folatos dependiendo de la extraccion, ya que en el
salvado y en el germen de trigo se encuentra un contenido en folatos de 260 y 330 ug/100 g,
respectivamente. En el pan y otros cereales se describen contenidos que oscilan entre 20-50
ug/100 g [7,12].

Aunque las necesidades de folatos se podrian cubrir a partir de una dieta rica en
todos estos alimentos, hay que tener en cuenta que para ello la estructura basica del folato
debe permanecer estable. Sin embargo, hay factores como el calor (coccidn), la oxidacion y
la luz ultravioleta (conservacidn) que son capaces de romper esta molécula e inactivarla. Por
ello, se ha de tener en cuenta que aproximadamente un 50% del contenido inicial de los
folatos presentes en los alimentos se pierden en los procesos de cocinado de los mismos
[13], asi el contenido de folatos en alimentos procesados y almacenados es

considerablemente menor que en los alimentos frescos [14].
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1.4. Absorcion y transporte de folatos

El proceso de sintesis de folatos en las plantas ya fue descrito en la Introduccion de la
Parte | y aqui se va a describir el proceso mediante el cual los folatos presentes en los

alimentos son absorbidos por el organismo humano.

Como se ha comentado anteriormente, los seres humanos no pueden sintetizar
folatos y los deben adquirir a través de la dieta. Ademads, aunque los folatos reducidos son
sintetizados por plantas y por la mayoria de los microorganismos [15], el AF no se encuentra
en la naturaleza, como se ha indicado anteriormente. Su existencia depende de la oxidacion
de folatos reducidos o de su sintesis comercial para el uso en suplementos y en alimentos

enriquecidos [16].

Los folatos presentes en los alimentos se encuentran en su mayor parte (90 %) en
forma de poliglutamica y asociados a proteinas. En el intestino, son liberados de las
proteinas alimentarias por accién de las proteasas digestivas y posteriormente los
poliglutamatos deben perder sus residuos glutamicos para poder ser absorbidos a nivel
intestinal, asi los poliglutamatos son hidrolizados mediante la enzima glutamato
carboxipeptidasa Il (GCPII) (folato hidrolasa) a monoglutamatos previamente a su absorcion
[17].

El resto de los folatos, que se encuentran como monoglutamatos, los cuales son las

formas extracelulares, no necesitan ser hidrolizados.

Después de su hidrdlisis, los derivados monoglutamicos correspondientes y el acido
folico sintético son transportados dentro de las células intestinales, mediante transporte

activo dependiente de pH.

Una vez dentro de la célula, el AF es reducido a THF mediante una reaccion
enzimatica catalizada en dos pasos sucesivos por la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR).
En primer lugar lo convierte en dihidrofolato (DHF), para después transformar este en THF.
Posteriormente, tanto éste como los monoglutamatos naturales son convertidos a SMTHF

antes del transporte al corriente sanguineo [18].

Si la ingesta es muy alta, una parte de ellos no se metaboliza y llega a la circulacion en
su forma original. Esta conversién es un paso critico, ya que frecuentemente se ve
interrumpida por numerosos factores intrinsecos al individuo como son: la edad, el

metabolismo y la genética.
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Una vez en el corriente sanguineo los monoglutamatos se dirigen al higado donde
una parte de ellos son de nuevo transformados en poliglutamatos para ser almacenados en
él o en las células rojas de la sangre. Otra parte de los monoglutamatos llegan a la bilis
donde pueden ser recirculados a otros tejidos, principalmente hacia tejidos de rapida
divisién celular, como la medula ésea o la mucosa gastrointestinal, ya que necesitan del

mismo para la sintesis de ADN.

La vida media de los folatos es de 100 dias. No se conocen con exactitud los
mecanismos de su eliminacidn. Se sabe que parte del 5SMTHF es excretado por la bilis,

mientras que algunos folatos intactos se eliminan por orina y materia fecal.

En la Figura 1.5 se puede observar un esquema del proceso de absorcidn y transporte

de los folatos.

LUMEN INTESTINAL ENTEROCITO VENAS
MESENTERICAS

Poliglutamatos
naturales

GCPII
Monoglutamatos

i Monoglutamatos
Dieta ¥’/' S,
AF
AF PCFT DHFR

S5MTHF ------ = S5MTHF

DHFR

~» THF

Figura 1.5. Absorcion y transporte de folatos.
GCPII: glutamato carboxipeptidasa Il; PCFT: transportador de folatos acoplado a protones;

DHFR: hdihidrofolato reductasa
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1.5. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se define como la fraccion de folatos ingeridos que son
absorbidos en el intestino delgado y que pueden ser usados por los procesos metabdlicos o

almacenados en el cuerpo [19].

Los folatos naturales son una mezcla de formas reducidas (siendo la forma
predominante el 5SMTHF) y estan generalmente presentes como poliglutamatos con un
namero variable de residuos de glutamato. La forma sintética, AF, es un monoglutamato y
se encuentra en la dieta solo en alimentos que han sido enriquecidos o en suplementos. Esta
forma sintética, al ser una forma completamente oxidada, es estable y relativamente
resistente a la destruccién. Sin embargo, los folatos naturales son labiles y propensos a la

ruptura oxidativa en el enlace C9-N10 [20].

Estas diferencias estructurales tienen un gran impacto en la biodisponibilidad de
folatos. Se ha descrito que la biodisponibilidad de los folatos naturales es incompleta
cuando se compara con la del AF. Sin embargo, los datos sobre la menor biodisponibilidad
de los folatos naturales en comparacion con el AF sintético presentan una gran variacion, la

cual va desde el 10 % al 98 % dependiendo del enfoque metodoldgico utilizado [21].
La biodisponibilidad de los folatos puede depender de diversos factores [22]:

0 Forma quimica del folato. La biodisponibilidad de las formas reducidas de folatos
(DHF, THF, 5MTHF, etc) puede diferir de las formas oxidadas (AF).

0 Union a la cadena de glutamato. Muchos estudios muestran que la
biodisponibilidad de las formas poliglutdmicas es menor a la de las formas

monoglutamicas, aunque otros no muestran diferencias.

0 Cantidad de folatos. Como se describié anteriormente la cantidad de folatos
influye en el mecanismo de absorcion; pero ademas, se ha observado que la respuesta
relativa de la concentracion de folatos en suero y eritrocitos, a bajas dosis de AF es mas

alta que a concentraciones mayores.

0 Matriz alimentaria. La complejidad de la matriz del alimento o en general de la
dieta afecta a la biodisponibilidad. Debido a como se encuentren unidos los folatos a la

matriz del alimento, éstos pueden tener mayor o menor biodisponibilidad.

0 Efectos de modificadores. La actividad de la enzima pteroilglutamato hidrolasa es

dependiente del pH (pH dptimo 6.5-7.0) y puede ser inhibida por alimentos acidos como
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tomate o zumo de naranja. Ademads estd descrito que esta enzima necesita cinc para su
actividad, por tanto, la biodisponibilidad de los poliglutamatos ingeridos dependerd de la
cantidad de cinc presente en la dieta. Otros modificadores pueden ser la fibra dietética o

el alcohol que tienden a reducir la biodisponibilidad de los folatos.

0 Estatus de nutrientes en el organismo. La deficiencia de folatos puede alterar el
reparto de folatos entre los tejidos corporales, pero todavia no se ha aclarado si esto
afecta a la biodisponibilidad de los folatos. También por ejemplo un déficit de vitamina

B12 afecta la bioconversion de folatos en el organismo.

0 Factores genéticos. Existen mutaciones genéticas que afectan a una o varias
enzimas implicadas en la absorcion de los folatos, como por ejemplo la GCPII o la metileno

tetrahidrofolato reductasa.

O Factores relacionados con el hospedador. Se ha demostrado que la edad no tiene
influencia en la biodisponibilidad. Sin embargo, la biodisponibilidad se ve afectada
negativamente en el caso de desdrdenes del tracto gastrointestinal. Por otro lado, los
requerimientos de folatos incrementan en la fase previa a la concepcién y durante la

gestacion.

Debido a que son muchos los factores que influyen en la biodisponibilidad de los
folatos y a las dificultades de su evaluacion, los datos de biodisponibilidad de folatos en
alimentos son muy limitados. El conocimiento de datos exactos sobre la disponibilidad de los
folatos obtenidos de fuentes de alimentos naturales es de gran interés, sobre todo en los
paises donde no existe una legislacion sobre el enriquecimiento obligatorio de los alimentos
con AF y que, por lo tanto, tienen una mayor dependencia de los folatos naturales para

poder alcanzar los niveles requeridos.
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1.6. Actividad e importancia de los folatos en la salud humana

Los folatos, ademas de otras actividades (vitaminicos etc.), son coenzimas en diversas
reacciones enzimaticas de transferencia de grupos monocarbono necesarias para la sintesis
de acidos nucleicos y el metabolismo de algunos aminoacidos. Asi, estan implicados en la
biosintesis de purinas y pirimidinas, en el catabolismo de la histidina, en la sintesis de

metionina o en la interconversidn de serina y glicina [23].

Un aspecto menos conocido de los folatos es el hecho de que se pautan como
agentes de rescate cuando se aplican terapias con ciertos antineopldsicos del grupo de los
antimetabolitos. Asi, por ejemplo se instaura una terapia con acido folinico (acido 5-formil-
5,6,7,8-tetrahidrofdlico) para contrarrestar los efectos téxicos del metotrexato. Ambos,
agente de rescate y antineoplasico presentan estructuras y propiedades quimicas muy
similares entre si y con el AF, precursor del DNA y por tanto, también presente en muestras
bioldgicas. En este campo, se ha extendido el uso de quimioterapicos en combinaciéon con

agentes de rescate [24].

1.6.1. Deficiencia de folatos

Como se dijo anteriormente los folatos son componentes esenciales en la dieta ya
que el ser humano carece de la capacidad para sintetizarlo. EI U.S. National Institutes of
Health (NIH) sugiere que la cantidad diaria recomendada para adultos es de 400 ug, siendo
menor para nifios. Las mujeres embarazadas necesitan mas folatos debido a la mayor
velocidad metabdlica, la mayor sintesis de ADN y la rapida division celular; por lo que se
aconseja una ingesta de 600 pg. En las mujeres lactantes también se aconseja una ingesta

mayor y se ha establecido en 500 pg [25].

El mantenimiento de niveles adecuados de folato durante el embarazo no solo es
importante para la salud de la madre, sino también para el bebé porque una deficiencia de
folatos se ha asociado con defectos del tubo neuronal, defectos cardiacos fetales, retraso

del crecimiento, bajo peso al nacer, parto prematuro, etc. [26-29].

Ademds, una deficiencia de folatos y/o vitamina B;, puede ser causa también de un
tipo de anemia denominada anemia megaloblastica, que se caracteriza por un mayor
tamano de los glébulos rojos debido a un defecto en la sintesis de ADN. En su ausencia,
durante la formacién de los gldébulos rojos se prolonga la fase de division celular dando

como resultado eritroblastos de mayor tamafio [30,31].
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También ciertos tipos de tumores se han relacionado con una deficiencia de folatos
como, por ejemplo, el cancer de colon [32,33] o el de mama [34]. Existen evidencias que
indican que altos niveles de folatos estdn asociado a un menor riesgo de padecer cancer

colorrectal [35,36] o proteger contra canceres en otros tejidos como mama y utero [37].

Otra de las consecuencias de la deficiencia de acido félico puede ser un aumento en
los niveles de homocisteina en sangre por la incapacidad de la metionina sintasa de ejercer
su accion. Este hecho se ha relacionado con diversas enfermedades cardiovasculares como
la cardiopatia isquémica [38], enfermedades cerebrovasculares [39], la enfermedad vascular
periférica y la enfermedad de la arteria coronaria [40]. Al aumentar la ingesta de AF, asi
como de folatos, disminuyen los niveles de homocisteina en plasma y por tanto el riesgo de

enfermedades cardiovasculares [41].

Por ultimo, en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer también se han
encontrado niveles elevados de homocisteina en sangre y este aumento puede venir

determinado por una deficiencia de vitamina B, o de folatos [42].

Debido a los hallazgos encontrados de los beneficios del aumento de los niveles de
folatos en el organismo, en la actualidad el consumo de alimentos con un elevado contenido
de folatos o de alimentos enriquecidos estd aumentando. Ademas en 1998 la FDA comenzo,
con caracter preventivo, un protocolo de adicion de AF a ciertos alimentos. Esta iniciativa
fue seguida por otros paises como Canada, Chile y Australia. Esta legislacion establece la
fortificacion obligatoria y regulada a productos derivados de cereales y harinas. En Espafia

Unicamente se enriquecen los alimentos de forma voluntaria.

Hay autores que sefialan que el 5SMTHF es tan eficaz como el AF para aumentar los
niveles corporales de folatos. Estos datos surgen de mediciones en sangre y del estudio de
indicadores funcionales tales como la homocisteinemia. Indican que se prefiere el
suplemento con 5MTHF al suplemento con AF. Esta afirmacion se justifica porque el SMTHF
tiene menor capacidad de enmascarar los sintomas de deficiencia de vitamina B;,, y también

por su menor interaccién con farmacos inhibidores de la DHFR.

Es decir, que el SMTHF tiene un potencial menor que el AF para enmascarar la
carencia de vitamina B,,. Por otro lado, esta sujeto a un control celular mucho mas estricto
que el AF. Es por estas razones que los expertos sefialan que deberia considerarse el uso de

5MTHF en los tratamientos prolongados con folatos.
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1.7. Analisis de folatos

El analisis de folatos es complejo debido a numerosas causas, como son: el bajo nivel
de concentracion en el que se encuentran presentes en las muestras, la fotolabilidad de
estos derivados, la diversidad de formas en las que se encuentran presentes
(monoglutamatos y poliglutamatos), la inestabilidad a factores fisicos o quimicos y la

complejidad de la matriz en la que se encuentran (alimentos o fluidos bioldgicos).

En los ultimos afios han sido numerosas las revisiones publicadas sobre el analisis de
folatos y a continuaciéon se resumen los aspectos mas relevantes de las diferentes

metodologias propuestas [2,8,43,44].

1.7.1. Pretratamiento de la muestra

Para el pretratamiento de las muestras de alimentos y de fluidos biolégicos no existe
un método estandar, sino que la eleccion del método depende del tipo concreto de muestra
y del posterior método de analisis. Sin embargo, generalmente el pretratamiento de la
muestra involucra los siguientes pasos: extraccion de folatos desde la matriz, incubacion con

las enzimas adecuadas, purificacion y concentracion.
1.7.1.1. Extraccion

En la mayoria de los métodos publicados sobre el andlisis de folatos en alimentos, el
proceso de extraccién engloba, la molienda de la muestra, homogeneizacién en un tampdn

adecuado, seguido por calentamiento y centrifugacion.

La molienda puede conducir a la de-glutamacion parcial y el proceso de
calentamiento permite liberar los folatos unidos a proteinas, sin embargo, hay que tener en
cuenta que una temperatura elevada puede aumentar la degradacion de los folatos. Para
limitar esta degradacion se ha recurrido a la adicion al tampdn de extraccidon de un agente
antioxidante. Los dos antioxidantes mas comunmente utilizados han sido el acido ascérbico

y el 2-mercaptoetanol o generalmente una combinacién de ambos [43].

Se han usado varios tipos de tampones como son: tampén fosfato, tampdn acetato-
amonico o tampdén acido  4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanolsulfénico/acido  2-
(ciclohexilamino) etanosulfénico (HEPES/CHES), a pH entre 4.5 y 7.5. Las condiciones de pH,
temperatura y tiempo de calentamiento para esta extraccion son muy variadas y han sido

resumidas en diferentes revisiones como la publicada en 2005 por Arcot y col. [8].
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Se ha demostrado que parametros como la cantidad de muestra o de tampédn, la
concentracién y el pH del tampdn, la temperatura y el tiempo de calentamiento son factores
que pueden afectar a la eficiencia de la extraccién. En este sentido recientemente se ha
publicado un articulo [45] en el que se analiza el efecto de los diferentes parametros de
extraccion. Estudiaron dos tipos de tampones fosfato (a dos pH) con diferentes tiempos y
temperaturas de extraccion y analizaron el contenido de folatos en fruta y vegetales
mediante un método HPLC. Encontraron los mayores contenidos de folatos cuando se utilizd
tampon fosfato a pH 6.1 y se realiza la extraccidon a 100 °C durante 15 minutos y usando

plasma de rata como fuente de conjugasa.

1.7.1.2. Tratamiento enzimatico

El tratamiento enzimatico depende de la matriz de la muestra y el posterior método

de deteccion.

Los folatos naturales estan presentes en los alimentos, generalmente, en forma de
poliglutamatos y se requiere el uso de y-glutamilcarboxipeptidasa (folato conjugasa o folato
hidrolasa) para su conversion en monoglutamatos. Para obtener las enzimas apropiadas se
usan enzimas naturales procedentes de animales. Asi, las mayores fuentes de folato
conjugasa son el plasma o suero de rata, rifidn de cerdo, pancreas de pollo y plasma
humano [2] y la actividad de estas conjugasas difiere en su pH éptimo y en el modo de
accion. Cuando se trata de muestras enriquecidas, no siempre es necesaria la adicion de
esta enzima [46], aunque evidentemente el proceso debe ser simulado de forma global y

mejor cuanto mas proximas sean a la realidad las condiciones estudiadas.

Ya desde 1980 se habia propuesto que el uso de la folato conjugasa como Unica
enzima, en ocasiones no era eficaz para liberar todo el contenido de folatos presentes en las
matrices alimentarias. Posteriormente, en 1990, Martin y col. [47] publicaron un método
para la extraccion de folatos donde ademas del tratamiento tradicional con folato
conjugasa, se uso proteasa y a-amilasa. A este procedimiento se le denomina tratamiento
trienzimatico y se propone como un procedimiento mas completo para la recuperacién de
los folatos presentes en las muestras de alimentos. La proteasa permite la liberacidn de los
folatos unidos a proteinas, mientras que la a—amilasa proporciona la liberacidn desde los
polisacaridos. Se ha publicado una revision [48] donde se resumen una variedad de
procedimientos para el tratamiento trienzimatico y recomienda uno concreto como el mas

optimo.
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Sin embargo, parece ser que el nimero y tipo de enzimas usadas en la extraccién
estd en gran parte determinada por la naturaleza y composicién de alimentos. Por ejemplo,
no es justificable el uso de a—amilasa en carne o de proteasa en alimentos ricos en almiddn.
Asi este tri-tratamiento es aconsejable en ciertos tipos de alimentos debido a la complejidad
de su composicidn aunque no parece ser tan necesario en otros.

En diversas publicaciones posteriores se han llevado a cabo estudios comparativos
sobre los beneficios de la utilizacién del tratamiento enzimdtico Unico con conjugasa y el
triple enzimatico, en diferentes tipos de alimentos. Asi, por ejemplo se ha confirmado la
efectividad del método trienzimatico frente al tradicional en comida rapida [49]. También
ambos métodos enzimaticos fueron comparados en el andlisis de folatos en espinacas, en
pan enriquecido y en cereales de desayuno, concluyendo que solo en el caso del pan
enriquecido se obtiene un incremento significativo en los contenidos calculados cuando se
emplea el triple tratamiento [50].

Por otro lado, también se han encontrado estudios que muestran que no hay
diferencias significativas en el contenido de folatos en extractos de vegetales [51] y cereales
[52] tratados con el método trienzima y con el método que solo emplea conjugasa. Van
Daele y col. [53] analizaron el perfil de folatos en patatas y estudiaron diferentes
procedimientos de extraccién, llegando a la conclusion que el procedimiento trienzima no
mejora las recuperaciones de folatos de la matriz pero los extractos resultantes son mas

faciles de manipular.

1.7.1.2. Purificacion

Por ultimo, suele ser necesaria una purificacion de los extractos antes de su analisis
cromatografico. Se han propuesto varias técnicas para la purificacion y concentracién de
folatos, como son la microextraccion en fase soélida (SPME) [54] o la microextraccidn
dispersiva liquido-liquido (DLLME) [55], pero principalmente se han utilizado columnas de
afinidad basadas en interacciones proteinas-folatos y la extraccion en fase solida (SPE). Las
columnas de afinidad basadas en interacciones proteinas-folatos han sido ampliamente
utilizadas [56], sin embargo, no estan disponibles comercialmente lo que hace que esta
técnica de purificaciéon sea mas cara y requiera un elevado tiempo para la preparacién del
ligando de afinidad. Por ello la SPE resulta ser el método mds comun para la purificacion de

extractos alimentarios [57]. Los adsorbentes mas utilizados son de intercambio aniénico
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fuerte (SAX) [45,58-60], aunque también se han descrito algunas aplicaciones con rellenos
tipo fenilo, ciclohexilo [57,61] y C18 [62,63].

1.7.2. Métodos de deteccién/determinacién de folatos

Clasicamente los ensayos microbioldgicos han sido los métodos mas utilizados para
determinar la composicion en folatos en los alimentos. Ademas, a pesar de ser el primer
método empleado, aun hoy se sigue utilizando frecuentemente como método oficial. Ha
sido revisado por la Association Official of Analytical Chemist (AOAC) [64] y por la American
Association of Cereal Chemist (AACC) [65]. Estos métodos se basan en el crecimiento de
varios microorganismos debido a la presencia de folatos. El microorganismo de ensayo mas
utilizado ha sido Lactobacillus casei sub sp. rhamnosus porque responde a casi todas las

formas naturales de folato presente en la dieta [44].

También se han utilizado otras técnicas, como diversas técnicas electroanaliticas,
tanto para la determinacion del contenido total de folatos como de un solo analito.

Recientemente se ha publicado una revisién sobre la aplicacion de dichas técnicas [66].

Sin embargo, habitualmente para diferenciar y cuantificar folatos individuales, se
requieren técnicas de separacion como la electroforesis capilar (CE) o la cromatografia de

liquidos de alta resolucién (HPLC).

Se han propuesto varios métodos usando CE para la determinacién de folatos en
alimentos empleando diversos tipos de detectores, tales como detector de diodos (DAD)
[67,68], detector de fluorescencia inducida por laser (LIF) [69], detector quimilumiscente
(CLDs) [70] y detector de espectrometria masas (MS) [71].

La técnica que mds se ha empleado en la determinacidn de folatos individuales ha
sido HPLC y son numerosos los métodos que se han propuesto empleando distintos tipos de
detectores y distintas condiciones cromatograficas. Entre estos métodos, la deteccion UV ha
sido la mas comun [72-75]. Sin embargo, este modo de deteccion no es suficientemente
sensible para detectar folatos naturales debido a que los niveles de algunas de las formas
estan muy por debajo de los limites de deteccién. La deteccidn electroquimica [76-78] o
quimiluminiscente [79] también se ha propuesto para determinar estos compuestos, pero

ninguno de estos métodos es universal para detectar todos los folatos naturales.

Por otro lado, la espectrometria de masas (MS) es una técnica sensible y universal

para todos los folatos y se han propuesto métodos que utilizan esta deteccion tanto para el
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analisis de folatos en alimentos [46,59,60,62,63,80—-82], como en fluidos biolégicos [83—-87],
y en ambas matrices [88] pero posee la desventaja de que no siempre es accesible por los

laboratorios de rutina.

Finalmente, el detector fluorescente (FLD) no ha sido muy utilizado para la
determinaciéon de los folatos debido fundamentalmente a que solo algunas formas
reducidas como THF y 5SMTHF presentan fluorescencia nativa con un rendimiento cuantico
de fluorescencia elevado. Asi, recientemente se han publicado métodos que emplean este
detector para el andlisis de estos dos analitos en hortalizas [89], frutas y vegetales frescos
[45].

Como ya se comentd anteriormente, el AF es débilmente fluorescente, pero se han
propuesto diferentes procedimientos para generar derivados intensamente fluorescentes,
como conversidn de todas las formas del folato en acido para-amino benzoico (PABA) [90], o
en 5MTHF [91], mediante reacciones de oxidacidon con permanganato [92] o derivatizacidon

online mediante un reactor precolumna [93].

Es conocido que la accién de la radiacion UV sobre las disoluciones de AF produce un
aumento en la intensidad de fluorescencia de las mismas ya que algunos de los productos
generados por dicha fotdlisis son intensamente fluorescentes. Esta fotorreaccion ha sido
usada por varios autores para la determinacion fluorimétrica de AF [94-96]. Concretamente
en nuestro grupo de investigacion se ha optimizado un sistema continuo para llevar a cabo
la fotooxidacion de AF y su principal metabolito y determinarlo en suero humano [95] y de
AF, 5SMTHF y THF en suero humano mediante el tratamiento quimiométrico de las matrices
de excitacion-emisidon convencionales obtenidas mediante un espectrofluorimetro de
registro rapido [96]. También, se ha desarrollado un método cromatografico que emplea un
reactor fotoquimico situado entre el detector DAD vy el fluorescencia para la determinacidn
de AF y 5SMTHF en alimentos [97].

Asi, con objeto de explotar la elevada sensibilidad y selectividad proporcionada por
las técnicas fluorimétricas, en esta parte de la Tesis Doctoral se ha abordado el estudio de la
generacion de sefiales fluorescentes a partir de los folatos y su utilizacién en sistemas de
HPLC.

A modo de resumen en la Tabla 1.1 se muestran las caracteristicas de algunos de los
métodos cromatograficos desarrollados en lo Ultimos afios para la determinacion de folatos
en alimentos empleando detectores DAD vy fluorescente principalmente, asi como algunos

de los mas recientes en los que se utiliza deteccion de masas.
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Tabla 1.1. Métodos para la determinaciéon de folatos en alimentos.

Analitos/ Tratamiento Caracteristicas método Ref
Muestra muestra cromatografico ’
—E/)I(traccrl)cl)_ln: taénponc(:(;:ztizn(;i Fase estacionaria: Shim Pack
o _ 100 RP18 (150x4.6 mm, 4.6
THF, 5SMTHF, | 1% 4c.  ascérbico, 0.1% ) ( X lmm um)
SETHF mercaptoetanol. Fase moévil: tampdn fosfato 30 [89]
. S mM, pH 2.3 (eluyente A) y ACN
Vegetales de | Tratamiento enzimatico: .
. - (eluyente B). Modo gradiente
hojas conjugasa (plasma de rata) Deteccién: FLD (A../A. =290/360
Purificacion: columna de | S=reccion: Mo/ Aerm=
T nm)
intercambio iénico
Extraccién: tampén fosfato 0.1 E taci . Agilent
FA, SMTHF M, pH 7.2, conteniendo 1% ac. Zasz Sgscalcs;o(:;ga'z n 8! an
Cereales Ascérbico. Calentar a 100 °C, 15 orvax .1 mm, 3.
fortificados, | min Hm)
f Ao o
leche entera Tratamiento trienzimatico: Fase movil: 0.1% ac. férmico em [63]
en polvo, . agua (eluyente A) y ACN
o—amilasa, proteasa y .
huevo . (eluyente B). Modo gradiente
conjugasa (suero de rata) y
entero R Deteccidon: MS/MS
Purificacion: SPE (C18) -
AF, 5SMTHF,
SFTHF, Extraccion: tampc?n fosfato 0,'1 Fase estacionaria: ODS (250x4
10FTHF M, pH 6 conteniendo 1% Aac.
’ L mm, 5 um)
5,10-MTHF | ascérbico, .1% mercaptoetanol, o .
Harina d pH 6.8 Fase mdévil: 90% (tampdn
arina de .
fosfat H 2.3 10% (ACN). | [55
trigo, yema | IP-DLLME:  Disolvente  de | [057at0: PH 2.3) y 10% (ACN). | [55]
! ) Modo isocratico.
de huevoy | extraccion: 1-octanol -
. . . Deteccién: DAD (A=280 nm)
zumo de Disolvente dispersivo: etanol
naranja
Extraccion: tampdn  fosfato
50 mM, conteniendo 1% 4c. ) )
AF, SMTHF, | ascérbico,0.5% mercaptoetanol Fase estacionaria: LUNA C18
THF, SFTHF, |y 1 mM cloruro de calcio, pH | (250%4.6 mm, 5 um)
5 10-CH'THF | 4-5- Calentar a 100 °C, 10 min Fase movil: 0.1% ac. férmico em [81]
Tomate Tratamiento trienzimatico: | 3842 (eluyente A) y ACN

a—amilasa, proteasa v
conjugasa (plasma de rata)

Filtracion

(eluyente B). Modo gradiente

Deteccion: DAD (A=280 nm)
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Analitos/ Tratamiento Caracteristicas método Ref
Muestra muestra cromatografico ’
AF, THF, £ o g .| Fase estacionaria: C18 (100x2
SMTHE xtraccidn: acetato de amonio
" | 50 mM, pH 6 conteniendo 1% | ™™ > Km)
10FTHE mM, p conteniendo 1% o . [75]
, . L Fase mdvil: 85% (100 mM
ac. ascorbico, 10 mM -
SFTHF, ac. mercaptoetanol tampon fosfato, pH 2) y 15%
pteroico (ACN). Modo isocratico.
Espinaca | Calentara40°C Deteccién: DAD (A=190-400 nm)
AF, SMTHF,
THF, 5FTHF, | Extraccidn: tampodn fosfato 0.1
10FTHF, M, conteniendo 1% 4&c. | Fase estacionaria: phenomenex
10FDHF ascorbico, 0.1% mercapto- | synergi C18 (250x4.6 mm, 4 um)
Fresa, stanol,.pH 6.1 Calentar a 100 Fase movil: 85% (100 mM
grosella, °C, 7 min tampon fosfato, pH 2) y 15% [45]
judia, Tratamiento enzimatico: (ACN). Modo isocratico.
guis.ante, do;—far:all)asa y conjugasa (plasma Detecci6n: DAD (A=290 nm), FLD
coliflor, (Mes/Aem=290/360 nm)
brocoliy Purificacidon: SPE (SAX)
espinaca
AF, SMTHF, E . 3 fosf
THF, 5FTHF, —Sg;:a'\;cm:(')nt::zrﬁgz 1;)5 Zt: Fase _estacionaria: ACQUITY
10FTHF, - ., " | UPLC BEH C18 (50x2.1 mm, 1.7
5,10-CH'THF ascorbico, 0.1% 2,3- um)
dimercapto-1-propanol, pH 6.7.
10FAF Calentar a 100 C, 12 min Fase mévil: 0.1% ac. férmico em | [60]
0,
Lechuga, Tratamiento trienzimatico: a,gua' (eluyente A) y 0.1% ac.
espinaca . féormico en ACN (eluyente B).
p " o—amilasa, proteasa Y | Modo eradiente
pak-choi, conjugasa (pancrea de pollo) &
hojas de Deteccidn: MS/MS
| Purificacion: SPE (sAX) Deteccién: M5/
AF, 5MTHF, | Extraccion: — tampon | pace  estacionaria:  HSS T3
THF, 5FTHF, | bicarbonato aménico 0.5 mM, | (1507 1 mm), 1.8 um)
10FTHF conteniendo 1% &ac. ascorbico, o o
0.5% DTT, pH 7.2. Calentar a | Fase movil: 0.1% ac. férmico em
Quinoa, 100 ©C, 10 min agua (eluyente A) y 0.1% ac. | [82]
amaranto, . s formico en ACN (eluyente B).
, Tratamiento trienzimatico: X
alforfén Modo gradiente

a—amilasa, proteasa v
conjugasa (plasma de rata)

Deteccion: MS/MS

S5FTHF: acido 5-formiltetrahidrofdlico; 10FTHF: acido 10-formiltetrahidrofélico; 10FDHF:
acido 10-formildihidrofdlico; 5, 10-MTHF: acido 5, 10-metilentetrahidrofolico; 10FAF: acido

10-formil

félico;

5,10-CH'THF:  &cido

5,10-meteniltetrahidrofdlico;

microextraccién dispersiva liquido-liquido basado en pares iénicos.

IP-DLLME:
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Como se puede observar, la mayoria de los métodos propuestos se basan en
cromatografia en fase inversa y las fases moviles estdn compuestas principalmente por
tampones fosfato y una pequefia proporcién de ACN, o por acido férmico en agua y una

pequefia proporcién de ACN cuando se emplea detector de MS.
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1.8. Fluorescencia fotoinducida

La fluorescencia molecular es una potente técnica de analisis debido a su elevada
sensibilidad y notable selectividad. En términos generales, las determinaciones
fluorimétricas son mas selectivas que las basadas en la absorcidon de luz, puesto que la
mayor parte de las moléculas excitadas por absorcidon se desactivan a través de diferentes
procesos no radiantes. Son muchos los compuestos que presentan una nula o muy débil
fluorescencia, como es el caso del AF que hemos comentado ya anteriormente. En estos

casos la utilizacidn de técnicas fluorimétricas es inviable.

A veces, la radiacion UV produce fotdlisis o reorganizacidon estructural del analito,
originando cambios en su fluorescencia nativa o incluso, originando fotoproductos que
pueden ser fluorescentes aunque los productos iniciales de la reaccion no lo fueran. Por otra
parte, también se puede observar aumento de fluorescencia o disminucidén cuando los
productos iniciales ya eran fluorescentes. Este fendmeno ha dado lugar al desarrollo de
reacciones fotoquimicas para aumentar la sensibilidad y selectividad y posibilitar la

deteccion fluorimétrica.

Cuando se observa un aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia, la medida
de esta sefal generada conlleva, por tanto, un aumento de sensibilidad, lo que permite la
deteccién indirecta de compuestos inicialmente débilmente fluorescentes o no
fluorescentes. La medida de estas propiedades ha dado lugar a las denominadas técnicas de

Fluorescencia Foto Inducida (PIF).

El nimero de reacciones inducidas fotoquimicamente en las que pueden producirse
variaciones de fluorescencia es amplio. Sin embargo, para que una reaccion fotoquimica sea
util tiene que reunir una serie de requisitos como que el analito sea absorbente en el UV y
presente una longitud de onda de maxima absorcién significativamente diferente del
fotoproducto formado. Ademas el proceso de fotoconversidn tiene que ser muy eficiente,
qgue los fotoproductos presenten un rendimiento cudntico de fluorescencia superior a los
analitos de partida y que sean estables térmica y quimicamente, al menos el tiempo

suficiente para realizar las medidas.

Desde el punto de vista analitico, la formacion de especies intensamente
fluorescentes es la consecuencia mas importante de estas fotorreacciones y se emplean
como vias de foto derivatizacidon alternativas a las derivatizaciones quimicas. En el caso del
analisis de folatos esta posibilidad se estudiara con objeto de aumentar la sensibilidad de su

analisis.
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Los métodos basados en PIF son utiles y presentan ciertas ventajas frente a la
utilizacion de reactivos quimicos para llevar a cabo procesos de derivatizacién. Por ejemplo,
no se produce dilucién de los analitos por adicion del reactivo quimico y generalmente las

fotorreacciones transcurren con elevada velocidad a temperatura ambiente.

Ademas esta técnica es facil de desarrollar, no requiere equipamiento caro y puede
ser aplicada tanto en estado estacionario [98,99], como a sistemas dinamicos tales como FIA
[95] o HPLC [100].

En cuanto a la instrumentacidn, los sistemas PIF mdas clasicos se basan en la
utilizacion de una fuente de radiacion UV externa de elevada intensidad situada
generalmente en una camara protegida de la luz externa. Una vez encendida y estabilizada
la fuente UV, la muestra se coloca en un vial de cuarzo a una distancia fija con respecto a la
[dmpara y se irradia durante un periodo de tiempo controlado manteniendo constante la
agitacién magnética. A este sistema de radiacién externa se le denominara también a lo

largo de esta Memoria sistema de irradiacién off-line.

En la actualidad un modo de trabajar muy utilizado es el acoplamiento a sistemas
dindamicos, lo que permite irradiar la muestra de forma continua mientras que circula a
través de un sistema dinamico, es lo que se denominara en esta Memoria irradiacién on-

line.

El acoplamiento a sistemas de HPLC se puede llevar a cabo de diversas maneras
pudiéndose disefar la utilizacién de uno o varios detectores o elegir la opcién pre- o post-
columna. En la opcién pre-columna, la irradiacidn se llevaria a cabo antes de la separacién
cromatografica produciéndose, por tanto, la separacion y la deteccion de los fotoproductos.
Por otro lado, en la opcién post-columna, la separacién serd de los analitos originales y la
deteccidon de los fotoproductos. En el caso de la utilizacion de mas de un detector, el
fotoreactor se puede ubicar antes o entre los diferentes detectores dependiendo de las

caracteristicas de los analitos eluidos y los fotoproductos generados.

Con respecto a los reactores fotoquimicos, existen pocos instrumentos que se
comercializan y generalmente son los propios investigadores los que se han construido sus
dispositivos. En general estos dispositivos consisten en lamparas de media o alta presion,
tales como ldmparas de mercurio, de xenédn o xendn-mercurio; con un capilar enrollado.
Inicialmente se usaron capilares de cuarzo, pero debido a las dificultades que presentaban
como su extrema fragilidad, la dificultad de manejo o su precio elevado, se propuso el

empleo de capilares de politetrafluoroetileno (PTFE) y en 1983 Lang y col. [101] disefiaron el
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primer fotorreactor con capilares de este material. Debido a la excelente transmisién de la
luz por debajo de 300 nm del PTFE, su bajo precio y la disponibilidad en un amplio rango de
didmetros internos, lo ha convertido en un excelente material para la construccién de los

reactores fotoquimicos.

1.9. La fotoquimica de los folatos

Desde la mitad del siglo XX ya se propuso la conversién del AF, no fluorescente, en
otro compuesto intensamente fluorescente mediante la accién de la radiacién y por otra
parte se informd de que la luz solar provocaba la pérdida de una amina a partir de dicho
acido [102].

Existen diversas publicaciones referentes a estudios fotoquimicos sobre los posibles
mecanismos de formacién de los fotoproductos o su naturaleza, pero hay que hacer notar
que ésta va a depender fuertemente del tiempo de exposicidén a la radiacion UV y de la

potencia de dicha fuente, ademas del medio quimico empleado en el ensayo.

Ya en 1949, Lowry y col. propusieron que cuando el AF es irradiado en medio
ligeramente 4cido, tenia lugar la formacién de derivados pteridinicos y la pérdida de la
cadena para-amino benzoil-glutamico. Entre los derivados pteridinicos parecen formarse la
6-formilpteridina (PT6F), 4cido pterin 6-carboxilico (PT6C) y el pterin (PT) [103].

Mads recientemente, Akhatar y col. [104] identificaron el p-aminobenzoil-L-glutamico
y el acido pterin-6-carboxilico (PT6C) como fotoproductos del AF en disolucién acuosa y
propusieron un mecanismo de degradacion bajo condiciones acidas y alcalinas. Otros
estudios han identificado los mismos productos finales, pero ademas han identificado un
producto intermedio, el 6-formilpterin (PT6F) que a tiempos de irradiacion mas altos es
degradado a PT6C [105,106]. Se han realizado estudios de la fotdlisis del AF tanto con
espectroscopia de fluorescencia [5], como con HPLC [105]. Sin embargo, no se han
encontrado estudios sobre la identificacion de los fotoproductos formados cuando THF y
5MTHF son irradiados con luz UV.

En esta Memoria se aborda el estudio global de los procesos que tienen lugar cuando
se irradian AF, THF y S5MTHF con objeto de aplicar la técnica PIF al andlisis de estos

compuestos en condiciones de irradiacion dinamica acoplada a HPLC.
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2. Folatos: estudios de fotoirradiacién

Como se ha expuesto en la Introduccion de esta Parte |l, el 4cido fdlico (AF) presenta
un muy bajo rendimiento cuantico de fluorescencia, mientras que sus formas reducidas,
tales como el acido tetrahidrofélico (THF) y el metabolito 5-metiltetrahidrofélico (SMTHF)
son notablemente mas fluorescentes, sin embargo, al no ser aromaticos en el anillo
pirazinico, ya que se encuentran en su forma reducida, la longitud de onda de emision sufre

un fuerte efecto hipsocrémico situandose por debajo de 400 nm.

Estudios anteriores han puesto de manifiesto que la irradiacién mediante radiacion
UV modifica las propiedades fluorescentes del AF y de sus metabolitos. Por ello, el objetivo
de este trabajo ha sido identificar los posibles productos de dicha fotoirradiacién, y
establecer las condiciones dptimas para obtener el maximo rendimiento en la formacién de
los fotoproductos. Posteriormente, utilizaremos esta informaciéon para optimizar la
separacion y determinacion de estos tres folatos mediante HPLC utilizando un sistema de

fotoirradiacion en linea y posibilitando asi la deteccion fluorimétrica.

Hay que tener en cuenta que la naturaleza de los fotoproductos formados puede
depender en gran medida del tipo de lampara utilizada y de las condiciones quimicas del

medio de reaccion.

2.1. Material y métodos
2.1.1. Preparacion de patrones

Se prepararon disoluciones patron de acido pterin-6-carboxilico (PT6C), 6-
formilpterin (PT6F) y pterin (PT)de concentraciones comprendidas entre 15 y 30 pg-mL™ y
de AF, THF y SMTHF (20-40 pg-mL") mediante pesada exacta de cada compuesto puro,
disolucién en agua ultrapura ligeramente alcalinizada, posterior neutralizacién con acido
clorhidrico y finalmente dilucidn con agua hasta el volumen final. Para evitar la degradacion
oxidativa, las muestras se prepararon bajo luz reducida. Una vez preparadas estas

disoluciones se guardaron divididas en pequeiias alicuotas a -18 °Cy en la oscuridad.

Las disoluciones de trabajo se prepararon justo antes de su uso mediante dilucién de

las disoluciones patron con la fase movil utilizada en los ensayos de HPLC.
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2.1.2. Sistema cromatografico

Para la separacion e identificacion de los fotoproductos obtenidos mediante
irradiacién off-line se usé un cromatografo de liquidos cuyas caracteristicas se describen en
el Anexo 2. El equipo estd acoplado a dos detectores en serie, un detector de diodos UV-

visible (DAD) y un detector fluorescente de barrido rapido (FSFD)

Se empled una columna Poroshell 120 de 150 mm x 3 mm y espesor de relleno 2.7
um, cuya temperatura se fijé a 10 °C. El volumen de inyeccion fue 10 pL. La elucidn se realizé
en modo isocratico usando una fase mévil compuesta por acetonitrilo (ACN) y acido férmico
2 mM (pH 5), 3:97, v:v, con una velocidad de flujo de 0.3 mL-min™. Los componentes de la
fase mévil se filtraron a través de un filtro de nylon de 0.22 um y se desgasificaron mediante

ultrasonidos antes de su uso.

En el detector de masas de simple cuadrupolo se llevaron a cabo estudios mediante
andlisis por inyeccién en flujo operando en modo SCAN (100-500 m/z) y utilizando ionizacién
mediante electroespray en modo positivo. Las variables instrumentales optimizadas fueron:
voltaje del capilar 4000 V, voltaje del fragmentador 100 V, presion del nebulizador 40 psi,
temperatura del gas 300 °C y flujo del gas 10 L-min™. El control del sistema cromatografico,
la recogida vy la interpretacién de los datos se realizaron mediante el paquete informatico

Chemstation.

Para el calculo de las masas exactas y andlisis de confirmacidon se utilizd un
espectrometro de masas de alta resolucidn de Cuadrupolo-Tiempo de vuelo (Q-TOF), usando

también ionizacion mediante electrospray en modo positivo.
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2.2. Resultados y discusion

2.2.1. Estudio de la separacion cromatografica del acido pterin-6-carboxilico, 6-formil

pterin y pterin

Segln datos bibliograficos, la fotoirradiaccion del AF puede generar acido pterin-6-
carboxilico (PT6C), 6-formilpterin (PT6F) y pterin (PT)[1,2]. Por ello y como paso previo, se
ha procedido a la optimizacion de un método cromatografico para la separacién vy
determinacién de estas tres pteridinas, con objeto de poder realizar un seguimiento
cromatografico de la posible formaciéon de dichos compuestos durante los procesos de

irradiacién de los folatos en estudio.

Para la optimizacién de la fase mdvil, como condiciones iniciales se utilizd una fase
movil formada por formiato amonico 2 mM (pH 6) en presencia de diferentes porcentajes de
ACN y una velocidad de flujo de 0.3 mL-min"". Asi, se inyectaron disoluciones patrén de las
tres pteridinas individualmente, PT6Cy PT (5 ng-mL™) y PT6F (10 ng-mL") y se registraron los
cromatogramas a longitud de onda de excitacion (A.,) 272 nm y longitud de onda de emisidn

(Aem) 445 nm. Para estos estudios preliminares la temperatura de la columna se fijé a 20 °C.

El contenido de ACN se varié entre 0 y el 50 %, observandose que para contenidos
superiores al 7 % los tres compuestos no se retienen en la columna apareciendo con el

frente. Para porcentajes inferiores al 6 %, el orden de elucién es PT6F > PT > PT6C.

En la Figura 2.1 se ha representado la variacion del tiempo de retencién en funcién
del % de ACN. Como podemos observar solo se obtiene una separacion apreciable con
porcentajes de ACN en la fase mévil comprendidos entre 2-3%, sin embargo, en ausencia de

ACN, los compuestos PT6F y PT son fuertemente retenidos.
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Figura 2.1. Variacion de los tiempos de retencidn en funcién del contenido de ACN en la fase

movil a pH=6.0

A la vista de estos resultados, se procedio a inyectar una mezcla de estos tres analitos
utilizando un 2% de ACN pero no se obtuvo la resolucién minima necesaria entre el pico del

PT y PT6F, ya que este ultimo aparece notablemente ensanchado.

Posteriormente, con objeto de aumentar la resolucién, se ensayaron diferentes
gradientes modificando el contenido de ACN una vez eluido el PT6C, con objeto de
aumentar el poder desplazante de la fase movil. Sin embargo, el pico correspondiente al

PT6F aparecia deformado en todos los ensayos realizados.

Debido a que una elucién en gradiente no mejora la resolucién de los analitos, se
probd la modificacion del pH y la temperatura de la columna. En primer lugar y teniendo en
cuenta los conocimientos previos sobre la drastica influencia que tiene el pH de la fase movil
sobre la retencidon de las pteridinas, se modific el pH sélo entre 5y 7. Las fases méviles de
pH 6y 7 contenian 2 mM de formiato amonico y el pH fue ajustado con hidréxido amoénico y
la de pH 5 se preparé con acido férmico 2 mM vy ajustando el pH con hidréxido sédico. Estas
experiencias se realizaron en modo isocratico con un 2 % de ACN, ya que este contenido fue
el que nos proporciond los valores de k" mdas adecuados en los estudios anteriores. En la
Figura 2.2 se representan los cromatogramas obtenidos utilizando fases moviles con

diferentes valores de pH.
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Figura 2.2. Cromatogramas obtenidos con fases moéviles de diferentes pH. Modo isocratico
con 2 % de ACN. Mezcla patrén de PT6Cy PT (5 ng-mL™) y PT6F (10 ng-mL™).

A pH 7 no se observan picos cromatograficos definidos; a pH 6 se observan picos
definidos para los dos primeros compuestos, sin embargo, el PT6F queda retenido y mal
definido. Por ultimo, a pH 5 los picos aparecen mejor definidos y se observa que el PT6F
coeluye con el segundo pico correspondiente al PT, a tiempos ligeramente inferiores a éste.
Teniendo en cuenta que a pH inferiores estos derivados presentan escasa fluorescencia se

decidié utilizar para posteriores estudios la fase mévil a pH=5.0.

A continuacién, con objeto de mejorar la separacién, se estudié la influencia de la
temperatura de la columna. En la Figura 2.3 se muestran los cromatogramas de una
disolucidn patrén mezcla de los tres analitos utilizando como fase movil acido fémico 2 mM
(pH 5) y ACN (98:2) y fijando la temperatura de la columna a 20 y a 10 °C, observandose
como a ésta ultima temperatura los picos de PT y PT6F aparecen relativamente separados
debido a una mayor retencién del PT, que conlleva la inversion de la elucién y, por tanto, el

nuevo orden de elucidn pasa a ser: PT6C, PT6F y PT.

175



Parte Il

80
B — 1l0¢°C
60—

L 40

20—

tiempo (min)

Figura 2.3. Cromatogramas obtenidos a diferentes temperaturas de la columna. Modo
isocratico con 2% de acetonitrilo y pH =5, mezcla patrén de PT6C (1) y PT (3) (5 ng-mL™) y de
PT6F (2) (10 ng-mL™).

Finalmente, para disminuir los tiempos de retencién se aumentd ligeramente el
porcentaje de ACN de la fase movil hasta el 3% y como se puede observar en la Figura 2.4
los tres analitos aparecen bien resueltos en aproximadamente 6.5 minutos. Aunque la
resolucion de los dos ultimos picos no es muy elevada, se considera suficiente para poder

llevar a cabo los estudios de seguimiento de la reaccién fotoquimica.

Por lo tanto, la fase modvil optimizada para la separacion de los tres posibles
fotoproductos del AF y la que se utilizard en los sucesivos estudios de fotoirradiacion estara
constituida por acido férmico 2 mM a pH 5 con un 3 % de ACN en modo isocratico, con una
velocidad de flujo de 0.3 mL-min”', manteniendo constante la temperatura de la columna a
10 °C.
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Figura 2.4. Cromatograma mezcla patrén de PT6C (1) y PT (3) (5 ng:-mL™) y PT6F (2) (10
ng-mL'l) en las condiciones optimizadas: 3 % ACN y 97 % acido férmico (2mM, pH=5).

Temperatura de la columna 10 °C.

2.2.2. Establecimiento de las caracteristicas espectrales

Una vez optimizada la fase movil para la separacién de las tres pteridinas se procedié
a registrar los espectros dindmicos de excitaciéon y emisién en el maximo de los picos
cromatograficos, con el objetivo de seleccionar las longitudes de ondas mas adecuadas para
el registro de los cromatogramas posteriores. Para ello se inyectd, en las condiciones
optimizadas, una mezcla de PT6C, PT y PT6F enrasada con la propia fase movil (pH 5) y se
trabajo en modo multiemisidn para registrar los espectros de emisién, y una vez
seleccionada una longitud de onda de emisidn de compromiso para los tres analitos se
registrd el espectro de excitacion trabajando en modo multi-excitacion. Los espectros de las

tres pteridinas se muestran en la Figura 2.5.

El espectro del PT6C presenta dos maximos de excitacién a 280 y 350 nm y un
maximo de emisién a 440 nm. El PT presenta los maximos de excitacion a 270 y 350 nm y un
maximo de emisidn a 445 nm y por ultimo para el PT6F los maximos de excitacidon estan
situados a 275 y 360 nm y el de emisién a 445 nm. Ademas, en estos espectros podemos
observar que el PT6F presenta un rendimiento cuantico de fluorescencia mucho menor que
las otras dos pteridinas. Para posteriores estudios se seleccionaron A¢, = 280 nmy A, = 440
nm para PT6Cy PT6F y Aoy = 270 nm y Ay = 440 nm para PT.
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Figura 2.5. Espectros dindmicos de excitacidon y emision de PT6C, PT6F y PT.

2.2.3. Comportamiento fotoquimico del AF

Inicialmente se registraron los espectros de excitacién y emision de una disolucion
acuosa de AF (3 pg-mL’l) conteniendo 3 % ACN/ 97 % acido férmico 2 mM y se establecieron
los maximos de excitacion y emisién para este analito en las condiciones de elucidn, Figura
2.6.

45
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15—

200 300 400 500
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Figura 2.6. Espectros de excitacién y emision de AF (3 ug mL™") a pH 5.

Voltaje fotomultiplicador 700 V; rendijas = 5/5 nm; velocidad de barrido = 10 nm-seg ™.

El AF presenta escaso rendimiento cuantico de fluorescencia mostrando dos maximos

de excitacion situados a 277 y 350 nm y un Unico maximo de emisidon a 440 nm. Dichos
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espectros son similares a los mostrados por las pteridinas estudiadas. Asi, para el
seguimiento cromatografico en los posteriores estudios se selecciond Ae, = 440 nm y se

trabajo en modo multiexcitacion registrando los cromatogramas a A= 270, 280 y 360 nm.

2.2.3.1. Asignacidn estructural de los fotoproductos fluorescentes formados

Los estudios previos de irradiacidon se realizaron en modo off-line utilizando una
ldmpara UV de Hg de alta presion de acuerdo al esquema mostrado en el Anexo 2. Una vez
irradiadas las muestras durante periodos de tiempo controlados, alicuotas de 10 pL de las
mismas se inyectaron en el equipo cromatografico y se obtuvieron los cromatogramas en las

condiciones indicadas anteriormente.

Se preparé una muestra de AF (30 ng-mL'l) y se inyectd en el cromatografo sin
irradiar e irradiada durante dos minutos. Los cromatogramas obtenidos se presentan en la
Figura 2.7 donde se observa que la disolucidn de AF sin irradiar no presenta ningun pico
cromatografico a este nivel de concentraciones, sin embargo, la misma disolucion irradiada
durante 2 minutos presenta dos picos con tiempos de retencién de 2.9 y 5.8 minutos,

respectivamente.

80—
] — AF sin irradiacion

60 — AF con irradiacion (2 min)
L 40
20—
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Figura 2.7. Cromatogramas de AF (30 ng-mL'l) sin irradiar e irradiado durante 2 min.
Aex/ Aem = 280/440 nm.

Si se compara el cromatograma obtenido de la disolucidn de AF irradiada y el de una
mezcla patrén de las tres posibles pteridinas, Figura 2.8, se observa que los tiempos de
retencién de los dos fotoproductos del AF coinciden con los tiempos de retencién de los

patrones PT6C y PT y, ademads, los espectros de los picos son similares, por lo que podemos
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asumir que los fotoproductos fluorescentes que se forman son estas dos pteridinas. No se

observa sefal asignable al PT6F.

80— 1 — mezcla patrén

— AF con irradiacion (2 min)

3

tiempo (min)

Figura 2.8. Cromatogramas de AF (30 ng-mL") irradiado 2 min y de una disolucién patrén de
PT6C (pico 1) y PT (pico 3) (5 ng:-mL™) y de PT6F (pico 2) (10 ng:-mL™). Aex/ Aerm = 280/440 nm.

2.2.3.2. Influencia del tiempo de irradiacion en las caracteristicas fluorescentes del AF

Una vez asignados los posibles fotoproductos fluorescentes se procedid a estudiar la
influencia del tiempo de irradiacion. Para ello se preparé una disolucion de 30 ng-mL" de AF
y alicuotas de 5 mL se irradiaron durante diferentes tiempos. Los cromatogramas obtenidos
a diferentes tiempos de irradiaciéon se han representado en la Figura 2.9 A. En todos los

casos se observan solo dos picos, asignables a PT6C (pico 1) y PT (pico 3).

Al representar las areas de cada uno de los picos en funcién del tiempo de
irradiacién, Figura 2.9 B, se observa que para tiempos de irradiacion inferiores al minuto, la
concentracion del PT6C aumenta rapidamente y con tiempos superiores el area del pico
comienza a decrecer hasta ser insignificante para tiempos de irradiacion superiores a 10
minutos. Por otro lado, la formacién del PT empieza a ser notable a partir de un minuto de
irradiacién y su concentracion aumenta progresivamente coincidiendo con el decrecimiento
de la formacidn del PT6C. Esto indica que, inicialmente estd mas favorecida la formacion de
PT6C y cuando el tiempo de irradiacion aumenta este compuesto es degradado
probablemente por fotdlisis de la cadena en el carbono 6, formandose PT, como se describe
en la bibliografia [3]. Para ninguno de los tiempos de irradiacién ensayados se observa la

formacion de PT6F.
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Figura 2.9. Influencia del tiempo de irradiacion en la formacién de los fotoproductos a partir
del AF.
A) Cromatogramas a diferentes tiempos de irradiacion a Aex/ Aem = 280 / 440 nm.
B) Variacién del area de los picos 1y 3 con el tiempo de irradiacion.
Aex/ N em =280/ 440 nm para PT6C (pico 1) Y Aex/ A em=270/ 440 nm para PT (pico 2).

2.2.3.3. Influencia de la presencia de corriente de nitrégeno

La cinética de las reacciones fotoquimicas puede variar dependiendo del medio en
qgue se lleve a cabo la irradiacidn. Asi, la presencia o ausencia de oxigeno es un factor de
gran importancia en la formacién de fotoproductos que involucran oxidaciones. Se ha
descrito que cuando la irradiacion de estos compuestos se lleva a cabo en ausencia de

oxigeno la cinética de formacion de los productos es mas lenta.

En nuestro caso, abordamos el estudio anterior tratando las muestras previas a su

irradiacién con una corriente de nitrogeno que se mantuvo también durante el proceso de
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irradiacién. En la Figura 2.10 se representan las sefiales del PT6C y del PT respectivamente
frente al tiempo de irradiacion en ausencia y en presencia de N,, o lo que es lo mismo en

presencia o ausencia de O,.
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2000— — ausencia de N2
s — presencia de N2
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Figura 2.10. Variacion de la sefial de fluorescencia con la irradiacion en presencia y ausencia
de nitrégeno para PT6C (Aey/ Aem = 280/440 nm) y para PT (Aey/ Aem = 270/440 nm).

Se puede observar que aparentemente se forman los mismos picos pero en el caso
del PT6C la sefial obtenida a tiempos cortos es mucho menor vy la cinética de formacién y de
descomposicion es mas lenta en presencia de N2. En el caso del PT, sigue un

comportamiento similar tanto en presencia como en ausencia de nitrégeno.
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2.2.3.4. Influencia de la presencia de H,0,

Con frecuencia las fotorreacciones de compuestos similares tienen lugar a través de
mecanismos radicalarios, en los cudles sustancias tales como los perdxidos presentan
influencias notables. Por ello, se llevd a cabo el estudio de la irradiacion de AF (30 ng-mL'l)
en presencia de H,0,, con objeto de estudiar la formacién de los fotoproductos en este

medio, asi como su cinética.

En estudios anteriores [4], utilizando fluorescencia molecular, se ha demostrado que
contenidos bajos de H,0,(0.01 - 0.05 %) afectan a la velocidad de estas reacciones. Se eligid
inicialmente un porcentaje de H,0, del 0.011% y se compard el cromatograma de una
mezcla patrén de los tres posibles fotoproductos y el cromatograma de la disolucion de AF
irradiado en presencia de H,0,, comprobandose que los fotoproductos formados son los

mismos que en ausencia de H,0,.

A continuacién, se vario el porcentaje de H,0,entre 0 y 0.011%. En la Figura 2.11 se
muestra la variacion del 4rea de los picos correspondientes a PT6C y PT en funcién del
tiempo de irradiacion. Se observa como la formacidon de ambos fotoproductos se ve
desfavorecida a medida que aumenta el porcentaje de H,0,. Ademas, la descomposicion del
PT6C comienza a tiempos de irradiacién préximos a los 4 minutos, independientemente del

porcentaje de H,0,.

En el caso del PT, en presencia de H,0, se observa que este fotoproducto tiende a
descomponerse a tiempos de irradiacién mas cortos a medida que aumenta el porcentaje de
H,0,.
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Figura 2.11. Influencia del tiempo de irradiacidn en la sefial de fluorescencia a diferentes
porcentajes de H,0, para PT6C (Aey/ Aem = 280/440 nm) y PT (Aey/ Aem = 270/440) nm.

2.2.3.5. Influencia de la concentracion del AF

También se estudid como le afecta la irradiacion a disoluciones de distinta
concentracion de AF, para ello se fijé un tiempo de irradiacién de compromiso de 3 minutos
y se midieron las areas de los picos generados. La representacion grafica del drea de los
picos de los fotoproductos fluorescentes frente a la concentracién de AF se muestra en la
Figura 2.12.
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Figura 2.12. Representacion de las areas de los picos 1 (PT6C) y 3 (PT) en funcidn de la
concentracion de AF irradiada. PT6C (Aex/ Aem = 280/440 nm) y PT (Aey/ Aem = 270/440 nm).

Como se observa, se obtiene una relacion lineal entre las dreas de los picos para
ambos fotoproductos y la concentracidn inicial de AF. Una vez que se establezca el sistema
semiautomadtico de irradiacion on-line se procederd a un estudio exhaustivo de los
parametros de la regresién lineal para la sefial de fluorescencia obtenida y la concentracion

inicial de AF.

Por lo tanto, en principio podemos aceptar que las sefales de fluorescencia
generadas por la irradiacién responden proporcionalmente a la concentracion inicial de AF
y, por lo tanto, puede ser un modo adecuado de generar fluorescencia a partir del AF y

emplear estas sefiales para la determinacion cuantitativa de AF.

2.2.3.6. Estudio de la influencia de la acidez del medio en el proceso de irradiacion

Por ultimo, con vistas a que previsiblemente la separacién del AF y sus metabolitos
(que es nuestro objetivo final) tuviera que realizarse a pH menores, y con objeto de
compatibilizar la naturaleza del medio de fotorreaccion con la composicion de la fase movil,
se procedid a ensayar varios medios de diferente acidez. Para ello se prepararon
disoluciones de AF de 200 ng-mL™ a partir de su disolucién madre, y se enrasaron con acido
formico 2 mM ajustando con NaOH a diferentes valores de pH comprendidos entre 3 y 6.
Estas disoluciones se irradiaron durante 3 minutos y posteriormente se diluyeron 10 veces
con la fase movil previamente optimizada de pH 5, para asi inyectar una alicuota

conteniendo 20 ng~mL'1.
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Los picos observados en todos los casos son los mismos que para los estudios
anteriores: PT6C y PT, como se puede observar en la Figura 2.13. No se observa la aparicidn
de ningun otro fotoproducto adicional a los ya descritos.
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Figura 2.13. Cromatograma obtenido para disoluciones de AF de 20 ng-mL irradiadas

durante 3 minutos a diferentes valores de pH. Aey/ Aem = 280 Nm/440 nm.

En cuanto al drea de los dos picos se produce un ligero aumento para los medios mas

acidos, pH < 3.5, como se puede observar en la Figura 2.14.

400
i .
300 . . .
. |
£ 200 ® PT6C
b ® PT
100— o
® °
4 °
0 T | T I T 1
3 4 5 6
pH

Figura 2.14. Influencia del pH en el drea de los picos 1y 3. PT6C (Aex/ Aem = 280/440 nm) y PT
(Aex/ Aem = 270/440) nm.
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2.2.3.7. Estudios mediante espectrometria de masas de los fotoproductos del AF

Para confirmar los resultados anteriores y obtener mas informaciéon sobre otros
posibles fotoproductos no fluorescentes, se registraron los espectros de masas de
disoluciones de AF sometidas a diferentes tiempos de irradiacion, mediante analisis de
inyecciéon en flujo en un detector de masas de simple cuadrupolo y posteriormente
mediante un espectrémetro de masas de alta resolucién (HRMS). En la Tabla 2.1 se
muestran las principales sefiales m/z encontradas a los diferentes tiempos de irradiacién, la
masa calculada y el compuesto asignado a dicha sefial. En la Figura 2.15 se muestra la
estructura asignada como mas probable asi como un esquema de la ruta de

fotodescomposicion del AF.

Tanto en las muestras no irradiadas, como en las irradiadas durante un periodo de
tiempo corto, la sefial m/z mas abundante fue la correspondiente a 464.1 (compuesto |), el
cual corresponde al aducto de sodio del &cido félico [M+Na]’. Ademds, como se puede
observar, se encontré un ion con una m/z de 295.1 [M]’, el cual representa la pérdida de la
unidad de glutamato (compuesto Il). Es importante remarcar que este compuesto estaba

presente también en las disoluciones recién preparadas de AF.

Cuando el tiempo de irradiacion aumenté a 6 minutos se identificaron nuevos picos:
m/z 120.1, que corresponde a la pérdida tanto de la unidad de pteridina como de glutamato,
resultando en el acido p-aminobenzdico (PABA) (compuesto Ill). Ademas en el mismo
espectro se encontré un ion [M+H]" de m/z 192.0 y otra sefial de m/z 214.0 correspondiente
a su aducto de sodio [M+Na]’, las cuales fueron asignadas al PT6F (compuesto V). Por
ultimo se encontro otro nuevo fotoproducto con m/z 289, que representa el aducto de sodio
de la pérdida de la unidad de pteridina en la molécula de AF, dando lugar al acido p-
aminobenzoil-L-glutamico (pABGA) (C12H14N205) (compuesto V).

Para tiempos de irradiacion mayores, los picos de m/z correspondientes al AF
(compuesto Il) y al PT6F (compuesto IV) desaparecen y se observa la formacién de dos
nuevos fotoproductos. Asi, se observa el ion [M+H]" de m/z 208.0, su aducto de sodio
[M+Na]" de m/z 230.0 y su aducto disodio [M+2Na]" de 252.0 debido a la formacién de PT6C
(compuesto VI) a partir del PT6F como se describe en la bibliografia [1]. Ademds se observan
las sefiales del idn [M+H]" de m/z 164.0 y su aducto [M+Na]® de m/z 186.0 debido a la

generacion de PT (compuesto VII).

Estos resultados estan en concordancia con estudios previos en los cuales se expone
que los principales fotoproductos del AF son PABA, pABGA, PT6F y PT6C [2,5-7].
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Tabla 2.1. Datos de espectrometria de masas para el AF a diferentes tiempos de irradiacién.

Tiempo de m/z m/z Formula Masa
L empirica i6n calculada ion Compuesto
irradiacién (Mms) (HRMS) molecular (& ppm)
295. +
295.1  295.0949 Ca4H11N60, 95.0935 M] I
(1.87)
4422 442.1483 C19H50N706 4‘3';3)75 [M+H]" [
0’30 464.1295 s
464.1  464.1299  CioHioN;NaOg 0.97) [M+Na] [
486.0 486.1122  CyoHygN,Na,04 472'22)14 [M+2Na]* [
120.0449 +
120.1  120.0450 C;HNO (0.51) M] Il
192.0  192.0517 C;HgN5O, 192.0521 [M+H]" v
(2.34)
214.0  214.0346 C,;HsNsNaO, 21(‘21'22;‘1 [M+Na]” \Y
289.0  289.0800  Cj,Hy,N,NaOs 2?3‘22?0 [M+Na]" Vv
6 .
2951  295.0931 C14H11NgO, 29(2'22;‘3 mM1* I
4422 4421428 CioH20N70g 4‘5613)75 [M+H]" [
464.1  464.1286 CisH19N;NaOg 4?‘;'22?4 [M+Na]* [
486.0  486.1099  CygH;sN;Na,04 4?23)14 [M+2Na]* [
120.0449 +
120.1 120.0450 C;HgNO (0.51) [M] ]
164.0  164.0570 CHgNsO 1?‘11'22)72 [M+H] VIl
186.1  186.0393 CeHsNsNao 12:2.2;92 [M+Na]* VI
208.0  208.0464 CsHeNsO3 2??'23)71 [M+H]" VI
20° ’
230.02 +
230.0 230.0289 C;HsNsNaO; 3;8 27)90 [M+Na] VI
252.0  252.0107 C;H4NsNa,0; 25&'8(1);)9 [M+2Na]" v
289.0 289.0800  Cy,Hq4N,NaOs zig'(l’j?o [M+Na]* Vv
459.2  459.1534 C19H,1N;0; 45(’2';2?2 [M+H++ H:0] [
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COOH 0 o
7 Hy H ﬁ | Ha I,
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N = \ + N
HNT N SN c‘H2 HN N SN
H \ H
COOH ) o .
Férmula Quimica: CygH;9N70g Formula quimica: Cy4H;3NgO;
Peso molecular: 441.40 Peso moleculart: 295.28
| 1]
uv
COOH
0
H;N (‘ZI—NH—CH it
: \ N CHO
CH, + N‘ 7 j/ + (ﬁ
CH )\ g H N@—cr’h
[ 2 HoNT N7 N : -
COOH H
Férmula Quimica: C;;H4N,05 Férmula Quimica: C;H5N5O, Férmula Quimica: C;HgNO™
Peso molecular: 266.25 Peso molecular: 191.15 Peso molecular: 120.13
v 1% I
uv

o]
(0]
N COOH N /N
X v L)
| \ N
N o H,N N N
H,N H N H

Férmula Quimica: CgHsNsO

Férmula Quimica: C;HsNsO4 Peso molecular: 163.14

Vil

Peso molecular: 207.15
Vi

Figura 2.15. Esquema de la ruta de fotodescomposicién del AF basada en los datos de

espectrometria de masas.

A continuacién y aplicando una sistematica similar se llevaron a cabo estudios de

fotoirradiacion del THF y del SMTHF.
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2.2.4. Comportamiento fotoquimico del THF

Con respecto al comportamiento fotoquimico del THF no se han encontrado datos en
la bibliografia. Para estudiar su comportamiento, en primer lugar, se registraron los
espectros de excitacién y emision de disoluciones acuosas del THF a pH 5, con objeto de
establecer las caracteristicas espectrales del THF en la fase moévil empleada en el
seguimiento cromatografico de la irradiacién. En la Figura 2.16 se puede observar que el THF
posee un maximo de excitacién a 292 nm y un maximo de emisién a 360 nm, caracteristico

de las pteridinas en su forma reducida.

120

90—

< 60—

30—

200 300 400 500
A (nm)

Figura 2.16. Espectro de excitacion y emision de THF (3.3 pg-mL™) a pH=5. Voltaje
fotomultiplicador 700 V; rendijas = 5/5 nm; Velocidad de barrido = 10 nm-seg ™.

Para el seguimiento cromatografico del proceso de fotoirradiacién se seleccioné una

Aex = 280 nm y modo multiemisién a Aem = 360 nm y 440 nm, longitudes de onda

correspondientes al THF y a las posibles pteridinas formadas como fotoproductos.
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2.2.4.1. Asignacion de los fotoproductos fluorescentes

Para este estudio se prepararon disoluciones de 30 ng-mL'1 de THF en 4cido férmico 2
mM (pH 5)/ACN (97:3, v:v) y se inyectaron en el cromatdgrafo sin irradiar e irradiadas
durante 2 minutos. Los cromatogramas obtenidos se presentan en la Figura 2.17 a las dos
longitudes de onda de emisién seleccionadas, excitando a 280 nm.

40 71 — THE sinirradiacién

— THF irradiado 2 min

0 I I I I I I
0 2 4 6
Tiempo (min)
B
30 — THF sin irradiacion
| — THF irradiado 2 min
20 —
E -
10 —
0 T T T I T |
0 2 4 6

Tiempo (min)

Figura 2.17. Cromatograma de THF 30 ng-mL'1 sin irradiar e irradiado durante 2 min. Aey/ Aem
=280/360 nm (A) y Aey/ Aemn = 280/440 nm (B).

Como se puede observar en el cromatograma obtenido, a partir de la disolucion sin
irradiar a 360 nm (Figura 2.17 A) aparece un pico situado a 3.2 minutos, correspondiente al
THF, de escasa intensidad de fluorescencia. Por otro lado, a 440 nm se observan tres picos, a
2.8, 3.9 y 5.1 minutos, que nos muestra que, como se podria predecir, y debido a la
tendencia a la oxidacion del THF, aparecen productos de degradacién ya desde la
preparacion de las muestras. Estos productos de degradacidn presentan caracteristicas

espectrales y tiempo de retencién compatibles con las estructuras pteridinicas consideradas.
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Se irradid esta misma disolucidn un tiempo de 2 minutos y se observé que a 360 nm aparece
un mismo pico de mayor intensidad y ligeramente desplazado hacia tiempos mayores,
correspondiente a un compuesto al cuadl denominaremos THF*. A 440 nm se puede observar
que solo aparecen dos picos, el correspondiente a 2.8 minutos, cuya area aumenta
considerablemente y el pico a 5.1 minutos cuya area disminuye y no se aprecia el pico que

aparecia a 3.9 minutos en la disolucién recién preparada.

Se procedid a comparar los cromatogramas anteriores con los de los patrones
pteridinicos en las mismas condiciones. Los resultados parecen corroborar la presencia de
PT6C (pico 1) y PT (pico 3).

80— 1 — mezcla patrén

- — THF irradiado 2 min

Tiempo (min)

Figura 2.18. Cromatograma de una disolucién de THF (30 ng mL™) irradiada durante 2 min'y
de un patrén conteniendo de PT, PT6F y PT6C (5 ng-mL™). Ao/ Aerm = 280/440 nm.
1: PT6C, 2: PT6F, 3: PT
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2.2.4.2. Influencia del tiempo de irradiacién en el THF

Se procedid a estudiar la influencia del tiempo de irradiacién en el perfil de los
cromatogramas obtenidos a partir de una disolucién de THF de 30 ng-mL'1 enrasada con fase
movil a pH 5. Para ello se inyectaron alicuotas de 5 mL irradiadas durante diferentes
tiempos. Para todos los tiempos de retencién se observaron los mismos picos

cromatograficos.

Cuando se representan las areas de los picos obtenidos frente al tiempo de

irradiacién obtenemos la Figura 2.19:

400
300
o ] — PT6C
5 2007 — PT
] — THF*
100
0— T T T I T | T T T |

0 4 8 12 16 20
Tiempo (min)
Figura 2.19. Variacion de la sefial de fluorescencia del THF* y otros fotoproductos con el
tiempo de irradiacion.
Aex 280 NM / A 360 NM (THF*), Aeye 280 NnM / Aoy 440 nm (PT6C) Y Aexe 270 nm / Aoy 440 nm
(PT6C).

Se observa que la fluorescencia del pico correspondiente al THF* aumenta
ligeramente con el tiempo de irradiacion durante un periodo de 1 minuto y permanece
practicamente constante para tiempos de irradiacion superiores. Ademas, cuando se
comparan los espectros de este pico a diferentes tiempos se observa que los espectros son
similares (Figura 2.20). Esto parece indicar que el principal fotoproducto generado es un

producto de caracteristicas estructurales muy similares al THF.
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T T T T
300 35|0 4(|)0 45|0 5(|)0
Tiempo (min)
Figura 2.20. Espectros del pico obtenido a Aec/ Aem 280 / 360 nm a diferentes tiempos de
irradiacion.

Se podria pensar, que de forma similar a lo que ocurre en el AF, dicho producto se
genera por fotolisis de la cadena de p-aminobenzoilglutamico. Esta descrito que la presencia
dicha cadena produce un quenching de fluorescencia y es la responsable del bajo
rendimiento cuantico en el caso de las pteridinas conjugadas en comparacion con las no

conjugadas.

En el caso de los fotoproductos pteridinicos formados se observa que el pico
correspondiente al PT aumenta al aumentar el tiempo de irradiacion y que el del PT6C
aumenta cuando es irradiado hasta que alcanza su area maxima a los 2 minutos de

irradiacién para después ir desapareciendo a medida que aumenta el tiempo de irradiacién.

2.2.4.3. Influencia de la radiacién UV en presencia de N,

Al igual que en el caso del AF se estudid el comportamiento de la irradiacion sobre el
THF en presencia de N, haciendo pasar por una disolucién similar a la empleada en el
estudio anterior una corriente de N, de forma continuada durante la irradiacién. En la Figura
2.21 se representan las sefiales correspondientes al pico del THF* y de los fotoproductos
pteridinicos cuando el THF es irradiado en presencia y en ausencia de nitrogeno. Para este
compuesto, la irradiacion en ausencia de O, no tiene un efecto notable. Se observa una

cinética mas lenta en la formacion del PT6C.
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area

area

area

80 PT6C
40—
0 1T ' T ' 1
0 8 12 16 20
Tiempo ( min)
200 PT
100
0 L L
0 8 12 16 20
Tiempo ( min)
500 THF*
250_@<
0 T T T T 1

8 12 16 20
Tiempo ( min)

Figura 2.21. Variacién de la sefial de fluorescencia del THF (30 ng-mL™) en funcién del

tiempo de irradiacion en presencia (rojo) y ausencia (negro) de corriente de N,.
THF*(Aey/ Aem = 280/360 nm), PT6C (Aey/ Aem = 280/440 nm) y PT (Aey/ Aem = 270/440 nm).
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2.2.4.4. Influencia de la presencia de H,0, en la fotoirradiacion del THF

Se estudio el efecto de la presencia de H,0, afladiendo a las disoluciones de THF un

0.0016 %y un 0.011 % de H,0,, al igual que se realizo para el AF

En la Figura 2.22 se representa el area de los picos correspondientes a THF*, PT6C y

PT, en funcién del tiempo de irradiacién y para las diferentes concentraciones de H,0,.

160 PT6C
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L 80—
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0 T 1 ' 1 T 1T T 1
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200 PT
1]
& 100
o
o—— 7T 7 1 T T T 1
0 4 8 12 16 20
Tiempo ( min)
500 THF*
m
L 250
T
0 T T T T T T T T T [
0 4 8 12 16 20
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Figura 2.22. Influencia del tiempo de irradiacion en la sefal de fluorescencia en presencia de
diferentes porcentajes de H,0,.
THF*(Aex/ Aem = 280/360 nm), PT6C (Aex/ Aem = 280/440 nm) y PT (Aey/ Aem = 270/440 nm).
0 % H,0, (negro), 0.0016 % H,0, (rojo), 0.011 % H,0, (azul).
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Cuando se comparan los cromatogramas obtenidos para muestras irradiadas en
presencia y ausencia de perdxido, se observan diferencias significativas en la
descomposicion de los fotoproductos formados. En el caso del THF*, el pico aumenta
inicialmente para decaer rdpidamente para 0.011% de perdxido. Un comportamiento similar
se observa en el caso del PT6C ya que para tiempos muy cortos de irradiacién la presencia
de perdxido favorece su formacién pero la sefial decae bruscamente al aumentar el tiempo

de irradiacion. Para el PT también se favorece claramente la cinética de descomposicion.

Podemos concluir que la presencia de trazas de perodxido inicialmente favorece la
formacién de las especies oxidadas tales como PT6C, pero incrementan notablemente la

velocidad de descomposicidn de las mismas, previsiblemente por fotdlisis.

2.2.4.5. Estudio de la influencia de la acidez del medio en la irradiacion del THF

Se prepararon disoluciones de 300 ng-mL™" de THF a partir de la disolucién madre de
éste y se enrasaron con 4cido féormico 2 mM. El pH se ajusté a pH 3.26, 4.22 y 6.40 con
NaOH. Estas disoluciones se irradiaron durante 3 minutos y posteriormente se diluyeron

alicuotas 1/10 con la fase movil de pH=5.

Los cromatogramas obtenidos a estos tres valores de pH son similares, en todos se
observan los mismos picos: a 360 nm se observa el pico del THF* y a 440 nm se observan los
picos de los fotoproductos PT6C y PT. Es de destacar el incremento de seial obtenido a pH

4.22, tanto para PT6C como para PT.
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2.2.4.6. Estudios de espectrometria de masas de los fotoproductos del THF

Al igual que en el caso del AF, también se obtuvieron los espectros de masas de una
disolucidn sin irradiar y de disoluciones irradiadas durante diferentes periodos de tiempo.
Ademas, también se registraron espectros de masas de disoluciones a las que se les paso
una corriente de nitrégeno durante su preparacién e irradiacion. Las principales sefiales m/z
obtenidas tanto en presencia como en ausencia de N2, asi como la asignacién estructural
realizada se muestran en la Tabla 2.2. Ademas, en la Figura 2.23 se propone una posible

ruta de fotodescomposiciéon del THF compatible con los resultados obtenidos.

El THF es muy sensible a la oxidacién del aire y como se puede observar en la Tabla
2.2, no se puso asignar ninguna sefial correspondiente al ion molecular en la disolucién no
irradiada y preparada en presencia de aire, lo cual indica la inestabilidad de esta disolucidn.
Sin embargo, se encontraron sefiales del ion [M+H]" de m/z 166.1 y de un posible aducto
con sodio de m/z 188.1. Los valores de m/z nos indican la formacion de un anillo pteridinico
que podria ser el 7,8-dihidropterin (compuesto 1X). Ademas se observé una m/z de 289.1,
como en el caso del AF, correspondiente al aducto de sodio del compuesto V. Cuando se
irradia esta disolucion, se observa que estos compuestos no desaparecen y que se forma un
nuevo compuesto de m/z 120.1, que corresponde con el compuesto Il que ha sido asignado
a PABA.

Sin embargo, cuando las disoluciones fueron preparadas en presencia de una
corriente de nitrégeno e inmediatamente analizadas se observaron sefiales de m/z 446.2 y
m/z 468.1 del ion [M+H]"y [M+Na]’ respectivamente, que pertenecen al THF (compuesto
VIII). Esto indica que en ausencia de aire, las disoluciones de THF son mas estables. En el
espectro de esta disolucién también se encontré una m/z de 299.1 [M]" (compuesto X) que
representa la pérdida de la unidad de glutamato, de forma similar al compuesto Il en el caso
del AF. Ademas, también se encontraron sefiales de los iones con m/z 166.1, 188.1 y 289.1

de igual manera que en el espectro de la disolucidn en presencia de oxigeno.

Para tiempos de irradiacién elevados, las sefiales del THF (compuesto VIII) y del
compuesto X desaparecen y aparecen dos nuevos compuestos: un ion [M]* con m/z 120.1
(compuesto 111) y un idn [M+H]" con m/z 154.1, que es consistente con la estructura del

compuesto Xl cuya estructura se muestra en la Figura 2.23.
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Tabla 2.2. Datos de espectrometria de masas para el THF a diferentes tiempos de

irradiacién.
" Sin Con Férmula Masa
Tiempo de N2 N2 m/z P .
. L L, e Ne empiricaion calculada ion compuesto
irradiacion (HRMS)
m/z (MS) molecular (A ppm)
166.072 +
166.1 166.1  166.0725 CeHsNsO ?g g N 9 [M+H] IX
188.1 188.1  188.0543 CeH,NsNaO 1?2'2318 [M+Na]* IX
289.0 289.1 289.0800 C1,H14N,NaOs 28(322?0 [M+Na]” Vv
0-30 299.1256 .
299.1  299.1363 C14H15NgO, M] X
4462  446.1786 Ci9H24N70¢ 4‘:3'12;38 [M+H] Vil
468.1  468.1603  CyoH,3N;NaOg 4?5';2?8 [M+Na]* il
120.0449 +
120.1 120.0449 C,HgNO (0.32) [M] 1]
154.1  154.0730 CsHgNsO 15(3'(7);)29 [M+H]* XI
6’ ’
166.1 166.1  166.0726 CeHsNsO 1?5'(3);29 [M+H]* IX
289.1 289.1  289.0795  Cy,Hy,N,NaOs 2?2'23?0 [M+Na]* Vv
120.1 120.1  120.0449 C;HgNO 120.0449 YN Il
(0.32)
154.1  154.0730 CsHgNsO 15(3‘(7);)29 [M+H]* XI
20° ’
166.1 166.1  166.0726 CeHsNsO 16(53'21)29 [M+H]* IX
289.1 289.1  289.0795  C;,Hq4N,NaO; 2?2'(8)3;’0 [M+Na]” v
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Figura 2.23. Esquema de la ruta de fotodescomposicién del THF basada en los datos

obtenidos de espectrometria de masas.
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2.2.5. Comportamiento fotoquimico del 5MTHF

Se registraron los espectros de excitacion y emisién de una disoluciéon acuosa de
S5MTHF a pH=5 (Figura 2.24) pudiéndose observar que presenta un maximo de excitacién a
294 nm y uno de emision a 360 nm, longitud de onda esta ultima mucho mas baja que la de
440 nm observada en el AF. Este hecho es debido al estado reducido del anillo pirazinico
condensado. Sin embargo, presenta un rendimiento cuantico de fluorescencia
notablemente superior al THF, lo cual parece indicar el papel fundamental que juegan los
sustituyentes (sustituyente metilo en posicion N5 en este caso), en las caracteristicas

fluorescentes de estos compuestos.

300

200

IF
L

100

200 300 400 500
A (nm)
Figura 2.24. Espectros de excitacidon y emision de 5SMTHF (3 ug mLY) a pH 5.

Voltaje fotomultiplicador 600 V; rendijas = 5/5 nm; velocidad de barrido = 10 nm-seg'l.

Por lo tanto, y considerando que se pudieran formar fotoproductos tipo pteridinas
como en los folatos previamente estudiados, se selecciond trabajar en modo multiemisién a
Aex= 280 nm y A 360 y 440 nm, correspondientes al SMTHF y a los posibles compuestos

pteridinicos que se pudieran formar.
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2.2.5.1. Influencia de la radiacion ultravioleta en la fluorescencia del 5MTHF

Se prepararon muestras conteniendo 300 ng-mL'1 de 5MTHF a partir de la disoluciéon
madre, enrasando con la fase mévil a pH 5 y se inyectaron en el cromatdgrafo alicuotas de la
misma sin irradiar e irradiadas durante 2 minutos. Los cromatogramas obtenidos se

muestran en la Figura 2.25.
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Figura 2.25. Cromatogramas de una disolucién de SMTHF (300 ng-mL") sin irradiar (negro) e
irradiado durante 2 min (rojo); Ae/ Aem = 280/360 nm (A) y Aey/ Aem = 280/440 nm (B).

Cuando la sefial se cromatografica se monitoriza a 360 nm (excitando a 280 nm),en la
muestra sin irradiar no se observa ninguna sefial apreciable. Sin embargo, en el
cromatograma correspondiente a la disolucion de S5MTHF irradiada durante 2 minutos

aparece un pico a tg 3.8 minutos.

Esto nos indica la formacidn de un nuevo compuesto a partir del 5SMTHF que aparece
practicamente al mismo tiempo y de naturaleza no aromatica en el segundo anillo
condensado, al cual denominaremos 5SMTHF*. La discusion sobre la naturaleza del mismo se

expondra mas adelante.
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Ademas, a 440 nm observamos que aparecen un pico de baja intensidad en la
disolucién sin irradiar a 2.9 minutos y un segundo a 5.8 min. Cuando se irradia 2 minutos se
observa una mayor intensidad del segundo pico (Figura 2.25B). Al comparar el
cromatograma de una disolucidon patrén mezcla de los posibles fotoproductos y el
cromatograma a la longitud de onda de emision de 440 nm de la disolucién de 5SMTHF
irradiada se pueden asignar los fotoproductos fluorescentes pteridinicos formados al PT6C y

al PT, igual que en los folatos anteriores.

En cuanto a la influencia del tiempo de irradiacion en las areas de los picos de los
fotoproductos originados, como se puede observar en la Figura 2.26, el area del PT6C
aumenta ligeramente hasta tiempos de irradiacién de 30 segundos. Para tiempos superiores
el drea comienza a disminuir lentamente llegando de nuevo casi al valor inicial cuando la
disolucidn es irradiada 20 minutos. Para el PT el drea aumenta a medida que aumenta el
tiempo de irradiaciéon hasta los 15 minutos, a partir del cual permanece practicamente

constante.

En la Figura 2.26 se representa el area de este pico, frente al tiempo de irradiacion y
se observa que la intensidad de fluorescencia de éste aumenta drasticamente a medida que
aumenta el tiempo de irradiacion hasta el minuto 10, a partir del cual permanece

practicamente constante.

Teniendo en cuenta las sefiales obtenidas podemos afirmar que en caso del SMTHF el
producto mayoritariamente formado es el SMTHF* apareciendo los derivados pteridinicos

como compuestos minoritarios.
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1 — PT6C
@© —
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- — SMTHF*
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0 4 8 12 16 20
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Figura 2.26. Variacion de la sefial de fluorescencia de los fotoprodutos del 5SMTHF con el
tiempo de irradiacion.
SMTHF*(Aex/ Aem = 280/360 nm), PT6C y PT (Aey/ Aery = 280/440 nm).
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2.2.5.2. Influencia de la presencia de nitrégeno

Al hacer pasar por la disolucion de SMTHF una corriente de nitréogeno durante el

proceso de irradiacién e irradiar durante diferentes tiempos se observd que los

cromatogramas tenian la misma forma y aparecian los mismos fotoproductos, luego la

irradiacién en ausencia de oxigeno no influye en la naturaleza de los fotoproductos

formados. Como se muestra en la Figura 2.27, en los tres fotoproductos la tendencia que se

observa en ausencia y en presencia de nitrégeno es similar, pero que en presencia de

oxigeno los fotoproductos se forman en menor proporcién sobre todo el PT6C y el SMTHF*.
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Figura 2.27. Variacion de la sefial de fluorescencia del 5SMTHF de 300 ng-mL™ con el tiempo

de irradiacion en ausencia de N, (negro) y en presencia de N, (rojo).
SMTHF*(Aex/ Aem = 280/360 nm), PT6C y PT (Aex/ Aem = 280/440 nm).
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2.2.5.3. Influencia de la concentracion de H,0,

Para evaluar la influencia de la concentracién de H,0, se lleva a cabo el mismo
estudio que con los compuestos anteriores y se observa que los cromatogramas de las tres
disoluciones a un mismo tiempo de irradiacién son semejantes, luego la presencia de H,0,
no modifica la naturaleza de los fotoproductos formados aunque las cinéticas de las
reacciones si se ven afectadas, como se puede observar en la Figura 2.28, donde se
representa el area de los picos de los fotoproductos generados frente al tiempo de

irradiacién para disoluciones con diferentes porcentajes de H,0,.

Para el SMTHF*, en el caso de que esté ausente el H,0, o que esté presente en una
concentracion muy baja (0.0016%) la sefial de este fotoproducto aumenta con el tiempo de
irradiacién hasta los diez minutos de irradiacion aproximadamente, para después
permanecer practicamente constante, siendo el aumento de la sefial mucho mayor en la

disolucidén preparada en ausencia de H,0,.

Por otro lado, cuando la concentracion de H,0, presente en la disolucién es mayor
(0.011%), la sefial del S5MTHF* aumenta hasta los 7 minutos de irradiacion,
aproximadamente para después disminuir hasta ser practicamente inapreciable a partir de

los 20 minutos de irradiacion, debido a su descomposicidn.

En el caso del PT6C se observa practicamente el mismo comportamiento que para el
caso del THF, siendo la tendencia de la sefial de fluorescencia similar para las tres
disoluciones. Por ultimo, para el PT el aumento de la concentracion de peréxido desfavorece

claramente su existencia.
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Figura 2.28. Influencia del tiempo de irradiacién del SMTHF en la sefial de fluorescencia de

los fotoproductos en presencia de diferentes porcentajes de H,0,.
SMTHF*(Aex/ Aem = 280/360 nm), PT6C y PT (Aex/ Aem = 280/440 nm).
0 % H,0, (negro), 0.0016 % H,0, (rojo), 0.011 % H,0, (azul).
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2.2.5.4. Estudio de la influencia del pH en la irradiacién del 5SMTHF

Con el objetivo de estudiar si la acidez del medio afecta al proceso de irradiacion del
S5MTHF se prepararon disoluciones con diferentes valores de pH: 3.19, 4.07, 5.07 y 6.19.
Estas disoluciones se irradiaron durante 3 minutos y posteriormente se diluyeron diez veces
con la propia fase. En los cuatro casos los fotoproductos formados son los mismos. Se puede
concluir que el 5SMTHF* ve favorecida su formacidon en medios ligeramente acidos, pH 4.07
mientras que los fotoproductos pteridinicos presentan una mayor intensidad a valores

superiores aproximadamente a pH 6.

2.2.5.5. Estudios de espectrometria de masas de los fotoproductos del 5SMTHF

Para confirmar la naturaleza de los fotoproductos fluorescentes e identificar hasta
donde sea posible los fotoproductos no fluorescentes se registraron los espectros de masas
de disoluciones de 5MTHF irradiadas durante diferentes tiempos como en los casos

anteriores.

En la Tabla 2.3 se muestran las principales sefiales m/z observadas a los distintos
tiempos de irradiacién, asi como la formula empirica asignada al ion. Ademas en la Figura
2.30 se puede observar un esquema de la ruta que proponemos del proceso de

fotodescomposicion del SMTHF a partir de los datos obtenidos.

Se observa que en las muestras no irradiadas, el ion [M+H]" con m/z 460.2 fue el més
abundante, el cual corresponde al 5SMTHF (compuesto Xll). También se detectd su aducto de
sodio [M+Na]® con m/z 482.2. Ademas en estas disoluciones no irradiadas o irradiadas
durante un periodo de tiempo muy corto también se encontraros otros dos iones: un [M+H]"
con m/z 301.1, que se asignd al compuesto XlIl y un [M]" con m/z 313.1 que corresponde al

compuesto que ha perdido la unidad de glutamato (compuesto XIV).

Cuando la disolucién de SMTHF se irradia durante mas tiempo, los compuestos Xl y
XIV desaparecen y se forman nuevos compuestos. Asi, se observan sefiales m/z de 474.2 y
496.1 correspondientes a un ion [M+H]" y su aducto de sodio que se ha identificado como el
compuesto XVI y una sefial de m/z 120.1 que ya habia sido asignada anteriormente al
compuesto lll. Se observa que la abundancia de ambos compuestos aumenta con el tiempo
de irradiacion, asi teniendo en cuenta esto y la estructura asignada el compuesto XVI este
compuesto podria ser el responsable de la sefial de fluorescencia a 280/360 nm, sin cambios

en la longitud de onda cuando la disolucién es irradiada.
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Ademas a tiempos de irradiacion intermedio se forma otro ion con m/z 180.1 que se
ha asignado al compuesto XV, pero que desaparece cuando el tiempo de irradiacion

aumenta.

Por ultimo, para tiempos de irradiacion mayores de 20 minutos aparece el aducto de

sodio del compuesto V (m/z 289.1).

El compuesto Xl seria el que hemos denominado anteriormente 5SMTHF*, siendo
esta estructura compatible con los tiempos de retencidn a los que aparece, muy préoximos a
los del propio 5SMTHF y con caracteristicas espectrales fluorescentes muy similares aunque
con un rendimiento cudntico mucho mayor. La inclusidn del OH- en posicidn 4a y del doble
enlace pirazinico contribuyen a este aumento. Esta estructura también estaria en
consonancia con la propuesta para la degradacion de las vitaminas en alimentos por Scott y
col [8]. Estos autores establecen la formacidén del 4(a)hidroxi-5-metildihidrofolato, en
nuestro caso se incluye ademas un doble enlace pirazinico (6-7) como consecuencia de la

irradiacién proponiéndose por tanto la formacién del 4(a)hidroxi-5-metilfolato.

Por otra parte hay que destacar que mediante MS no se han podido asignar sefiales a
las posibles pteridinas formadas, tales como pterin-6-carboxilico o pterin, previamente
asignados cromatograficamente con FLD ya que, como vimos en dichos estudios sus

contenidos son muy bajos en comparacién con el SMTHF* y pueden no ser detectables.
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Tabla 2.3. Datos de espectrometria de masas para el SMTHF a diferentes tiempos de

irradiacién.
:I'iem_po.tfe m/z m/z en:z:i.::glfon call\::lzr:da ion compuesto
irradiacién (MS) (HRMS) molecular (& ppm)
301.1  301.1411 C14H17N60, 3%:1‘11)12 [M+H]* Xl
313.1  313.0997 Cy5H17NgO, 3 1(3:;2)13 M1 XIV
o0 460.2  460.1949 Cy0H16N506 46(8:32;14 [M+H]* Xl
4822 4821764  CyoH,sN;NaOg 4(802.6107;;4 [M+Na] " Xl
120.1 120.0458 C;HgNO 12(821?9 YN 1
180.1  180.0882 C5H10NsO lig:ggfs [M+H]* XV
6’ 301.1  301.1411 C12H17NgO, 3((’3:;;‘)12 [M+H]" Xl
4742 474.1733 C0H24N505 47(3';;)37 [M+H]* XVI
496.1  496.1548  C,oH,3N;NaO, 2(()2:23)71 [M+Na]* XV
120.1  120.0458 C,HgNO 12((7)'23';19 [M+H]" I
289.1  289.0831  Cj,H;4N,NaOs Zig'giﬁo [M+Na]* Y%
20 301.1  301.1411 C12H17NgO, 12;2.2;92 [M+H]" Xl
4742  474.1733 CyoH24N505 47(3';;)37 [M+H]* XVI
496.1  496.1548  C,oH,3N;NaO, 2(()2:23)71 [M+H]" XVI
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2.3. Conclusiones

De los tres folatos estudiados, el 5SMTHF es el que presenta mayor rendimiento
cuantico de fluorescencia seguido por THF, siendo el AF practicamente no fluorescente en

medio ligeramente acido (pH 4-6).

Durante el proceso de fotoirradiacion, el AF da lugar a dos productos fluorescentes el
PT6C que se descompone dando lugar a la formacién de PT. Para tiempos de irradiacion

intermedios ambos compuestos coexisten emitiendo a A= 440 nm.

Los folatos reducidos, THF y 5SMTHF, emiten inicialmente a 360 nm vy al ser irradiados
generan mayoritariamente THF* y S5MTHF*, compuestos ambos muy parecidos
estructuralmente a sus compuestos padres, con espectros de fluorescencia y tiempos de
retencién también muy similares a los de partida. Ademas, se forman dos compuestos
pteridinicos PT6C y PT, siendo este ultimo el predominante para tiempos elevados de

irradiacién y ambos emiten a 440 nm.

La presencia de corriente continua de nitrégeno desfavorece la formacién del
S5MTHT* y no afecta notablemente a la del THF*; por otra parte la presencia de perdxido de
hidrégeno en bajas concentraciones favorece la formacion de los fotoproductos pero solo a
tiempos de irradiacion muy cortos (15-30 “) y a tiempos superiores favorece su rapida

desaparicion. El pH optimo para la irradiacion se sitla entre 4 y 6 en todos los casos.

El estudio exhaustivo mediante espectrometria de masas ha permitido proponer la
existencia de diversos compuestos generados durante el proceso de irradiacidon. De todos

los fotoproductos generados unos presentan caracteristicas fluorescentes y otros no.

Para posteriores estudios focalizaremos nuestra atencidn en la obtencién de

fluorescencia fotoinducida mediante un fotorreactor post-columna en linea.
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3. Andlisis folatos en diversas matrices

Una vez establecido el comportamiento fotoquimico del acido félico (AF) y sus dos
principales metabolitos, el 4cido tetrahidrofdlico (THF) y el 5-metiltetrahidrofélico (SMTHF),
se procedié a optimizar un método cromatografico para la determinacién de estos tres
compuestos. Para ello, se disefid un sistema con un fotorreactor acoplado en linea un
detector fluorimétrico de registro rapido (FSFD) y un fotorreactor acoplado en linea, con
objeto de convertir los folatos en sus derivados fluorescentes, logrando asi la sensibilidad

adecuada.

El método propuesto se aplicd al andlisis de folatos en diversas matrices: cereales,
matrices vegetales (tomate y espinacas) y se ensayd en el anadlisis de muestras de suero

humano liofilizado, con objeto de establecer un método util para diversos tipos de muestras.

3.1. Material y métodos
3.1.1. Preparacion de patrones

Se prepararon disoluciones patrén de cada folato conteniendo concentraciones
comprendidas entre 20-40 ug-mL'1 mediante pesada exacta de cada compuesto, disolucion
en agua ultrapura previamente alcalinizada y posterior neutralizacidon con acido clorhidrico
diluido. Estas disoluciones se prepararon bajo luz reducida y con objeto de preservar su

estabilidad fotoquimica se guardaron en pequefias alicuotas a -18 °Cy en la oscuridad.

Las disoluciones de trabajo se prepararon por diluciéon de las disoluciones patrén de

los tres analitos justo antes de su uso mediante dilucién con la fase mévil.

3.1.2. Instrumentacion

Se empled un cromatdgrafo de liquidos cuyas caracteristicas se detallan en el Anexo
2, utilizando un detector DAD y otro de fluorescencia de registro rapido (FSFD) en linea.
Ademas entre el detector DAD vy el FSFD se situ6 un reactor fotoquimico consistente en una
[dmpara de Xendn alrededor de la cual estd enrollado un tubo de teflén que permite el paso
continuo del fluido. Informacién mas detallada de este sistema se muestra en el Anexo 2, asi

como un esquema del mismo.

La columna analitica empleada fue una Poroshell 120 EC C18, de 4.6 x 50 mm y 2.7
um de tamafo de particula, cuya temperatura se fijé a 20 °C. Se inyectaron 5 pL de muestra

en el sistema y la temperatura del inyector automatico se fijé a 4 °C.

215



Parte Il

La elucidn de los analitos se llevd a cabo en modo isocratico con una fase movil que
consistio en acido formico 2 mM en (pH 4) y ACN, 94:6 (v:v). Estas disoluciones se filtraron
previamente a su uso mediante filtros de nylon de 0.22 um y se desgasificaron en
ultrasonido. Se optimizé un gradiente de flujo que durante los primeros 4 minutos fue de 0.4
mL-min”, cambiando rapidamente a 1 mL-min™, valor de flujo que se mantuvo durante los

. . . . .. .. « e e . -1
siguientes dos minutos y al minuto 6 se volvié a las condiciones iniciales, 0.4 mL-min .

El detector fluorescente se programd en modo multiemisidn, excitando a 272 nm y
cada cromatograma se monitorizd a dos longitudes de onda de emision (A.m), 360 nm para la

dererminacién de THF y 5SMTHF y 440 nm para la determinacion del AF.

Para el control del instrumento, la adquisicién y el tratamiento de datos se utilizé el
paquete informdtico CHEMSTATION.

Las curvas de calibracion y las figuras de mérito se realizaron mediante el programa
ACOC (Anexo 2).

3.1.3. Preparacion de las muestras

Las muestras analizadas han sido vegetales (espinacas y tomates), cereales y suero
humano liofilizado. Las muestras de espinacas congeladas y de tomates frescos fueron
obtenidas en un supermercado local y almacenadas a -18 °C hasta su uso. Los cereales de
desayuno se compraron en un supermercado y se guardaron a temperatura ambiente,
20-22 °C en su paquete original hasta su analisis. El suero analizado fue un suero sintético en

forma de liofilizado y reconstituido en agua ultrapura.

El proceso de extraccidn de las muestras es una etapa ligeramente diferente segun se
trate de una matriz alimentaria o muestras de suero. Sin embargo en ambos casos se
empled un tampodn de extraccion denominado HEPES/CHES a pH= 7.85, que consiste en
acido 4-(2-hidroxietil) piperacina-1-etanosulfénico (HEPES) 50 mM vy 4cido 2-
(ciclohexilamino) etanosulfonico (CHES) 50 mM, con 2% (p/v) de acido ascérbico y de 2-

mercaptoetanol 10 mM.

Las muestras de espinacas y tomates se liofilizaron y se molieron previamente a la
extraccion de los folatos, mientras que las muestras de cereales solamente se sometieron al
proceso de molido para obtener la muestra en forma de polvo fino y homogéneo.
Posteriormente, 1 g de la muestra molida se mezclé con 20 mL del tampdn de extraccion en

un tubo de centrifuga de 50 mL. Las muestras se agitaron vigorosamente, se calentaron en
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un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos y se enfriaron en hielo inmediatamente. Para
la de-conjugacidn enzimatica se afiadieron 50 pL de plasma de rata (liofilizado reconstituido
en tampdn de extraccidon) y la mezcla se incubd durante 3 horas en una estufa a 37 °C. Los
extractos incubados se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos para
inactivar la enzima, se enfriaron en hielo y se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos.
El sobrenadante se filtro a través de un filtro de nylon de 0.45 um y posteriormente se
purifico.

En las muestras de suero, la desproteinizacion y extraccidn se realizd siguiendo el
procedimiento propuesto por Hart y col. [1], en el que se introdujeron ligeras
modificaciones. A 500 pL de suero se afiadieron 1.5 mL del tampdn de extraccién y se
calenté durante 10 minutos en agua hirviendo para precipitar las proteinas. Después de ser
enfriada en hielo, la muestra se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos. Se separé el
sobrenadante y sobre el precipitado se afiadieron 1.5 mL adicionales del tampdn de
extraccion, se agitd vigorosamente mediante un Vortex y se volvid a centrifugar en las
mismas condiciones. Ambos sobrenadantes se combinaron, se filtraron a través de un filtro

de nylon de 0.45 um y posteriormente se purifico.

El proceso de purificacion de los extractos fue similar en todos los tipos de muestras y
se realiz6 mediante extraccidon en fase solida (SPE) utilizando adsorbentes de intercambio
anidnico fuerte (SAX). Se usé un sistema de vacio para la elucion a presion reducida. El
procedimiento seguido fue el descrito por Jastrebova et al [2] con ligeras modificaciones.
Alicuotas de 3 mL de los extractos obtenidos para las diferentes matrices se pasan a través
del cartucho SAX, previamente acondicionado con 5 mL de metanol y 5 mL de agua
destilada. Posteriormente, para eliminar los compuestos coextraidos desde la matriz, se lavd
el cartucho con 3 mL de agua destilada. Finalmente, los analitos se eluyeron lentamente con
3 mL de tampdn de eluciéon (0.1 M de acetato de sodio conteniendo 10% (p/v) de cloruro de
sodio, 1% (p/v) de acido ascoérbico y 0.1% (v/v) de 2-mercaptoetanol) para los cereales,
espinacas y tomate y con solo 1.5 mL en el caso del suero con el objetivo de preconcentrar

la muestra.

Hay que remarcar que todos los experimentos se realizaron bajo condiciones de luz

reducida para minimizar la posible degradacion de los folatos.

Para calcular la concentracién de cada folato en la muestra se usé el método de
adicion patrdn, para lo cual se analizaron muestras enriquecidas con cada analito a cuatro

. . -1 . . ~ see
niveles de concentraciones entre 100 y 800 ng-mL "~ y se seleccioné como sefial analitica el
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4rea de pico obtenida a Aex/em =280/360 nm para THF y 5SMTHF y a Aex/em = 280/440 nm
para AF. Un esquema de la preparacion de las muestras alimentarias, incluyendo la

extraccion, el tratamiento enzimatico y la purificacién se resume en la Figura 3.1.

1 g espinaca 1 g tomate
liofilizaday molida liofilizado y molido

| | |

Homogeneizacién: (20 mL tampdn extraccion)

|

Extraccion: calentar durante 10 min en bafio de
agua hirviendo y enfriar rapidamente en hielo.

|

Desconjugacion: afiadir 50 pL de plasma de rata,
incubar durante 3 h a 372C, calentar durante 5 min
en bafio de agua hirviendo, enfriar en hielo y
centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos.

|

Purificacion: 3 mL de muestra aplicados en un
cartucho preacondicionado SAX y eluido con 3 mL
de tampon de elucion.

1 g cereal molido

Figura 3.1. Esquema general del procedimiento de pretratamiento de las muestras

alimentarias para la determinacién de folatos.
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3. Andlisis folatos en diversas matrices

3.1.4. Efecto matriz

El estudio del efecto matriz se realizd comparando las pendientes de las curvas de
calibrado preparadas en agua ultrapura y en los extractos de cada una de las matrices
analizadas (concentraciones entre 200 y 800 ng-mL'l), usando el test de la t de Student al 95

% de confianza y empleando el programa ACOC.
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3.2. Resultados y discusion
3.2.1. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

El objetivo de este estudio es desarrollar un método cromatografico con
fotoderivatizacion post-columna on-line, donde los folatos que se eluyen de la columna en
su forma original, son fotométricamente detectados y después son fototransformados en un
fotorreactor situado entre los detectores de DAD y el FSFD. Finalmente los fotoproductos
fluorescentes son detectados en el FSFD debido al incremento de la sensibilidad y

selectividad de la deteccidn fluorimétrica.

La mayoria de los métodos cromatograficos propuestos anteriormente para el
analisis de estos analitos usan fase inversa y llevan a cabo la elucién en modo gradiente,
como se comentd en la Introduccion de esta parte de la Memoria. En estos métodos las
fases moviles son normalmente mezclas de disoluciones de acidos diluidos con pequeias
proporciones de disolventes organicos, siendo los componentes mas comunes el acido

acético o el 4cido formico y metanol o acetonitrilo (ACN).

En la reaccidn de fotoderivatizacion post-columna es muy importante la composicion
de la fase movil, ya que esta participa en el proceso de separacién, pero también influye en
la foto-reaccion y en la deteccidn. En los ensayos previos realizados se comprobd que la
fotorreaccion postcolumna se desarrolla mejor en medio acido. Se eligié acido férmico
debido a su baja sefial de fluorescencia cuando se encuentra en presencia de disolventes
como los ensayados. En cuanto al disolvente organico se comprobd que tanto la velocidad
de las fotorreacciones como la sefal fluorescente obtenida, eran similares para un mismo
porcentaje de metanol o ACN en la fase mévil. Finalmente, se eligié ACN debido a su mayor

poder de elucion.

Debido a que los folatos muestran un elevado intervalo de valores de polaridad, la
proporcién de ACN en la fase mavil es un parametro critico en la separacidon cromatografica
de dichos compuestos. Por ello, se estudid la influencia del porcentaje de ACN en la fase
mévil en presencia de acido féormico 2 mM (pH 3.1) manteniendo la velocidad de flujo
constante a 0.6 mL-min™. El porcentaje de ACN se vario entre el 4 y 8%, y los cromatogramas

obtenidos a 360 y 440 nm se muestran en la Figura 3.2.
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200 1 A
150 2 — 4%ACN
- — 6%ACN
w 100 |1 z — 8%ACN
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40— 3 — 6%ACN
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tiempo (min)

Figura 3.2. Influencia del % ACN en la separacién cromatografica de una mezcla de THF* (1),
MTHF* (2) y AF* (3). Aex/ Aem = 280/360 nm (A) y Aex/ Aem = 280/440 nm (B).

* Representa los correspondientes fotoproductos generados.

Se observa que pequefias variaciones en el contenido de ACN produce cambios
considerables en los tiempos de retencidn, sobre todo en los analitos menos polares. Como
era de esperar, sus tiempos de retencion aumentan a medida que el porcentaje de ACN
disminuye. El mayor porcentaje de ACN ensayado (8%) produce una elucién muy rdpida de
los fotoproductos del THF (THF*) eluyendo con el frente, por el contrario, para el menor
porcentaje ensayado (4%), los fotoproductos del AF (AF*) eluyen a un tiempo superior a 30
minutos. Por lo tanto, se decidié fijar un porcentaje intermedio (6%), donde se obtuvo
resolucion a linea base en menos de 5 minutos para el THF* y el SMTHF (5MTHF*), mientras

que el AF* eluye a los 15 minutos.

Como consecuencia, se estudié la posibilidad de aplicar una elucién en gradiente con
el objetivo de disminuir el tiempo de retencién del AF. Con ninguno de los gradientes

ensayados se obtuvieron buenos resultados por lo que se llevd a cabo un estudio de la
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influencia del pH para intentar conseguir mejores condiciones en la separacion
cromatografica. El efecto del pH se estudié entre pH 3 y 4.5 mediante el uso de diferentes
fases moéviles compuestas por dcido formico 2 mM (variando el pH con hidréxido de sodio) y
6% de ACN, en modo isocratico. En la Figura 3.3 se muestran los cromatogramas obtenidos,

para los diferentes valores de pH.

150—

— pH3.1
— pH3.5
— pH4.1

pH 4.5

Tiempo (min)
150
— pH3.1
— pH3.5
100— — pH41
pH 4.5

IF
L

w

50— 3
3
- I\ n S\
—J T
0 T | T | T [ T |
0 4 8 12 16
Tiempo (min)
Figura 3.3. Cromatogramas obtenidos para una mezcla de THF* (1), MTHF* (2) y AF* (3)

usando como fase movil acido formico 2mM a diferentes pH (94%) y ACN (6%).
Aex/Aem = 280/360 nm (A) y Aex/Aem = 280/440 nm (B).

Se puede observar como, en general, los tiempos de retencién disminuyen a medida
que el pH de la fase movil aumenta, sin embargo, para valores de pH superiores a 4.3 la
fluorescencia de los fotoproductos disminuye considerablemente, por lo que se seleccioné
como valor de compromiso un pH = 4.1. En esta condiciones todos los compuestos eluyen

en menos de 10 minutos con una adecuada resolucion.

222
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En los procesos de fotoderivatizacion, el tiempo de irradiacién es un pardmetro
fundamental y ademas, al ser un proceso que se lleva a cabo en continuo, ese tiempo esta
intrinsecamente relacionado y controlado por el flujo empleado en el sistema
cromatografico, para una longitud de reactor concreta. Se decidié mantener fija la longitud
del fotorreactor y para conseguir la maxima sefial de fluorescencia se optimizo la velocidad
de flujo. Se registraron cromatogramas de una disolucién patréon mezcla de los tres analitos,
a distintas velocidades de flujo comprendidas entre 0.2 y 1.0 mL-min"". En la Figura 3.4 se

representa el drea de los picos obtenidos para los tres analitos en funcién de la velocidad de

flujo.
1200
SMTHF*
800
S i THF*
T
400
_ AF*
0 T T T T T |
0.4 0.6 0.8 1
velocidad de flujo (mL-min'l)

Figura 3.4. Influencia de la velocidad de flujo en las areas de pico obtenida a Aex/Aem =
280/360 nm para SMTHF* y THF* y Aex/ Aem = 280/440 nm para AF*

Como se puede observar, la sefial de fluorescencia del THF* y del AF* decrece a
medida que la velocidad de flujo aumenta, siendo ese descenso mas significativo para AF¥*,
es decir, al disminuir el tiempo de irradiacidn, disminuye la formacién de fotoproductos
fluorescentes. Sin embargo, la sefial de fluorescencia de 5SMTHF* aumenta a medida que
aumenta la velocidad de flujo, es decir, el proceso global de formacién de fotoproductos
esta desfavorecido frente a los procesos de descomposicidn, cuando la exposicion a la

radiacion es elevada y por tanto la fluorescencia global disminuye.

Debido a este diferente de comportamiento entre los analitos, se decidié establecer
un gradiente de flujo de manera que cada compuesto sea eluido a la velocidad de flujo mas
favorable, lo cual permite establecer un tiempo de irradiacién diferente para cada
compuesto. Asi se fijé una elucién que comenzé con una velocidad de flujo de 0.4 mL-min "

durante 4 minutos, después se incrementdé rapidamente a 1.0 mL-min~" durante 2 minutos
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(para eluir el 5SMTHF) y finalmente se disminuye de nuevo rapidamente a 0.4 mL-min " para

favorecer la formacién de los fotoproductos del AF.

Teniendo en cuenta estos estudios previos, finalmente se seleccionan como
condiciones Optimas para la elucién y determinacién de los fotoproductos una fase movil
constituida por acido férmico 2 mM (pH 4) y ACN (94:6), utilizando un gradiente de flujo. En
estas condiciones los tres folatos en estudio eluyen en un tiempo menor de 12 minutos. Los
cromatogramas de una mezcla patrén eluida bajo las condiciones optimizadas, tanto con el
fotorreactor apagado como encendido, excitando a 280 nm y monitorizando la emisién a

360 y 440 nm se presentan en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Cromatogramas de una mezcla patrén de 300 ng-mL'1 de THF, SMTHF y AF sin
irradiacion (linea negra) y con irradiacion on-line (linea discontinua roja) a A¢y/Aem =280/360
m (A) ¥ Aex/Aem=280/440 nm (B). También se muestra el gradiente de la velocidad de flujo

empleado (---).
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3. Andlisis folatos en diversas matrices

Se observa como aumenta considerablemente la sefial del pico del AF* con
respecto a la de la muestra sin irradiar (AF) y la sefial del THF se ve poco afectada por la
irradiacién. Por otro lado, la sefial del SMTHF disminuye cuando se aplica la irradiacién en
linea, sin embargo, debido a la elevada fluorescencia de este folato, la sefial remanente tras
la irradiacion permite alcanzar limites de deteccién adecuados y similares a los obtenidos

para el AF tras la irradiacién.

3.2.2. Validacion del método: parametros analiticos

La validacién del método se llevd a cabo en términos de linealidad, precision, limites

de deteccidon (LOD) y limites de cuantificacién (LOQ).

La linealidad se evalué mediante la preparacion de patrones de calibracidon por
triplicado con concentraciones comprendidas entre 50 y 1000 ng-mL"1 de AF y de 100 a 1000
ng-mL_1 para THF y 5SMTHF. Cada patrdn se inyectd en el sistema cromatografico y se eluyd
bajo las condiciones optimizadas. Para cada analito se construyd una curva de calibrado
representando el drea de pico obtenida frente a la concentracién del patrén. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3.1. Como se puede observar los coeficientes de

. .z 2
determinacién (r°) son en todos los casos mayores de 0.99.

Los LOD se calcularon de acuerdo con el criterio de Long y Winefordner [3] y los
valores obtenidos estan en el intervalo entre 7.5 ng-mL'1 para AF y 22.9 ng-mL"1 para el
5MTHF. El LOQ se definié con 10/3 veces el LOD vy los valores obtenidos estuvieron en el
rango entre 24.6 y 75.6 ng-mL'1 para AF y 5SMTHF, respectivamente, como se puede observar
en la Tabla 3.1. La sensibilidad analitica se calculé como el cociente entre el error estandar
de la regresion y la pendiente de la curva de calibrado, expresado en unidades de

concentracion [4].

La precision se calculd para muestras conteniendo 200 ng-mL‘1 de cada folato y se
expres6 como porcentaje de la desviacion estandar relativa (% RSD) para ensayos de la
repetitividad intradia (n=5). Los valores de RSD obtenidos fueron menores del 5.3 %, lo cual

indica la buena repetitividad del método propuesto.
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Tabla 3.1. Pardmetros analiticos y estadisticos para la determinacién cromatografica de AF y

sus metabolitos THF y MTHF con fotoderivatizacion post-columna.

THF SMTHF AF

Intervalo lineal (ng mL™) 100-1000 100-1000 50-1000
Ecuacion de regresion (SD) 5.7(0.1)x + 201(29)  5.5(0.1)x + 122(42) 3.7(0.1)x +92(9)

Coeficiente de determinacién

) 0.9998 0.9995 0.9999
Linealidad (%) 99.2 98.7 99.6
LOD (ng-mL™Y) 15.3 22.9 7.47
LoQ (ng-mL™) 50.4 75.6 24.6
Y (ng-mL™) 6.48 9.70 10.75
RSD (%) 1.28 1.36 5.28

SD: desviacion estandar (n=15); LOD: limite de deteccion de acuerdo al criterio de Long y Winefordner;
LOQ: limite de cuantificacion (LOD/3) x 10); Y sensibilidad analitica; RSD: desviacién estandar relativa
(n=5).

3.2.3. Optimizacion del método de extraccion en fase sélida

En ensayos previos con muestras de vegetales se comprobd que hay compuestos
endogenos presentes en los extractos de las muestras que son co-extraidos con los folatos y
como consecuencia no era posible la inyeccidn directa de las muestras alimentarias. Los
compuestos coextraidos afectan fundamentalmente a la sefial del 5SMTHF. Por esta razdn se
requiere un paso de limpieza previo al analisis. Como se comentd en la Introduccion de esta
parte, la mayoria de los métodos propuestos usan columnas de intercambio idnico o
extraccion en fase sélida (SPE) como método de limpieza de las muestras. En este trabajo se
empled SPE para purificar las muestras y se probaron diferentes tipos de rellenos: rellenos
no polares como C8, C18 e ISOLUTE ENV+, y otros rellenos basados en intercambio anidnico
como SAX y MAX.

La retencién de los folatos (que son acidos carboxilicos) es diferentes en los rellenos
de fase inversa y en los de intercambio anidnico, asi en los de fase inversa (C8, C18 e
ISOLUTE), los folatos se retienen en su forma neutra debido a interacciones hidrofébicas,
mientras que en los de intercambio anidnico (SAX y MAX) la retencidon es debida a

interacciones idnicas.
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El primer lugar el procedimiento de extraccidn se ensayd con disoluciones patrén de

300 ng-mL™ de cada folato.

En el caso de los cartuchos no polares, estos se acondicionan con 5 mL de H3P0,0.03
M, posteriormente se paso la muestra a través de los cartuchos y se lavé con 5 mL de H3PO,
0.03 M. La elucidn se llevé a cabo con acetato sédico 0.1 M conteniendo 10 % (v/v) de ACN,
1% (p/v) de éacido ascérbico y 0.1 % (v/v) de 2-mercaptoetanol. El 4cido ascérbico y el 2-
mercaptoetanol se afadieron para evitar la oxidacién de los folatos. Los resultados
mostraron que los folatos se retienen fuertemente en los cartuchos C8 y C18, vy
parcialmente en los cartuchos ISOLUTE ENV+. También se comprobd que cuando los

cartuchos se lavaban con H;PQ,, tenia lugar una elucién parcial de los folatos.

En cuanto a los cartuchos de intercambio anidnico, en primer lugar se acondicionan
con metanol y agua, y una vez pasada la muestra se lavaron con agua. En este caso la
elucidn se llevé a cabo con acetato sdédico 0.1 M conteniendo 10 % (p/v) de cloruro de sodio,
1 % (p/v) de acido ascorbico y 0.1 % (v/v) de 2-mercaptoetanol, debido a que proporcioné
buenos resultados en estudios previos. En estos cartuchos los folatos se quedaron
fuertemente retenidos y no se eluyen durante el proceso de lavado. Con respecto a la
recuperacién, los cartuchos MAX no proporcionaron una recuperacion completa de los
folatos, mientras que con los cartuchos SAX los folatos eluyen con recuperaciones
comprendidas entre el 94 y el 102 %, por ello fueron estos ultimos los adsorbentes

seleccionados para el proceso de limpieza de los extractos de las muestras.
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3.2.4. Analisis de AF, THF y 5SMTHF en vegetales, cereales y en suero humano liofilizado

Para evaluar la aplicabilidad del método desarrollado, se procedié a analizar el
contenido de AF, THF y 5SMTHF en diferentes matrices alimentarias, en concreto en cereales

enriquecidos, espinacas congeladas y tomate; y en muestras de suero humano liofilizado.

Antes de llevar a cabo la cuantificacién de estos compuestos se evalud el efecto
matriz después de la extraccion y limpieza a través del cartucho, para ver que método de
calibracién es el adecuado en cada caso. Para ello se siguié el procedimiento descrito en el
apartado 3.1.4. Los resultados mostraron un efecto de matriz para la mayoria de los
compuestos y en la mayoria de las muestras. Unicamente no hubo diferencias significativas
entre las pendientes (p > 0.05) para el andlisis de AF en muestras de cereales y suero y para
THF en las muestras de espinaca y suero. Con el objetivo de proponer un método general
para todos los compuestos y todas las muestras, se aplicé el método de adicién patrén en

todos los casos.

En el caso de las muestras alimentarias, cada muestra se analizé6 por triplicado
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.1.3 y en la Figura 3.6 se muestra un
ejemplo de los cromatogramas obtenidos para muestras no contaminadas y contaminadas

de cereales, espinacas y tomates.
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Figura 3.6. Cromatogramas de muestras de cereal, espinaca y tomate sometidas al
procedimiento de extraccidn y limpieza tanto sin contaminar (linea continua negra) como

contaminado con 200 ng mL" de AF, THF y SMTHF (linea discontinua roja).

Los resultados obtenidos para cada folato, dados como el valor medio de las tres

replicas independientes y la desviacidn estandar relativa (SD) se resumen en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Pardmetros de la recta de adicion patron, recuperaciones y contenido de folatos

en las muestras de alimentos analizadas por el método propuesto.

Pardmetros adicidn patrén Cantidad en
Muestra Analito Puesto Encontrado Rec la muestra
(ngmlY) (ngml™) (%) bep) asp) & OPLOQ gro0gs
(ng-:mL")
SD
Cereal 200.2 205.4 103 43 5626
THF 400.4 422.8 106 (0'3) (46.2) 0.9980  34/112 164453
800.8 788.9 99 ' :
100.1 104.5 104
200.2 185.6 93 4.4 105.8
SMTHF 400.4 395.9 99 (0.1) (31.6) 0.9991 22/71 <loa
800.8 806.1 101
200.2 193.6 97
AF 400.4 372.7 93 (g'i) :346502) 0.9968 48/160 331482
800.8 814.2 102 ' '
Espinaca 99.95 99.03 99
199.8 203.7 102 56 4145
THF 399.6 394.1 99 (0.1) (15.1) 0.9999 8/27 18.4+2.4
799.2 801.1 100
99.97 102.9 103
199.9 196.6 98 49 2379
SMTHF 3999 406.5 102 (01) (16.9) 0.9998 10/34 12.143.0
799.8 796.9 99
99.94 89.42 89
199.8 205.7 103 3.1 71.1
AF 399.7 408.3 102 (01) (182) 0.9994  17/58 <LoQ
799.5 795.1 99
Tomate 99.9 96.59 97
199.8 193.6 97 6.1 512.7
THE 3996 403.4 101 (01) (225 ©*99%8 11/37 14.6+0.1
799.2 799.2 100
100 98.15 98
200 200.8 100 49 1601
SMTHF  5oq.q 400.3 102 (01) (208) 0.9997  13/42 <LoQ
799.8 795.1 99
99.9 99.42 99
199.9 209.9 105 33 848
AP 3998 3902 98 (0.1) (17.7) 0995 1653 <toa

799.5 801.8 100

b: pendiente expresada como mL-ng'l; a: ordenada ; LOD: limite of deteccidén segun el criterio de Long
LOQ: limite de cuantificacién (LOD/3)x10. ® Cantidades expresadas en pg de folato / 100 g de peso seco

para cereal y peso fresco para espinaca y tomate.
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Como se observa, los tres folatos han sido detectados en todas las muestras de
alimentos. Se obtuvieron recuperaciones satisfactorias a todos los niveles de
enriquecimiento y se encontraron concentraciones menores al LOQ para el SMTHF en las

muestras de cereales y de tomate, y para el AF en espinacas y en tomate.

Como se esperaba, el AF es el folato que se encuentra en mayor proporcion en las
muestras de cereales, debido a que las muestras de cereales analizadas estaban
enriquecidas con AF sintético. En las muestras de espinaca y tomate el folato que se

encontrdé en mayor concentracion ha sido el THF.

No hay muchos datos referentes a los niveles de estos analitos en productos
similares, lo cual dificulta la comparacion de los datos obtenidos. Algunos de los métodos
propuestos previamente para la determinacién de algunos de estos analitos en diferentes

muestras junto con el método propuesto se resumen en la Tabla 3.3.

Por otro lado, en las muestras de suero no se pudo detectar ninguno de los analitos y
para probar la viabilidad del método propuesto en este tipo de muestras se contaminaron
muestras de suero con 200 y 370 ng-mL':L (cantidades mas altas que las que contienen
normalmente las muestras de suero) previo al proceso de extracciéon y purificacidon. Se
calcularon las recuperaciones y se encontraron valores satisfactorios. Para el THF el valor
medio de las recuperaciones que se encontrd fue 89 %, 99 % para el SMTHF y 114 % para el
AF. Para la cuantificacion en las muestras de suero seria necesaria una preconcentracion

mayor de las muestras para poder aplicar el método descrito.

Cuando se hace una revisién bibliografica de los métodos publicados en la literatura
para la determinacion de folatos en muestras de suero se encuentra que la mayoria de los
métodos usan deteccion de espectrometria de masas [8,11], mientras que no se ha

encontrado ningun articulo que use HPLC-FSFD, siendo un campo abierto a la investigacion.

Como se puede observar en la Tabla 3.3, las cantidades de folatos encontradas en
suero en métodos previamente publicados son muy bajas, menores que el LOD del método
propuesto. Ademas las muestras analizadas en estos trabajos pertenecian a personas que
han sido sujetas a suplementacién con AF, lo cual hace que aumente el contenido de folatos
en los fluidos bioldgicos. No aparece ningun trabajo donde se incluyan los tres folatos en

estudio.
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Tabla 3.3. Comparacidn entre algunos de los métodos publicados en la bibliografia para el

analisis de folatos en muestras alimentarias y fluidos biolégicos y el método propuesto.

Analito Muestra Preparacion muestra Método Concentracion Ref.
encontrada
Zumo de i .,
. Tampon de extraccion:
naranja
Harina HEPES/CHES Espinacas congeladas
SMTHE refinada Tr.atar.me’njco SMT'HF: 126 + 15 pg/100g (5]
. trienzimatico HPLC-FLD | LOD: 1 ug/100g
AF Espinaca L, AF: nd
congelada Purificacién SPE con ‘n
SAX LOD: 0.5 pg/100g
Leche
desnatada
Cereales de desayuno:
Cereal AF: valores entre 299.3 +
Chocolate | T@mpon de extraccion: 35.9and 1281.5 +98.4
Hambur- T”S-HC! ug/100g
Tratamiento SMTHF: valores entre 2.2
SMTHF guesa S
] trienzimatico HPLC-DAD | £ 0.1y 37.5+2.2 ug/100g [6]
AF Sandwich e .
ollo Purificacién mediante
P columna de afinidad Kellogg's corn flakes
Nuggets SMTHF:37.5+2.2
de pollo Hg/100g
AF: 492.1 +10.4 ug/100g
Tampon de extraccion: Tomate
HEPES/CHES SMTHF: valores entre 4.1
SMTHE Desconjugacion +0.2and 35.3+2.4
Tomate | enzimatica: HPLC-FLD | pg/100g [7]
rifidn de cerdo LOD: 2.67 ng-mL™
Purificacién SPE con THF: nd
SAX LOD: 2.34 ng-mL*
Metotrexate Suero humano
Acido Suero AF: valores entre 0.015y
folinico humano Metanol HPLC-MS | 0.156 pug/mL [8]
AF LOD: 0.0032 pg/mL
LOQ: 0.01 pg/mL
Repollo | pesconjugacion )
Hojas de | enzimatica: Espinaca
THF broccoli | Plasma de rata c TSF: 225 +21 ;jllg/100g 0]
SMTHF P e . HPLC-FLD | LOD: 2 ng-mL
Brocoli
SFTHF | ;‘;)r('f'cac'on SPE con SMTHF: 43 + 26 ug/100g
P LOD: 2 ng-mL™
mostaza
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Cereal Cereales
5MTHF: values between
Queso Tampdn de extraccion: 4.10 + 2.31 and
Leche HEPES/CHES 10.89 + 2.19 |.1g/100g
SMTHF Brocoli Tratamiento HPLC-FLD [10]
Harina | trienzimatico Kellogg's Special K
Pan Purificacién SPE con 5MTHF: 5.70 + 1.70
Pasta SAX ug/100g
LOD: 0.625 ng-mL™
Metanol conteniendo Plasma humano
SMTHF Plasma | LOm8/mLof 2- Hpie- | >MTHF 3
AF humano mercaptoetanol y MS/MS) LOD: 5.05 ng-mL [11]
0.025% (v/v) hidroxido AF
de amonio LOD: 0.249 ng-mL"1
Cereal Kellogg's Special K
THF: 164 + 53 pg/100g
SMTHF: (30 * 10) pg/100g
AF: 331 + 82 ug/100g
Tampon extraccion: _ﬁﬁ:’nga 124 100
HEPES/CHES 118.4+2.4 11g/100g
Cereales b . » SMTHF: 12.1+3.0
esconjugacion
de enzimatica: he/100g Este
THF desayuno N p ) X HPLC-FLD | AF: (5.6 + 4.8) ug/100g traba
asma de rata
SMTHF Espinaca burificacion SPE Tomate -jo
AF Tomate | ©urificacion SPE con THF: 14.6 + 0.1 pg/100g
SAX SMTHF: (5.7 +
2.5)ug/100g
AF: (4.5 £ 3.15) ug/100g
LOD THF: 15.3 ng:mL™
LOD 5MTHF: 22.9 ng-mL™"
LOD AF: 7.47 ng-mL™

Para las muestras alimentarias, en general, se puede decir que los valores obtenidos
son comparables a los encontrados en la bibliografia teniendo en cuenta, como se dijo en la
Introduccién, que los datos existentes presentan bastante controversia. Mas
especificamente, en cereales el SMTHF y el AF estan en el intervalo de los valores publicados
por otros autores [6,10]. Ademas, la concentracion de AF esta en concordancia con los
valores mostrados en el embalaje de los cereales de desayuno (334 ug/100 g). Sin embargo,

no se encontraron datos en la bibliografia referentes al contenido de THF en cereales.

En las muestras de espinaca, la concentracion de THF esta de acuerdo a los valores
previamente publicados por otros autores, sin embargo, la concentracion de 5MTHF

encontrada en este capitulo es ligeramente menor a las descritas en estudios previos.
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Los niveles de AF de las espinacas analizadas fueron detectables aunque menores del
LOQ, sin embargo, este analito no fue detectado en otros métodos previamente publicados
[5,9]. Con respecto a las muestras de tomate, la presencia de 5SMTHF ha sido publicada solo
en un estudio previo [7] y las concentraciones encontradas en el método propuesto estan en

concordancia con las de esa publicacion.

Finalmente cabe destacar la reduccion de los tiempos de retenciéon en el método
propuesto en comparacion con los de la bibliografia. Esta nueva metodologia permite la
separacién de los folatos en menos de 12 minutos sin usar cantidades significativas de

disolventes orgénicos.

3.3. Conclusiones

Considerando las conclusiones previamente obtenidas en el capitulo anterior sobre el
considerable aumento de la intensidad de fluorescencia del AF cuando este es irradiado con
luz UV, se ha optimizado un método de HPLC-FSFD con fotoderivatizacién post columna on-
line para la determinacién del AF, THF y 5SMTHF.

La reaccion fotoquimica permite el analisis fluorimétrico del AF, que de otro modo no
podria determinarse mediante este detector debido a su bajo rendimiento cuantico de
fluorescencia. El uso de una columna empaquetada con particulas de nucleo sélido mejora
el analisis en términos de eficiencia de la separacion y disminuye los tiempos de analisis.
Ademas el gradiente de flujo empleado permite aplicar el tiempo de irradiacidon éptimo para

cada compuesto, logrando asi aumentar la sensibilidad de la deteccion.

El método propuesto se aplicd a muestras de vegetales y los resultados obtenidos
estaban de acuerdo con datos previamente publicados. Ademas el método se aplicod a
muestras de suero pero la sensibilidad no fue suficiente para este tipo de muestra. Se
encontré efecto matriz para algunos de los analitos en algunas de las matrices, por ello la
cuantificacién se llevé a cabo usando el método de calibracion de adiccion patron para todas

las muestras analizadas.
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1. Introduccién

1.1. Estructura quimica de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, policiclic aromatic hidrocarbons)
constituyen una familia de compuestos formados por diversas unidades de anillos
bencénicos condensados, aunque algunos contienen también anillos de cinco carbonos
(como el acenaftileno o el fluoranteno). Entre los mas simples se encuentra el naftaleno (dos
anillos bencénicos) y entre los mas complejos el coroneno (siete anillos bencénicos). La
mayoria de estos compuestos contienen solamente C e H en estructuras polinucleares de
tipo aromatico [1]. Debido a su singular estructura, se suelen clasificar y estudiar de forma
diferenciada de otros hidrocarburos. En la Figura 1.1 se muestra las estructuras de los 16
PAHs considerados como prioritarios por la U.S. Environmental Protection Agency (U.S.
EPA).

naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
o
Fenantreno Antraceno Fluoeno Pireno
OOO‘ OO@O * OOO OO OO
Benzo(a)antraceno Criseno Benzouoranteno Benzo(k)flnteno
=L O
S50 e o
O A
Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno Benzo(ghi)perileno Indeno3cd)pireno

Figura 1.1. Estructuras quimicas de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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1.2. Caracteristicas fisico-quimicas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAHs se encuentran habitualmente en estado sdlido, confiriéndoles su estructura
de anillos aromaticos conjugados una particular resistencia a agentes quimicos y a otro tipo
de ataques. Presentan gran resistencia a la degradacidon natural. La biodegradacion

disminuye drasticamente a medida que aumenta el nimero de anillos aromaticos.

En general son poco volatiles y su volatilidad disminuye a medida que aumenta el
nuimero de anillos. Poseen altos puntos de fusion y ebullicion y baja presion de vapor. Son
compuestos poco solubles en agua y presentan elevada solubilidad en disolventes orgdnicos
no polares. La solubilidad en agua decrece al ir aumentando el peso molecular y el tamafio

de la molécula, con el consiguiente aumento del caracter lipofilico [2].

Debido a sus propiedades, son contaminantes organicos y con capacidad acumulativa
en los tejidos animales y especialmente en las capas lipidicas, hecho que se define como
bioacumulacion. Ademas, se pueden concentrar en las particulas sdlidas de suelos y

sedimentos dando lugar a contaminacion persistente en el medio ambiente.

La Tabla 1.1 incluye algunas de las propiedades fisico-quimicas que caracterizan a los

PAHs mas estudiados [3].

Tabla 1.1. Resumen de las propiedades fisico-quimicas de los PAHs mas ampliamente

estudiados.
Masa -
Punto de Punto de Solubilidad en agua
PHA molecular . Gi6n (eC)  ebullicién (2C) (mg-LY)
(g/mol)

Naftaleno 128.2 80.5 218.0 31.8
Acenaftileno 152.2 92.0 270.0 16.1
Acenafteno 154.2 96.2 277.5 3.80

Fluoreno 166.2 116 295.0 1.90
Fenantreno 178.2 101 339.0 4.57

Antraceno 178.2 216 340.0 0.045

Pireno 202.3 156 360.0 0.132
Fluoranteno 202.3 111 375.0 0.260
Benzo(a)antraceno 228.3 160 435.0 0.011
Criseno 228.3 255 407.0 -
Benzo(a)pireno 252.3 175 495.0 0.0038
Benzo(g,h,i)perileno 276.3 278 - 0.00026
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1.3. Fuentes de hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAHs se forman principalmente debido a la combustidn incompleta de los
hidrocarburos a temperaturas elevadas (superiores a 500 °C) y con oxigeno insuficiente. Las
cantidades formadas dependen de la temperatura y de la materia organica implicada. En
estas reacciones también se forman alquil sustituidos y cuanto mayor es la temperatura

menor sustitucién presentan los PAHs formados.

También se pueden formar a partir de los combustibles fdsiles por reaccién a
temperaturas menores a 200 °C pero a alta presién, formandose fundamentalmente PAHs
alquil sustituidos [4]. Otra posibilidad es la biosintesis directa mediante microorganismos y

plantas, aunque esta via es claramente minoritaria frente a las anteriores.

Su presencia en el medio ambiente puede deberse a diversas fuentes, tanto naturales
como antropogénicas, siendo estas Ultimas las causantes de las mayores emisiones de estos
contaminantes [2]. Entre las fuentes naturales se pueden destacar las filtraciones naturales
de fuel fésil, los incendios forestales fortuitos, la actividad volcdnica y la deposicion

atmosférica de contaminantes [5].

Dentro de las fuentes antropogénicas, derivadas de la actividad humana, se pueden
considerar cuatro categorias principales: fuentes domésticas, moviles, industriales vy
agricolas [5]. Las fuentes domésticas estan predominantemente asociadas a la quema de
carbdn, petrdleo, gas, basura u otro tipo de sustancias como tabaco. Las fuentes moviles son
aquellas asociadas a emisiones de vehiculos, aviones, etc, siendo el transporte terrestre una
de las fuentes mas importantes. Las fuentes industriales mas importantes son debidas a la
produccion primaria de aluminio, produccion de coque como parte de la produccion de
hierro y acero, incineracion de residuos, fabricacion de cementos, petroquimicas,
fabricaciéon de neumdticos de caucho, etc. Las fuentes agricolas, tales como la quema de
biomasa a cielo abierto, que es una practica tradicional muy comun, asi como la preparacién
de campos antes de una nueva cosecha y la quema de desechos agricolas, constituyen una

fuente importante de emisiones de PAHs al medio ambiente.
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1.4. Toxicidad y riesgo a la exposicion

Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, los PAHs son contaminantes
presentes en el medio ambiente de forma continuada en el tiempo. Su amplia distribucion
se debe en gran medida a que debido a sus propiedades fisico-quimicas pueden ser
transportados a largas distancias desde el punto de emision sin sufrir degradacion
significativa y contaminar incluso areas remotas. Una vez liberados al medio ambiente,
pueden repartirse entre el aire, el agua, el suelo o los sedimentos y sufrir transformaciones
guimicas y fotoquimicas, que los conviertan en otros productos mds o menos inertes que los

iniciales [6].

La principales vias de exposicién a los PAHs en la poblacién general son: inhalacion
del aire ambiente e interior, ingestion de alimentos que contengan PAHSs, o contacto con la
piel [4,7].

Debido a su presencia en todos los compartimentos medioambientales, su elevada
biodisponibilidad y su toxicidad para los seres vivos hace que se requiera un control

continuado en los diferentes tipos de muestras medioambientales existentes.

Los efectos de los PAHs en la salud humana dependeran principalmente del grado de
exposicion, la concentracidn de PAHs durante la exposicion, la toxicidad de los PAHs y la ruta
de exposicidn. Muchos otros factores también pueden afectar al impacto que tienen sobre

la salud, como son el estado de salud previo o la edad [1].

Se han descrito algunos efectos de la exposicidon a los PAHs a corto y largo plazo
como, por ejemplo, irritacidn en la piel y en los ojos o inflamacidn en la exposicion a corto
plazo o disminucidon de la funcién inmune, cataratas, dafio en el rifién e higado o problemas

respiratorios en la exposicion a largo plazo [1].

Sin embargo, la principal caracteristica que presentan estos compuestos sobre la
salud, es su capacidad para inducir el desarrollo de tumores en los organismos expuestos.
Diversas organizaciones, como The World Health Organization (WHO) [8], the International
Agency for Research on Cancer (IARC) [9], the European Food Safety Authority (EFSA) [10] y
the U.S. Environmental Protection Agency (EPA) [11], han informado de las propiedades
carcinogénicas, mutagénicas y bioacumulativas de los PAHs. Asi, los PAHs se han clasificado
como carcinogénicos (benzo(a)pireno), posiblemente carcinogénicos (benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluorantreno, benzo(k)fluorantreno, criseno, indeno[1,2,3-cd]pireno y naftaleno) y

no clasificables (antraceno, benzo[g,h,i]perileno, fluoranteno, fluoreno, fenantreno vy

244



1. Introduccién

pireno). El efecto mas significativo sobre la salud que cabe esperar debido a la exposicion de

PAHs es un aumento del riesgo de padecer cancer de pulmén [7].

Ademads, aunque los PAHs no metabolizados pueden tener efectos téxicos, una de las
principales preocupaciones es la capacidad de sus metabolitos reactivos como los epdxidos y
dihidrodioles para unirse a proteinas celulares y ADN. Asi, el objetivo de la metabolizacion es
aumentar su polaridad para obtener sustancias hidrofilicas y acelerar su excrecidn; sin
embargo, aunque este mecanismo produce desintoxicacion, algunos PAHs se metabolizan a
sustancias cancerigenas o mutagénicas. Ademads, algunos ensayos con animales han
demostrado que algunos PAHs pueden actuar como disruptores endocrinos alterando los

procesos reproductivos [12].

1.5. Biomarcadores de exposicion a los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAHs son lipidos solubles y se absorben en los mamiferos a través del tracto
gastrointestinal o a través de los pulmones y se distribuyen mediante el corriente sanguineo
a varios tejidos o se acumulan en los tejidos adiposos, debido a su caracter no polar. Los
PAHs se metabolizan en los sistemas bioldgicos a una mezcla compleja de quininas, fenoles,
dihidrodioles, trioles y tretoles [13]. El metabolismo a través de la citocromo P450 conduce a
metabolitos hidroxilados (OHPAHs) que son excretados en las heces, orina o leche. Aunque
las principales vias de eliminacién de los OHPAHs son a través de fluidos bioldgicos como la
orina, su transferencia a la leche materna también tiene lugar [14]. La leche de origen
animal puede producirse ya contaminada a través del animal de produccién con lo cual
previsiblemente se podrian encontrar OHPAHSs, o bien se podria contaminar directamente a
través de una fuente secundaria de contaminacidn pudiendo, por tanto, coexistir con los
PAHs padres. Debido a esto, la determinacion de los metabolitos mencionados
anteriormente en leche de vaca o leche materna tiene una gran importancia, debido a su

correlacion con la contaminacién ambiental o interior [15].

En la dltima década, se han propuesto diferentes moléculas provenientes del
metabolismo de los PAHs en humanos y en otros organismos superiores, como
biomarcadores del riesgo a la exposicion de estos compuestos. Se ha pretendido establecer
el riesgo de exposicion cuantificando su presencia en diferentes fluidos bioldgicos. Los
metabolitos (BIOPAHs) son fundamentalmente mono- y dihidroxi- derivados de los PAHs

contaminantes originales.
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El 1-hidroxipireno (1-OHPy) y el 3-hidroxibenzo(a)pireno (3-OHB[a]Py) se han
utilizado ampliamente como los biomarcadores mas representativos de la exposicidn global
a los PAHs [13,16,17]. Por ejemplo, Chahin y col. [18] han utilizado el 1-OHPy para analizar el
riesgo a la exposicién en rumiantes. Estos autores realizaron un estudio estadistico
comparativo entre los valores de 1-OHPy encontrados en leche con los valores de PAHs que
habian ingerido los rumiantes y concluyeron que el 1-OHPy parece ser un biomarcador
incluso para niveles bajos de exposicion. También se ha publicado una revisién donde se
proporciona una vision general de los estudios que usan 1-OHPy como biomarcador de la
exposicién ambiental y ocupacional a los PAHs y proponen, que debido a su presencia en
mezclas de PAHs puede no ser solo un indicador de la entrada de Py en el cuerpo, sino

también un indicador directo de la presencia de todos los PAHs [19].

Con respecto al 3-OHB[a]Py, aunque durante décadas se ha usado la concentracidn
de su compuesto padre como indicador para evaluar la exposicién externa a PAHs
industriales, mas recientemente algunos investigadores han propuesto el uso de la
presencia de este metabolito en orina como una posibilidad para evaluar rigurosamente el
riesgo a la exposicion. Leroyer y col. publicaron en 2010 un estudio en el que evaluaron la
utilidad del 3-OHB[a]Py y del 1-OHPy como biomarcadores de la exposicion a los PAHs y
concluyeron que ninguno de los dos eran biomarcadores inequivocos y que seria interesante

investigar otros OHPAHs.

En los ultimos afos, otros OHPAHs han ganado importancia como biomarcadores de
la exposicién a PAHs, tales como los hidroxiderivados del naftaleno o del fenantreno (Ph)
[20]. En un estudio reciente se recomienda que no se evalle el contenido total de los PAHs
exclusivamente mediante el biomonitoreo del 1-OHPy, sino que se utilicen ademas las

concentraciones urinarias de otros 2-y 3-OHPAHs [21].

Los derivados hidroxilados del fenantreno (OHPhs), objeto de estudio en esta Tesis
Doctoral, han sido propuestos como biomarcadores confiables y sensibles para el
biomonitoreo de la exposicion a PAHs [22]. Onyemauwa y col. han realizado un estudio
donde analizaron 16 OHPAHSs en orina y encontraron que los niveles del 2- y 3-OHPh fueron
entre 25-50 veces mas abundantes que los del 1-OHPy y recomiendan que se debe explotar
el uso de estos derivados como biomarcadores de la exposicion a los PAHs a corto plazo
[20]. Concretamente han sido propuestos como principales marcadores de la exposicién al
Ph, el 1-hidroxifenantreno (1-OHPh), 2-hidroxifenantreno (2-OHPh), 3-hidroxifenantreno (3-
OHPh), 4-hidroxifenantreno (4-OHPh) y 9-hidroxifenantreno (9-OHPh) [23].
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En la Figura 1.2 se muestran las estructuras quimicas del Ph y sus metabolitos.
También se incluyen otros PAHs y sus correspondientes metabolitos que han sido

mencionados en esta Introduccion.

PAHs OHPAHSs
NeAS
Fluoreno 2-hidroxifluoreno
OH

OOO OOO o OOO

OO 1-hidroxifenantreno 2-hidroxifenantreno 3-hidroxifenantreno
O (1-OHPh) (2-OHPh) (3-OHPh)
Fenantreno OH
i e CO
S J
4-hidroxifenantreno 9-hidroxifenantreno
(4-OHPh) (9-OHPh)
OH

&5 &5

O
(Y
O

Pireno 1-hidroxipireno
(Py) (1-OHPy)
O‘OO - ) O‘QO -
Benzo(a)pireno 3-hidroxibenzo(a)pireno
(B[alPy) (3-OHB[a]Py)

Figura 1.2. Estructuras de algunos PAHs y sus correspondientes metabolitos.
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1.6. Analisis de metabolitos de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Muchos han sido los trabajos publicados en los que se determinan OHPAHSs en orina,
sin embargo, son escasos los datos bibliograficos sobre el analisis de estos compuestos en

muestras de leche.

Para su analisis en muestras de orina, la cromatografia de gases ha sido ampliamente
utilizada para la separacion de los OHPAHSs antes de su cuantificacién por espectrometria de
masas de (MS) [14,24-27], sin embargo, esta técnica requiere una preparacién de la
muestra que involucra derivatizacion para convertirlos en compuestos volatiles y posterior
evaporacién del disolvente, lo cual requiere elevados tiempos de analisis. Por otro lado, la
mayoria de los métodos publicados recientemente para el analisis de estos compuestos en
orina emplean la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) para la separacién y
tdandem MS (MS/MS) para la cuantificacién [28-30].

Como ya se ha comentado en varias ocasiones a lo largo de esta Memoria de Tesis, la
espectrometria de masas es una técnica que no siempre puede estar disponible en todos los
laboratorios de analisis debido a su elevado coste. Asi, debido a las propiedades
fluorescentes de estos compuestos y a la mayor accesibilidad del detector fluorescente
(FLD), este podria constituir una alternativa para la determinacion de estos compuestos.
Este detector ha sido usado para el analisis de 1-OHPy y los OHPh [31] y de 3-OHB[a]Py en
orina de fumadores y no fumadores [32], o de 1-OHPy y 3-OHB[a]Py en orina de
trabajadores de la industria metaldrgica [33], entre otros. O mas recientemente para la
determinacidn de varios metabolitos en orina humana como son el metabolito del 2-
hidroxifluoreno (2-OHF), varios hidroxifenantrenos (1 + 9-, 2 + 3- y 4-OHPh), el 1-OHPy y el 3-
OHBJ[a]Py [34].

Los estudios referentes a la determinacion de estos compuestos en muestras de
leche se han enfocado en el analisis de los PAHs mds abundantes de acuerdo con la lista EPA
[35-41]. Sin embargo, a diferencia del andlisis en las muestras de orina, no son muchos los
trabajos que se encuentran en la bibliografia acerca del analisis de los metabolitos en
muestras de leche de origen animal tales como vaca y cabra, y los datos en leche materna

humana son practicamente inexistentes.

Para el andlisis de estos compuestos en leche se han usado varias técnicas. La
cromatografia de gases con deteccion de masas ha sido propuesto para analizar estos
compuestos en muestras de leche, pero como en el caso de las muestras de orina es

necesario un paso previo de derivatizacion [14,42-44]. El método propuesto por Grova y col.
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fue el primero en determinar estos metabolitos en leche [14]. Analizaron los cinco OHPh
junto con el Ph en leche de cabra de animales que habian sido tratados previamente con
dosis orales de Ph. El método propuesto incluia hidrélisis enzimdtica, para romper los
enlaces de los metabolitos con las proteinas de la leche, extraccién liquido-liquido vy
purificacion mediante extraccion en fase sélida (SPE), siendo el 3-OHPh el metabolito
mayoritario. A partir de sus resultados sugieren que los métodos usuales para la deteccién
de los PAHSs, basados en la deteccion de los compuestos nativos, no son representativos de
la contaminacién real de las matrices biolégicas. También revelan que los OHPAHs
encontrados en la leche se encuentran en sus formas conjugadas, por lo cual, un paso de

hidrdlisis enzimatica es totalmente necesario.

La electroforesis capilar de zona (CZE) con detector de diodos (DAD) también se ha
utilizado para la determinacién de 2-OHF, 1-hidroxinaftaleno, 2-hidroxinaftaleno, 3-OHPh y

9-0OHPh en leche bovina enriquecida con esos analitos [45].

En cuanto a la técnica de HPLC, que es la empleada a lo largo de esta Tesis Doctoral,
varios han sido los métodos publicados en los que se emplea la deteccion fluorimétrica.
Chahin y col. [18] han propuesto un método para la determinacion de 1-OHPy en leche de
cabras a las que se le habia suministrado una ingesta diaria de diferentes cantidades de
PAHs durante siete dias y se hallé una adecuada relacidon entre la dosis de pireno vy la
concentracion de 1-OHPy encontrada en la leche. Rey Salgueiro y col. [13] han propuesto
otro método mediante HPLC-FLD para el analisis de 1-OHPy y 3-OHBOHB[a]Py, junto con
once PAHs, en leches infantiles y en leche en polvo, ademds de en cereales. En este trabajo
se describen bajos valores de recuperacion para el 3-OHB[a]Py incluso bajo atmdsfera de N,.
La potencial oxidacion de los OHPAHs se considera debida a la degradacion durante el
pretratamiento de las muestras. Este aspecto alun hoy en dia no esta superado, y es una
limitacidn en el analisis del 3-OHB[a]Py, sin embargo otros OHPAHs no son tan sensibles a
estos procesos de degradacion. Mas tarde Guiavarc'h y col. [46] también usaron deteccion
fluorescente para analizar 1-OHPy en leche de cabras que habian sido administradas
oralmente con Py, Ph y B[a]Py, encontrandose que su concentracion fue proporcional a la

cantidad ingerida de Py.

Aunque la deteccidn fluorimetrica ha sido la mas usada también se ha usado la
deteccion MS o MS/MS. Rey-Salgueiro y col. [13] utilizaron esta técnica como anélisis

confirmatorio de los resultados obtenidos mediante HPLC-FLD.
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En la Tabla 1.2 se resumen las principales caracteristicas, tanto del tratamiento de la
muestra como del método cromatogréafico para aquellos procedimientos en los que se
emplea la técnica de HPLC para el analisis de OHPAHs en muestras de leche. Se puede
observar que todos los pretratamientos de las muestras incluyen una desconjugacion
enzimatica con B-glucuronidasa y sulfatasa, seguida de una extraccién liquido-liquido con

algun disolvente organico y algun paso de purificacion generalmente mediante SPE.

Tabla 1.2. Métodos mediante HPLC para la determinacion de OHPAH en leche.

Analitos/ Tratamiento Caracteristicas método Ref
muestra muestra cromatografico )
Desconjugacién enzimatica: Fase estacionaria: C18 (250x4.6
1-OHPy, B-glucuronidasa y sulfatasa, pH | mm, 5 um)
6-OHcriseno | 2-2 €incubaciona 37 °C, 16 h. | py50 mevil: 4 mg/L ac. ascorbico
Extraccién: ciclohexano vy | (eluyente A) y metanol 18]
Leche de acetato de etilo (eluyente B). Modo gradiente
cabra Purificacion: SPE (columna Envi- | Deteccién:
Chrom P) FLD (Aex/Aem=346/400 nm)
Fase estacionaria: Supelcosil LC-
1-OHPy, Extraccion: ACN : acetato de o (25'0%4.6 mm S e
3-OHB[a]Py, | = - — ' Fase mdvil: ACN (eluyente A) y
y otros PAHS et||9 (.70:30)- con 0.8 g/L ter- agua (eluyente B) Modo
butil hidroquinona gradiente (50:50 inicial)
Leche Desconjugacién enzimatica: Deteccion:
infantil B-glucuronidasa/arilsulfatasa, A A L 13
pH 5.5 e incubacién a 37 °C, 2 h. El;:) (Mex/Aem=346/389 y 308/432 3]
Le;:Iisn Eljj-;l)flcauoni SPE  (cartuchos MS/MS: ESI modo negativo,
presién N2: 5psi, voltaje capilar
3500 V, temperatura capilar:
320 °C
Desconjugacion enzimatica: Fase estacionaria: C18 (250 x
1-OHPy B-glucuronidasa y sulfatasa, pH 4.6 mm, 5 um) .
. 5.2 eincubacién a 37 °C, 16 h. Fase movil: 4 mgL ac.
6-OHcriseno -
Extraccion: ciclohexano vy ascorbico  (eluyente A) y
Leche de acetato de etilo metanol (eluyente B). Modo | [46]
gradiente (55:45 inicial)
cabra Purificacion: SPE, extraccidn y
liquido/liquido Deteccion:
FLD (Aex/Aem=346/400 nm)
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Como se ha indicado, no hay muchos estudios sobre la determinacion de los OHPAHs
en muestras de leche y como se puede observar en la Tabla 1.2, pocos son los métodos
propuestos en los que se emplea HPLC y en ninguno de ellos se analiza leche materna.
Ademas la principal desventaja de las metodologias propuestas son los largos tiempos de

elucion y que en ninguno de los casos se han analizado todos los metabolitos del Ph.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que estos compuestos son isdmeros entre si y
en algunos de los casos no pueden cuantificarse separadamente. Asi, en varios de los
métodos para la determinacion de estos compuestos en muestras de orina, los cuales han
sido comentados anteriormente, no fue posible la completa resolucidon cromatografica y los
metabolitos 2+9-OHPh [31] 6 2+3- y 1+9-OHPh [34] se determinaron conjuntamente. Este
mismo problema se presentd en el caso de utilizar MS/MS como sistema de deteccidn
donde los metabolitos 2- y 3-OHPh eluyen en un solo pico [29]. De los trabajos encontrados
en la bibliografia, solo el propuesto por Grova y col. [14] consigue la resolucion completa de
los cinco metabolitos del fenantreno mediante GC-MS, siendo necesario un proceso de

derivatizacion de los extractos previo a su analisis cromatografico.

Con objeto de resolver esta falta de resolucion, se abordard en esta Memoria la
aplicaciéon técnicas quimiométricas de resolucion aplicadas a sefiales cromatograficas, con
objeto de analizar los cinco isdmeros del Ph. En el siguiente apartado de esta Introduccion se

expondran las caracteristicas de dichas técnicas quimiométricas.
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1.7. Analisis multivariante como herramienta analitica

Se denominan sefiales univariantes a aquellas sefiales analiticas que se miden en un
determinado método instrumental, en funcion de una Unica variable controlada,
normalmente la concentracién. Asi, la calibracion univariante es aquella que se basa en la
construccién de una relacién entre dos variables, x e y, de manera que y (variable
dependiente) se emplea para predecir x (variable independiente). Su empleo es limitado ya
que no pueden aplicarse en el caso de muestras que contengan, junto con el analito de
interés, otros componentes que contribuyen a la seiial de forma no constante, o en el caso
de la resolucién de mezclas de compuestos con perfiles espectrales muy parecidos entre si,
salvo que en este caso se recurra al empleo de técnicas separativas acopladas al sistema de

deteccién adecuado.

Para muestras de composicion compleja, aunque se utilicen técnicas cromatograficas
no siempre se logra una separacion total entre los analitos de interés. El enfoque tradicional
de este problema ha sido variar los parametros cromatograficos experimentales, efectuar
pretratamientos a las muestras y combinar sistemas de deteccién para aumentar la
capacidad de resolucion y la selectividad. Sin embargo, si la complejidad de la muestra es
alta puede ser que en ningun caso se consiga una adecuada resolucién. En estos casos, el
analisis multivariante puede ser de gran utilidad para aumentar la selectividad por medios
matematicos [47]. La idea central de las metodologias de calibracién multivariante es
compensar la falta de selectividad total en las sefales analizadas con algoritmos
matematicos, los cuales extraen aquella porcion de la sefial que puede emplearse para
predecir la concentracién de uno o varios analitos en una muestra. Esta posibilidad se
traduce en que el tratamiento previo de la muestra se reduce al minimo, lo que, a su vez,
desemboca en tiempos de andlisis mas cortos, y/o en la posibilidad de emplear el modo

isocratico, con la ventaja aifladida de ahorrar disolventes toxicos.

1.7.1. Calibracion multivariante de segundo orden

Una buena alternativa para solucionar el problema que genera la presencia de
interferencias no modeladas en la etapa de calibracion o de coelucién de analitos, es la
utilizacion de datos con una estructura dimensional mayor, datos de segundo orden [48,49]
que aportaran métodos mas robustos frente a la presencia de interferencias y a los efectos
de matriz, permitiendo conocer la contribucidon fundamental de cada analito individual a la

sefial medida.
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Los datos de segundo orden se pueden obtener de diferentes maneras, pero en esta
Memoria se obtendran utilizando como sistema de deteccion del cromatdgrafo de liquidos
un detector de fluorescencia de barrido rapido (FSFD) que permite obtener espectros de
emision a lo largo del proceso de elucién. Los datos de segundo orden asi obtenidos para
una sola muestra conforman una matriz que se puede visualizar como una superficie
bidimensional, donde los ejes x e y corresponden a tiempos de retencién y longitudes de
onda de emisidn respectivamente, y el eje z a la sefial de fluorescencia. Cuando los datos de
segundo orden para un grupo de muestras se compilan en una Unica matriz, el resultado es
una matriz tridireccional, por lo que a estos datos también se les denomina datos de tres
vias.

Los algoritmos de calibracion multivariante mds usados para tratar datos
cromatograficos de segundo orden se basan en la obtencidén y almacenamiento de las
sefiales correspondientes a un grupo de muestras patrén, compuestas por mezclas de los
componentes a determinar, posterior optimizacién del modelo de célculo mediante el uso
de las variables apropiadas que afectan al sistema y finalmente prediccidon de las muestras

problema de concentracién desconocida.

La capacidad para modelar interferencias de la muestra que no estan incluidas en la
calibracién se denomina “ventaja de segundo orden” [50], la cual es aprovechada por los
distintos métodos de calibracién multivariante de dos maneras distintas, representadas

esquematicamente en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Dos maneras basicas de obtener la ventaja de segundo orden: A) combinando los

datos de calibracion con los de la muestra antes de calcular los coeficientes de regresion, B)

estimando los loadings a partir de los datos de calibracion, y luego calculando los

coeficientes de regresidn, una vez que la muestra ha sido incorporada.

La primera opcién es que los datos de una muestra desconocida determinan

(conjuntamente con los datos de calibracion) los coeficientes de regresidn que llevan a cabo

la prediccién (Figura 1.3 A), mientras que, en la segunda opcion, se obtienen en primer lugar

los vectores directores o loadings utilizando los datos de calibrado, y luego, en un paso

posterior, con la adicion de la muestra desconocida, se obtienen los coeficientes de

regresion especificos de cada muestra (Figura 1.3 B). Ambas maneras implican la

participacion de la muestra problema en parte del proceso de calibracion.
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Los algoritmos mas utilizados para procesar los datos cromatograficos de segundo

orden se pueden clasificar en tres grupos:

0 En un primer grupo se pueden incluir aquellos algoritmos que necesitan que se
cumpla la condicién de trilinealidad, que implica que los tiempos de retencion no varien de
una muestra a otra. Estos algoritmos son: Andlisis Factorial Paralelo (PARAFAC) [48];
diferentes versiones de descomposicion trilineal alternada (ATLD) [51], tales como
Descomposicion Trilineal Alternada Autoponderada (SWATLD) [52] y ATLD penalizada
(APTLD) [53]; Métodos Generalizados de Anulaciéon de Rango, GRAM (generalizad rank
annihilation method) [50]; Descomposicion Trilineal Directa, DTLD (Direct Trilinear
Decomposition) [54]; y minimos cuadrados bilineales combinado con bilinealizacién de los
residuos (BLLS/RBL) [55,56]. Todos estos métodos suponen un modelo matematico
intrinseco en que los perfiles de todos los componentes son iguales en todas las muestras, y
por lo tanto, requieren que: (1) los perfiles de tiempo de retencidon sean constantes de
muestra a muestra, (2) los cromatogramas se alineen apropiadamente antes del
procesamiento de datos. De todos ellos, el mas utilizado es PARAFAC ya que ha demostrado
una gran eficiencia y robustez en la utilizacién de minimos cuadrados alternados para la

descomposicidon de la matriz de datos.

0 En un segundo grupo se incluirian aquellos algoritmos que son capaces de trabajar
con datos no trilineales, entre los que se encuentran: Resolucién Multivariable de Curvas-
Minimos Cuadrados Alternos, (Multivariate Curve Resolution - Alternating Least Square,
MCR-ALS) [57] y PARAFAC2. Este ultimo es una variante de PARAFAC que permite una

variacion en los perfiles de una muestra a otra, en una de las dimensiones de los datos.

0 Otros métodos de calibracion de segundo orden potencialmente Utiles son los
métodos de regresion de minimos cuadrados parciales tanto concatenados (U-PLS) [58]
como multidimensionales (N-PLS) [59]. Estos algoritmos presentan la capacidad de modelar
datos que no son estrictamente trilineales incorporando una estructura latente flexible en la

regresion de los datos.

En esta memoria se han empleado varios de los algoritmos de segundo orden: MCR-
ALS, U-PLS y N-PLS. El algoritmo MCR-ALS incorpora la ventaja de segundo orden y sigue el
procedimiento esquematizado en la Figura 1.3 A, sin embargo, tanto N-PLS como U-PLS,
siguen el esquema de la Figura 1.3 B y deben acoplarse a un proceso denominado
“bilinealizacion residual” (RBL, Residual BiLinearization) [60] que les proporciona esta

ventaja para datos de segundo orden [61].
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Estos algoritmos se describen de forma simplificada a continuacion:
e MCR-ALS

Este algoritmo se basa en construir una matriz aumentada, colocando todas la
matrices del set de calibracion, asi como las de las muestras problemas adyacentes entre si a
lo largo de la dimensidn de tiempo. Esta disposicion permite efectuar calibrados con datos
que no sean estrictamente trilineales, es decir, el perfil correspondiente al tiempo de

retencidn pude variar ligeramente de una muestra a otra, sin que esto afecte al calibrado.

En el caso de no existir pérdida de trilinealidad en el modo temporal, y que ademas
este modo presente mayor grado de selectividad que el modo espectral, es posible crea una
matriz aumentada en el modo espectral situando igualmente las matrices apiladas en
columnas para poder cuantificar, lo que implica la trasposicion previa de las mismas para

situar las longitudes de onda en filas y los tiempos en columnas.

Posteriormente, la descomposicion bilineal de la matriz aumentada se realiza de
acuerdo a la siguiente expresion:
D=CxST+E

donde las filas de D contienen los espectros de emision de los diferentes analitos, las
columnas de C los perfiles temporales, las columnas de S sus espectros relacionados y E es

una matriz de residuos no ajustados por el modelo.

La descomposicion de D se logra a través de la minimizacién del modulo de E por
minimos cuadrados alternantes (ALS). Se trata de un proceso ciclico que se repite hasta
alcanzar una convergencia, imponiendo ciertas restricciones adecuadas al sistema en

estudio durante el proceso de ALS

En la Figura 1.4 se resume graficamente un analisis de datos cromatograficos de
segundo orden aplicando MCR-ALS. Se crea una matriz aumentada con los datos de matriz
para un conjunto de muestras, colocadas una junto a la otra en la dimension de tiempo (solo
se muestran tres muestras representativas). La descomposicién de MCR-ALS conduce a los
perfiles espectrales y tiempos de retencion de todos los componentes de la muestra. Estos
ultimos perfiles describen el comportamiento de retencién en todas las muestras. El area
debajo de cada pico define el valor de score, que es proporcional a la concentracion del

componente.

En comparacidon con PARAFAC, MCR-ALS necesita estimaciones iniciales de perfiles

espectrales o temporales, mientras que PARAFAC suele inicializarse automaticamente. Sin
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embargo, las estimaciones iniciales para MCR-ALS se pueden calcular de manera eficiente
mediante una variedad de métodos, como el célculo de las llamadas variables mas puras
[62], o mediante el andlisis de factores evolutivos (EFA) [63], que es particularmente util
para datos cromatograficos. Lo mds importante de este algoritmo es que no requiere la
sincronizacion de los tiempos de los cromatogramas, que en la practica puede constituir una

ventaja algoritmica significativa.

Matriz aumentada

MCR-ALS
Perfiles de elucion Perfiles espectrales
Muestral Muestra 2 Muestra 3
300
200 - Py I
100 Y : /_{ ‘.—-\'\
g
29 33 79 13 330 350 390 420

Tiempo de retencion

Figura 1.4. Representacion grafica algoritmo MCR-ALS.

e U-PLS

Otra alternativa para trabajar con datos de segundo orden es reorganizarlos en
vectores (una dimensién) y aplicar algoritmos de primer orden. Ello se consigue
desdoblando (unfolding) la informacién original de la matriz de datos de dos dimensiones. La
informacion de la concentracion, se emplea inicialmente en el paso de calibracién, en el que

no se incluye la muestra desconocida [58].

Asi, en el tratamiento de datos de segundo orden, aparece el concepto de unfolding,

gue puede ser traducido como desdoblamiento o simplemente reorganizacién. Consiste en
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la organizacién de un conjunto de datos multivariantes en una matriz, es decir, se trata de ir

concatenando matrices de diferentes niveles, como se muestra en la Figura 1.5.

concentracion

concentracion

Figura 1.5. Representacion grafica del concepto de unfolding.

El proceso de unfolding se lleva a cabo principalmente por necesidades
computacionales, ya que la forma matricial es la forma mas sencilla de introducir datos en
un ordenador. El objetivo final del desdoblamiento se logra cuando se consigue ignorar la
estructura multivariante de los datos, y se tratan como un conjunto de datos de primer

orden.

Las / matrices de datos de segundo orden de la calibracion (de tamafio JxK, donde J y
K son el nimero de datos en cada una de las dos dimensiones) son primero vectorizadas
mediante el proceso de desdoblamiento (unfolded) en vectores de tamafio JKx1. A
continuacion, el modelo U-PLS se calibra con estos datos y con el vector y (Ix1, donde | es el
numero de muestras de calibracién) de las concentraciones de calibracidon. Esto nos
proporciona un conjunto de vectores directores (loadings) P y vectores directores
ponderados (weight loadings) W (ambos de tamafio JKxA, donde A es el nimero de factores
necesarios para modelar la matriz de calibracidn), asi como también los coeficientes de
regresion b (de tamano Ax1). La cantidad de vector loading que le corresponde a cada
espectro individual en la calibracidon se le llama escalar (score). El pardmetro A puede
seleccionarse por técnicas tales como validacion cruzada y aplicando el criterio de Haaland y
Thomas [64].
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Si en las muestras de validacion no aparece ningin componente no calibrado, b

podria ser empleado para estimar la concentracién del analito.

e N-PLS

Al igual que ocurria en U-PLS, cuando éste método se aplica a datos de segundo
orden, la informacién referente a la concentracién de los analitos se introduce en la etapa
de calibracion sin incluir los datos de la muestra desconocida. Las matrices de datos de las |
muestras de calibracion, junto con el vector de concentraciones y (de tamafio Ix1) se
emplean para obtener las matrices de loadings ij w- (de tamafios JxA y KxA, siendo A el

numero de factores), asi como los coeficientes de regresion b (de tamafio Ax1) [65].

Comparado con el algoritmo PARAFAC, ambos modelos aprovechan la mayor
informacion espectral y, por tanto, la mayor capacidad diferenciadora de los datos de
segundo orden. Sin embargo, presentan caracteristicas distintas que les confieren diferentes

capacidades de resolucién y, por tanto, diversos campos de actuacion.

N-PLS utiliza sefiales de tres vias 0 mas, y construye la matriz de calibracion mediante
mezclas de componentes puros como patrones. Tiene la ventaja frente a PARAFAC de,
potencialmente, poder modelar no linealidades y ser mas rapido en la construccidn del
modelo. Sin embargo, cuando se aplica a la resolucién de componentes en presencia de un
fondo que presenta amplia sefial y gran variabilidad, por ejemplo, fluidos bioldgicos en
diversos individuos, la Unica posibilidad es incorporar, a la matriz de calibrado, numerosas
muestras de suero u orina, si se dispone de ellas, en ausencia de los analitos de interés. Esta
forma de actuacién tiene la limitaciéon de que nunca realmente se esta disponiendo del
fondo, o interferencia, real, que incluso en algunos casos no se puede disponer de ellay que
el nimero de muestras fondo necesario para poder aproximarnos a una modelacién de
dicha interferencia es enorme, en muchos casos 50 o mas. Por tanto, N-PLS previsiblemente
podra ser aplicado favorablemente cuando el fondo sea conocido y constante. Este hecho
puede ocurrir, por ejemplo, cuando se pretende su aplicacion al andlisis de rutina de
productos manufacturados de composicidon previsible y compleja. En estos casos, la
optimizacién de un modelo con la elevada capacidad de resolucién y la rapidez de prediccidon
de N-PLS, puede generar procedimientos competitivos incluso con HPLC, de forma similar a

como lo hace PLS para sistemas mas simples.

Otra ventaja de N-PLS frente a PARAFAC es la incorporacién de las variables

dependientes en la descomposicion de las variables independientes, lo que podria
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estabilizar el modelo predictivo [59]. Ademas, los modelos trilineales seran potencialmente
menos vulnerables al ruido debido a que, para realizar la descomposicion, se emplea la

informacion en todos los 6rdenes.

Tanto U-PLS como N-PLS carecen de la ventaja de segundo orden, por lo que es
necesario combinar estos algoritmos con la rutina RBL para modelar la presencia de las
potenciales interferencias causadas por componentes no esperados en la muestra, y poder

cuantificar de manera exacta el o los analitos de interés [60,61].

En las ultimas décadas la combinacion de la cromatografia de liquidos con algoritmos
de calibracién multivariante ha suscitado un gran interés, y este hecho se refleja en el gran
ndmero de trabajos y revisiones publicadas en la ultima década. Asi por ejemplo en un
capitulo de libro publicado recientemente se han revisado las aplicaciones de la calibracion
de segundo orden a los datos cromatograficos, con detector DAD o FSFD [66], también en
una revisién reciente se muestran a modo de tabla un resumen de los métodos en los que se
emplea la cromatografia de liquidos junto con modelos quimiométricos de segundo orden
[67]. No son muchos los trabajos donde se emplea el detector FSFD para generar datos
cromatograficos de segundo orden. Asi, por ejemplo se han comparado varios algoritmos de
calibracién multivariante para el analisis de cuatro fluoroquinolonas en orina empleando
este detector [68], se ha aplicado MCR-ALS para resolver la co-elucidn de fluoreno, pirenoy
benzo[b]fruoranteno con algunas interferencias en muestras de pimentén ahumado [69] y
también se ha usado este algoritmo para la cuantificacion de seis hormonas en agua y

sedimentos [70], y para la determinacion de pteridinas marcadoras en orina [71].

260



1. Introduccién

1.8. Bibliografia

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

(11]

(12]

H.I. Abdel-Shafy, M.S.M. Mansour, A review on polycyclic aromatic hydrocarbons:
Source, environmental impact, effect on human health and remediation, Egypt. J.
Pet. 25 (2016) 107-123.

A.K. Haritash, C.P. Kaushik, Biodegradation aspects of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHSs): A review, J. Hazard. Mater. 169 (2009) 1-15.

R. Dabestani, I.N. Ivanov, A compilation of physical, spectroscopic and photophysical
properties of polycyclic aromatic hydrocarbons, Photochem. Photobiol. 70 (1999) 10—
34.

G. Purcaro, S. Moret, L.S. Conte, Overview on polycyclic aromatic hydrocarbons:
Occurrence, legislation and innovative determination in foods, Talanta. 105 (2013)
292-305.

K. Ravindra, R. Sokhi, R. Van Grieken, Atmospheric polycyclic aromatic hydrocarbons:
Source attribution, emission factors and regulation, Atmos. Environ. 42 (2008) 2895—
2921.

K. Srogi, Monitoring of environmental exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons:
a review, Environ. Chem. Lett. 5 (2007) 169-195.

K.-H. Kim, S.A. Jahan, E. Kabir, R.J.C. Brown, A review of airborne polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) and their human health effects, Environ. Int. 60 (2013) 71-80.

WHO Regional Office for Europe, Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), in: Air
Qual. Guidel., Kgbenhavn @, Denmark, 2000: p. Chapter 5.9.

International Agency for Research on Cancer (IARC), IARC Monographs on the

evaluation of the carcinogenic risk to humans, Lyon, France, 1987.

European Food Safety Authority (EFSA), Polycyclic aromatic hydrocarbons in food
scientific opinion of the panel on contaminants in the food chain, EFSA J. 724 (2008)
1-114.

U.S. Environmental Protection Agency, Polycyclic organic matter (POM), (n.d.).
https://www3.epa.gov/airtoxics/hlthef/polycycl.html#N_1_%0A (accessed May 6,
2018).

K. Hayakawa, Atmospheric pollution and its countermeasure in east Asia from the

261



Parte lll

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

262

viewpoint of polycyclic aromatic hydrocarbons, J. Heal. Sci. 55 (2009) 870-878.
doi:10.1248/jhs.55.870.

L. Rey-Salgueiro, E. Martinez-Carballo, M.S. Garcia-Falcén, C. Gonzalez-Barreiro, J.
Simal-Gandara, Occurrence of polycyclic aromatic hydrocarbons and their
hydroxylated metabolites in infant foods, Food Chem. 115 (2009) 814—-819.

N. Grova, F. Monteau, B. Le Bizec, C. Feidt, F. Andre, G. Rychen, Determination of
phenanthrene and hydroxyphenanthrenes in various biological matrices at trace
levels using gas chromatography-mass spectrometry, J. Anal. Toxicol. 29 (2005) 175-
181.

J. Pulkrabova, M. Stupak, A. Svarcova, P. Rossner, A. Rossnerova, A. Ambroz, R. Sram,
J. Hajslova, Relationship between atmospheric pollution in the residential area and
concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in human breast milk, Sci.
Total Environ. 562 (2016) 640-647.

F.J. Jongeneelen, Benchmark guideline for urinary 1-hydroxypyrene as biomarker of
occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons, Ann. Occup. Hyg. 45
(2001) 3-13.

H.A. Jeng, C.H. Pan, W.Y. Lin, M.T. Wu, S. Taylor, G.P. Chang-Chien, G. Zhou, N.
Diawara, Biomonitoring of polycyclic aromatic hydrocarbons from coke oven
emissions and reproductive toxicity in nonsmoking workers, J. Hazard. Mater. 244—
245 (2013) 436-443.

A. Chahin, Y.P. Guiavarc’h, M.A. Dziurla, H. Toussaint, C. Feidt, G. Rychen, 1-
Hydroxypyrene in milk and urine as a bioindicator of polycyclic aromatic hydrocarbon
exposure of ruminants, J. Agric. Food Chem. 56 (2008) 1780-1786.

A.M. Hansen, L. Mathiesen, M. Pedersen, L.E. Knudsen, Urinary 1-hydroxypyrene (1-
HP) in environmental and occupational studies-A review, Int. J. Hyg. Environ. Health.
211 (2008) 471-503.

F. Onyemauwa, S.M. Rappaport, J.R. Sobus, D. Gajdosova, R. Wu, S. Waidyanatha,
Using liquid chromatography-tandem mass spectrometry to quantify
monohydroxylated metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons in urine, J.
Chromatogr. B. 877 (2009) 1117-1125.

M. Oliveira, K. Slezakova, C. Delerue-Matos, M. do Carmo Pereira, S. Morais,



1. Introduccién

(22]

(23]

[24]

[25]

(26]

[27]

(28]

[29]

Assessment of exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons in preschool children:
Levels and impact of preschool indoor air on excretion of main urinary monohydroxyl
metabolites, J. Hazard. Mater. 322 (2017) 357-369.

H. Hemat, J. Wittsiepe, M. Wilhelm, J. Miiller, T. Goen, High levels of 1-
hydroxypyrene and hydroxyphenanthrenes in urine of children and adults from
Afghanistan, J. Expo. Sci. Environ. Epidemiol. 22 (2012) 46-51.

K. Polanska, W. Hanke, G. Dettbarn, W. Sobala, J. Gromadzinska, P. Magnus, A. Seidel,
The determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in the urine of non-smoking
Polish pregnant women, Sci. Total Environ. 487 (2014) 102-109.

Z. Li, L.C. Romanoff, D. a Trinidad, N. Hussain, R.S. Jones, E.N. Porter, D.G. Patterson,
A. Sjodin, Measurement of urinary monohydroxy polycyclic aromatic hydrocarbons
using automated liquid-liquid extraction and gas chromatography/isotope dilution
high-resolution mass spectrometry, Anal Chem. 78 (2006) 5744-5751.

L. Campo, F. Rossella, S. Fustinoni, Development of a gas chromatography/mass
spectrometry method to quantify several urinary monohydroxy metabolites of
polycyclic aromatic hydrocarbons in occupationally exposed subjects, J. Chromatogr.
B. 875 (2008) 531-540.

Z. Li, L.C. Romanoff, D.A. Trinidad, E.N. Pittman, D. Hilton, K. Hubbard, H. Carmichael,
J. Parker, A.M. Calafat, A. Sjodin, Quantification of 21 metabolites of
methylnaphthalenes and polycyclic aromatic hydrocarbons in human urine, Anal.
Bioanal. Chem. 406 (2014) 3119-3129.

0. Motorykin, J. Schrlau, Y. Jia, B. Harper, S. Harris, A. Harding, D. Stone, M. Kile, D.
Sudakin, S.L. Massey Simonich, Determination of parent and hydroxy PAHs in
personal PM2.5 and urine samples collected during Native American fish smoking
activities, Sci. Total Environ. 505 (2015) 694-703.

D. Lankova, K. Urbancova, R.J. Sram, J. Hajslova, J. Pulkrabova, A novel strategy for
the determination of polycyclic aromatic hydrocarbon monohydroxylated
metabolites in urine using ultra-high-performance liquid chromatography with
tandem mass spectrometry, Anal. Bioanal. Chem. 408 (2016) 2515-2525.

Y. Wang, L. Meng, E.N. Pittman, A. Etheredge, K. Hubbard, D.A. Trinidad, K. Kato, X.
Ye, A.M. Calafat, Quantification of urinary mono-hydroxylated metabolites of

polycyclic aromatic hydrocarbons by on-line solid phase extraction-high performance

263



Parte lll

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

(37]

(38]

264

liguid chromatography-tandem mass spectrometry, Anal. Bioanal. Chem. 409 (2017)
931-937.

K. Urbancova, D. Lankova, P. Rossner, A. Rossnerova, V. Svecova, M. Tomaniova, M.
Veleminsky, R.J. Sram, J. Hajslova, J. Pulkrabova, Evaluation of 11 polycyclic aromatic
hydrocarbon metabolites in urine of Czech mothers and newborns, Sci. Total Environ.
577 (2017) 212-219.

Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Determinacion simultanea de
1-hidroxipireno, 1-,2+9-, 3-, 4 hidroxifenantreno en orina. Método de hidrdlisis
enzimatica y deteccidon fluorescente / cromatografia, in: Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo (Ed.), Coleccion INHT, Métodos Toma Muestra y
Anilisis, Spain, 2012.

D. Barbeau, A. Maitre, M. Marques, Highly sensitive routine method for urinary 3-
hydroxybenzo[a]pyrene quantitation using liquid chromatography-fluorescence
detection and automated off-line solid phase extraction, Analyst. 136 (2011) 1183—
1191.

D. Barbeau, R. Persoons, M. Marques, C. Hervé, G. Laffitte-Rigaud, A. Maitre,
Relevance of urinary 3-hydroxybenzo(a)pyrene and 1-hydroxypyrene to assess
exposure to carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbon mixtures in metallurgy
workers, Ann. Occup. Hyg. 58 (2014) 579-590.

A. Luque-Uria, A. Espinosa-Mansilla, |. Duran-Merds, HPLC-fast scanning fluorimetric
detection determination of risk exposure to polycyclic aromatics hydrocarbons

biomarkers in human urine, Bioanalysis. 9 (2017) 265-278.

L. Zanieri, P. Galvan, L. Checchini, A. Cincinelli, L. Lepri, G.P. Donzelli, M. Del Bubba,
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in human milk from Italian women:
Influence of cigarette smoking and residential area, Chemosphere. 67 (2007) 1265—
1274.

S.R. Kim, R.U. Halden, T.J. Buckley, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Human Milk
of Nonsmoking U.S. Women, Environ. Sci. Technol. 42 (2008) 2663-2667.

C. Naccari, M. Cristani, F. Giofre, M. Ferrante, L. Siracusa, D. Trombetta, PAHs
concentration in heat-treated milk samples, Food Res. Int. 44 (2011) 716-724.

I. Cok, B. Mazmanci, M.A. Mazmanci, C. Turgut, B. Henkelmann, K.W. Schramm,



1. Introduccién

(39]

(40]

[41]

(42]

(43]

(44]

(45]

(46]

Analysis of human milk to assess exposure to PAHs, PCBs and organochlorine
pesticides in the vicinity Mediterranean city Mersin, Turkey, Environ. Int. 40 (2012)
63-69.

O.P. Luzardo, N. Ruiz-Sudrez, M. Almeida-Gonzalez, L.A. Henriquez-Hernandez, M.Z.
Luis D. Boada, Multi-residue method for the determination of 57 Persistent Organic
Pollutants in human milk and colostrum using a QUEChERS-based extraction
procedure, Anal. Bioanal. Chem. 405 (2013) 9523-9536.

S. Santonicola, A. De Felice, L. Cobellis, N. Passariello, A. Peluso, N. Murru, M.C.
Ferrante, R. Mercogliano, Comparative study on the occurrence of polycyclic
aromatic hydrocarbons in breast milk and infant formula and risk assessment,
Chemosphere. 175 (2017) 383-390.

L. Wang, A. Liu, Y. Zhao, X. Mu, T. Huang, H. Gao, J. Ma, The levels of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) in human milk and exposure risk to breastfed infants
in petrochemical industrialized Lanzhou Valley, Northwest China, Environ. Sci. Pollut.
Res. (2018) 1-13.

S. Lutz, C. Feidt, F. Monteau, G. Rychen, B. Le Bizec, S. Jurjanz, Effect of exposure to
soil-bound polycyclic aromatic hydrocarbons on milk contaminations of parent
compounds and their monohydroxylated metabolites, J. Agric. Food Chem. 54 (2006)
263-268.

D. Lapole, G. Rychen, N. Grova, F. Monteau, B. Le Bizec, C. Feidt, Milk and urine
excretion of polycyclic aromatic hydrocarbons and their hydroxylated metabolites

after a single oral administration in ruminants, J. Dairy Sci. 90 (2007) 2624—-2629.

A. Costera, C. Feidt, M.A. Dziurla, F. Monteau, B. Le Bizec, G. Rychen, Bioavailability of
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) from soil and hay matrices in lactating
goats, J. Agric. Food Chem. 57 (2009) 5352-5357.

G. Knobel, A.D. Campiglia, Determination of polycyclic aromatic hydrocarbon
metabolites in milk by a quick, easy, cheap, effective, rugged and safe extraction and
capillary electrophoresis, J. Sep. Sci. 36 (2013) 2291-2298.

Y.P. Guiavarc’h, A. Chahin, M.A. Dziurla, F.T. Yen, C. Jondreville, G. Rychen, EROD
activity in peripheral blood lymphocytes and 1-hydroxypyrene in urine and milk as
biomarkers of PAH exposure in dairy ruminants, Environ. Toxicol. Chem. 30 (2011)
1346-1353.

265



Parte lll

(47]

(48]

(49]

(50]

(51]

(52]

(53]

(54]

(55]

(56]

(57]

(58]

(59]

(60]

266

K.S. Booksh, B.R. Kowalski, Theory of Analytical Chemistry, Anal. Chem. 66 (1994)
782-791.

R. Bro, PARAFAC. Tutorial and applications, Chemom. Intell. Lab. Syst. 38 (1997) 149-
171.

N.M. Faber, R. Bro, P.K. Hopke, Recent developments in CANDECOMP/PARAFAC
algorithms: A critical review, Chemom. Intell. Lab. Syst. 65 (2003) 119-137.

E. Sanchez, B.R. Kowalski, Generalized Rank Annihilation Factor Analysis, Anal. Chem.
58 (1986) 496—-499.

H.L. Wu, M. Shibukawa, K. Oguma, An alternating trilinear decomposition algorithm
with application to calibration of HPLC-DAD for simultaneous determination of

overlapped chlorinated aromatic hydrocarbons, J. Chemom. 12 (1998) 1-26.

Z.P. Chen, H.L. Wu, J.H. Jiang, Y. Li, R.Q. Yu, A novel trilinear decomposition algorithm
for second-order linear calibration, Chemom. Intell. Lab. Syst. 52 (2000) 75-86.

A.L. Xia, H.L. Wu, D.M. Fang, Y.J. Ding, L.Q. Hu, R.Q. Yu, Alternating penalty trilinear
decomposition algorithm for second-order calibration with application to
interference-free analysis of excitation-emission matrix fluorescence data, J.
Chemom. 19 (2005) 65-76.

E. Sanchez, B.R. Kowalski, Tensorial Resolution: a direct trilinear decomposition, J.
Chemom. 4 (1990) 29-45.

M. Linder, R. Sundberg, Second-order calibration: bilinear least squares regression
and a simple alternative, Chemom. Intell. Lab. Syst. 42 (1998) 159-178.

M. Linder, R. Sundberg, Precision of prediction in second-order calibration, with focus

on bilinear regression methods, J. Chemom. 16 (2002) 12-27.

R. Tauler, M. Maeder, A. De Juan, Multiset data analysis: extended multivariate curve
resolution., in: S. Brown, R. Tauler, B. Walczak (Eds.), Comprensive Chemom.,
Elsevier: Oxford, U.K., 2009: pp. 473-506.

S. Wold, P. Geladi, K.I.M. Esbensen, J. Ohman, Multi-way principal components and
pls-analysis*, J. Chemom. 1 (1987) 41-56.

R. Bro, Multiway calibration. Multilinear PLS, J. Chemom. 10 (1996) 47-61.

J. Ohman, P. Geladi, S. Wold, Residual bilinearization. Part 1: Theory and algorithms,



1. Introduccién

(61]

(62]

(63]

(64]

(65]

(66]

(67]

(68]

(69]

[70]

J. Chemom. 4 (1990) 79—-90.

A.C. Olivieri, On a versatile second-order multivariate calibration method based on
partial least-squares and residual bilinearization: Second-order advantage and
precision properties, J. Chemom. 19 (2005) 253-265.

W. Windig, J. Guilment, Interactive self-modeling mixture analysis, Anal. Chem. 63
(1991) 1425-1432. doi:10.1021/ac00014a016.

M.C. Antunes, J.E. J. Simdo, A.C. Duarte, R. Tauler, Multivariate curve resolution of
overlapping voltammetric peaks: quantitative analysis of binary and quaternary metal
mixtures, Analyst. 127 (2002) 809-817.

D.M. Haaland, E. V. Thomas, Partial Least-Squares methods for spectral analyses. 1.
Relation to other quantitative calibration methods and the extraction of qualitative
information, Anal. Chem. 60 (1988) 1193-1202.

R. Bro, Multi-way analysis in the food industry, Doctoral Thesis, University of
Amsterdam, Netherlands, 1998.

A.C. Olivieri, P.L. Pisano, A. Muioz de la Pefia, H.C. Goicoechea, Data analysis, in: Lig.
Chromatogr. Fundam. Instrum., 2017: pp. 551-531.

G.M. Escandar, A.C. Olivieri, A road map for multi-way calibration models, Analyst.
142 (2017) 2862-2873.

F. Cafiada-Canada, J.A. Arancibia, G.M. Escandar, G.A. Ibafiez, A. Espinosa Mansilla, A.
Mufioz de la Pefa, A.C. Olivieri, Second-order multivariate calibration procedures
applied to high-performance liquid chromatography coupled to fast-scanning
fluorescence detection for the determination of fluoroquinolones, J. Chromatogr. A.
1216 (2009) 4868-4876.

0. Monago-Marafia, R.L. Pérez, G.M. Escandar, A. Mufioz De La Pefia, T. Galeano-
Diaz, Combination of liquid chromatography with Multivariate Curve Resolution-
Alternating Least-Squares (MCR-ALS) in the quantitation of polycyclic aromatic
hydrocarbons present in paprika samples, J. Agric. Food Chem. 64 (2016) 8254-8262.

R.L. Pérez, G.M. Escandar, Multivariate calibration-assisted high-performance liquid
chromatography with dual UV and fluorimetric detection for the analysis of natural
and synthetic sex hormones in environmental waters and sediments, Environ. Pollut.
209 (2016) 114-122.

267



Parte lll

[71] A. Mancha De Llanos, M.M. De Zan, M.J. Culzoni, A. Espinosa-Mansilla, F. Cafada-

Cafiada, A. Mufioz De La Pefia, H.C. Goicoechea, Determination of marker pteridines
in urine by HPLC with fluorimetric detection and second-order multivariate

calibration using MCR-ALS, Anal. Bioanal. Chem. 399 (2011) 2123-2135.

268



2. Determinacion de los metabolitos
del fenantreno en leche materna y en
leche de vaca mediante combinacion
de datos cromatograficos de segundo
orden y calibracion multivariante






2. Determinacion metabolitos fenantreno en leche

Como se ha indicado, los métodos propuestos solo permiten el analisis de uno o dos
metabolitos del fenantreno (OHPhs). Sin embargo, no se han encontrado métodos para la
determinacién simultdnea de los cinco hidroxi metabolitos mas representativos del
fenantreno (OHPhs), en un solo registro cromatografico y usando deteccidn fluorimétrica.
Ademas, teniendo en cuenta que estos analitos muestran sefiales cromatograficas solapadas
y tienen perfiles espectrales idénticos, se pretende combinar la cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC) con deteccion fluorimétrica de registro rapido (FSFD) con la
calibracién multivariante de segundo orden para lograr el andlisis individual separado de los

cinco OHPhs en muestras de leche materna y en leche de vaca.

2.1. Material y métodos
2.1.1. Preparacion de patrones

Se prepararon disoluciones patrén de 2-hidroxifenantreno (2-OHPh), 3-
hidroxifenantreno (3-OHPh) y 9-hidroxifenantreno (9-OHPh), de concentracién 50 ug mL™*
mediante pesada exacta de cada patrén sdlido y dilucién con acetonitrilo (ACN). Estas

disoluciones se guardaron en la oscuridad a -4 °C.

Por otro lado, las disoluciones de 1-hidroxifenantreno (1-OHPh) y 4-

hidroxifenantreno (4-OHPh) de 10 ug mL", se adquirieron comercialmente.

Las disoluciones de trabajo se prepararon por dilucion de las disoluciones patrén de

los cinco analitos con ACN.

2.1.2. Instrumentacion.

Los estudios cromatograficos se llevaron a cabo en un cromatdgrafo de liquidos
equipado con un desgasificador, bomba cuaternaria, horno de columna, muestreador
automatico termostatizado a 5 °C, detector FSFD y el paquete informatico CHEMSTATION

para el control del instrumento, analisis y tratamiento de datos.

Se usd una columna analitica Tracel Excel ODS-B de tamafio 100 x 2.1 mm y 3 um de

espesor de particula, cuya temperatura se fijé a 20 °C.

La fase movil consistié en una mezcla de ACN y agua en proporcion 45:55 y la elucion
. . ] . . . -1
se llevd a cabo en modo isocratico con una velocidad de flujo de 0.4 ml-min™. El volumen de

inyecciéon fue de 5 L.

271



Parte lll

Las matrices de datos se obtuvieron del sistema cromatografico con detector FSFD,
usando modo multiemision y registrando los espectros en el rango de longitudes de onda (A)
desde 330 nm a 430 nm, cada 1 nm y para tiempos de elucion entre 0 y 5.5 minutos cada 5.4
segundos, fijando la A de excitacion a 250 nm. Por lo tanto, el tamafio de la matriz de datos
fue 59x101 (tiempo de elucidn x A emisidon). Estas matrices se guardaron en formato ASCIl y

se transfirieron al ordenador para su posterior andlisis.

El analisis de los datos de segundo orden se realizé usando el programa Matlab y la

interface grafica MVC2 cuyos detalles se muestran en el ANEXO 2.

2.1.3. Muestras de calibracion y validaciéon para el analisis quimiométrico de segundo

orden

Se construyd un set de calibracién de treinta y cuatro muestras, veintisiete de ellas
correspondientes a un disefio central compuesto en los rangos de concentracion
0-10 ng-mL" para 1-, 2-, 3- y 4-OHPh y entre 0-52 ng-mL " para el 9-OHPh. Ademas, también
se incluyeron dos blancos de ACN y cinco muestras adicionales que solo contenian uno de
los analitos. Las concentraciones de cada uno de los analitos en cada una de las muestras de

calibracién se muestran en la Tabla 2.1.

También se prepardé un set de doce muestras de validacién mediante un disefio
aleatorio, las cuales contenian concentraciones de los OHPhs en el rango de las muestras de

calibracion.

Todas las muestras se prepararon tomando los correspondientes volimenes de la

disolucidn patrén de cada analito y diluyendo hasta 10.0 mL con ACN.
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Tabla 2.1. Concentraciones del set de calibracién (ng-mL") empleadas para la cuantificacién
de 2-OHPh, 3-OHPh, 1-OHPh, 9-OHPh y 4-OHPh.

Sample  2-OHPh 3-OHPh 1-OHPh 9-OHPh 4-OHPh

1 5.5 5.5 0.6 27.5 5.5
2 5.5 5.5 10.5 27.5 5.5
3 5.5 5.5 5.5 2.8 5.5
4 5.5 5.5 5.5 52.3 5.5
5 5.5 5.5 5.5 27.5 0.6
6 104 5.5 5.5 27.5 10.5
7 5.5 0.6 5.5 27.5 5.5
8 5.5 10.5 5.5 27.5 5.5
9 1.0 1.0 1.0 5.0 9.9
10 1.0 1.0 9.9 5.0 9.9
11 1.0 1.0 1.0 49.6 1.0
12 1.0 1.0 9.9 49.6 1.0
13 9.8 1.0 1.0 5.0 9.9
14 9.8 1.0 9.9 5.0 1.0
15 9.8 1.0 1.0 49.6 9.9
16 9.8 1.0 9.9 49.6 1.0
17 1.0 10.0 1.0 5.0 9.9
18 1.0 10.0 9.9 5.0 9.9
19 1.0 10.0 1.0 49.6 1.0
20 1.0 10.0 9.9 49.6 1.0
21 9.8 10.0 1.0 5.0 9.9
22 9.8 10.0 9.9 5.0 1.0
23 9.8 10.0 1.0 49.6 9.9
24 9.8 10.0 9.9 49.6 1.0
25 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
26 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
27 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
28 0 0.0 3.0 0.0 0.0
29 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
30 0 3.0 0.0 0.0 0.0
31 0 0.0 0.0 0.0 3.0
32 0 0.0 0.0 15.0 0.0
33 0 0.0 0.0 0.0 0.0
34 0 0.0 0.0 0.0 0.0
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2.1.4. Preparacion de las muestras

Se analizaron muestras de leche de vaca entera y semidesnatada, las cuales se
compraron en un supermercado local y leche materna que se obtuvo de voluntarias sanas y

no expuestas ocupacionalmente a hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs).

Se contaminaron alicuotas de 1 mL de leche afiadiendo los volimenes necesarios de
la disolucion de trabajo de OHPhs y se mantuvieron en la oscuridad durante 24 horas, a

temperatura ambiente para simular muestras realmente contaminadas.

Posteriormente, el pH de la muestra se ajustd a 5 con HCl 0.3 M y se afiadieron 3 pL
de la enzima B-glucuronidasa/aril sulfatasa. La hidrdlisis de los conjugados de glucurénido y
sulfato de los hidroximetabolitos se llevé a cabo incubando la mezcla a 37 °C durante 20
horas. Después de la hidrdlisis, se afiadieron 300 puL de ACN a las muestras y se agitaron
mediante un vortex y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se
transvaso a otro tubo eppendorf. Con la fase sélida se repitié el proceso de extraccion vy el
sobrenadante se juntd con el obtenido de la primera extraccion. Finalmente, los
sobrenadantes, se diluyeron a 1.6 mL con ACN vy se filtraron a través de filtros de PTFE de

0.22 um, para por ultimo ser inyectados en el sistema cromatografico.
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2.2. Resultados y discusion
2.2.1. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Como se ha descrito en la Introduccidn, la Unica diferencia estructural entre los
analitos es la posicion del grupo —OH vy, para lograr una adecuada separacion de estos

isomeros, es esencial la seleccion del disolvente y la composicidn de la fase maovil.

Para la optimizacidn de las condiciones cromatograficas para la elucidn de los analitos
se utilizé una disolucion de trabajo que contenia 1-OHPh, 2-OHPh, 3-OHPh y 4-OHPh en

concentracidn 5.5 ng mL* y 9-OHPh en concentracién 52.5 ng mL™.

Con el objetivo de lograr una adecuada separacion de los metabolitos, se probaron
diferentes composiciones de fases méviles ACN:H,0, con porcentajes de agua comprendidos
entre 45 y 70 %. No fue posible utilizar porcentajes superiores de agua debido a la limitada
solubilidad de los analitos. Se comprobd que a medida que disminuia el porcentaje de fase
acuosa, disminuian también los tiempos de retencion. Asi, con un porcentaje de agua del
45%, la elucién de los analitos tenia lugar en dos minutos, eluyendo todos en un solo pico. Al
aumentar el porcentaje de agua, se obtuvo una mejor resolucién, asi con un 70% se logra
una mejor separacion, pero no completa, entre los picos de los isémeros 2- y 3-OHPh; sin
embargo, el 1-OHPh y el 9-OHPh siguen coeluyendo en un mismo pico y el 4-OHPh aumenté

su tiempo de retencién a mas de 30 minutos, como se puede observar en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Cromatogramas de una disoluciéon patrén de los cinco analitos eluidos con
una fase mévil compuesta por ACN:H,0, (45:55, v:v) (A) y ACN:H,0, (70:30, v:v) (B).

Dado que modificando la composicién de la fase movil no se consiguié una buena

resolucion entre los picos, se estudid la posibilidad de la cuantificacion individual de los

analitos usando diferentes longitudes de onda de excitacion y/o emisidn. En la Figura 2.2 se

muestran los espectros de excitacion (a Aey, = 375 nm) y de emision (a Aex = 250 nm) de los

cinco OHPhs estudiados obtenidos en los picos de los cromatograma de cada uno de los

patrones individuales de cada metabolito.
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Figura 2.2. Espectros de excitacidon y emision on-line de los cinco OHPhs.

Como se puede observar, los perfiles espectrales, tanto de excitacion como de
emision de todos ellos son muy similares. Las longitudes de onda del maximo de excitacion
son 256 nm para 2-OHPh, 251 nm para 3-OHPh, 255 nm para el 1-OHPh, 251 nm para el 9-
OHPh y 248 nm para el 4-OHPh. Por su parte las longitudes de onda del maximo de emisién
fueron 374 y 373 nm para el 2-OHPh y el 3-OHPh, respectivamente, 376 nm y 386 nm para el
1-OHPh y el 9-OHPh y 372 nm para el 4-OHPh.

Asi, las diferencias entre las longitudes de onda de excitacién y emision para el 2-
OHPh y el 3-OHPh fueron 5y 1 nm, respectivamente, y para el 1-OHPh y el 9-OHPh fueron 4
y 10 nm, respectivamente. Debido a que los maximos de los compuestos que coeluyen estan
muy cerca, no fue posible usar diferentes longitudes de onda de excitacién y emision para

mejorar la selectividad.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, se selecciond la fase movil que
proporciond la mejor relacién entre el tiempo de elucidon y la forma del pico. De este modo,
la fase movil seleccionada fue ACN:H,0 en proporcidn 45:55, con una velocidad de flujo de
0.4 mL-min™ y en modo isocratico. En estas condiciones, como se puede observar en la
Figura 2.3 todos los analitos eluyen en aproximadamente 5 minutos, pero no se logro la
resolucion completa de todos los analitos y solo se observan tres picos. En el primer pico
cromatografico coeluyen los analitos 2- y 3-OHPh, en el segundo pico coeluyen los

metabolitos 1- y 9-OHPh y el tercer pico corresponde al 4-OHPh.

En la Figura 2.3 A se muestran los cromatogramas individuales de los cinco analitos, y
en la Figura 2.3 B se muestra un cromatograma de una mezcla de todos los analitos, eluidos

con la fase movil optimizada.
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Figura 2.3. Cromatogramas individuales de cada uno de los analitos (A) y cromatograma
correspondiente a una mezcla patrén (B), usando en ambos casos una fase mévil ACN:H,0
(45:55, v:v). Aexe/Aem = 250/375 nm.

Dada la imposibilidad de analizar los cinco metabolitos mediante calibracion
univariante, el andlisis se realizd mediante calibracion de segundo orden basada en las
matrices de datos tiempo de elucion-longitud de onda de emisidn, obtenidas excitando
todos los analitos a una longitud de onda de compromiso de 250 nm. Con respecto al
4-0OHPh, aunque este metabolito no presenta interferencias de los otros analitos y podria
ser cuantificado mediante calibracién univariante, sin embargo, también fue analizado
mediante calibracién multivariante debido a que hay que tener en cuenta la posible
presencia de componentes inesperados en la matriz de la muestra y que pueden solapar con

este pico.
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2.2.2. Registro de los datos de segundo orden

Para cada muestra se registraron 101 espectros de emision excitando a 250 nm entre
330 y 430 nm, con un intervalo de 1 nm y entre 0 y 5.5 minutos en intervalos de 5.4
segundos. En la Figura 2.4 se muestra un cromatograma tridimensional y su mapa de
contorno para la muestra de validacion nimero 8.

Para simplificar, los datos cromatograficos de segundo orden se dividieron en tres
regiones de acuerdo al eje de tiempo de elucidn: la regién | comprende entre 2.9 y 3.6
minutos e incluye al 2-OHPh y el 3-OHPh; la regidn Il, entre 3.6 y 4.3 minutos e incluye al 1-
OHPh y 9-OHPh vy, por ultimo, la regién lll, que incluye al 4-OHPh se encuentra entre 4.5y

5.1 min.
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Figura 2.4. Cromatogramas tridimensionales de la muestra de validacién nimero 8 y su

mapa de contorno de dos dimensiones con las regiones seleccionadas.
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2.2.3. Set de muestras de calibracion

Con objeto de lograr la cuantificacion individual de todos los analitos que coeluyen se
aplicaron varios algoritmos de calibracién multivariante para ver cual de ellos proporciona
mejores resultados. Asi se aplicaron los algoritmos de minimos cuadrados parciales
concatenados (U-PLS) y minimos cuadrados parciales multidimensionales (N-PLS), con y sin
RBL, dependiendo de la presencia o ausencia de interferencias en la muestra, y Resolucion
Multivariable de Curvas-Minimos Cuadrados Alternos (MCR-ALS).

Los algoritmos U-PLS y N-PLS fueron ya descritos en la Introduccién de esta parte de
la Memoria. Cuando hay componentes no esperados en la muestra, se aplica el
procedimiento RBL. Asi, para un cierto nimero de componentes principales, la misién del
RBL es la minimizacion del error residual a un nivel compatible con el grado de ruido

presente en las sefiales medidas [1-3].

En el analisis mediante MCR-ALS, como se comentd en la Introduccion, se crea una
matriz de datos aumentada a partir de las matrices de calibracidn y validacién. La resolucidn
se logra utilizando una inicializacion con parametros lo mas cerca posible de los resultados
finales [4-6].

En primer lugar, con estos algoritmos se procesé la matriz de calibraciéon, que fue
preparada siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.1.3 y se selecciond el
numero de componentes 6ptimos en cada caso. Posteriormente, la capacidad predictiva de

los diferentes algoritmos se evalué mediante muestras de validacion.

2.2.3.1. Andlisis U-PLS y N-PLS

El nimero 6ptimo de constituyentes de la muestra o variables latentes se evalué para
cada una de las regiones de forma separada, para ello se empled la validacion cruzada y el
criterio de Haaland y Thomas [7]. Por lo tanto, el nUmero 6ptimo de factores se calculd
mediante la razén F(A) = PRESS(A < A*) / PRESS(A), donde PRESS = 3(Y;act - y,-,,,red)z, A es un
numero prueba de factores y A* corresponde al minimo PRESS, y seleccionando el nimero
O6ptimo de factores que conduce a una probabilidad de menos del 75% para que F> 1. En la
region |, para 2- y 3-OHPh, el numero de factores dptimo fue seis. Cuando se analizd la
region ll, el nimero de factores éptimo para el 1-y el 9-OHPh fue cinco. Por ultimo para el 4-

OHPh, el nimero de factores fue cuatro.
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2.2.3.2. Analisis mediante MCR-ALS

El nimero dptimo de componentes en cada matriz aumentada se estimé mediante
andlisis de componentes principales (PCA) y se aplicé el algoritmo en cada regién. Para cada
una de las regiones se construyd una matriz aumentada en la direccién del tiempo de

elucion al agregar cada muestra desconocida a las 34 muestras de calibracion.

Durante el ajuste de ALS, se aplicaron las siguientes restricciones: no negatividad en
ambos modos (datos espectrales de emision y tiempo de elucion) y unimodalidad en el
modo de tiempo de elucidn solo para las sefiales correspondientes a los analitos y no a las

sefales del fondo.

El nimero de factores 6ptimo fue cuatro en la regidon | y Il y tres factores en la regién
Ill. En la Figura 2.5 se muestran los perfiles temporales y los perfiles espectrales de cada
region, para las cuatro primeras muestras de validacion. Cuando se compararon los perfiles
de los espectros de emision con los espectros puros de los analitos, se confirmé que los

perfiles espectrales recuperados estan de acuerdo con los espectros de los analitos puros.

Tanto para este algoritmo como para los anteriores, el nimero de factores dptimos
es mayor que el nimero de analitos en cada region. Este hecho podria explicarse mediante
tres razones principales: las diferencias que existen entre las magnitudes de las sefiales de
los OHPhs, la baja concentracion analizada y la necesidad de modelar la dispersién residual.
La intensidad de la seial del 9-OHPh es un 70 % menor que la del 1-OHPh y ambos
presentan una gran similitud en los espectros de excitacién y emision. Por otro lado, la
concentracion de los metabolitos son tan bajas que sus sefiales relativas son del mismo nivel
que otras contribuciones del fondo. Todos estos aspectos influyen en que el nimero de
componentes necesarios fuera mayor que el nimero de analitos. Ademas, como ya se
comentd anteriormente los metabolitos muestran una gran similitud en los espectros de
excitacion y emision, siendo la diferencia entre los maximos de emision del 2-OHPh y el
3-OHPh es de solo 1 nm, mientras que para el 1-OHPh y el 9-OHPh la diferencia en el
maximo de emisién es de 10 nm, pero sus tiempos de elucidén son practicamente similares.
Ademas estos dos ultimos analitos, los cuales coeluyen en el pico 2, muestran gran

diferencia en la intensidad de fluorescencia.

Todos estos factores pueden contribuir a un aumento del nimero de componentes
para los distintos algoritmos, permitiendo que los componentes adicionales resuelvan la

interaccion entre los analitos. Esto esta de acuerdo con resultados previos sobre la
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determinacion de PAHs mediante EEMs y usando diferentes algoritmos de calibracion

multivariante de segundo orden [8].

A REGION | B
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 . Muestra 4
[ 0.2
300 I /—— 3-OHPh
o 0.15 — Interferencia 1
w 200 . \\ ‘-‘ ‘.‘ _— Interferencia 2
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Figura 2.5. Perfiles de elucidn y espectros de emision recuperados mediante el analisis MCR-

ALS para cada region y para las cuatro primeras muestras de validacion.

2.2.4. Comparacion de los resultados de validacion

Para comparar el poder de resolucién de los tres algoritmos en términos de
capacidad predictiva, se compararon las concentraciones puestas y las predichas por los
modelos en el analisis de las doce muestras de validacién. En la Tabla 2.2 se resumen dichas

concentraciones, ademas de los valores medio de las recuperaciones.
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Como se puede observar, en la regidon |, los valores de recuperacién obtenidos
mediante U-PLS y N-PLS fueron del 102 % para el 2-OHPh y del 94-95% para el 3-OHPh,
mientras que mediante MCR-ALS los valores de recuperacion fueron de 126% para el 2-
OHPh y 97% para el 3-OHPh.

En la region I, las recuperaciones para el 1-OHPh y el 9-OHPh fueron similares para
todos los algoritmos, con un valor medio de 104 % para el 1-OHPh y 102 % para el 9-OHPh.
Por ultimo, en la region lll, los valores de recuperacién obtenidos para el 4-OHPh estuvieron
entre el 98 % para U-PLS y N-PLS y 101 % para MCR-ALS.

Para evaluar la pendiente y el intercepto correspondiente a la regresion lineal de la
concentracion puesta vs la concentracion encontrada, se realizé un test de la elipse (EJCR,
elliptical joint confidence region) al 95 % de confianza [8] para cada hidroximetabolito. En la
region |, para el 2- y el 3-OHPh, todas las elipses incluyen el punto teérico (1, 0), como se
muestran en la Figura 2.6 A y Figura 2.6 B. Ademas, se puede observar que las elipses para
U-PLS y N-PLS son significativamente menores que la correspondiente al modelo MCR-ALS,
lo que sugiere una mayor precision para los primeros algoritmos. También se puede apreciar
gue los tamafios de las elipses son muy similares para U-PLS y N-PLS, confirmando que los

resultados obtenidos por ambos métodos son muy similares.

En la Region I, el analisis EJCR para el 1- y el 9-OHPh muestra que el tamafio de las
elipses es muy similar con todos los algoritmos y para ambos metabolitos, confirmando que
se obtienen resultados equivalentes usando los tres algoritmos en esta regién. Ademas
todas las elipses incluyen el punto tedrico (1, 0), como se observa en la Figura 2.6 C y Figura
2.6 D. Por ultimo, para la region lll, donde eluye el 4-OHPh, las elipses de todos los
algoritmos incluyen el punto (1, 0) y el tamafio de las elipses de U-PLS y N-PLS son mayores

que la elipse obtenida con el modelo MCR-ALS, como puede observarse en la Figura 2.6 E.

Los parametros estadisticos, el error cuadratico de la media (root mean square error)
(RMSE) o el error relativo de la prediccidon en % (relative error prediction) (REP), obtenidos
con cada uno de los algoritmos, se resumen en la Tabla 2.2. Se puede observar que el 9-
OHPh presenta mayores valores de las figuras de mérito debido a su baja intensidad de
fluorescencia en comparacién con otros analitos. En general, con los tres algoritmos todos
los parametros obtenidos son buenos, indicando que la metodologia propuesta puede ser

util para la simultanea determinacion de los cinco OHPhs.

La posibilidad de la identificacién individual de 1., 2-, 3-. 4- y 9-OHPh mediante HPLC

es una gran innovacion para el analisis de los metabolitos del fenantreno. En ninguno de los
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métodos previamente propuestos mediante HPLC es posible la cuantificacion del 9-OHPh, o

porque no se incluye en el andlisis [9] o porque coeluye con el 1-OHPh [10] y no se puede

cuantificar separadamente.
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Figura 2.6. Elipses para el 95% de confianza de las pendientes e interceptos de la regresion

para los cinco analitos y los tres modelos estudiados. El punto tedrico (intercepto = 0;
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pendiente= 1) se marca en la figura mediante un asterisco negro.

U-PLS/RBL (linea negra sélida), N-PLS/RBL (linea azul discontinua), MCR-ALS (linea roja

discontinua).



2. Determinacion metabolitos fenantreno en leche

2.2.5. Analisis de muestras de leche

Con el objetivo de aplicar el procedimiento optimizado al andlisis de muestras reales,
se analizaron diferentes tipos de leche. Estas muestras fueron leche de vaca semidesnatada,
leche de vaca entera fresca y leche materna. La composicidon de la leche de vaca y materna
difiere en su contenido de carbohidratos, proteinas y grasa, asi, el contenido de proteinas en
la leche entera de vaca es mas del doble que en la leche materna. Ademds, también varia el
tipo de proteinas encontradas, siendo la razén lactosuero/caseina 60:40 para la leche
materna y 20:80 para la leche de vaca entera. En cuanto al porcentaje de grasa, este es
similar para ambos tipos de leche, pero la leche de vaca contiene mas acido grasos

saturados, mientras que la leche materna contiene mas acidos grasos insaturados.

Para realizar el analisis de las muestras de leche, se contaminaron todas las muestras
con los cinco analitos y se llevaron a cabo estudios de recuperacion. Para ello se contaminé
1 mL de cada muestra de leche con los diferentes OHPhs a cinco niveles de concentracion
comprendida entre 0.7 y 6.2 ng-mL " para 1-, 2-, 3- y 4-OHPh y entre 2.8 y 24.8 ng-mL " para
el 9-OHPh. Se analizaron dos réplicas de cada muestra de leche siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 2.1.4. Hay que remarcar que no se pudieron utilizar filtros de nylon
porque los analitos se retienen en esta membrana, y por ello se usaron filtros PTFE de 0.22

um en todos los casos.

Una vez obtenidos los datos de segundo orden de las muestras, se aplicaron los
algoritmos U-PLS/RBL, N-PLS/RBL and MCR-ALS. Los resultados obtenidos mediante el
algoritmo MCR-ALS son aceptables solamente para el 1-OHPh, mientras que las predicciones
de U-PLS/RBL y N-PLS/RBL fueron buenas para todos los analitos, en todas las muestras de
leche y para todos los niveles. En la Figura 2.7 se representan las recuperaciones obtenidas
con estos dos ultimos algoritmos, donde se resumen los resultados para cada OHPh en cada
muestra analizada mediante un diagrama de cajas y bigotes. La linea central representa la

media y la mas baja y la mas alta representan los percentiles 25y 75.

Las recuperaciones estuvieron entre el 80 y el 120 % y la mayor dispersion de los
datos se encontré para el 2- y el 3-OHPh. Para el 1- y el 9-OHPh no se encontraron
diferencias significativas entre los tres tipos de leches analizadas. En cuanto al 4-OHPh, la

precision de las recuperaciones obtenidas fue muy buena.

Hay que resaltar que para la leche materna, donde no existen datos previos sobre el

analisis de estos analitos, se obtuvieron muy buenos resultados para todos los OHPhs.
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2. Determinacion metabolitos fenantreno en leche

2.3. Conclusiones

En este studio se han cuantificado por primera vez, y usando HPLC, los cinco
hidroximetabolitos principales del fenantreno. Se compararon diferentes algoritmos
guimiométricos de segundo orden para el analisis de los OHPhs en matrices complejas como
son la leche de vaca y la leche materna. En las muestras de validacion todos los algoritmos
proporcionaron resultados adecuados, sin embargo, en las muestras de leche los resultados

obtenidos con MCR-ALS no fueron tan buenos como los obtenidos con los algoritmos PLS.

Este algoritmo es mas sensible a la complejidad de la matriz que los algoritmos PLS y
ademads hay que tener en cuenta la alta similitud espectral que presentan estos compuestos.
Sin embargo, este algoritmo tiene la ventaja de ser capaz de recuperar la informacidn

espectral de los analitos.

Los buenos resultados obtenidos con U-PLS y N-PLS, una vez combinados con RBL, se
pueden justificar por el uso de variables latentes que son suficientemente flexibles para
salvar el problema de la alta similitud espectral y las escasas variaciones en los tiempos de

retencion.

Con estos dos algoritmos, los resultados analiticos para la leche materna y la leche de
vaca, tanto semidesnatada como fresca fueron satisfactorios, teniendo en cuenta la
complejidad de las muestras de leche y la propiedades espectroscopicas similares que

presentan los metabolitos estudiados.

Por ultimo hay que resaltar que la posibilidad de la cuantificacién individual de los
metabolitos 1-, 2-, 3-, 4- y 9-OHPh mediante HPLC es una gran innovacion para el analisis de
la exposicion a los PAHs ya que no existian métodos previos que posibilitaran su
cuantificacion individual. Ademas, hay que resaltar que el método propuesto es altamente
sensible, requiere pequefias cantidades de muestra y se necesita un corto periodo de

tiempo para su analisis cromatografico, lo que minimiza el gasto de disolventes orgdnicos.
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Conclusiones

El trabajo de investigacion llevado a cabo en esta Tesis Doctoral, nos ha permitido

obtener las siguientes conclusiones:

1.

Se ha desarrollado un método mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién que
utiliza por primera vez un detector de masas de simple cuadrupolo y fuente de ionizacién
por electroespray para el andlisis de pteridinas en muestras de orina. Se determinan
once pteridinas en su estado de oxidacion natural de excrecidn, resolviendo entre otras

las parejas de isdmeros NEO-MON y XAN-ISO en un tiempo de 16 minutos.

Los resultados obtenidos han demostrado que las formas pteridinicas predominantes en
la orina de adultos sanos son las dihidropteridinas. Los valores de las relaciones
NEO/CREA y NEO;/BIO; en muestras de orina no oxidadas de voluntarios sanos, son
similares a los encontrados en la literatura. Se confirma que la relacién NEO/CREA es

menor que los valores publicados para orinas de personas con alguna patologia.

Un nuevo método de cromatografia de liquidos con detector de masas ha permitido el
analisis de pteridinas en tomates, siendo necesario un tratamiento previa de las
muestras mediante extraccion con metanol y limpieza mediante SPE. Se han detectado
solamente cuatro de las once pteridinas ensayadas, NEO, NH2, 6HMPT y PT6C, siendo
NH2 el mds abundante. Este método puede constituir una alternativa util para el
seguimiento de los estudios de biofortificacién de folatos, pudiendo ser modificado

facilmente para analizar otros vegetales con el mismo objetivo.

Mediante cromatografia de liquida con detector fluorescente de registro rapido se ha
desarrollado un método para el analisis de pteridinas, con la sensibilidad adecuada para
su analisis en suero humano. La separacion se lleva a cabo mediante una columna con
particulas de nucleo sélido, la cual logra proporcionar la adecuada resolucion de nueve

pteridinas en 15 minutos.

Es este caso, es necesario un pretratamiento de la muestra de suero que incluye tres
pasos: precipitacién &cida, oxidacién |,/I" y limpieza mediante SPE. Las pteridinas se
determinan en su forma oxidada. Por primera vez, se ha conseguido analizar
simultdneamente nueve pteridinas en muestras de suero y establecer un patron de

referencia para el contenido de pteridinas en suero de personas sanas.

Los estudios fotoquimicos de folatos han reflejado que el acido félico y sus metabolitos,
el acido tetrahidrofdlico y el 5-metiltetrahidrofdlico, se ven afectados por la irradiacién

UV. Se comprueba que la intensidad de fluorescencia del acido félico se ve incrementada
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7.

10.

11.

considerablemente cuando es irradiado con luz UV. La presencia de peréxido de

hidrégeno acelera la formacion de los fotoproductos fluorescentes.

El seguimiento cromatografico de estos procesos de irradiacién ha permitido la
identificacion de los principales fotoproductos fluorescentes formados, mediante
comparacién de los tiempos de retencion y de los espectros fluorecentes en los picos.
Para el acido fdlico, el principal fotoproducto a tiempos cortos de irradiacién es el pterin-
6-carboxilico, y el pterin para tiempos elevados. THF y 5SMTHF sufren menores cambios
estructurales debido a que su principal ruta de fotodescomposicién es la pérdida de la

cadena de glutamato.

Un estudio pormenorizado mediante espectrometria de masas de los diferentes
procesos de irradiacion ha permitido establecer rutas complejas de formacion de
fotoproductos que aparecen descritos en la Memoria, donde se aprecia la generacion

tanto de productos fluorescentes y como de otros que no los son.

El comportamiento fotoquimico de los folatos ha permitido el desarrollo de un método
cromatografico para determinar acido félico y sus dos principales metabolitos, mediante
fotoderivatizacion on-line postcolumna con deteccion fluorimétrica; permitiendo asi la
determinacion fluorimétrica del acido fdlico con elevada sensibilidad. Los tiempos de
elucién con respecto a los descritos previamente para estos analitos se reducen

drasticamente.

El método propuesto se ha aplicado al andlisis de muestras de tomate, espinacas y
cereales de desayuno enriquecidos. Se aplica un pretratamiento compuesto por tres
etapas: extraccion, de-conjugacidon enzimatica y purificacion mediante cartuchos de
intercambio anidnico. Los resultados han permitido la determinacion de los tres folatos
en todas las muestras y la obtencién recuperaciones satisfactorias para varios niveles de
enriquecimiento. En el caso de las muestras de suero no se ha logrado la sensibilidad

suficiente para su analisis en muestras de suero sin enriquecer.

La combinacién de matrices tiempo de elucidn-longitud de onda de emisién con
calibracién multivariante, utilizando diversos algoritmos como son MCR-ALS, U-PLS/RBL y
N-PLS/RBL ha permitido, por primera vez, mediante HPLC el andlisis simultaneo e
individual de los cinco isémeros metabolitos del fenantreno. Se emplea un modo
isocratico y un corto tiempo de elucién inferior a 5.5 minutos. Esta separacion no puede

ser solventada cromatograficamente por tratamientos univariante de los datos.
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12. La evaluacién de la capacidad predictiva de los diferentes algoritmos de segundo orden,
MCR-ALS, U-PLS/RBL y N-PLS/RBL, ha mostrado resultados satisfactorios para todas las
muestras de validacion. Las muestras de leche (leche semidesnatada, leche fresca entera
y leche materna) enriquecidas con estos analitos solamente han podido ser resueltas
mediante U-PLS/RBL y N-PLS/RBL, obteniéndose en ambos casos valores adecuados de

recuperaciones.
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Conclusions

The research work carried out in this Doctoral Thesis, has allowed us to obtain the

following conclusions:

1.

A method has been developed by high-performance liquid chromatography using, for the
first time, a single-quadrupole mass detector and an electrospray ionization source for
the analysis of pteridines in urine samples. Eleven pteridines are determined in their
natural oxidation state of excretion, resolving, among others, the isomers NEO-MON and
XAN-ISO in 16 minutes.

. The results obtained have shown that the predominant pteridine forms in healthy adults

urine are dihydropteridines. The values of the NEO/CREA and NEO;/BIO; ratios in non-
oxidized urine samples of healthy volunteers are similar to those found in the literature.
It is confirmed that the NEO/CREA relationship is lower than the values published for

urine of people with some pathology.

. A new method of liquid chromatography with mass detector has allowed the analysis of

pteridines in tomatoes, requiring prior treatment of the samples by extraction with
methanol and cleaning by SPE. Only four of the eleven pteridines tested were detected,
NEO, NH2, 6HMPT and PT6C, with NH2 being the most abundant. This method can be a
useful alternative for monitoring the studies of folate biofortification, and can easily be

modified to analyze other plants with the same objective.

A method with the appropriate sensitivity for the analysis of pteridines in human serum
has been developed by liquid chromatography with fast scanning fluorescent detector.
The separation is carried out by means of a column with solid core particles, which

provides the adequate resolution of nine pteridines in 15 minutes.

In this method, a serum sample pretreatment is necessary. It includes three steps: acid
precipitation, |,/I" oxidation and purification by SPE. Pteridines are determined in their
oxidized form. For the first time, the simultaneous analysis of nine pteridines in serum
samples and the establishment a reference pattern for the pteridine content in serum of

healthy people has been possible.

Photochemical studies of folates have shown that folic acid and its metabolites,
tetrahydrofolic acid and 5-methyltetrahydrofolic, are affected by UV irradiation. It is
found that the fluorescence intensity of folic acid is considerably increased when it is
irradiated with UV light, Presence of hydrogen peroxide accelerates the fluorescent

photoproducts formation.
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7.

10.

11.

12.

The chromatographic monitoring of these irradiation processes has allowed the
identification of the main fluorescent photoproducts formed, by comparing the retention
times and the fluorescent spectra. The main photoproduct of folic acid at short
irradiation times is pterin-6-carboxylic acid, and pterin for high times. THF and 5SMTHF
undergo minor structural changes because their main route of photodecomposition is

the loss of the glutamate chain.

. A detailed study by mass spectrometry of the different irradiation processes has allowed

to establish complex pathways for the formation of photoproducts. They are described in
this Report, where the generation of both fluorescent and other non-fluorescent

products is appreciated.

The photochemical behavior of folates has allowed the development of a
chromatographic method to determine folic acid and its two main metabolites, by post-
column photoderivatization with fluorometric detection. This method allows the
fluorimetric determination of folic acid with high sensitivity. The elution times for these

analytes are drastically reduced with respect to those previously described.

The proposed method has been applied to the analysis of tomato, spinach and breakfast
cereals fortified with folates samples. The pretreatment consists of three steps:
extraction, enzymatic de-conjugation and purification by anion exchange cartridges. The
results have allowed the determination of the three folates in all the samples and
obtaining satisfactory recoveries for several levels of enrichment. In the case of serum
samples, sufficient sensitivity has not been achieved for analysis of unenriched serum

samples.

The combination of elution time-emission wavelength matrices with multivariate
calibration, using different algorithms such as MCR-ALS, U-PLS / RBL and N-PLS / RBL, has
enabled, for the first time, the simultaneous and individual HPLC analysis of the five
metabolites of phenanthrene. An isocratic mode and a short elution time of less than 5.5
minutes are used. This separation cannot be solved chromatographically by univariate

treatments of the data.

The evaluation of the predictive capacity of the different second-order algorithms, MCR-
ALS, U-PLS/RBL and N-PLS/RBL, has shown satisfactory results for all the validation
samples. Samples of milk (semi-skimmed milk, whole milk and breast milk) fortified with
these analytes could only be solved by U-PLS/RBL and N-PLS/RBL, obtaining in both cases

adequate recovery values.
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Estructuras quimicas

Nombre y acrénimo
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Nombre y acrénimo

Estructura quimica

Masa molecular

(g/mol)
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Estructuras quimicas

Nombre y acrénimo

Estructura quimica

Masa molecular

(g/mol)
FENANTRENO Y METABOLITOS
Fenantreno OO
(Ph) ‘ 178
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1-hidroxifenantreno Oe
(1-OHPh) O 194
HO
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MATERIALES

Patrones utilizados:

0 Neopterin (NEO), 6-biopterin (BIO), 7-biopterin, acido pterin-6-carboxilico (PT6C), pterin
(PT), monapterin (MON), isoxanthopterin (ISO), xanthopterin (XAN), 6-
hydroxymethylpterin (6HMPT), 6-metilpterin (6MPT), 6,7-dihidroneopterin (NH2), 6,7-
dihidrobiopterin (BH2) del 98% de pureza suministradas por SchircksLaboratory (Jona,

Switzarland).
0 Acido félico (AF) suministrado por Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Acido tetrahidrofélico (THF) y acido 5-metiltetrahidrofélico (SMTHF) suministrados por

SchircksLaboratory (Jona, Switzarland).

0 2-Hidroxifenantreno (2-OHPh), 3-hidroxifenantreno (3-OHPh) y 9-hidroxifenantreno (9-
OHPh), como solidos de alta pureza obtenidos de LGC-Dr Ehrenstorfer GmbH (LGC
Standards, SLU, Barcelona).

0 Disoluciones individuales de 1-hidroxifenantreno (1-OHPh) y 4-hidroxifenantreno (4-
OHPh) de concentracién 10 pug mL' en acetonitrilo suministradas por LGC-Dr
Ehrenstorfer GmbH (LGC Standards, SLU, Barcelona).

0 Creatinina (CREA), suministrada por Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

Y otros reactivos y disolventes:
0 Acetato de sodio, suministrado Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Acetonitrilo (ACN), grado HPLC, suministrado por Merck (Madrid, Spain) y Panreac

(Barcelona)

0 Acido 2- (ciclohexilamino)etanosulfonico (CHES) de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica,
Madrid).

0 Acido 4-(2-hidroxietil)piperacina-1-etanosulfonico (HEPES) de Sigma (Sigma - Aldrich
Quimica, Madrid).

0 Acido ascérbico, suministrado por Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Acido clorhidrico (HCI), suministrado por Panreac (Barcelona, Spain) y Scharlau

(Barcelona).
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0 Acido férmico suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).

0 Acido fosférico suministrado por Scharlau (Barcelona) y Panreac (Barcelona).

0 Acido picrico suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).

0 Acido tricloroacético (TCA) suministrado por Panreac (Barcelona).

0 Agua ultrapura obtenida de un sistema Milli-Q (Waters Millipore, Milford, USA).
0 Cloruro de sodio de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Ditiotreitol (DTT) suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).

0 Dodecil sulfato de sodio (SDS) suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.,
Madrid).

0 Formiato amdnico suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).

0 B-glucuronidasa (30 U/mL)/aryl sulfatasa (60 U/mL) de Helix pomatia, suministradas por

Merck (Barcelona).
0 Hidroxido sédico (NaOH) suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).
0 loduro potasico e iodo se adquirieron a Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).
0 Mercaptoetanol de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Metanol (MEOH), grado HPLC, fue suministrado por Panreac (Barcelona, Spain) vy

Scharlau(Barcelona).
0 Plasma de rata liofilizado de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).
0 Perodxido de hidrégeno de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

0 Suero sintético en forma de liofilizado de Sigma (Sigma - Aldrich Quimica, Madrid).

También se han empleado los siguientes materiales:

0 Cartuchos de extraccidn en fase sélida ISOLUTE ENV+ que consiste en una resina no polar

basada en un copolimero de poliestireno hidroxilado y divinilbenceno.

O Cartuchos de extraccién en fase sélida Sep-Pak Waters Accell Plus QMA SAX de 360 mg
de sorbente por cartucho, de tamafio de particula 37-55 um) que contiene relleno de

silica, hidrofilico y de fuerte intercambio aniénico con gran tamafio de poro (300 A).
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0 Cartuchos de extraccion en fase solida Sep-Pak Waters C8 de 400 mg de sorbente por

cartucho y tamafio de particula 37-55 um.

0 Cartuchos de extraccion en fase sélida Sep-Pak Waters C18 de 360 mg, de tamafio de

particula 55-105 pum.

0 Cartuchos de extraccion en fase sélida Sep-Pak Waters OASIS MAX 3 cc de 60 mg de
sorbente por cartucho, de tamafo de particula 30 um) que contiene un sorbente
polimérico en modo mixto que permite una mayor selectividad y sensibilidad para

extraer compuesto acidos con grupos de intercambio de aniones.
0 Filtros de membrana de nylon de 0.22 um de tamafio de poro.

0 Filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.22 um de tamafio de poro.

INSTRUMENTACION

Para el desarrollo de la parte experimental que se describe en esta memoria se han

utilizado los siguientes instrumentos o dispositivos:

0 Cromatdgrafo de liquidos Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),
compuesto por desgasificador de disolventes 1100, bomba cuaternaria 1100,

muestreador automatico 1290 Infinity con termostato y horno para la columna 1200.
En funcién del método se emplearon los distintos detectores:
- Detector UV-visible en serie de diodos (DAD) Agilent Technologies 1100.
— Detector fluorescente de barrido rapido (FLD) Agilent Technologies 1100.

— Detector de espectrometria de masas de simple cuadrupolo Agilent Technologies 6120
con fuente de ionizacion por electrospray (ESI). Este detector consta de nitrégeno como

gas nebulizador.

También en el caso necesario se acopld a este equipo cromatografico un fotorreactor
postcolumna (Aura industries, Nueva York, USA) que estad formado por un tubo de PTFE de
4m x 0.3 mm de diametro interno y 1.6 mm de diametro externo, enrollado alrededor de

una ldampara de xendn de 10 W.

En La Figura 1 se muestra un esquema del sistema cromatografico con el detector en

linea.
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0 Cromatdgrafo de liquidos Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),
compuesto por desgasificador de disolventes, bomba cuaternaria, vdlvula de inyeccién
manual de seis vias (Rheodyne) y horno para la columna. Este cromatdgrafo tiene
acoplado en serie un detector UV-Visible de diodo array y un detector fluorescente de

registro rapido.
0 En funcién del método se emplearon las siguientes columnas cromatograficas:

- Columna analitica Zorbax Eclipse XDB-C18 de 250 mm x 4.6 mm y 5 um de tamafio de

particula (Agilent Technologies).

— Columna analitica Zorbax Eclipse XDB-C18 de 150 mm x 4.6 mm y 5.6 um de tamafio de

particula (Agilent Technologies).

- Columna analitica Poroshell 120 de 150 mm x 3 mm y 2.7 um de tamafo de particula

(Agilent Technologies).

- Columna analitica Poroshell 120 EC C8 de 50 mm x 4.6 mm y 2.7 um de tamafo de

particula (Agilent Technologies).

0 Sistema de irradiacion off-line. Ldmpara de Hg de alta presion 200 W HBO, con una
fuente de energia Oriel modelo 8500 (Spectra-Physics, Newport, USA). El sistema de
irradiacién incluye una caja ventilada, ldmpara de Hg y celdas de cuarzo (3 mL). La celda
se coloca en un dispositivo agitado magnéticamente a 30 cm de la [ldmpara. Un esquema

de este sistema se muestra en la Figura 2.

0 Espectrometro de masas de alta resolucion Agilent Technologies QTOF 520, con fuente

de ionizacion de electroespray (ESI).
0 Espectrémetro Varian, modelo Cary 50 Bio equipado con [dmpara de Xenon.

0 pH-Metro CrisonMicropH 501 (Barcelona, Espafia) con electrodo combinado de vidrio-

calomelanos saturado (Ag/AgCl).
0 Balanza analitica Scaltec 2001, con una sensibilidad de + 0.1 mg.

0 Sistema de obtencién de agua ultrapura, Milli-Q, médulos RIOs/elix y Milli Q (Waters
Millipore, Milford, MA, USA).

0 Vortex OVAN, modeloVibramix-R (Lovango S.L.).

0 Bafio de ultrasonidos P. SELECTA.
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0 Centrifuga P.SELECTA Angular 6, modelo 540.
0 Bafio termostatico Selecta, modelo Frigiterm.

0 Liofilizador Telstar Lyo Quest
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Mavil

Médulo
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Bomba
-

j ,!P lsn E‘Ec tor

Desecho
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|
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Figura 1. Esquema del sistema HPLC con derivatizacion quimica post-columna.

30cm

Agitador
magnético

Lampara de
3 Hg (200 W)
Celda Bk
de cuarzo SEETE

ventilacién

Carcasa protectora de la radiacion

Sistema de

—

Fuente de
energia

Figura 2. Esquema del sistema de irradiacion off-line.
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PROGRAMAS INFORMATICOS

(o]

(o]

HP ChemStation para LC/MSD (Rev. B.04.01., Agilent Technologies, Alemania).
OpenlLAB Lc ChemStarion Software (Version A.01.04)
MATLAB Versiéon R2010 y R2016 (Microsoft Corporation, Washington, EEUU).

ACOC, programa informatico realizado en el Departamento de Quimica Analitica de la

Universidad de Extremadura, escrito bajo el entorno de programacién Matlab 5.3, [1].

MVC2, programa realizado por A.C. Olivieri y col. Universidad Nacional de Rosario,
Argentina. Es una interface grafica integrada en MATLAB para realizar calibracion
multivariante de segundo orden que permite emplear diversos algoritmos
quimiométricos [2]. Este software se puede descargar libremente desde la pagina web

www.iquir-conicet.gov.ar/descargas/mvc2.rar.

Grapher Version 8.0.278 (Golden Software Inc., Colorado. USA).
Sigma Plot, v. 11.0, Systat Software, Inc.
THE UNSCRAMBLER Version 6.11 (Camo, Noruega).

Chem BioDraw Ultra 12.0.

REFERENCIAS

(1]

(2]

A. Espinosa-Mansilla, A. Mufioz de la Pefia, D. Gonzalez-Gomez, A. Mufioz de la Pefia,
D. Gonzalez-Gomez, Using univariate linear regression calibration software in the
MATLAB environment . Application to chemistry laboratory practices, Chem. Educ. 10
(2005) 337-345.

A.C. Olivieri, H.L. Wu, R.Q. Yu, MVC2: A MATLAB graphical interface toolbox for
second-order multivariate calibration, Chemom. Intell. Lab. Syst. 96 (2009) 246—-251.

316


http://www.iquir-conicet.gov.ar/descargas/

Anexo 3. Articulos publicados






Talanta 101 (2012) 465-472

journal homepage: www.elsevier.com/locate/talanta

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Talanta

A simple HPLC-ESI-MS method for the direct determination of ten pteridinic
biomarkers in human urine

A. Jiménez Gir6n*, E. Martin-Tornero, M.C. Hurtado Sanchez, I. Duran Meras, A. Espinosa Mansilla

Department of Analytical Chemistry, University of Extremadura, Avda. Elvas s/n, 06006 Badajoz, Spain

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 4 July 2012

Received in revised form

24 September 2012

Accepted 27 September 2012
Available online 5 October 2012

Keywords:

Pteridines

Liquid chromatography
Mass spectrometry
Matrix effect

Urine

Pteridines are important biomarkers metabolites related to several biochemical pathways such as
activation of the cell-mediated immune system, biosynthesis of neurotransmitters, etc. The level of
pteridinic compounds in urine is considered as an important clinic criterion. In this work, a new liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) method is proposed to determine several pteridinic
biomarkers in urine samples using 6-methylpterin as internal standard (I.S.). Matrix effect was
evaluated and several dilutions of urine were tested in order to study the evolution of signal
suppression. Sample preparation was limited to 10-fold dilution of the filtered urine followed by
injection onto a reversed-phase column. The signal was recorded in selected ion monitoring mode. The
lowest limit of detection was found for pterin (values ranged from 1.70 to 3.88 ng mL~') whereas the
highest limit was for xanthopterin (values ranged from 10.5 to 49.9 ng mL~!) for healthy volunteers
between 17 and 51 years old.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

While the clinical symptoms of a disease are endpoints in
themselves, they are not suitable, in many cases, for early
detection and, therefore, prevention of disease. Currently, using
first level biomarkers may be proven to relate directly to func-
tional changes, and ultimately disease [1].

Non-conjugated folates (pteridines) belong to a heterocyclic
family formed by a bicyclic pyrimidine-pyrazine moiety that
occurs in a wide range of living systems and participates in
relevant biological functions [2]. Pteridines exist in different
oxidation states and as consequence they are divided into two
classes: oxidized or aromatic pteridines, such as biopterin (BIO),
neopterin (NEO) between others, and reduced pteridines, dihy-
dropteridines and tetrahydropteridines, which are the ones
mostly excreted in biological fluids [3]. Within the latter group,
7,8-dihydropteridines and 5,6,7,8-tetrahydropteridines are the
most important derivatives because of their biological activity,
i.e. 7,8-dihydroneopterin (NH2) is excreted during the oxidative
burst of stimulated macrophages. 7,8-dihydrobiopterin (BH2) and
5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4) participate in the metabolism
of aminoacids and play a vital role in various biochemical
pathways [4].

* Corresponding author. Tel.: +34 666293986; fax: +34 924274244.
E-mail addresses: anamjg@unex.es, ajimenezgiron@gmail.com,
anamjg@hotmail.com (A. Jiménez Girén).

0039-9140/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2012.09.061

Pteridines and its derivatives are important cofactors in the
process of cell metabolism. The urinary excretion of these
compounds increases as a result of several disorders such as viral
infection and different types of cancer [5,6]. Hence, the level of
these compounds in urine, plasma and cerebrospinal fluid is
established as an important clinical criterion. Although NEO has
been classically considered as the most important pteridine as
cancer marker, ratios of other pteridines are also used in clinical
laboratories for cancer and precancer screening. Significant
increase in the urinary excretion of xanthopterin (XAN), NEO
and pterin (PT) [1], as well as significant decrease in isoxanthop-
terin (ISO) and NEO/BIO increment, was found in cancer
patients [6]. It was reported that the mean NEO/BIO ratio for
healthy individuals is 1.27 and for cancer patients is 2.59 [6] using
CE analysis. On the other hand, an increase in the pterin-6-
caboxylic acid (PT6C) excretion and a reduction in ISO were also
reported by the same authors.

An increase of the NEO amount was also observed in children
infected with mononucleosis [7]. NEO concentration was also
found to be correlated with decline Alzheimers disease
patients [8].

It is known that alterations on the metabolic mechanism of
BH4 give rise to different diseases, named hyperphenylalaninae-
mia (HPAs). The differential diagnostic of these HPAs is important
to establish the adequate therapeutic protocol and is based on the
measurement of pteridines and other metabolites excretion.
Hence, the classical phenylketonuria produces increments in the
urinary levels of NEO and BIO while the BH4 deficit produces a
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decrease in the NEO and BIO levels [9-11]. Thus, NEO/BIO ratio is
also used as a diagnostic criterion.

The quantitative determination of pteridines is complicated
because of their low concentration in body fluids, low solubility,
their photosensitivity and their occurrence in three forms (tetra-
hydro-, dihydro-, and completely oxidized form). Traditionally,
analysis of pteridines required their oxidation into their highly
fluorescent aromatic forms. Under acidic conditions iodine treat-
ment gives near complete (90-100%) conversion of dihydro- and
tetrahydropteridines to their fully oxidized forms. However,
under basic oxidation conditions [12], tetrahydropteridines are
converted to 2-amino-4-hydroxypteridine (pterin) due to clea-
vage of the 6-side chain, whereas dihydropteridines are converted
to their respective oxidized pterines. Hence, BH4, have been
determined by differential methods, with the loss of security that
this type of analysis involves [13].

In the recent bibliography, HPLC separation accomplished with
fluorimetric detection is widely applied in order to obtain
adequate detection limits in biological fluids analysis [7,14-16].
Although liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) is a
technique widely applied in the analysis of biological fluids, it has
been rarely used in the pteridinic markers analysis. Hydroxy-
methylpterin was analyzed in several samples by comparing its
retention time, mass, and fragmentation pattern with that of a
known standard [17]. Stea and coworkers report a method for the
derivatization and GC-MS analysis of 6-hydroxymethylpterin
[18]. NEO and BIO have been determined in rats and human
plasma, cell extracts and tissue homogenates by LC-MS/MS using
a QTRAP triple quadrupole mass spectrometer [19]. Recently, it
has been reported the evaluation of hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC) in the analysis of polar pteridines using
MS detection, but it has not been implemented to any real sample
[20]. As far as we know, this is the first contribution on which a
HPLC-ESI-MS method has been developed to determine several
pteridinic biomarkers (chemical structures are shown in Fig. 1) in
human urine in the oxidation level they are excreted. Sample
preparation was limited to 10-fold dilution of the urine into the
internal standard solution followed by injection. The method has
been validated in terms of linearity, limits of detection and
quantification and repeatability, and it has been applied to the
analysis of urine from seven healthy adults. The amount of
pteridines was reported as a ratio of pteridine to creatinine in
order to assure that the pteridine levels represent the physiolo-
gical concentration. Moreover, NEO/BIO ratios were calculated.
Thus this method allows easy determination without prior stages
of sample treatment.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

Creatinine (CREA), ditiotreitol (DTT), NEO, BIO, PT6C, PT,
monapterin (MON), ISO, XAN, 6-hydroxymethylpterin (6HMPT)
and NH2 were purchased from Sigma (Sigma-Aldrich Quimica,
S.A., Madrid). BH2 and 6-methylpterin (6MPT) were from Schircks
Laboratories (Jona, Switzerland). Picric acid and sodium dodecyl
sulfate (SDS) were from (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid).
Phosphoric acid and methanol were purchased from Scharlau
(Scharlau, Barcelona). Formic acid and ammonium formate were
from Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid). Acetonitrile
(HPLC grade) was purchased from Merck (Madrid, Spain). Ultra-
pure water was obtained using a Milli-Q system (Waters Milli-
pore, Milford, MA, USA).

2.2. Sample preparation

2.2.1. Standard preparation

Stock standard solutions (15 pug mL~!) were prepared by exact
weighting of each pteridine and hydropteridine, dissolution with
alkalinized ultrapure grade water and later neutralization with
hydrochloric acid. BH2 and NH2 standard solutions also contain
0.1% DTT to minimize the spontaneous oxidation of the reduced
species due to environmental oxygen [7]. Exposure to direct
sunlight was avoided. Pteridine standard solutions were stored
at —18 °Cin the dark and they were stable for at least 5 days. NH2
and BH2 stock standard solutions were prepared daily. CREA
standard solution (1.0 mg mL~!) was prepared in ultrapure water
and stored at 4 °C.

A standard working mixture solution containing 1.5 pg mL™!
of each pteridine was prepared by dilution of the stock standard
solutions with ultrapure water. A standard working mixture
solution containing both hydropteridines, NH2 and BH2,
(1.5 ugmL~") was prepared by dilution with ultrapure water
containing 0.1% DTT. Other solutions were prepared via serial
dilutions (and always containing 0.1% DTT) and used in the
generation of the calibration curves.

2.2.2. Urine samples

The first morning urine samples from seven healthy adults
(5 women and 2 men; age range 17-51 years) were collected and
stored, either in the refrigerator (4 °C) or freezer (—18 °C), depend-
ing on the time from collection to analysis. Prior to analysis, the
samples were removed from cold storage and brought to room
temperature. Urine samples were collected from volunteers that
kindly consented to do the analysis.

Three milliliters of urine were filtered through 0.2 pm membrane
nylon filters. 100 pL of filtered urine were pipette into an auto-
sampler vial containing 20 pL of the 1.25 ug mL~! internal standard
solution, 0.1% DTT, variable volumes of the standard working
mixtures of pteridines and dihydropteridines (1.5 ug mL~!) and
diluted to 1 mL with ultrapure water. Each analysis was realized
in triplicate.

2.3. Instrumentation and software

The chromatographic studies were performed on an Agilent
Model 1100 LC instrument (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA), equipped with degasser, quaternary pump, column oven,
autosampler Agilent 1290 infinity thermostated at 5 °C and the
CHEMSTATION software package to control the instrument, data
acquisition and data analysis. The analytical column employed
was a Zorbax Eclipse XDB-C18, 250 mm x 4.6 mm and 5 pm
particle size (Agilent Technologies). The column temperature
was set at 22 °C. The mobile phases were high-purity water with
0.1% formic acid and 2% acetonitrile (A) and acetonitrile with 0.1%
formic acid (B). The gradient program was as follows: 100% of
mobile phase A during 8 min followed by a linear gradient to 80 %
A in 8 min and then constant for another 4 min. A 10 min of post-
run time back to the initial mobile phase composition was used
after each analysis. Mobile phases were filtered through a
0.22 pum membrane nylon filter and degassed by ultrasonication
before use. The flow rate was set constant at 0.6 mL min~! and
the injection volume was 20 pL.

Detection was performed with a mass spectrometer Agilent
Technologies single quadrupole 6120 equipped with an electro-
spray interface operated in the positive ionization mode. Nitrogen
was used as the nebulizer gas. Optimization of the compounds
was performed by flow injection analysis injecting individual
standard solutions directly into the source. Initially, both positive
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Fig. 1. Structures and molecular masses of pteridinic markers studied.

and negative ionization modes were investigated and positive
polarity was preferred due to its higher sensitivity. Single ion
monitoring (SIM) was selected as operation mode using the target
ion [M+H]™* for all studied compounds.

Varian spectrophotometer, model Cary 50 Bio, equipped with a
Xenon lamp was used for the acquisition of the photometric
measurements and kinetic data used in the creatinine determination.

Calibration curves and analytical figures of merit were per-
formed by means of the ACOC program, developed in our research
group, in MatLab code [21].

2.4. Matrix effect

For each compound, the slopes obtained in the calibration with
matrix-matched standards were compared with those obtained
with solvent-based standards, calculating urine/water slope ratios
at different urine dilution levels. Specifically, five different cali-
bration curves were prepared for each compound, one in solvent,
and four in urine using dilution factors of 5, 10, 20 and 50. Each
calibration curve comprised five concentration points in triplicate

within the range of 20-200 ng mL~! for all pteridines except
XAN, for which the range 40-400 ng mL~! was employed due to
its lower sensitivity.

For the LS., the matrix effect was evaluated by comparing the
peak areas of 6MPT at the concentration level selected for the
study (25 ng mL~!) in urine at different dilutions (5, 10, 20 and
50) and in water. For each urine dilution, 10 identical spiked
samples with the I.S. were prepared and the average peak area
was used for calculation.

2.5. Method validation

For quantification purposes, five matrix-matched standards of
concentrations between 0 and 100 ng mL~! were prepared by
spiking the urine samples with appropriate volumes of working
standard solutions (corresponding to a concentration range of
0-1.0 ug mL~! referred to undiluted urine). For XAN, concentra-
tion ranged up to 400ngmL~! due to its lower sensitivity
(corresponding to a concentration ranged up to 4.0 ugmL~! in
undiluted urine). Three independent experiments were carried
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out for each concentration level. Pteridine/L.S. peak area ratios of
the extracted ion chromatograms (EICs) were used for quantifica-
tion purposes in order to improve the precision of quantitative
analysis.

The limit of detection (LOD) was calculated according to the
Long & Winefordner criterion [22]. Limit of quantification (LOQ)
of the method was defined as 10/3 times LOD. Precision was
assessed as the percentage relative standard deviation (% RSD) of
both repeatability within-day (n=6) and between-day (n=5) for
all compounds in a pool of 10-fold diluted urine spiked with a
pteridine standard mixture at a concentration range within the
calibration range.

2.6. Determination of creatinine

CREA was determined in urine samples with a Kkinetic-
photometric method based on the Jaffe reaction [23]. It was
treated with an alkaline picrate solution to yield a bright
orange-red complex which was determined photometrically at
510 nm. The formation rate of the complex measured through the
increase of absorbance in a prefixed interval of time was propor-
tional to the concentration of CREA in the sample [24-26].

The reagent used to determine CREA in urine consisted on
25 mM of picric acid prepared in 300 mM phosphate buffer (pH
12.1)and 2 g L~ ! SDS (to avoid protein precipitation). To conduct
the kinetic-photometric method, 2 mL of picric acid solution was
transferred to the photometric cell which was thermostated at
37 °C. Then, 200 pL of 10-fold diluted urine was added and then,
the evolution of the absorbance with time at 510 nm was scanned
during 2 minutes. The reaction rate was measured as the tangent
in the linear part of the kinetic curve between 0.3 and 1.5 min.
Each sample was assayed in triplicate.

3. Results and discussion
3.1. Method development

3.1.1. Optimization of the LC separation

A pteridines mixture in urine 10-fold diluted was employed to
realize the optimization of the LC separation method. During this
study, acetonitrile and methanol were evaluated as organic
modifiers of the mobile phase, as well as the volatile additives
formic acid and ammonium formate. The best chromatographic
peak shapes and signal-to-noise (S/N) ratios of the analytes were
obtained by the use of water/acetonitrile mixture with 0.1%
formic acid.

A gradient elution was necessary because of the wide capacity
factor’s range of the pteridines in study. Firstly, the initial
percentage of acetonitrile in the mobile phase A was evaluated
in order to optimize the separation of the early eluting pteridines.
In Fig. 2, the separation of the isomers NEO and MON at different
water/acetonitrile percentage is shown. As it can be observed, an
initial percentage of acetonitrile of 5% results in strong over-
lapping of both isomers preventing its quantification. However,
when the mobile phase contained 2% of acetonitrile, both peaks
are well resolved. Therefore, an initial water (with 0.1% of formic
acid)/acetonitrile ratio of 98/2 (v/v) (mobile phase A) was selected
as adequate to resolve the most polar pteridines. Then, different
elution gradients, using increasing percentages of acetonitrile
with 0.1% formic acid (mobile phase B), were tested in order to
resolve the less polar pteridines and to achieve the separation of
PT6C from an unknown interference with the same m/z, which
was the more restricting parameter to shorten the chromato-
graphic time. Finally, the gradient that provided the best separa-
tion and the greater baseline stability was as follows: 100% of
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Fig. 2. Chromatograms obtained from isomers NEO and MON mixture using water
with 0.1% formic acid and 5% acetonitrile (A) and water with 0.1% formic acid and
2% acetonitrile (B) in isocratic mode.

mobile phase A during 8 min followed by a linear gradient to 80%
A in 8 min and then constant for another 4 min. A 10 min of post-
run time back to the initial mobile phase composition was used
after each analysis. Fig. 3 shows the total ion chromatogram (TIC)
(including the gradient mode optimized) and the EICs obtained
from the analysis of a pteridines mixture in urine 10-fold diluted.
As it can be observed, good resolution was achieved for both
isomeric pteridines NEO-MON and XAN-ISO with the same m/z.

3.1.2. MS optimization

Flow injection analysis (FIA) of individual standard solutions at
a concentration of 300 ng mL~! was performed to optimize the
main instrumental parameters (fragmentor and capillary voltage,
nebulizer pressure, nitrogen flow rate and temperature) in ESI
positive mode. Fragmentor voltage was optimized in the first
place and mass spectra obtained in the full scan mode at different
fragmentor voltages were investigated. Both positive and negative
ionization modes were investigated in order to obtain the highest
sensitivity for the analytes. The voltage value was studied in the
range of 50 V-325 V. The results showed that the base peak (the
highest ion peak in the mass spectrum, which can be selected as
the target ions of the analytes) in the mass spectra was the
protonated molecular ion, [M+H]™*. Fragmentor voltages of 150 V
and higher led to extensive fragmentation even of the reference
masses. The relative intensities of the protonated molecular ion of
PT, 6HMPT and PT6C increased up to 75V and decreased for
higher voltages. However, the rest of analytes showed the highest
abundance of the base peak with a fragmentor voltage of 100 V.
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Fig. 3. TIC and EICs obtained from the analysis of pteridines and hydropteridines mixture in urine (10-fold diluted) with the optimized separation method.

A compromise value of 100 V was chosen for further experiments.
The other instrumental parameters: drying gas flow rate, nebuli-
zer pressure, capillary voltage and gas temperature, were eval-
uated in the SIM mode and optimized to obtain the highest
intensity of the protonated molecular ion. Finally and in terms of
sensitivity, the instrumental variables were set as follows: nebu-
lizer pressure: 40 psig; drying gas: 10 L/min; gas temperature:
300 °C; capillary voltage: 4000 V; fragmentor voltage: 100 V.

3.2. Matrix effect

One significant drawback, especially when using electrospray
ionization, is that the presence of matrix components may affect
the ionization of the target analytes producing an ion formation
suppression effect [27]. In these cases, the precision and accuracy
of the method should be assessed using biofluids from different
sources (subjects) [28]. To evaluate the extension of this effect, a
pool of urine from different individuals at different dilution
factors (5, 10, 20 and 50) was spiked with the standard mixture
of pteridines at five different levels in triplicate and analyzed. A
comparison between the slopes of calibration curves in water and
in presence of urine for each analyte, was accomplished by
applying the F and t statistical tests [29]. The F-test does not
indicate significant differences, but the t-test shows tcy > tiap for
all analytes at the 95% confidence level, indicating that the
calibration slopes were not comparables and matrix effect was
present. The results obtained for the different dilutions are

Table 1
Retention times and matrix effects in the analysis of pteridines in urine at
different dilution factors.

Compound tg Calibration curve in water % Matrix effect?

(min)
Dilution factor
Slope + SD Sy« R* 5 10 20 50
(mLng™")
NEO 59 0.0261+0.0008 0.0811 0.994 —65 —44 —40 —15

NH2 6.0 0.0179+0.0006 0.0657 0992 —-57 —40 —-35 -5
MON 6.9 0.0230+0.0007 0.0730 0994 -79 —-33 -28 —-14
XAN 94 0.0170+£0.0003 0.0742 0992 -67 —-44 nd nd
BH2 9.9 0.0173+0.0006 0.0600 0993 —44 -31 —14 6
BIO 10.7 0.0269 +0.0009 0.0913 0.993 —-63 —-23 —-14 -12
PT 11.7 0.0320+0.0010 0.103 0994 -79 —-15 —-10 -2
6HMPT 12.3  0.0235+0.0008 0.0820 0993 —-66 —14 —-10 -4
ISO 13.8 0.0118 +£0.0005 0.0492 0.990 -76 —-22 —-13 -3
PT6C 18.1 0.0472+0.0018 0.177 0993 -71 —-20 —-15 -8

Note: nd = not detected; each calibration curve comprises five concentration
levels in triplicate (20-200ngmL~! for all pteridinas except XAN: 40-
400 ng mL~ ).

2 % Matrix effect =100 x (urine/water slope ratio) - 100.
bS,x = Standard error of the estimate.

summarized in Table 1. Signal suppression was observed for
all analytes in all urine samples evaluated. Although a softer
matrix effect was found when 20-fold dilution of urine and higher
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Table 2

Analytical parameters for the analysis of pteridines in presence of urine (dilution factor: 10) by the HPLC-ESI-MS proposed method.

Woman (51)? Man (51)* Man (50)* Woman (33)? Woman (32)? Woman (22)? Woman (17)?
NEO Slope ( x 10?) (mL ng~") 1.38 + 0.04 1.95 + 0.07 2.14+0.07 1.38 +0.03 2.20 + 0.03 1.87 +0.03 1.48 + 0.04
Intercept ( x 10?) 409 +2.2 66.0+3.3 45.0+2.9 45.1+1.5 36.6+1.8 67.8+1.6 70.8 +2.1
Sy/xP 0.0537 0.0813 0.0698 0.0395 0.0492 0.0431 0.0491
LOD/LOQ? (ng mL~1) 6.89/22.9 7.75/25.8 5.74/19.1 5.03/16.7 3.06/10.2 4.24/14.1 7.92/26.4
NH2 Slope ( x 10%) (mLng~") 1.56 + 0.04 1.3340.05 2.00 + 0.08 1.81+0.05 2.45 +0.08 1.45 + 0.06 1.2140.05
Intercept ( x 10%) 2422420 238.1+2.6 2469+3.6 3959+26 183.1 +£6.2 268.6 +2.8 2448+ 04
Sy/xb 0.0544 0.0677 0.0695 0.0710 0.1261 0.0700 0.0739
LOD¢/LOQ? (ng mL~?) 14.5/48.3 24.5/81.6 19.0/63.3 22.4/74.6 14.1/46.9 27.3/90.9 33.1/110
MON Slope ( x 10%) (mLng~") 1.10+ 0.04 1.84 +0.05 1.78 +0.05 9.40 + 0.02 1.79 4 0.03 1.63 + 0.03 1.35 + 0.05
Intercept ( x 10%)
Sy/xb 0.0434 0.0607 0.0511 0.0247 0.0313 0.0329 0.0635
LOD/LOQ? (ng mL~1) 6.22/20.7 4.72/15.7 4.15/13.8 3.70/12.3 2.88/9.6 2.91/9.7 6.28/20.9
XAN Slope ( x 10%) (mLng~") 2.16 + 0.08 1.09 + 0.03 2.19+0.13 1.38 +0.06 1.91+0.08 1.68 + 0.02 1.60 + 0.06
Intercept ( x 10%)
Sy/xb 0.1581 0.0662 0.3999 0.1184 0.1485 0.0405 0.1823
LOD/LOQ? (ng mL~") 32.3/108 24.9/82.9 49.9/166 37.7/125 34.0/113 10.5/35.0 31.2/104
BH2 Slope ( x 10%) (mLng~") 2.61+0.11 2.00 + 0.07 2.07 + 0.06 3.18+0.15 4.00+0.16 1.84 4+ 0.05 1.95 + 0.09
Intercept ( x 10%) 280.1+5.8 101.8+1.9 97.2+3.1 589.8+7.6 338.1+14.4 1712 +1.8 645.7 + 6.1
Sy/xb 0.1605 0.0344 0.0787 0.2071 0.2915 0.0424 0.0915
LOD/LOQ? (ng mL~1) 20.9/69.6 7.37/21.4 9.75/32.5 31.3/104.2 20.03/66.7 9.05/30.1 55.5/184.8
BIO Slope ( x 10%) (mLng~") 2.03 +0.04 2.92+0.11 2.44 +0.08 1.69 + 0.07 2.56 + 0.04 2.26 +0.07 1.91 + 0.06
Intercept ( x 10%) 29.1+1.9 80.9+4.5 216+34 423 +33 279+21 35.8+2.6 61.1+2.9
Sy/xb 0.0469 0.1084 0.0674 0.0804 0.0439 0.0698 0.0747
LOD/LOQY (ng mL~1) 3.42/11.4 7.2/24.0 4.87/16.2 7.16/23.8 2.48/8.26 4.64/15.5 6.95/23.1
PT Slope ( x 10%) (mLng~") 1.95 + 0.03 3.70 + 0.08 2.43 +0.09 1.69 + 0.05 3.49 + 0.04 3.18 +0.04 2.12+0.05
Intercept ( x 10?) 35.6+2.0 253+ 1.1 18.9+2.3 26.6+2.0 308+ 1.8
Sy/xb 0.0245 0.0867 0.0212 0.0630 0.0387 0.0559 0.0430
LOD/LOQ? (ng mL~1) 3.88/12.9 3.49/11.6 2.34/7.79 2.63/8.76 1.70/5.66 2.20/7.33 3.13/10.4
6HMPT Slope ( x 10?) (mLng~") 1.91+0.05 1.83 +0.04 2.45 + 0.09 1.79 4 0.06 2.49 + 0.06 2.15 +0.07 1.42 + 0.06
Intercept ( x 10%)
Sy/x® 0.0648 0.0413 0.0928 0.0614 0.0674 0.0816 0.0593
LOD/LOQY (ng mL~1) 5.23/17.4 3.31/11.0 5.46/18.2 4.94/16.5 3.82/12.7 5.49/18.3 6.59/21.9
IS0 Slope ( x 10%) (mLng~") 1.89 + 0.05 1.19+0.03 1.01 +0.02 1.83 +0.04 1.55 + 0.03 1.01 +0.02 0.10 +0.02
Intercept ( x 102) 578 +2.59 3.00 +0.92 104+1.9 10.1+038 151 +0.9
Sy/x® 0.0662 0.0219 0.0183 0.0511 0.0376 0.0150 0.0243
LOD/LOQ? (ng mL~ 1) 4.06/13.5 2.82/9.39 2.88/9.59 337/11.2 3.42/11.4 2.76/9.19 3.27/10.9
PT6C Slope (x10%) (mLng~!)  2.90 + 0.06 1.16 + 0.05 176 +0.04  2.99 + 0.08 3.61 + 0.04 3.47 +0.05 3.27 +0.05
Intercept ( x 10%)
Sy/xb 0.0799 0.0481 0.0330 0.0395 0.0537 0.0521 0.0449
LOD/LOQ? (ng mL~ 1) 3.94/13.1 4.20/14.0 2.85/9.50 4.13/13.8 2.19/7.29 2.32/7.73 1.68/5.59

Note: Calibration range: 10-100 ng mL~"! for all pteridinas except XAN (150-400 ng mL~"). Blank urines were also included in the calibration. Intercept values of the

calibration curve equal or below cero are shaded.
4 Age.
b Standard error of the estimate.

¢ Limit of detection according to the Long & Winefordner criterion (k=3) [24].

4L0Q = (10/3) LOD.

was employed, detectability of XAN was not assured in the
studied range (40-400ngmL~'). When a dilution factor of
5 was evaluated, a strong matrix effect was found for all
compounds ( > 44%). Therefore, a compromise dilution factor of
10 was selected in order to obtain the softest possible matrix
effect assuring the detectability of all compounds at values
reported in literature [6,11].

For the LS., at the concentration level optimized for the
method (25 ng mL™!), a signal suppression of 10% was found for
the selected dilution factor (n=10).

In general, the influence of the matrix effect is higher for the
less retained analytes probably due to their coelution with polar
compounds of urine.

3.3. Method validation

The method validation was carried out in terms of linearity,
precision and accuracy, limits of detection (LOD) and

quantification (LOQ). Calibration curves were prepared by spiking
seven urine samples at five different concentrations in triplicate,
in the range 0-100 ng mL~" for all pteridines except XAN which
was in the range 0-400 ng mL~! due to its lower sensitivity (see
Section 2.2.2.). After optimization of the MS parameters, MS
response of the LS. (6MPT) was firstly tested using 10-
100 ng mL~! solutions, as for the rest of the analytes. Considering
the MS response, a final concentration of L.S. of 25 ng mL~! was
considered to provide an optimum LS. response and pteridine/L.S.
peak area ratios of the EICs were used for quantification purposes.

Good linearity (R?> > 0.99) was observed for all pteridines in all
samples. Results of the least squares regression analysis and
detection and quantification limits for all urine samples are
summarized in Table 2. The lowest limit of detection was found
for PT (between 1.70 and 3.88 ng mL~ '), while the highest limit
was for XAN (between 10.5 and 49.9 ng mL~!) indicating a wide
range of sensitivity between the different analytes in the studied
urine samples. These limits are higher than those obtained by
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HPLC with fluorescence detection [7,16,30]. Nevertheless, the
omission of a previous oxidation step, plus the possibility of
determining dihydropteridines and pteridines in the same run,
makes MS an interesting alternative to fluorescence detection.

The precision study was made by using external and internal
standard methodology. As expected, repeatability improved when
the internal standard was employed. Results obtained are shown
in Table 3. Intra-day (n=6) and inter-day (n=>5) precision study
was realized for a standard mixture of pteridines in presence of
diluted urine (1:10) at a concentration level included in the
calibration range. The relative standard deviations (% RSD) ranged
from 1.9 to 9.2% in the intra-day injections and from 2.8 to 17% in
the inter-day precision study, when LS. was used.

Table 3
Precision of the HPLC-ESI-MS proposed method.

Compound Repeatability

Intra-day (n=6) Inter-day (n=5)

RSD? (%) RSDP (%) RSD? (%) RSD® (%)
NEO 4.6 2.7 12 2.8
NH2 10.5 9.2 26 17
MON 3.4 33 12 54
XAN 6.7 5.0 13 53
BH2 6.4 4.8 20 11
BIO 33 23 11 4.7
PT 3.7 2.5 17 12
6HMPT 2.9 2.5 9.5 9.1
ISO 5.0 1.9 7.3 4.6
PT6C 4.1 2.7 12 9.5
6MPT (I.S.) 2.8 - 11 -

@ Calculated using the pteridine peak areas of the EICs.
b Calculated using the pteridine/LS. peak area ratios of the EICs.

Table 4

The worst RSD values were those obtained for hydropteridines,
NH2 and BH2, in the inter-day assay. This behavior is probably
due to the aerial oxidation of the reduced forms. A significant
improvement in inter-day assay RSD values is observed for NEO
when LS. is used. These results demonstrate the precision of the
developed method and the potential of the proposed approach for
quantitative purposes.

3.4. Application to urine samples

The proposed method was applied to the analysis of seven
urine samples. In this study CREA has been included because
urinary CREA has to be used to normalize the ratio of excretion of
the studied biomarkers. The CREA of urine samples was analyzed
spectrophotometrically by applying the modified Jaffe method
(see Section 2.6.). Pteridines/CREA and NEO/BIO ratio values were
calculated employing the average value (n=3) obtained for
pteridines and CREA in each urine sample. Results obtained are
shown in Table 4. In all un-oxidized adult urines, the quantifiable
pteridines were NH2, NEO and BH2. BIO was quantified in all
samples except one, while PT was detected in all samples except
two. ISO was quantified only in two urine samples corresponding
to the youngest volunteers. XAN, MON, 6HMPT and PT6C were
not detected in the optimized conditions. In all cases, dihydrop-
teridinic forms were found in higher concentration than their
oxidized forms.

Values concerning the content of pteridines in urine can be
found in literature, primarily for NEO, BIO and NEO/BIO ratio, for
healthy people and for different pathological cases. Data pre-
sented in this manuscript have been obtained from urine samples
without prior pretreatment. Hence, the analysis of the hidropter-
idines and the oxidized pteridines separately is possible and the
values of NEO and BIO given correspond to the naturally excreted

Marker pteridines/creatinine and neopterin/biopterin ratios calculated in healthy human urine samples by the proposed HPLC-ESI-MS method.

Ratio values®

NEO/CREA NH2/CREA NEO1/CREA BH2/CREA BIO/CREA BIO;/CREA PT/CREA ISO/CREA NEO/BIO¢ NEO./BIO

Woman (51)° 0.111 0.576 0.687 0.424 0.058 0.482 0.106 <LOD 0.230 1.425
Man (51)° 0.074 0.389 0.462 0.118 0.065 0.183 <LOD <LOD 0.404 2.525
Man (50)° 0.161 0. 939 1.100 0.381 <LoQ — 0.124 <LOD — —

Woman (33)° 0.215 1.426 1.641 1.286 0.174 1.460 0.121 <LOD 0.147 1.124
Woman (32)° 0.123 0.550 0.673 0.663 0.086 0.749 <LOD <LOD 0.164 0.899
Woman (22)° 0.232 1.164 1.396 0.625 0.107 0.732 0.082 0.089 0.317 1.907
Woman (17)° 0.117 0.490 0.607 0.860 0.084 0.944 0.055 0.052 0.124 0.643

Note: NEOr = NEO+NH2; BIOr = BIO+BH2.

2 Calculated with the average value (n=3) obtained for pteridine and creatinine in each urine sample and expressed as mmol pteridine/mol CREA.

b Age.

Table 5

Values of NEO/CREA and NEO/BIO ratios in urine samples (mmol pteridine/mol CREA) reported in literature.

NEO/CREA NEO1/CREA NEO/BIO¢ NEOy/BIOy Treatment of urine Ref.
Pathological children urines ( < 10 years old) 0.29-1.08 — 0.32-0.83 — Unoxidized urine [7]
0.06-1.05 — — — [31]
Pathological adult urines ( > 25 years old) — 0.21 — 2.59 Pre-oxidation with I/I” [6]
Healthy children urines ( < 10 years old) 0.21 — 0.12 — Un-oxidized urine [7]
— 0.39 — 0.86 Pre-oxidation with I,/I” [16]
— 0.46 — 0.57 Pre-oxidation with KMnO4
Healthy adult urines ( > 25 years old) 0.094 — 0.12 — Un-oxidized urine [7]
— 0.20 — 0.98 Pre-oxidation with I,/I” [16]
— 0.21 — 0.45 Pre-oxidation with KMnO4
— 0.12 — 1.27 Pre-oxidation with I,/I" [6]
Healthy adult urines ( < 25 years old) 0.17 1.00 0.22 1.28 Un-oxidized urine Proposed method
Healthy adult urines ( > 25 years old) 0.14 0.91 0.24 1.49
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compounds in their oxidized forms. However, urine can be
previously oxidized and then, the total pteridines content (hydro-
pteridines plus pteridines) is determined and the values of NEOz
(NH2 + NEO) and BIOt (BH2 + BIO) are reported. These events
generate some confusion when consulting data concerning the
content of pteridines in biological fluids.

Pteridine/CREA ratios (expressed as mmol pteridine/mol CREA)
in underivatized and derivatized urine, reported in literature are
summarized in Table 5. In the direct analysis of urine samples, the
values of NEO/CREA ratios were 0.094 and 0.21 for healthy adults
and children respectively [7]; 0.29-1.08 [7] and 0.063-1.05 [31]
for pathological children; NEO/BIOr ratio values of 0.12 for
healthy adults and children and 0.32-0.83 for pathological chil-
dren were also reported [7].

Different reagents have been investigated for the oxidation of
urine samples and the reported pteridine levels vary slightly.
Thus, NEO1/CREA ratios of 0.12 and 0.21 and, NEO/BIOr ratios of
1.27 and 2.59 for healthy volunteers and cancer patients, respec-
tively, were reported using CE-LIF, previous oxidation with
LI~ [6].

NEO71/CREA ratios of 0.20 and 0.39 for healthy adults and
children for preoxidation using iodine/iodine, and 0.21 and 0.46
for healthy adults and children using permanganate were
described using HPLC [16]. NEO1/BIOy ratios of 0.98 and 0.86 for
healthy adults and children were obtained when iodine/iodine
pre-oxidation was employed and 0.45 and 0.57 for healthy adults
and children when permanganate was used [16].

Results summarized in Table 5 show mean values of the
proposed method of 0.14 and 0.17 for NEO/CREA ratio; 0.91 and
1.0 for NEO1/CREA ratio; 0.24 and 0.22 for NEO/BIOr ratio and
1.49 and 1.28 for NEO¢/BIO ratio, for healthy adults younger and
older than 25 years old, respectively. These values are comparable
to those reported in literature taking into account the aged and
sex diversity.

4. Conclusions

The determination of pteridines (disease markers) has become
highly important to establish their variation in pathological
states. The proposed method allows the simultaneous determina-
tion of marker pteridines in urine samples through a chromato-
graphic system with MS detection. MS instrumental parameters
were optimized and with the aim of minimizing sample handling,
standard addition calibration method was applied to diluted urine
samples without a previous sample pretreatment step. The results
obtained in the present work indicate that dihydropteridines are
the predominant forms in untreated urine of healthy adults. NEO/
CREA ratios, in un-oxidized urines of healthy volunteers, are
similar to those found in literature and lower than values
reported in pathological urine samples. Although NEO/CREA ratio
calculated by the proposed method is higher than those found by
pre-oxidation of urines, NEOt/BIOr ratios are similar to biblio-
graphic data. The main advantages of this method are its simpli-
city, the use of cheap disposable reagents and materials and the
small volume of organic solvent consumed, being the protocol
straightforward and environmentally friendly.
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Pteridinic derivatives are important biomolecules considered as biomarkers for several diseases,
especially in cancer and infectious pathologies. A new fluorimetric-HPLC method for the analysis of
nine pteridines in human serum has been reported. Two analytical columns composed by C18 porous
and fused core particles were assayed and the results compared. Fused core particle column allows us
adequate separation, in only one run and in 15 min. Acid precipitation step of the proteins and clean-up
process with an Isolute ENV+ (hydroxylated polystyrene-divinylbenzene copolymer) cartridge of the
serum samples have been optimized. Analytes were determined by fluorimetric detection, exciting at
272 nm and measuring the fluorescence emission at 410 nm for isoxanthopterin, at 465 nm for
xanthopterin, and at 445 nm for the analysis of the other pteridines. Detection limits between 0.07
and 0.61 ng mL~! were calculated according to Clayton criterium. Intraday precision varied from 1.2 to
5.3 and interday precision between 1.2 and 7.4, both expressed as RSD (%). External standard and
standard addition calibrations were compared in the analysis of serum samples. The pteridine amounts
in serum (expressed as ng mL~! + confidence interval) were 3.69 + 1.78; 1.35+0.24; 0.46 + 0.14;
0.54 +0.24; 0.84+0.55; 2.10+0.51 and 0.23+0.11 for XAN, NEO, MON, ISO, BIO and 6HMPT,
respectively, using the external standard method. Comparable results were obtained by the standard
addition method. It is noticeable that 7BIO was not detected in the healthy serum samples analyzed.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Pteridines are metabolites formed by a bicyclic pyrimidine-
pyrazine moiety that occurs in a wide range of living systems and
participate in relevant biological functions. Neopterin and its
derivatives are synthesized in vivo from guanosine triphosphate
(GTP) during the biosynthesis of 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4),
a co-factor of aromatic hydroxylation. BH4 represents the electron
donor in the hydroxylation of phenylalanine to tyrosine in the liver
and of tyrosine to L-dopa and tryptophan [1].

Also, it has been reported that the participation of neopterin in
response to cytokines released by T-lymphocytes and natural killer
cells makes this pteridine an indicator of activation of cell-
mediated immunity including release by infections associated
with activation of T-lymphocytes and natural killer cells, malig-
nancies, autoimmune diseases, rejection of transplanted organs,
and atherosclerosis [1,2]. Not only neopterin, but other pteridines
occur everywhere in proliferating cells of different organisms; they

Abbreviations: BH4, 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; BH2, 7,8-dihydrobiopterin; BIO,
6-biopterin; 7BIO, 7-biopterin; 6HMPT, 6-hydroximethylpterin; ISO, isoxanthop-
terin; MON, monapterin; NEO, neopterin; PT, pterin; PT6C, pterin-6-carboxylic
acid; XAN, xanthopterin

* Corresponding author. Tel.: +34 92 428 9376; fax: 434 92 427 4244.

E-mail address: nuncy@unex.es (A. Espinosa-Mansilla).
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0039-9140/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

seem to hold key positions in the metabolism of these cells [3],
and there are evidences that alterations in the normal amounts
of these metabolites in biologic fluids can be a consequence of
several disorders. In this sense, Kaufman, in 1963 [4] informed
of the importance of several pteridines in the cell metabolism of
higher mammals, and it has been reported that the stimulation
of T-lymphocytes in viral infections and malignant disorders
causes elevation of neopterin levels in serum and urine.

Despite the diversity of pteridines with wide implications in
diverse biochemistry routes of interest, the two of that have
aroused the greatest interest among researchers are neopterin
(NEO) and 6-biopterin (BIO) in both oxidized and reduced forms.
These pteridines are analyzed in the urine of all newborns for the
screening of BH4 deficiencies. Other pteridinic derivatives nor-
mally present in plasma, urine and other bodily fluids, such as
xanthopterin (XAN), isoxanthopterin (ISO), pterin (PT), pterin-6-
carboxylic acid (Pt6C), and 6,7-dimethylpterin also show changes
in its normal concentrations in some disease states and, all of
them have diagnostic value [5,6].

Hence, increased concentrations of NEO in human serum and
urine have been found during allograft rejection episodes and in
various malignant disorders, autoimmune diseases and viral
infections, including HIV typel [7-11]. On the other hand, a
recently published study on 105 healthy children using ELISA
methods established an average reference to NEO in serum of
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5.47-2.58 nmol/L and estimated as a cutoff value of 11 nmol/L [12].
In the mentioned paper the authors reported that the serum NEO
concentration is lower than cutoff value in healthy children after
neonatal period and it is independent of children's age or gender.
The cutoff value can be compared with the amount of NEO values
in different disorders and could be used as a diagnosis tool.

Also, increased NEO concentration in serum was observed in
children with viral gastroenteritis. When a cut off of 11.0 nmol L'
neopterin was applied, comparison yields 86.6% sensitivity and
94.3% specificity for the diagnosis of viral gastroenteritis in
pediatric patients [13].

Higher levels of BIO were found in autistic children in compar-
ison with a control group [14]. Changes in the levels of xanthop-
terin (XAN), BIO, pterin (PT) and 6-hydroxymethylpterin (6HMPT)
were found in some cancer patients [15,16]. 7-biopterin (7BIO) is
excreted by patients with carbinolaminedehydratase deficiency,
using 7BIO for the differential phenylketonury diagnostic [17]. An
increase in pterin-6-carboxylic acid (PT6C) and a decrease in ISO
were also reported in cancer patients [18].

In this way it is proposed that the diagnostic and course of the
remission of some diseases under different combination drug
therapies could be determined by analyzing marker compounds
in the serum or urine samples [19]. Hence, the determination of
these pteridines in biological fluids seems to be of clinical
relevance and it is important to establish a rapid, cheap and easy
method for their determination.

For individual analysis of a selected pteridine, the ELISA
method [12] has been widely used, but to analyze several
pteridines HPLC techniques must be used. Although HPLC with
fluorimetric detection has traditionally been the technique pro-
posed for these analyses [20], recently and for the first time a
HPLC-MS method has been proposed as a technique for the
analysis of ten pteridines in the same oxidation level that they
are excreted in urine [21]. Later, a HPLC-MS/MS method has also
been proposed for the analysis of six pteridines in urine [22]. Also,
the EC-LIF technique has been reported as an alternative techni-
que for urinary pteridine analysis [23].

The importance of the analysis of pteridines in urine samples is
well known [24,25], but the determination of these markers in
serum samples is a scarce topic of research. In the bibliography,
the determination of only one or two pteridines in serum or
plasma with HPLC fluorimetric detection [26,27] has been
described. However, sparing data are referred to for the analysis
of all pteridines present in the serum samples. It was found in only
a paper that determines seven pteridines in blood cell and plasma
using aerial oxidation and HPLC but it spends a lot of time on each
run. In the mentioned paper the last pteridine elutes in about
40 min [28]. No data about the application of EC in the analysis of
pteridine mixtures in serum samples have been reported.

The direct HPLC determination of pteridines in serum is
difficult compared with urine assays due, among other reasons,
to the lower amounts of these compounds in a more complex
matrix as serum. In this sense, the high protein contents, and the
high number of potentially interfering compounds, also make
the determination of these compounds [29] difficult. To eliminate
the proteins present in the serum samples, the most useful
method is to remove serum proteins by acid precipitation, but
the potential risk of removing unknown amounts of pteridines
together with the proteins has been reported [29]. However, other
investigators have compared the results obtained with acid-
deproteinized serum by HPLC with fluorimetric detection and
serum without deproteinization with the ELISA test and similar
results have been found [30,31]. To determine the total content of
pteridines, the sample must be oxidized in order to convert the
reduced pteridines (non-fluorescent) in oxidized forms (fluores-
cent). Biopterin analysis is difficult because the generation of the

fully oxidized form depends strongly on the oxidation conditions.
Different oxidation methods have been reported to convert BH4 in its
oxidized form; air oxidation [28], I/I~ alkaline or acid oxidation [26],
and strong potassium permanganate oxidation [32]. The most widely
used method of oxidizing the biological fluids sample is by adding I,/
[~ solution in an alkaline medium. In the mentioned conditions 7,8-
dihydrobiopterin (BH2) and 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4) give rise
to biopterin (BIO) [33] but the yield of BIO generated from BH4 also
depends on the oxidation time and temperature. The strong depen-
dence of the NEO/BIO ratio value, as a function of the oxidation period
using I,/I~ alkaline, has been previously reported [34]. Moreover, to
reduce the presence of interfering compounds a lot of purification
methods have been proposed by using different cartridges such as
exchange columns [26,35]. Recently, a review with notable informa-
tion about the pretreatment and determination of pteridines in
biological samples has been published [36].

In the present paper an HPLC method has been developed
using fluorimetric detection in order to obtain a significant serum
pteridine pattern. Eight pteridines can be analyzed in a total time
per run of 15 min. Two analytical columns composed of porous
particular and fused core C18 particles were assayed and the
results compared. Serum samples from volunteers aged between
25 and 50 years and without diagnosed pathologies were used to
apply the proposed method.

2. Materials and method
2.1. Instrumentation

The chromatographic studies were performed on an Agilent
Model 1260 Infinity LC high performance liquid chromatograph
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipped with an online
degasser (G1379A), quaternary pump (G1311A), manual six-way
injection valve (Rheodyne), column oven compartment (G1316A),
UV-visible diode array detector (G1315B) and rapid scan fluores-
cence spectrophotometer detector (G1321A). The OpenlLAB LC
ChemsStation software (Version A.01.04) was used for controlling
the instrument, data acquisition and data analysis. The chromato-
graphic studies and analytical separation were carried out on a
Zorbax-Eclipse XDB C18 (150 mm x 4.6 mm, 5.6 pm) and Poroshell
120 (150 mm x 3 mm, 2.7 pm) analytical columns. The columns
were purchased from Agilent. The column temperature was set at
22 °C. The mobile phase was 2 mmol L~! ammonium formate pH
7.1 in isocratic mode followed by a cleaning step with 100% ACN
during 3 min. A 10 min of post-run time back to the initial mobile
phase composition was used after each analysis. Mobile phases
were filtered through a 0.22 pm membrane nylon filter and
degassed by ultrasonication before use. The flow rate was set at
1.7 mL min~"! for Eclipse column and 0.4 mLmin~' for Poroshell
column. The injection volume was 20 pL for Zorbax-Eclipse column
and 10 pL for Poroshell column. As a consequence of the different
excitation and emission wavelengths of the pteridines, fluorescence
detector was programmed in multiemission mode, and each
chromatogram was recorded simultaneously measuring the emis-
sion at 410, 445 and 465 nm, exciting in all cases at 272 nm.

A CrisonMicropH 501 pHmeter (Barcelona, Spain) equipped
with a combined glass/satured calomel electrode was used for pH
measurements.

Calibration curves and analytical figures of merit were per-
formed by means of the ACOC program, developed in our research
group, in MatLab code [37].

2.2. Chemicals and reagents

Pterin-6-carboxylic acid (PT6C), xanthopterin (XAN), neopterin
(NEO), monapterin (MON), isoxanthopterin (ISO), pterin (PT),
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6-biopterin (BIO), 7-biopterin (7BIO) and 6-hydroximethylpterin
(6HMPT) were from Schircks Laboratory (Jona, Switzerland). HPLC-
grade acetonitrile (ACN), HPLC-grade methanol (MEOH), hydro-
chloric acid and tricloroacetic acid were purchased from Panreac
(Barcelona, Spain). Potassium iodide, iodine, formic acid and
sodium hydroxide (NaOH) were from Sigma (Sigma-Aldrich Quimica,
S.A., Madrid, Spain). Ammonium formate buffers were prepared by
dissolving ammonium formate from Sigma in ultrapure water and
fixing the pH with ammonia (Panreac). Ultrapure water was obtained
from a Milli-Q system (Waters Millipore, Milford, MA, USA).

Stock standard working mixture solution of the nine pteridines
(15-30 pg mL~ ') were prepared separately by exact weighting of
each pteridine and dissolution in alkaline medium with ultrapure
water and later neutralization with hydrochloric acid. These
solutions were stored at —18 °C in the dark, using individual vials
containing aliquots of the stock standard solution or serum
sample. Each aliquot was thawed only once and they were stable
for at least 3 weeks. A standard working mixture solution was
daily prepared by suitable dilution of the stock analyte solutions
with ultrapure water.

A pool of serum samples from twenty healthy volunteers (25-
50 years old and 80% women and 20% men) obtained from
members of the Research Group ANAYCO, UEX, was analyzed.

2.3. Calibration procedure

Calibration curves were performed with pteridine standard mix-
tures at five concentration levels as described in Table 1. Linearity was
evaluated in ultrapure water in the range 0.2-70ngmL~!. The
standards were prepared with an appropriate volume of stock
standard solution of each pteridine and made up to the mark with
the mobile phase. Three replicates of each concentration level were
analyzed and, all of them have been previously filtered through
0.22 pm nylon filter. Calibration curves were built by plotting the
peak area versus the standard concentration. The fluorescence excita-
tion wavelength was 272 nm for all the analytes, and the emission
wavelength was 410 nm for ISO, 465 nm for XAN and 445 nm for the
other pteridines.

Table 1
Analytical calibration parameters.

2.4. Analysis of pteridines in serum samples

An aliquot of 3 mL of fresh frozen sample serum was thawed
and centrifuged at 3000 rpm for 30 min and filtered through
0.22 pm nylon filters. Then, 0.75 mL of 3 mol L~ trichloroacetic
acid reagent and 0.40 mL of iodine solution (2%/4% 1,/I~) were
added, and the solution was mixed thoroughly and incubated for
1.0 h at room temperature in darkness. After this, the sample was
centrifuged at 3000 rpm (825g) for 30 min. 3.0 mL of the super-
natant liquid, neutralized with sodium hydroxide, was passed
through an ISOLUTE ENV + (hydroxylated polystyrene-divinylben-
zene copolymer) cartridge, previously conditioned with 5 mL of
methanol and 5 mL of ultrapure water. The elution of the retained
pteridines was carried out with 3.0 mL of acetonitrile:water, 80:20
(v:v). Finally, 1.0 mL of the eluate was evaporated to dryness with a
stream of N, at room temperature, and the residue was re-
dissolved with 0.5 mL of mobile phase. Spiked serum samples at
four different concentration levels: 0.0-4.2 ng mL~" for XAN; 0.0-
1.2ngmL~" for ISO and 0.0-3.0ngmL~! for the rest of the
analytes were analyzed with a solid-core Poroshell column. The
external calibration and standard addition methods were used to
calculate the concentrations of each pteridine in serum samples,
and peak areas were selected as analytical signal.

3. Results and discussions

3.1. Optimization of LC separation and comparison of columns
separation efficiency

With the aim to perform a simple, reliable and robust method
for the efficient separation and determination of the nine pter-
idinic compounds in the serum samples, two reversed phase
columns with different size and surface particles were tested.
The columns used were: Zorbax-Eclipse XDB C18 (150 mm x
4.6 mm, 5.6 pm) and Poroshell 120 (150 mm x 3 mm, 2.7 pm).
Some important parameters that influence the chromatographic

Analyte tg + SD? Linear range Slope + SD*? Determination Linearity LOD" LOQ"
(min) (ng mL~1) coefficient, R? (%) (ngmL~1) (ng mL~1)
Porous Zorbax Eclipse column
PT6C 1.26 (+0.01) 1.0-6.0 242 (+04) 0.9974 98 0.31 1.03
XAN 2.09 (+0.04) 2.0-12.0 219 (+0.3) 0.9988 99 0.47 1.57
NEO 2.59 (+0.01) 1.0-6.0 353 (+0.6) 0.9973 98 0.32 1.07
MON 3.67 (+0.02) 1.0-6.0 44,6 (+0.6) 0.9986 99 0.23 0.77
ISO 4.48 (+0.08) 1.5-8.5 39.6 (+0.6) 0.9901 97 0.88 293
PT 6.76 ( +0.05) 2.0-12.0 547 (+£0.7) 0.9989 99 0.43 143
BIO 7.07 (+0.05) 1.0-6.0 304 (+0.7) 0.9961 98 0.38 1.27
7BIO 7.65 (+0.05) 1.0-6.0 20.2 (+0.5) 0.9964 98 0.34 113
G6HMPT 8.66 ( +0.06) 1.0-6.0 20.9 (£0.5) 0.9948 97 0.44 1.47
Fused core Poroshell column
PT6C 3.07 (+0.02) 0.5-5.0 1179 (+1.1) 0.9994 99 0.076 0.25
XAN 3.84 (+0.10) 0.7-7.0 61.8 (+2.0) 0.9921 97 0.37 1.23
NEO 4.31( +0.05) 0.5-5.0 138.7 (+0.8) 0.9989 99 0.065 0.21
MON 5.98 (+0.08) 0.4-4.0 1815 (+1.2) 0.9996 99 0.044 0.15
ISO 7.34 (+0.22) 0.2-3.0 4473 (+7.8) 0.9951 98 0.059 0.15
PT 10.75 (+0.17) 0.6-6.0 76.6 (+1.0) 0.9986 99 0.13 0.43
BIO 11.74 ( + 0.20) 0.5-5.0 99.8 (+1.7) 0.9977 98 0.14 0.47
7BIO 12.56 (+0.22) 0.5-5.0 88.9 (+0.8) 0.9991 99 0.076 0.25
6HMPT 13.70 (+0.23) 0.5-5.0 152.7 (+2.0) 0.9987 99 0.11 0.36

@ Standard deviation, SD (n=15).

P Limit of detection, LOD according to Long and Winefornerd criterium [38]; a=/3=0.05.

¢ Limit of quantification, LOQ.

Analytical signal: peak area obtained at Aex_272 nm and Ae,, =410, 465 and 445 nm for ISO, XAN and all other pteridines, respectively; concentration expressed as

ngmL~".
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Fig. 1. Influence of the mobile phase acidity in the chromatographic separation of
pteridines. pH 6.5 (A), pH 7.1(B) and pH 7.5 (C). (1) PT6C; (2) XAN; (3) NEO;

(4) MON; (5) ISO; (6) PT; (7) BIO; (8) 7-BIO; and (9) 6HMPT. Conditions: Zorbax
Eclipse column, flow: 1.0 mL min~ !, Aex/4em=272 nm/445 nm.

separation, such as the mobile phase composition or the flow rate,
were assayed with each column.

The pH of the mobile phase has been widely studied because it
is a fundamental variable in pteridinic separation. Several mobile
phases composed of mixtures of aqueous solutions of formic acid
and ammonium formate buffers at different pH values, were tested
in both the selected columns. Retention times and resolution
values were strongly affected by the acidity of the mobile phase.
In both columns, an increase in the pH of the mobile phase gives
rise to a diminishing of the retention time.

In Fig. 1 the chromatograms obtained with the column Zorbax-
Eclipse at three pH values are plotted. At pH 6.5, XAN and NEO
peaks appear overlapped, but when pH increases, the capacity
factor for XAN decreases and this fact allows us an adequate
resolution between these analytes at higher pH values. On the
other hand, ISO is drastically affected by the pH and at pH 7.5 an
overlap peak with MON can be observed. pH 7.1 provides adequate
resolution of the most polar pteridines but a poor resolution
between PT and BIO was observed. With this column, the flow
rate was also optimized and 1.7 mL min~! was the flow rate fixed
for the next studies.

A

Fluorcscence units

Time (min)

Fluorescence units

Time (min)

Fig. 2. Chromatograms at pH 7.1 obtained using: Zorbax Eclipse porous C18 column
(flow rate: 1.7mLmin~') (A) and Poroshell fused core column (flow rate:
0.4 mLmin~") (B). (1) PT6C; (2) XAN; (3) NEO; (4) MON; (5) ISO; (6) PT; (7) BIO;
(8) 7-BIO; and (9) 6HMPT, Conditions: lex/lem=272 nm/445 nm.

The influence of pH was also carried out with a Poroshell 120
column, and similar behavior of the pteridines was confirmed. It is
important to emphasize that in this case and using a mobile phase
of pH 7.1, the resolution between PT and BIO was improved. The
optimized flow rate for this column was 0.4 mL min~'.

Thus, a mobile phase composed of 2 mM ammonium formate
solution at pH 7.1 was selected as optimum, and the elution was in
isocratic mode with both columns.

Representative chromatograms obtained in the optimized con-
dition with both columns are shown in Fig. 2. As can be seen, the
resolution for PT and BIO was improved using a fused-core Poro-
shell C18 column.

3.2. Analytical characteristics of the HPLC-FSLD method for standard
samples

The linearity of the method was performed by preparing
standard mixtures with different concentrations depending on
the column used. For the porous C18 column, the concentrations
ranged between 2.0 and 12.0 ng mL~! for XAN and PT, between
1.5 and 8.5 ng mL~ !for ISO, and between 1.0 and 6.0 ng mL~! for
the rest of the pteridines. As regards the Poroshell column, the
linear range was from 0.7 to 7.0ng mL~' for XAN, from 0.4 to
4.0 ng mL~ 'for MON, from 0.2 to 2.0 ng mL~ for ISO, from 0.6 to
6.0 ng mL~ 'for PT and from 0.5 to 5.0 for the other five pteridines.
Emission wavelengths of 410 nm for ISO, 465 nm for XAN and
445 nm for the other pteridines were used. In all cases, the
excitation wavelength was maintained at 272 nm. The standard
mixtures were injected by triplicate.
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The statistical calibration parameters obtained with both columns
are shown in Table 1. Limits of detection (LODs) and quantification
(LOQs) were calculated according to Long et al. [38]. Good linearity
(R? > 0.99) was observed for all pteridines in both columns. Limits of
detection are similar for all the compounds but as can be observed,
better LODs were obtained using Poroshell column for the majority of
the pteridines. These LODs were between 0.23 ng mL~! for MON and
088ngmL~! for ISO in porous C18 column, and between
0.07 ngmL~! for MON and 0.61 ngmL~"' for XAN in the case of
Poroshell column.

3.3. Application to serum samples

Taking into account the low levels of the pteridines in the serum
samples, we opted to use the Poroshell column to analyze this type of
samples as the LODs found with this column are more favorable.
Another aspect that we considered for using this column was that
this column allows a separation to baseline of BIO, and taking into
account the importance of this pteridine as biomarker analysis, we
prefer this column although the run time was slightly higher.

Serum samples were prepared as described in Section 2.4. The
first stage consists of the precipitation of the proteins with
trichloroacetic acid and the oxidation of the non-fluorescent
dihydropteridines and tetrahydropteridines to generate fluores-
cent pteridines. In our case, we carried out this stage using I/~ as
oxidative reagent, following the previous procedures [33]. In
general, this treatment proved to be efficient if the analysis was
carried out using the porous particle C18 column using particles of
5.6 pm. However, this treatment was not sufficient when the
separation was carried out with a superficially porous microparti-
culate column packing; probably due to the strongly retained
compounds of the serum with the subsequent blockage of the
superficial particles which affect the efficiency of the column.

Exhaustive cleaning-up stages to carry out the determination of
pteridines in the serum are necessary due to the complexity of the
serum matrix. Thus, a clean-up stage of the oxidized serum
samples with solid phase extraction was considered as a solution
to this problem. In this sense, better results were obtained when
ISOLUTE ENV+ (hydroxylated polystyrene-divinylbenzene copo-
lymer) cartridges were used. Several elution mixtures composed of
methanol-water and acetonitrile-water in the range of 20-80% to
100% of organic solvent, were assayed. Appropriate recovery
values were obtained for 80-20 to 50-50, v/v using acetonitrile
as organic solvent and, for lower amounts of acetonitrile, the
recovery values notably decrease. An 80-20 (v/v) acetonitrile-
water was finally selected as adequate composition for the elution
of the pteridines retained in the cartridge. In these conditions, the
recovery values were between 99 and 80% (3.4 to 8.6% as RSD).

Chromatograms of a fortified serum sample, once oxidation
and clean-up procedure have been carried out, at Aex 272 nm and
emission at 410, 445 and 465 nm are shown in Fig.3. A high
increment in the ISO peak (5) at 410 nm and the XAN peak (2) at
465 nm can be observed, so these wavelengths were used for the
determination of these pteridines in the serum samples.

In Fig. 4, the chromatograms obtained for an unspiked and
spiked serum samples using a fused-core Poroshell column are
shown. We can observe that in the optimized conditions and in
the presence of the serum, all the analytes, except PT6C, can be
measured. PT6C is eluted with the solvent front jointly with other
compounds, and this gives rise to an undefined signal.

Once the pretreatment of the serum samples has been opti-
mized, chromatographic parameters such as column resolution
(R), capacity factor (k') and theoretical plate number (N) were
calculated using retention times and middle width of the peaks of
a spiked serum sample with the objective of evaluating these
parameters in the presence of the components serum. These
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Fig. 3. Chromatograms of a fortified serum at Zex/lem=272 nm/410 nm (A),
Jex/Aem=272 nm/445 nm (B) and Aex/Aem=272 nm/465 nm. Conditions: Poroshell
column, flow rate: 0.4 mL min~'.
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Fig. 4. Chromatograms of an oxidized serum sample (black dashed line) and a fortified
oxidized serum sample (red solid line). Amount added in fortification serum: 3 ng mL~!
of PT6C, NEO, BIO, 7-BIO and 6HMPT; 4.2 ng mL~! of XAN; 24ngmL~! of MON;
12ngmL~" of ISO and 3.5ng mL~"! of PT. Conditions: Poroshell column, flow rate:
0.4 mL min~", Aex/dem=272 nm/445 nm. (For interpretation of the references to color in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

values are summarized in Table 2, and it can be observed that k’
values between 1.71 (for XAN, the pteridine less retained) and 9.02
(for 6HMPT the last eluted) have been obtained. Resolution values
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Table 2

Chromatographic parameters for a spiked serum sample, using fused-core Poroshell and Zorbax Eclipse columns.

tg (min) + SD W2 (min) + SD k' +SD N+SD Rs+SD
Fused core Poroshell column
tm=1.34+0.01 min
XAN 3.63 +0.02 0.21 + 0.02 171+ 0.02 1609 + 246 6.97 + 0.33
NEO 4.23 +0.02 0.16 + 0.01 2.17 £ 0.02 3682 + 360 1.87 +0.07
MON 5.83+£0.03 0.21 +0.01 3.36+£0.03 4347 + 476 4.99 +0.28
ISO 6.79 + 0.05 0.20 +0.01 4.08 + 0.05 6153 +214 2.74 4+ 0.09
PT 10.50 + 0.05 0.33 +£0.01 6.85+0.05 545 + 184 8.04 +0.11
BIO 11.48 +0.05 0.36 +£0.01 7.58 +£0.05 5401 +435 1.64 +0.03
7BIO 12.32 £ 0.05 0.36 +£0.01 8.21 £ 0.05 6435 + 354 1.36 + 0.04
6HMPT 13.40 + 0.06 0.39 +0.01 9.02 +0.06 6523 + 440 1.68 + 0.04
tg (min) + SD Wy (min) + SD k' + SD N+SD Rs+ SD
Zorbax Eclipse Column
t»=0.68 + 0.01 min
XAN 2.19+0.05 0.10 + 0.01 2.21+0.079 2597 £519 5.87 +£0.68
NEO 2.634+0.02 0.11 +0.01 2.86 +0.02 8111 + 2343 242 +0.24
MON 3.70 £0.02 0.13 + 0.01 4.42 +0.04 3961 + 158 5.01 +0.09
I1SO 4.06 +0.03 0.15 + 0.01 4.96 + 0.05 3854 + 80 1.48 + 0.05
PT 6.41 + 0.05 0.16 + 0.01 8.39 +0.09 8275 +297 8.57 +0.16
BIO 6.64 +0.06 0.17 £ 0.01 8.73 +0.10 7950 + 228 0.79 +£0.03
7BIO 7.03 +£0.06 0.16 + 0.01 930+0.12 10,350 + 1015 1.34 +0.04
6HMPT 7.69 £+ 0.07 0.21 +0.01 10.27 £0.12 6836 + 486 2.02 +£0.08

SD: Standard deviation (n=5); tg: retention time; wy,: middle width peak; k': capacity factor; N: Theoretical plates numbers; R;: resolution value

have been calculated with respect to the previous peak eluted and
values between 1.36 and 8.04 were obtained. With respect to the
efficacy of the column, the poorest efficacy was obtained for XAN
and the best for 6HMPT.

Precision of the chromatography separation has been evaluated
by injection serum samples spiked with a standard mixture of
pteridines containing 4.2 ng mL~! of XAN; 2.4 ng mL~'of MON;
1.2 ng mL~ 'of ISO, 3.5 ng mL~ 'of PT and 3.0 ng mL~'of the other
pteridines concentration level included in the calibration range.
Repeatability was evaluated analyzing the spiked serum samples,
on the same day (intraday precision, n=6) and on consecutive
days (interday precision, n=5). Intraday and interday precision,
expressed as relative standard deviation (RSD) are between 0.72
and 5.3%, and between 1.2 and 12%, respectively.

3.4. Matrix effect

It is important to study the influence of the components present
in the biological fluids, because the possible co-elution of these
compounds may be the cause of the matrix effects. For this reason,
and with the objective of evaluating the extension of this effect, a
comparison of the slopes between external calibration curve in
ultrapure water and standard addition curve from a serum sample
was carried out by applying the t and F statistical tests with ACOC
program, at 95% of confidence level. Statistical tests indicate that the
calibration slopes for all pteridines, except for MON, were compar-
able. For MON, a sparing matrix suppression effect was observed.

Both external standard and standard addition methods were
applied in the analysis of volunteer serum samples.

3.5. Serum samples analysis

Unfortified and fortified serum samples of healthy persons were
analyzed using external standard and standard addition methods.
The serum samples were treated as indicated in Section 2.4, and the
obtained results for each pteridine and for both calibrations are
summarized in Table 3. It is noticeable that 7BIO was not detected in
any of the serum samples analyzed. P values were calculated and no
statistical difference was found for 95% (P> 0.05). Confidence
interval for each pteridine was also included.

Table 3
Amounts of pteridines in the serum sample using the proposed HPLC method
fused-core Poroshell column.

Analito Standard addition (n=5) External standard (n=10) P
value®
Amount Confidence Amount Confidence
(ng mL~1) interval® (ngmL™") interval®
XAN 3.69 +1.78 3.27 +0.40 0.360
NEO 135 +0.24 1.16 +0.11 0.060
MON 0.46 +0.14 0.36 +0.064 0.074
ISO 0.54 +0.24 0.50 +0.057 0.528
PT 0.84 +0.55 0.81 +0.079 0.812
BIO 2.10 +0.51 1.85 +0.086 0.063
7-BIO < LOD - < LOD - -
6HMPT 0.23 +0.11 0.15 +0.057 0.213

2 Calculated for =0.05;
b p value for comparison between standard addition and external standard
amounts. No statistical difference at 95% confidence level was found (P > 0.05).

The found results were compared with the data previously
reported in the bibliography (Table 4). Because of the disparity of
bibliographic units, in the mentioned table the reported contents
are expressed in nmol L~! for comparison, and in the original units
of the reference. As it can be observed, the data about the levels of
pteridines in the serum are very scarce. NEO is the pteridine that has
aroused the greatest interest among researchers, and the amount
found by us was 4.98 nmol L~ and this value can be considered as
similar to the one previously reported in healthy volunteers. On the
other hand, in only one paper [28] a similar number of pteridines to
the one we determined in this proposed method have been analyzed.
The differences found in the Andondonskaja-renz and Zeitler method
could be attributed to the treatment of the sample because an aerial
oxidation process was only applied. In addition, the samples ana-
lyzed were plasma, not serum.

4. Conclusions
The separation and determination of pteridines in serum samples

has been optimized using a chromatographic system coupled with
sensitive and fast scanning fluorescence detection. Two columns
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Analyte Sample Amounts (nmol L™1) Amount (expressed as Reference
in Reference)
NEO Healthy volunteers (serum) Idem [1]
Age 1-18 3.5-13.5
19-75 2.6-8.7
NEO Healthy children (serum) 2.87-14.78 Idem [12]
Mean: 5.47 + 2.58
Cut off: 11
NEO Healthy volunteers (serum) Idem [11]
Age <18 6.8 +3.6
19-75 53+27
NEO Healthy children (serum) 2.88-14.8 Idem [13]
Mean: 4.73
Viral gastroenteritis Children (serum) 6.03-171
Mean: 23.7
NEO Healthy adults (serum) 4.82 Idem [29]
BIOotal Healthy adults (plasma) 235+ 13 Idem [26]
BH4 148 + 1.6
NEO Healthy adults (serum, I,/I" oxidation) 218 552 pgL! [27]
BlOrotal 6.91 1.64
NEO Healthy adults (plasma, aerial oxidation) 8.26 2092 [28]
XAN 1.74 312
MON 0.17 42
ISO 0.70 126 pg mL™!
BIO 3.04 720
6HMPT 0.87 168
PT 6.78 1106
NEO Healthy adults (serum, I/I~ oxidation) 498 1.26 Proposed method*
XAN 19.43 349
MON 1.61 0.41
ISO 2.90 0.52 ngmL~!
BIO 8.30 197
6HMPT 0.98 0.19
PT 5.08 0.83
7BIO <LOD <LOD

2 Mean value calculated between those obtained by the external standard and standard addition methods.

were assayed and, due to the better resolution obtained between PT
and BIO peaks and, considering the notable importance as marker of
BIO in the biological fluids, the Poroshell column was selected. On the
other hand, not significant differences were found by external
standard and standard additions procedures in the levels of the
pteridines in the serum samples analyzed. This allows us the analysis
of all pteridines using the external standard method in only one run.
The proposed methods permit us to carry out, for the first time, the
determination of eight pteridines present in the serum, previously
oxidized by the established I,/I~ method, and to obtain the pattern of
these pteridines in the serum samples of healthy persons. In general,
the levels found for each pteridine are not very different from those
reported for other researches.
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Development of an HPLC-MS method for the
determination of natural pteridines in tomato
samples

Elisabet Martin-Tornero,*® David Gonzalez Gomez,® Isabel Duran-Meras?
and Anunciacion Espinosa-Mansilla®

In plants, reduced pteridines are folate biosynthesis intermediates, and the presence of these analytes in
biofortification processes is considered crucial. A simple liquid chromatography-mass spectrometry (LC-
ESI-MS) method has been optimized for the determination of natural pteridines in tomato samples. A
solid phase extraction (SPE) step using ISOLUTE ENV cartridges has been employed for cleaning up the
samples. Eleven pteridines have been assayed but only four of them have been detected and quantified
in tomatoes. The stability of the pteridines and hydropteridines in tomato extracts has been studied.
Validation parameters have been evaluated and good linearity (R*> > 0.99 in all cases) and precision
(interday relative standard deviation values were lower than 10%) were obtained. The amounts (as pug per
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DOI: 10.1039/c6ay01519k g of fresh sample) found of each pteridine were 0.019, 0.44, 0.043 and 0.087 for neopterin, 7,8-

www.rsc.org/methods dihydroneopterin, 6-hydroxymethylpterin and pterin-6-carboxylic acid, respectively.

described. One of these options is the over-expression of the
enzymes that are limiting steps in tetrahydrofolate biosyn-
thesis.® Other procedures to induce genetic modifications in

1. Introduction

Folates are involved in many critical pathways as a one-carbon

source, including DNA, RNA, and protein methylation, as well
as DNA synthesis."” Folate deficiency has been associated with
an increased risk of several diseases and disorders such as
megaloblastic anemia, spina bifida and anencephaly,** with
neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease,’
a high risk of cardiovascular diseases® and various types of
cancer.” Recently, a review about the effect of folates on health
has been published.?

Unlike plants, humans and other mammals are not able to
synthesize folates, and this deficiency must be supplemented
through the diet, and plant foodstuffs are the main source of
folates.”'® However, in some cases, the amount of folates in
vegetables is not enough to achieve the minimum daily
requirements,"* and different mechanisms have been proposed
to increase the folate intake such as: adding synthetic folic acid
to basic food (fortification); taking folic acid tablets (supple-
mentation); or through a promising alternative, increasing the
content of folates in plants by genetic engineering or
biofortification.****

Several potential strategies to enhance folate synthesis and
its accumulation in plants through biofortification have been
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plants, based on increasing the pteridine synthesis, which are
intermediates in biosynthesis of folate, have been recently re-
ported.*”* Pteridines are bicyclic compounds made up of
a pyrimidine and a pyrazine ring, that occur in a wide range of
living systems, including plants, where significant quantities of
these analytes have been found. Chemically, folate molecules
are composed of a pterin, a p-aminobenzoic acid (PABA) and
a glutamate chain. In plants, pteridines are synthesized in the
cytosol, PABA in the chloroplast and folates in the plant mito-
chondria, according to the pathways of Fig. 1.

plant mitochondria

folic acid
- ﬁ ?OOH
N;\AﬁNj/CHZ-NH —< :>—C —NH—C|)H
HZN)\\N N (THZ)Z
COOH
glutamate

pteridine

p-aminobenzoate

cytosol chloroplast

Fig. 1 Schematic pathway of folate biosynthesis in plants.
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Paper

A relevant research study*® shows the possibility of
increasing the amount of pteridines in tomatoes by genetic
engineering. In the mentioned paper, authors indicate that
pteridine synthesis capacity drops in ripe tomato fruit, and this
decline can be modified by the specific overexpression of GTP
cyclohydrolase I, the first enzyme of pteridine synthesis.
Although the levels of folate were significantly increased by the
above modifications, the levels of PABA and pteridines are still
high, which implies that other substances that inhibit the
synthesis of folate exist in transgenic vegetables. Therefore,
considering the future implementation of folate biofortification
in plant-based foods, we should take into account the accu-
mulation of these intermediates, and therefore it is relevant to
establish methods for their analysis."*

Research studies about the content of pteridines in vegetable
samples are very scarce. The lack of data of pteridine levels in
plants contrasts with the abundant information about the
presence of these compounds in animals and bacteria. The
occurrence and quantification of unconjugated pteridines in
food resources, such as beans, bananas and spinach, has been
reported, and characteristic pteridine patterns were observed in
each product.® Another study has shown that plants contain
small amounts of 7,8-dihydroneopterin (NH2) and 6-hydrox-
ymethyl-7,8-dihydropterin (6HMDHPT) (detected as their
oxidized forms), neopterin (NEO) and 6-hydroxymethylpterin
(6HMPT).”* Crude leaves extracted from transgenic crop lines
were analyzed by HPLC, and the total pteridinic compounds
were expressed as NEO.* These authors indicate that the levels
of pteridines in crude extracts of non-transgenic plants are very
low, but the concentration increases up to 1100-fold in trans-
genic plants.

It has been described that the pteridines, NEO, monapterin
(MON) and 6HMPT, as well as their potentially reduced forms
and unknown pteridine glycosides, are accumulated in toma-
toes.® Diaz de la Garza et al.*® proposed a fluorimetric HPLC
method for the analysis of pteridines and PABA in biofortified
tomatoes. This method is based on taking representative
segments of tomatoes and performing a pretreatment of the
samples, using liquid-liquid extraction followed by acid I,/I~
pre-oxidation, in order to transform the reduced forms into the
fluorescent oxidized pteridines. A scatter plot of the total pter-
idine level versus folate content shows that the maximal folate
concentration in plants was found at pteridine levels of about 25
nmol g~ of fresh weight. Higher pteridine concentrations do
not increase folate levels. A total pteridine content up to about
60 nmol g~ " was reported in transgenic tomatoes. Later, and
using the mentioned pre-oxidation step, pteridines were
analyzed in biofortified tomatoes, and the total pteridine
amount was expressed as 6HMPT, but the amounts of each
individual pteridine were not reported.” Also, in this paper the
authors indicated that the pericarp of velvet bean (a medicinal
legume) contains 470 nmol g * fresh weight of total pteridine,
which is 25 times higher than the pteridine content of trans-
genic tomatoes. Rodrigues et al. analyzed NEO, MON, 6HMPT
and pterin-6-carboxylic acid (PT6C) in spinach, beets and
tomatoes. The pteridine content in wild tomato cultivars, raw

spinach and raw red beets was on the order of 1 nmol g~ .
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In all the above-proposed methods, fluorimetric detection
has been used, and therefore, a pre-oxidation step of the sample
to generate the fluorescent forms from non-fluorescent hydro-
pteridines was necessary. MS detection allows the analysis of
the pteridines in their oxidation state and the pre-oxidation step
is avoided. This methodology has been explored in biological
samples, such as urine or serum.**

HPLC hyphenated with mass spectrometry is the most widely
applied methodology in the analysis of folates, because it allows
qualitative and quantitative information of folate derivatives in
a variety of foods and, recently, in tomatoes.>®> However, the
determination of pteridinic precursors in vegetables using LC-
MS methods has been sparingly carried out. LC-MS/MS has
been applied to determine pteridines in potatoes and in Arabi-
dopsis thaliana.*® Recently, a relevant paper about the degrada-
tion of pteridines in plants during sample preparation using
UHPLC-MS/MS has been published.”” In the above mentioned
paper the authors report that dihydropterins are subjected to
interconversion, on column, in source and auto oxidation, and
they are degraded into non-pterin products during boiling.
Later, Burton et al.*® established the pterinomic workflow for 15
pteridin derivatives in urine using HPLC-MS/MS revealing that
previous oxidative steps were inefficient. The elimination of the
preoxidation step in the analysis of pteridinic derivatives was
previously recommended by Canada et al.*® It is remarkable that
Burton et al. showed that 7,8-dihydroxanpthopterin exhibited
negligible in-source oxidation to xanthopterin. However data
about the potential oxidation of dihydroneopterin (NH2) are not
reported in this paper.

Therefore, the aim of this work was to develop a simple
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) method,
potentially useful for the determination of natural pteridines
present in different types of samples and, particularly, detecting
and determining those that exist in tomato samples. A non-
oxidation step is applied and we are able to determine each
pteridinic compound in its natural oxidation state. Due to the
controversy about the hydropteridine stability using MS detec-
tion, a study about the stability of the pteridinic reduced forms
in tomato samples has also been developed in this study.
Research has been focused on those pteridinic derivatives
present in tomatoes such as dihydroneopterin and a soft SPE
treatment has been carried out to prevent the natural oxidation
state of pteridinic compounds.

2. Experimental

2.1. Chemical reagents and solutions

NH2, NEO, 6HMPT, MON, PT6C, 6HMDHPT, biopterin (BIO),
pterin (PT), isoxanthopterin (ISO), xanthopterin (XAN), and 7,8-
dihydrobiopterin (BH2) were obtained from Schircks Labora-
tory (Jona, Switzerland). Dithiothreitol (DTT) and formic acid
were from Sigma (Sigma-Aldrich S.A., Madrid, Spain). HPLC-
grade acetonitrile (ACN) was purchased from Merck (Madrid,
Spain). Methanol and hydrochloric acid were from Scharlau
(Scharlau, Barcelona). Ultrapure water was obtained from
a Milli-Q system (Waters Millipore, Milford, MA, USA).
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Stock standard solutions of pteridines (15-30 pg mL ") were
prepared by exact weighing of each solid pteridine, dissolution
in ultrapure water by adding of 0.010 M sodium hydroxide up to
pH near 10.5, and neutralization with 0.010 M hydrochloric
acid. BH2 and NH2 standard solutions were prepared daily in
the same way as standard solutions of pteridines, but contain-
ing 0.1% DTT to minimize the spontaneous oxidation due to
environmental oxygen.> Exposure to direct sunlight was avoi-
ded. Pteridine standard solutions were stored at —18 °C and
they were stable for at least 3 weeks.

A standard working mixture solution containing 1.5 pg mL ™~
of each pteridine and hydropteridine was prepared by dilution
of the stock standard solutions with ultrapure water. Other
solutions were prepared via serial dilutions and they were used
in the generation of the calibration curves.

2.2. Instrumentation

The chromatographic studies were performed on an Agilent
1100 LC High Performance Liquid Chromatograph (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipped with an online
degasser, quaternary pump, autosampler Agilent 1290 infinity
thermostated at 5 °C, and an oven column compartment. The
ChemStation software (Agilent ChemStation for LC-MS system,
Rev.B.04.01) was used for controlling the instrument, data
acquisition and data analysis. Chromatographic separation was
achieved on an analytical column Zorbax Eclipse XDB-C18, 250~
4.6 mm and 5 pm particle size (Agilent Technologies). The
column temperature was set at 22 °C. Gradient mode was
applied. The flow rate was set at 0.6 mL min " and the injection
volume was 20 pL.

Detection was performed with an Agilent Technologies
single quadrupole mass spectrometer, model 6120, equipped
with an electro-spray interface (ESI) operated in the positive
ionization mode. Nitrogen was used as the nebulizer gas. Mass
spectrometer values of capillary voltage, nebulizer pressure,
nitrogen flow rate and temperature were adjusted to 4000 V, 40
psi, 10 mL min " and 300 °C, respectively. A fragmentor voltage
of 100 V was selected, since it provided the best sensitivity with
reference compounds. Single ion monitoring (SIM) was selected
as operation mode using the target ion [M + H]" for all the
studied compounds.

Calibration curves and analytical figures of merit were per-
formed by means of the ACOC program, developed by our
research group, in MatLab code.*®

2.3. Extraction of tomato samples

Red ripe stage tomatoes were bought in local supermarkets. On
the day of purchase and after washing, tomatoes were finely
triturated and frozen in liquid nitrogen prior to lyophilization.
The lyophilized tomatoes were stored at —18 °C until needed.
About one gram of lyophilized tomatoes was exactly weighed,
and pteridines were extracted two times, with 10 mL each time,
of the methanolic/water pH 12 (1/1, v/v) mixture alkalized with
sodium hydroxide. In each extraction, the sample was sonicated
for 15 minutes, and centrifuged at 3000 r.p.m. (10 minutes). The
supernatants were recombined, neutralized, filtered, and
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diluted to 25 mL with ultrapure water. The tomato extract was
stable for at least 10 days.

2.4. Purification of tomato extracts

Purification of samples was carried out by solid phase extraction
(SPE). Aliquots of 3.0 mL of the tomato extracts were passed
through an ISOLUTEENV+ (hydroxylated polystyrene-divinyl-
benzene copolymer) cartridge, previously conditioned with 5
mL of methanol and 5 mL of ultrapure water. The elution of the
retained pteridines was carried out with 3.0 mL of acetoni-
trile : water, 80:20 (v/v). Finally, 1.0 mL of the eluate was
evaporated to dryness by a nitrogen stream, and the residue was
re-dissolved with 1.0 mL of ultrapure water and filtered through
a 0.2 pm PTFE filter for LC-MS analysis.

2.5. Quantification of pteridines present in tomato samples

The standard addition method was used to calculate the
concentrations of each pteridine in tomato samples. Spiked
lyophilized tomato samples, at five different concentration
levels for each pteridine in the range between 30 and 200 ng
mL~", were prepared. Each sample was prepared by adding 800
uL of the tomato extract (or 200 pL in the case of the determi-
nation of NH2), into a vial containing variable volumes of
pteridine and hydropteridine standard working mixtures, and
diluting to 1 mL with ultrapure water. Peak areas of the
Extracted Ion Chromatogram (EIC) were used for the quantifi-
cation of all the assayed species.

2.6. Sensitivity, precision and accuracy

Limits of detection (LODs) were calculated according to the
Long and Winefordner criterion® (k = 3), and limits of quan-
tification (LOQs) as (LOD/3) x 10, using spiked tomato samples
at five concentration levels (by triplicate). The accuracy of the
proposed method was calculated for tomato samples spiked at
five concentration levels between 30 and 200 ng mL ™" in trip-
licate. Intraday (n = 6) and interday (n = 5) precision assays
were carried out in samples containing NH2, NEO, 6HMPT and
PT6C at the LOQ amount, and expressed as the relative standard
deviation (RSD).

3. Results and discussion

3.1. Optimization of MS variables

The optimization of MS parameters and LC separation condi-
tions was based on previous experiments developed by our
research group for the determination of pteridines in biological
fluids.>

Flow injection analysis (FIA) of each pteridine standard
solution was performed with the aim to optimize fragmentor
voltage (FV), capillary voltage (CV), nebulizer pressure (NP),
nitrogen flow rate and temperature, in ESI positive and negative
modes, in order to obtain the highest sensitivity. Three FV
values of 50, 75 and 100 V, in negative mode, and two FV values
of 75 and 100 V, in positive mode, were assayed. Two CV values
of 4000 and 4500 V were tested in both modes. The best results
were obtained with 100 and 4500 V for FV and CV respectively in
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negative mode, and with 100 V for FV and 4000 or 4500 V for CV,
in positive mode. The results show that the protonated molec-
ular ion [M + H]" can be selected as the target ion of the analytes
due to the presence of easily protonated amino groups in the
molecules. Also, the electrospray in positive mode is more
stable than in negative mode. The instrumental variables were
optimized to obtain the highest sensitivity of the [M + H]" ion,
using the SIM mode with FV and CV at 100 and 4500 V,
respectively.

NP was varied between 10 and 55 psi and the abundance
remains constant for psi values higher than 30. The best signal/
noise ratio was obtained for a gain value of 15. The nitrogen
flow rate and temperature do not significantly affect the abun-
dance and 10 mL min~" and 300 °C were selected for later
studies.

3.2. Optimization of the LC separation

Once MS parameters were established, chromatographic condi-
tions were optimized in order to attain an adequate elution of the
target compounds and a short analysis time. The mobile phase
composition was evaluated considering the different polarities of
the pteridines analyzed, and the identical molecular-ions for
NEO and MON, and for XAN and ISO. The presence of very low
amounts of organic solvents such as methanol or ACN, in the
mobile phase, generates a drastic diminishing of the capacity
factor of the more polar compounds. However, a notable amount
of organic solvent is necessary to elute the less polar compounds.
On the other hand, a slightly acidic medium is necessary to avoid
the formation of charged pteridines that are poorly retained.
These facts indicate the necessity of applying a gradient mode for
the elution of the pteridinic compounds and, in this sense,
various analytical gradients were evaluated with different formic
acid solutions, and ACN or methanol as organic phases. The
better resolution and the higher ion abundance were obtained
with mixtures of 0.1% formic acid containing 2% of ACN (solu-
tion A), and pure ACN containing 2% of formic acid (solution B).
The optimized gradient was: 100% of eluent A during the first 8
min, increasing the percentage of eluent B up to 20% (in 8 min,
2.5% min ). These conditions were maintained for 4 min and,
finally, the eluent B content was decreased to the initial condi-
tions (0% B), and the column was re-equilibrated for 10 min. The
flow rate was set constant at 0.6 mL min~", the injection volume
was 20 pL, and the column temperature was kept at 22 °C. Fig. 2
shows the EICs obtained from a stock standard mixture of the 11
pteridines under these optimized conditions. Moreover in Table
1, the retention times for each pteridine and the m/z relation for
the [M + H]' ions, in a standard solution containing the eleven
pteridinic and hydropteridinic derivatives, are summarized. In
the mentioned table, resolution values in the EIC chromatogram
obtained for those compounds with identical molecular-ions,
such as NEO-MON and XAN-ISO, are shown.

3.3. SPE cleanup process in tomato samples

When MS detection is used in the analysis of complex matrix
samples, such as vegetables, a cleanup step prior to chromato-
graphic separation is usually recommended. The cleanup step
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is intended to protect the chromatographic column, and mini-
mize the matrix effect. SPE is the selected methodology in most
of the food bibliographic data due to its easy use, speed and
variety of adsorbents. In our case, tomato samples were cleaned
by SPE, using the ISOLUTEENV (200 mg) cartridge with the
hydroxylated polystyrene-divinylbenzene copolymer as the
sorbent. In the first place, the cartridge was conditioned with 5
mL of 100% methanol and then flushed with 5 mL of ultrapure
water. The extraction procedure was assayed with 3.0 mL of the
extracts of tomatoes spiked with pteridines between 150 and
300 pug mL ™', With the object of verifying if the pteridines were
retained in the cartridge, the eluate was injected into the
chromatographic system. The absence of any signal at the same
retention time of the selected compounds indicates that pteri-
dines have been retained. The elution of pteridines was tested
with different solvents, such as ACN, methanol, and different
mixtures of the organic solvents in ultrapure water, 80/20, 50/50
and 20/80 (v/v, organic solvent : ultrapure water), in order to
achieve the maximum recovery. A pneumatic manifold allowed
us to elute simultaneously twenty four tomato samples using
a precise and repetitive flow of eluent. The best recovery values
were obtained using between 1.5 and 3 mL of acetonitrile-water
80 : 20, v/v. The repeatability of the SPE extraction procedure
was checked with nine independent extracts, and the average
recovery values ranged between 80% for XAN and ISO and 118%
for BH2. Similar recovery values were obtained when the elution
was performed with 1.5 mL or 3 mL of the elution mixture.

3.4. Application to the analysis of pteridines in tomato
samples

In the first place and with the object of focusing the research on
compounds that are present in tomatoes, an unspiked aliquot
of the tomato extract and a spiked sample with a standard
mixture of pteridines was injected into the chromatographic
system. The extracted-ion chromatograms (EICs) obtained in
SIM mode are shown in Fig. 3. Only four pteridines were
detected in the tomato samples: NEO, NH2, 6HMPT and PT6C
but, due to bibliographic data that indicate the presence of
MON in tomatoes, this pteridine was also investigated in later
studies. From this point, the studies were centered in these five
pteridines and hydropteridines.

3.5. Stability of the pteridines in the tomato extract

Due to the known instability of the aqueous solutions of
hydropteridines, aliquots of the same tomato extract, spiked
with NEO, NH2, 6HMPT and PT6C, were analyzed for 20 days, to
establish the stability of the extracted tomato solution. The
average value of the relative abundance of three injections for
the selected pteridines during 20 days is represented in Fig. 4a,
which shows that for NEO, 6HMPT and PT6C, it remains
constant for the first ten days, and decreases after that. NH2 is
the pteridine presenting minor stability, remaining unchanged
only for 7 days, and their relative abundance decreases a third of
its initial value after 20 days. A week was fixed as the maximum
time for analysis after preparation of the tomato sample.
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Fig. 2 EICs obtained from the analysis of a standard pteridine mixture with the optimized separation method.

Furthermore, and in order to test if the target compounds
undergo degradation and/or interconversion processes, tomato
extracts were individually spiked with each pteridine and sub-
jected to the SPE clean-up step. For each solution, the signals in
the MS detector were simultaneously monitored for the m/z of
all ions. This study has also been done with standard solutions.
We have seen no evidence of degradation of the pteridines when
they are treated with this procedure. As hydropterines are more
unstable and easily oxidizable, an exhaustive study was carried
out with NH2. In the first place, and with a standard solution of
NH2, subjected to the SPE clean step, EICs at m/z values of 256
and 254, corresponding to NH2 and NEO (oxidized pteridine)
respectively, were obtained. Fig. 4b shows both chromatograms,
where it can be appreciated a very small signal corresponding to
NEO, practically negligible compared with the signal from NH2

6408 | Anal. Methods, 2016, 8, 6404-6414

indicating that the oxidation is minimal. In the second place,
we have studied the tomato sample. For this, we have compared
the extracted ion chromatograms, for m/z values of 256 and 254,
obtained from spiked tomato samples at two different levels,
100 ng mL~" and 200 ng mL~" of NH2. In Fig. 4c, it can be
observed that the NH2 signal (at m/z 256) increases when the
amount of NH2 increases, as expected. However, the signal
corresponding to NEO (m/z 254) remains constant. This allows
us to confirm that in this matrix, and with the sample treatment
proposed, in the presence of organic solvent and at room
temperature, NH2 is stable. These data are contradictory with
the results reported by Van Daele and co-workers.”” However,
results similar to ours have been recently described by Burton
et al.,”® who found negligible in-source oxidation of 7,8-dihy-
droxanthopterin to xanthopterin.
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Table 1 Separation characteristics of pteridines in LC-ESI-MS using gradient elution mode®
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“ Fragmentor voltage: 100 V, capillary voltage: 4500 V, nebulizer pressure: 30 psi, temperature: 300 °C.
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Fig. 3 EICs of an unspiked tomato sample and a spiked tomato sample.

3.6. Study of the matrix effect

Before performing the calibration and quantification of the
pteridines, the influence of the matrix over the HPLC-ESI-MS
method was evaluated. For this, a comparison of the slopes
between external calibration curves in ultrapure water, and
standard addition curves with tomato extracts spiked with NH2,
NEO, MON, 6HMPT and PT6C, at five different concentrations
in the range 0-200 ng mL™", in triplicate, was carried out.

The matrix effect was studied with extracts of tomatoes
before and after the SPE cleanup. In both cases, for each pter-
idine, the regression plot was obtained and the comparison
between the slopes of external calibration and standard

6410 | Anal. Methods, 2016, 8, 6404-6414

addition was accomplished applying the F and ¢ statistical tests
at the 95% confidence level.** The matrix effect, expressed as
percentage, was calculated as: % matrix effect = 100 x (tomato/
water slope ratio) — 100.

When the non-SPE clean up extracts were analyzed, statis-
tical differences are observed between both external standard
and standard addition calibration slopes. This fact indicates
a matrix effect for the analysis of all pteridines exhibiting an
absolute value in the range 29.5-69.2%. For most of the pteri-
dines, a matrix suppression effect was observed, although for
6HMPT an ion enhancement effect was observed. When SPE
clean up treatment was used, a softer matrix effect was observed

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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ion chromatograms of a standard solution of NH2 at 256 and 254 m/z

values. (c) Extracted ion chromatograms of tomato extracts spiked with NH2 at 100 and 200 ng mL™%.

with absolute values between 6.3 and 50.4%, particularly for
NH2, NEO and PT6C, however for MON the results were not
improved. Then, the standard addition methodology, previous
SPE cleanup, was recommended for analyzing pteridines in
tomato samples.

3.7. Validation of the method

Linearity has been established in cleaned SPE lyophilized tomato
extracts, in the range LOQ-300 ng mL™'. Different linearity
ranges were obtained depending on the compound and statis-
tical parameters were calculated. Good linearity was observed for
the five pteridines, and determination coefficients (R*) were
higher than 0.99 for all analytes. The results of the least squares
regression analysis for the standard calibrations and detection
and quantification limits are summarized in Table 2. LODs
ranged between 8 and 12 ng mL ™", The lowest limit of detection
was found for NEO (8 ng mL™ ") and very similar LOD values were
obtained for MON, NH2 and PT6C. LOQs ranged from 27 to 41 ng
mL ™. To evaluate the repeatability (intraday precision, n = 6) of
the method, RSDs were evaluated with solutions of SPE clean
tomato extracts containing 27 ng mL ™" of NEO, 40 ng mL ™" of
MON, 41 ng mL~" of NH2, 35.0 ng mL ™" of 6HMPT, and 40.7 ng
mL ™" of PT6C. Interday precision (reproducibility) was analyzed
over 5 consecutive days at the same concentration levels. Intraday
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precision ranged from 1.1% for NEO and 6HMPT up to 4.1% for
NH2, and interday precision values are lower than 9.6% for all
analytes, which indicates the good repeatability of the proposed
method.

3.8. Analysis of tomato samples

Finally, the proposed LC-ESI-MS method was applied to the
analysis of tomato samples. The standard addition method-
ology was employed and the tomato extracts were spiked at five
concentration levels, for each pteridine, in the range between 30
and 200 ng mL ™. Samples were prepared in triplicate, and the
results are shown in Table 3 as mean values and recoveries.
Accuracy was evaluated through the calculation of percent
recoveries for each pteridine and, in all cases, satisfactory values
between 83 and 117% were obtained. The amounts of pteridines
obtained from lyophilized tomatoes are also shown in Table 3.
For the oxidized pteridines, the concentrations found are 0.075
nmol g~ " of NEO, 0.22 nmol g~ of 6HMPT, and 0.42 nmol g~
of PT6C. And for the hydropteridine NH2, 1.72 nmol g~ ' was
found. These results are in accordance with those previously
reported by Rodrigues et al. These authors, in a previous paper,
have quantified several pteridines in wild-type tomatoes using
HPLC-fluorimetric detection.”® The reported pteridine content
was on the order of 1 nmol g™, but in this procedure NH2 was

Anal. Methods, 2016, 8, 6404-6414 | 6411
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Table 2 Statistical regression parameters for cleaned tomato samples

Parameters NEO MON NH2 6HMPT PT6C

Slope + Sb* 690 £ 17 1341 + 44 617 £ 2 2708 + 83 520 + 18
Intercept + Sa” 6331 + 1856 1182 + 535 33990 + 223 56 853 + 9260 22 113 + 1971
R* 0.9948 0.9935 0.9903 0.9906 0.9886
Linearity® (%) 98 97 98 97 98

LOD? (ng mL™?) 8.1 12.0 12.3 10.5 12.2

LOQ° (ng mL ™) 27.0 40.0 41.0 35.0 40.7

“ Sb: slope standard deviation. ” Sa: intercept standard deviation (n = 15). *a = § = 0.05. ¢ LOD, limit of detection according to the Long-

Winefordner criterium (k = 3).  LOQ, limit of quantification: LD x 10/3.

Table 3 Recovery values for spiked tomato samples

Added Found” Recovery® Amount” (ug pteridine per g of Amount” (ug pteridine per g of
Analytes (ng mL™) (ng mL ™) (%) lyophilized tomatoes + confidence interval) fresh tomatoes + confidence interval)
NEO 0 <LOQ — 0.29 £ 0.10 0.019 £ 0.006
29.92 37.98 83
49.37 57.07 89
89.76 102.87 100
149.60 157.59 97
198.97 209.19 99
NH2 0 54.53 — 6.90 £ 1.15 0.44 £ 0.11
29.72 83.45 97
49.60 106.89 106
99.20 149.57 96
148.80 211.75 106
198.40 245.86 96
MON 0 <LOD — <LOD —
30.00 <LOQ —
49.50 90.60 112
90.00 137.70 114
150.00 191.26 104
199.50 242.18 104
6HMPT 0 <LOQ — 0.68 &+ 0.19 0.043 £+ 0.012
30.08 49.48 82
49.63 65.11 82
90.27 115.06 100
150.40 169.39 96
200.03 222.35 99
PT6C 0 42.02 — 1.33 £ 0.34 0.087 £+ 0.011
30.16 77.23 117
49.76 96.26 109
90.48 144.35 113
150.08 192.10 100

4 Mean value for three individual replicates for each added amount. > « = 0.05.

not detected due to the previous oxidation step, necessary in the
HPLC-fluorimetric method.

Taking into account the lyophilized process applied, and the
average water content (93.5 + 2.0%) of the assayed tomato
samples, the concentrations of the pteridines have also been
expressed as pg pteridine per g of fresh tomatoes, and 0.019 +
0.006; 0.44 £ 0.11; 0.043 £ 0.012 and 0.087 £ 0.011 for NEO,
NH2, 6HMPT and PT6C, respectively were obtained. The ob-
tained results indicate that NH2 is the most abundant
compound and NEO is the compound in a smaller concentra-
tion. MON was not detected under the assayed conditions.

6412 | Anal Methods, 2016, 8, 6404-6414

4. Conclusions

Therefore, a new analytical HPLC-ESI-MS method has been
developed to determine precursors of folates in tomatoes as an
alternative to fluorimetric detection that does not allow the
determination of hydropteridine compounds or HPLC-MS/MS
because not everyone has this technology available.

The proposed method allows a simple determination of the
natural forms of pteridines in tomatoes by LC-ESI-MS. On the
other hand, the use of a simple quadrupole analyzer eases its
use as an easy and robust detector in routine analysis. With the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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object to keep the natural composition of the reduced pteri-
dines in the tomato samples, preoxidation steps and boiling
processes are avoided. Under the proposed conditions, the
oxidation of the dihydroneopterin in tomatoes is negligible.
This method could be useful for monitoring pteridine forma-
tion in biofortification studies to provide overproduction of
folates in tomatoes, and it could be easily modified with similar
aims to analyze other vegetables.

Abbreviations

ACN Acetonitrile

BH2 7,8-Dihydrobiopterin

BIO Biopterin

Ccv Capillary voltage

DTT Dithiothreitol

EICs Extracted ion chromatograms

ESI Electro-spray interface

FIA Flow injection analysis

FV Fragmentor voltage

ISO Isoxanthopterin

6HMDHP 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydropterin
6HMPT 6-Hydroxymethylpterin

LC-ESI-MS Liquid chromatography-mass spectrometry
LC-MS Liquid chromatography-mass spectrometry
LOD Limits of detection

LOQ Limits of quantification

MON Monapterin

NEO Neopterin

NH2 7,8-Dihydroneopterin

PABA p-Aminobenzoic acid

PT Pterin

PT6C Pterin-6-carboxylic acid
RSD Relative standard deviation
SIM Single ion monitoring

SPE Solid phase extraction step
TIC Total ion chromatogram
XAN Xanthopterin
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The photochemical behavior of folic acid and its metabolites, tetrahydrofolic and 5-methyltetrahydrofolic acids
has been followed by high performance liquid chromatography, coupled with a fast scanning fluorimetric detec-
tor (HPLC-FSFD). The main photoproducts generated were characterized through accurate mass measurement
using liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS). The effect on photogeneration processes of irradi-
ation time, and the hydrogen peroxide concentration, in presence and in absence of N, stream, was also studied.
A chromatographic method with post-column on-line photoderivatization has been developed for the analysis of
folic, tetrahydrofolic and 5-methyltetrahydrofolic acids. Linearity ranges from 50 to 1000 ng-mL ™! for folic acid,
and from 100 to 1000 ng-mL ™! for tetrahydrofolic and 5-methyltetrahydrofolic acids have been established. De-
tection limits of 7.5 ng-mL~"', 15.3 ng-mL ™! and 22.9 ng-mL~ ! were calculated for folic acid, tetrahydrofolic acid
and 5-methyltetrahydrofolic acid respectively. The method has been satisfactorily applied to cereals, spinach and
tomato analysis. Serum samples analysis was also tested.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The term folates refer to a water-soluble compound which belong to
group B of vitamins. They are composed of three chemical components:
pteridine ring, p-aminobenzoic acid (PABA) and a glutamate chain, with
a variable number of glutamate moieties. Folates act as a coenzyme sub-
strate in many reactions of the metabolism of amino acids and nucleo-
tides, so they play an important role in nucleic acid synthesis, repair
and methylation [1]. Folic acid (FA) itself does not have biological activ-
ity but it is a precursor of tetrahydrofolic acid (THF) which is the mayor
metabolically activate metabolite. Tetrahydrofolic acid (THF) and 5-
methyltetrahydrofolic acid (MTHF) are the main forms presents in
plant food, whereas MTHF is the major circulating form in human fluids.

Folate deficiency leads to anaemia as well as to an increase of the risk
of cardiovascular disease, certain cancers, dementia and neural tube de-
fects [2-5]. Folates are essential micronutrients, but human being can-
not synthetize them, so they have to be obtained through diet. Typical
folate sources are leafy green vegetables, pulses, liver, citrus fruits,
nuts, and some berries. Native folate content in food is usually low. Im-
proving the natural folate level in food through biotechnology and bio-
engineering is an effective alternative strategy to increase dietary folate
intake [6,7]. FA is the oxidized form used for food fortification and
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supplements, because of its relatively greater stability compared to die-
tary folates found in food. Therefore, knowing the folates content in food
plants and biological sample is important.

Several methods for food folate analysis are currently in use [8]. Tra-
ditionally, food folate composition is derived from a microbiological
assay, based on the growth of various microorganisms and measured
by turbidity [9]. These methods give a measure of total folate content.
In order to differentiate and quantify individual folate forms, high per-
formance liquid chromatography (HPLC) methods are used [10].
Among these methods, UV seems to be the most common detection sys-
tem. However, this detection mode is not sensitive enough to detect all
natural folates, because the levels of some forms remain far below the
detection limit [11]. Electrochemical [12,13] or chemiluminescence de-
tection [14] were also proposed, but none of these methods is universal
to detect all forms of naturally occurring folates. Mass spectrometry is a
sensitive and universal detector for all folates [15-22]. However, this
technique is not always accessible in routine laboratories.

Fluorescence has been not frequently used for the determination of
folates due to only some reduced forms, such as THF and MTHF, exhibit
native fluorescence. FA itself is not fluorescent, but different procedures
to form suitable fluorescent derivatives, such us conversion of all forms
of folate into PABA [23], conversion into MTHF [24] or a fluorogenic re-
action with permanganate [25], have been proposed.

It is also known that the action of UV-irradiation on FA solutions pro-
duces an increase in the fluorescence intensity, due to the fact that its
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photolysis product is fluorescent. This photoreaction has been used by
several authors for the fluorimetric determination of FA [26,27].
Methods employing on-line photochemical reactor for photolytic con-
version of the analytes have been also developed [28,29], with the ad-
vantage of being less complicated than post-column chemical
derivatization.

The nature of the folate photoproducts has been also studied. Some
studies proposed that p-aminobenzoyl-i-glutamic acid and 6-
formilpterin (PT6F) are the main photoproducts of FA. At higher irradi-
ation times, PT6F was degraded to pterin-6-carboxilic acid (PT6C) |30,
31]. FA photolysis has been followed by fluorescence spectroscopy [31,
32] and HPLC [30]. But as far as we know there are not studies about
the identification of the photoproducts formed when THF and MTHF
are UV-irradiated. It is necessary taking into account that the generated
photoproducts depend on the irradiation time, nature of the irradiation
source and the chemical conditions used.

In most of published method about food analysis, folate extraction
involves grinding of sample and homogenization of the ground food in
a suitable buffer followed by heating and centrifugation [8]. Various
types of buffers such as, phosphate-ascorbate buffer, acetate-ascorbate
buffer, HEPES/CHES buffer containing ascorbic acid and 2-
mercaptoethanol (in order to prevent the oxidative loss of labile re-
duced folates) have been used in folate extraction.

Most natural folates occur in polyglutamate forms and the conver-
sion in monoglutamate requires the use of y-glutamylcarboxypeptidase
(conjugase or folate hydrolase). During the last decade, the use of a tri-
enzyme method has been developed. This method includes the use of
protease and amylase in combination with traditional folate conjugase
treatment following heat extraction [10,33]. However, there are studies
that show no significant differences in folate content of vegetable ex-
tracts and cereals treated with tri-enzyme and only conjugase method
[34,35].

Due to the matrix effect, purification of the extracts prior to HPLC
analysis is necessary. There are two purification methods applied to fo-
late analysis: affinity columns based on folate binding protein, and
solid-phase extraction (SPE) with strong anion exchange bonded to sil-
ica, or phenyl bonded to silica. Affinity columns containing folate-bind-
ing protein are not commercially available and this purification
technique is more expensive and time consuming compared with SPE.
Solid-phase extraction (SPE) is the most common method for purifica-
tion of food extracts prior to HPLC analysis of folates [36]. Most of previ-
ous studies used strong anion-exchange (SAX) cartridges for
purification of food extracts containing folates [37,38]. Other sorbents
have been sparingly studied for folates analysis; only a few applications
with phenyl, cyclohexyl and C18 bonded sorbents have been published
regarding SPE purification of food extracts prior to HPLC analysis of fo-
lates [15,16,36]. For this, we have studied the possibility of employing
other type of SPE cartridges to analyze folates in food and in biological
samples.

The aim of the present work is focused in two ways: first to investi-
gate the photochemical behavior of THF and MTHF under different irra-
diation conditions; second to develop a rapid, robust and simple high-
performance liquid chromatography, with post-column on-line photo-
derivatization and fast scanning fluorimetric detection (HPLC-FSFD)
for the quantification of THF, MTHF and FA. Variables such as mobile
phase composition, pH and flow rate were studied and optimized. The
proposed analytical method was tested in food and serum samples, pre-
vious SPE sample clean-up.

2. Experimental
2.1. Instrumentation
The chromatographic studies were performed using an Agilent

Model 1100 LC instrument (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA),
equipped with a degasser, quaternary pump, column oven, autosampler

Agilent 1290 infinity, UV-visible diode-array detector (DAD) and a fluo-
rescence detector (FSFD). The ChemStation software was used for con-
trolling the instrument, data acquisition, and data interpretation.

2.1.1. Photochemical behavior of THF and MTHF

Photoproducts separation and identification were carried out on a
Poroshell 120 (150 mm x 3 mm, 2.7 um) analytical column (Agilent
Technologies). The column was operated at 10 °C, using an isocratic mo-
bile phase composed by acetonitrile (ACN) and 2 mM formic acid (pH 5)
(3:97, v:v). Flow rate was remained constant at 0.3 mL/min and the in-
jection volume was 10 pL. Moreover, flow injection analysis with a mass
spectrometer Agilent Technologies single quadrupole 6120 operated in
SCAN mode (100/500 m/z) using positive electrospray ionization (ESI)
was used for MS. The instrumental variables were: nebulizer pressure:
40 psi; drying gas: 10 L-min~!; gas temperature: 300 °C; capillary volt-
age: 4000 V; fragmentor voltage: 100 V [39]. Confirmation analysis was
performed using a high resolution mass spectrometer (HRMS) Agilent
Technologies QTOF 520 operated in SCAN mode (100/500 m/z), using
positive electrospray ionization (ESI).

2.1.2. Quantification of FA, THF and MTHF

A Poroshell 120 EC C8 (50 x 4.6 mm, 2.7 pm) column (Agilent Tech-
nologies) was used for folates separation and quantification. Column
temperature was set at 20 °C. A post-column photoreactor (Aura indus-
tries, Nueva York, USA) consisting of a PTFE tube (4 m x 0.3 mm LD.
x 1.6 mm E.D.) coiled around a 10 W xenon lamp was placed between
the UV-Vis diode array detector and the fluorescence detector. The
components of the mobile phase were 2 mM formic acid (pH 4) and
ACN 6:94, (v:v). A flow rate gradient was applied in order to get the
highest signal. The elution started with a flow rate of 0.4 mL-min~"' dur-
ing 4 min, and it was increased immediately to 1.0 mL-min™~ ', This flow
rate was kept constant during 2 min. After that, it was returned to
0.4 mL-min~" and then remained constant during 6 min. The injection
volume was 5 pL. Fluorescence detector was programmed in
multiemission mode; each chromatogram was recorded simultaneously
measuring the emission at A, = 360 and 440 nm, exciting in all cases
at Nex = 280 nm.

An Osram 200 W HBO high-pressure mercury lamp with an Oriel
model 8500 power supply (spectra-Physics-Newport, USA), was used
for the off-line irradiation of folate solutions.

Calibration curves and analytical figures of merit were performed by
means of the ACOC program [40], in MATLAB code.

2.2. Materials, chemicals, buffers and solutions

FA, PT6C, PT6F and pterin (PT) were purchased from Sigma (Sigma-
Aldrich Quimica, S.A., Madrid). THF and MTHF were from Schircks Lab-
oratory (Jona, Switzerland). All pteridines stock standard solutions (15-
30 ug-mL™") and folates (20-40 ug-mL™ '), were prepared by exact
weighting of each analyte, dissolution with ultrapure water slightly
alkalized, neutralization with hydrochloric acid and then diluting with
ultrapure water to the final volume. These solutions were stored at
—18 °Cin the dark. Pteridines solutions are stable for at least 3 weeks.
Standard working solutions were prepared at the time of use by dilution
of the stock solutions with mobile phase. Folate standard solutions were
prepared under subdued light, to avoid the oxidative degradation.

Ascorbic  acid, sodium acetate, sodium chloride, 2-
(cyclohexylamino)ethanesulfonic acid (CHES), 4-(2-
hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) were pur-
chased from Sigma-Aldrich. Acetonitrile HPLC grade was obtained
from Merck (Madrid, Spain). Formic acid, mercaptoethanol, and hydro-
gen peroxide, of analytical quality were obtained from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Ultrapure water was obtained from a Milli-Q system
(Waters Millipore, Milford, MA, USA).
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Mobile phase was filtered through a 0.22 um membrane nylon filter
(Teknokroma, Barcelona, Spain) and degassed by ultrasonication before
use.

Fresh tomato and fresh spinach were purchased from local market
and stored at — 18 °C. Breakfast cereals were obtained from super-mar-
kets and were stored at 20-22 °C in the original packages until their
analysis. Serum sample was a synthetic lyophilized serum from Sigma,
which was reconstituted with ultrapure water.

The extraction buffer (HEPES/CHES) was 50 mM 4-(2-
hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) and 50 mM
2-(cyclohexylamino)ethanesulfonic acid (CHES), containing 2% (w/v)
of ascorbic acid and 10 mM mercaptoethanol, pH 7.85. Lyophilized rat
plasm, used like source of folate conjugase were from Sigma, it was
reconstituted in extraction buffer and stored in aliquots at —18 °C in
the dark.

Solid phase extraction (SPE) elution buffer was 0.1 M sodium acetate
containing 10% (w/v) sodium chloride, 1% (w/v) ascorbic acid, and 0.1%
(v/v) 2-mercaptoethanol.

Sep-Pak Waters Accell Plus QMA SAX cartridges (360 mg sorbent per
cartridge, 37-55 um Particle Size) containing a silica-based, hydrophilic,
strong anion-exchanger with large pore size (300 A), were employed
for sample purification.

2.3. Analysis of THF, SMTHF and FA in food and in biological samples

2.3.1. Food samples

Cereals were ground, and fresh tomato and fresh spinach were ly-
ophilized and ground. One gram of the milled samples was mixed
with 20 mL of extraction buffer in a 50 mL centrifuge tube. After mixing
with a vortex mixer, all the tubes were place in a boiling water bath for
10 min and then they were rapidly cooled in an ice-bath. The samples
were finally subjected to enzymatic deconjugation as follows: 50 pL of
reconstituted rat plasm were added to the sample and the mixture
was incubated for 3 h at 37 °C. To inactivate the enzyme, the samples
were boiled for 5 min, cooled on ice and centrifuged at 4000 rpm for
15 min. The supernatant were filtered through 0.45 pm nylon filter
and purified.

2.3.2. Biological samples

Serum sample desproteinization and extraction were based on Hart
et al. method [21]. 500 L of reconstituted synthetic serum were trans-
ferred into a 10 mL centrifuge tube and 1.5 mL extraction buffer were
added. Samples were place in a boiling water bath for 10 min for protein
precipitation and cooled over ice. Samples were shaken and then centri-
fuged at 3000 rpm for 15 min. The supernatant was removed and a fur-
ther 15 mL extraction buffer was added to the pellet. The tube was
thoroughly mixed and the sample was re-centrifuged. Both superna-
tants were combined, filtered through 0.45 pm nylon filter and purified.

2.3.3. Purification of extracts

Samples extracts purification was realized by solid-phase extraction
(SPE) on strong anion exchange (SAX) cartridge as described by
Jastrebova et al. [37]. Aliquots of 3 mL of the sample extracts were ap-
plied on SAX cartridges preconditioned with methanol (2 x 2.5 mL)
and water (2 x 2.5 mL). The cartridges were washed with water
(3 mL) to remove matrix interfering components. The retained folates
were slowly eluted with the elution buffer, using 3 mL for food samples
and 1.5 mL for serum in order to preconcentrate the sample. All the ex-
periment was carry out under subdued light to minimize degradation of
folates.

The standard addition method was used to calculate the concentra-
tion of each folate in the samples. Thus, spiked samples of each folate
compound at four different concentration levels ranged between 100
and 800 pg-mL™! were analysed, and peak areas (Nex/em =
280/360 nm for THF and MTHF and Aex/em = 280/440 nm for FA)
were selected as analytical signal.

A schematic sample preparation including extraction, enzyme treat-
ment and purification is outlined in Fig. 1.

24. Matrix effect

Matrix-effect was studied by comparison between calibration curves
prepared in ultrapure water and in the matrix extracts (matrix-matched
standards, concentrations ranging from 200 to 800 pg-L™!). Each cali-
bration curve comprised five concentration points in triplicate. The ma-
trix-effect were calculated by comparison of the slopes of the calibration
curves for each compound using a t-test, at 95% confidence level, and
employing the ACOC program [40].

3. Result and discussion
3.1. Photoproducts identification

As previous reported, FA is not fluorescent, but emits fluorescence
upon UV irradiation. On the other hand, THF and MTHF are natively
fluorescents, and when they are irradiated, remarkable fluorescence
changes have been observed.

In the bibliography, the more abundant data are referred to FA. It has
been described that during UV exposure, FA is converted firstly into 6-
formylpterin that rapidly it is oxidized to pterin-6-carboxylic acid and
then to pterin [30,31].

In order to study the respective photochemical processes and the
identification of the fluorescence photoproducts, aliquots of non-irradi-
ated and irradiated standard solutions of each folate under a high

lg lg lg
lyophilized lyophilized lyophilized
cereal spinach tomato

S S

Homogenisation: (20 mL extraction buffer)”

|

Extraction: (heating for 10 min in boiling
water bath and cooling rapidly on ice)

!

Deconjugation: (adding 50 pL rat plasm,
incubating for 3 h at 37°C, heating for 5 min in
boiling water bath, cooling on ice and
centrifugation at 4000 rpm for 15 minutes.

!

Purification: (3 mL sample applied on pre
conditioned SAX column, eluted with 3 mL
elution buffer)b‘

Fig. 1. General schematic flow chart showing the sample pretreatment procedure for the
determination of folates in food: * Extraction buffer: 50 mM HEPES/CHES containing
2% (w/v) ascorbic acid and 10 mM mercaptoethanol, pH 7.85. ) Elution buffer: 0.1 M
sodium acetate containing 10% (w/v) sodium chloride, 1% (w/v) ascorbic acid and 0.15
(v/v) mercaptoethanol.
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pressure mercury lamp, were injected into the chromatographic sys- A more extensive study of photoproduct identification was per-
tem. Previously mobile phase was optimized in order to separate the formed by LC-ESI/MS, and the confirmation of the molecular mass was
three possible fluorescent photoproducts. The eluate was monitored at performed using a high resolution mass QTOF spectrometer.

Nem = 360 and 440 nm, exciting at Nex = 280 nm. Photoproduct iden-

tification was carried out by comparison between pteridine standard 3.1.1. Photochemical behavior of FA

solutions retention times and photoproducts retention times. In addi- When solutions of FA are irradiated, different degradation products
tion, a comparison between their fluorescence spectra was made. The have been clearly observed in previous fluorimetric studies [41]. Chro-
influence of variables such as pH, irradiation time, H,O, concentration matograms corresponding to standard solutions of FA, non-irradiated
and the irradiation on presence of N, stream has been studied. and UV irradiated during 2 min are shown in Fig. 2A. In non-irradiated
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Fig. 2. Chromatograms of standard solutions of each folate without irradiation (black dashed line) and after of 2 min of irradiation (red dashed line): A) folic acid (FA), B) tetrahydrofolic
acid (THF) and C) 5-methyltetrahydrofolic acid (MTHF). In addition, chromatograms of a standard mixture solution of PT6C, PT6F and PT (black solid line) has been included. Evolution of
peak areas for the fluorescent photoproducts as a function of the irradiation time are also included in each case. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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sample (dashed line), fluorescent compounds were not detected, never-
theless in irradiated samples two peaks at 2.9 and 5.8 min were ob-
served. For the identification of these peaks, a standard solution
containing different pteridines such as PT6F, PT6C and PT has been
injected in the system and the chromatogram is illustrated in Fig. 2A.
The comparison with the retention times and with the fluorescence
spectra of pure pteridine standards, allow us to confirm that, in these
conditions, the fluorescence photoproducts are PT6C and PT. When, FA
solution is irradiated, an increase of the fluorescence signal at e, =
445 nm occurs, wavelengths corresponding with the pteridines emis-
sion maximumes.

As can be observed in Fig. 2A, at first seconds of irradiation, concen-
tration of PT6C quickly increased up to 1 min of irradiation but, it de-
creased for higher irradiation times and turns negligible for times
higher than 10 min. The formation of PT begins to be noticeable from
1 min of irradiation, and its concentration increased progressively coin-
ciding with the decreasing on the formation of PT6C. This indicates that
initially is more important the formation of PT6C, and when irradiation
times are higher than 3 min, this compound is probably degraded by
photolysis of the chain in C6, and PT is then generated, as reported in
the literature [42]. However, in our experimental conditions non forma-
tion of PT6F was observed.

No significant changes in the peaks of the photoproducts were ob-
served in presence of N, stream, but it has influence on the kinetic for-
mation of PT6C. The reaction rate decreases especially during the first
3 min of irradiation. PT does not undergo any modification. On the
other hand, when standard solutions of FA were irradiated in presence
of traces of H,0,, decreased the formation of PT6C. In presence of higher
amount of H,0, (0.011%), the formation of PT, by decarboxylation of
PT6C, was also negligible.

With regard to the influence of the acidity, solutions containing
200 ng-mL~ ! of FA in presence of formic acid 2 mM were prepared at
different pH values, between 3 and 6, fixed by the addition of sodium
hydroxide. These solutions were irradiated during different times rang-
ing from 0 to 8 min, and the obtained results shown that peak areas de-
crease as pH increases.

In order to confirm these results and to obtain more information
about another non fluorescence photoproducts, mass spectrum of
non-irradiated and irradiated solutions was registered (Supplementary
data: m/z signal found at different irradiation time, the calculated mass
and its assigned compound are included).

In non-irradiated samples, as well as in irradiated samples during
short times, the most abundant signal was m/z 464.1 (compound I) cor-
responding to the FA sodium adduct [M + Na]*. Moreover, an ion with
am/z 295.1 [M] + was found representing the loss of the glutamate
moiety (compound II). It is important to note that this compound was
present in freshly prepared FA solution, Fig. 3A.

When the irradiation time increased at 6 min, some new peaks were
identified: m/z 120.1 which corresponds to the loss of both pteridine
ring and glutamate moieties, resulting in p-aminobenzoic acid (PABA)
(compound III). Moreover, in the same MS spectrum an [M + H] + of
m/z 192.0 was found corresponding with PT6F (compound IV). It was
also observed a peak at m/z 214.0, due to sodium adduct [M + Na]+. Fi-
nally, another new photoproduct was found with m/z289.0 [M + Na]+,
representing the sodium adduct of the loss of the pteridine group moi-
ety in FA molecule, arising the p-aminobenzoyl-L-glutamic acid
(pABGA) (C12H14N205) (compound V).

When irradiation time was higher than 6 min, m/z peaks correspond-
ing to FA, compound II and PT6F (compound IV) disappeared and two
news photoproducts were founded: an [M + H] + of m/z 208.0, its sodi-
um adduct [M + Na] + of m/z 230, and its disodium adduct [M + 2Na]
+ 0f 252.0 due to the formation of PT6C (compound VI) from PTEF, as re-
ported in literature [30]; and an [M + H] + of m/z 164.0 and an [M + Na]
+ of m/z 186.0 due to the generation of PT (compound VII).

These results are in concordance with previously studies which
show that the main FA photoproducts are PABA, pABGA, PT6F and

PT6C [31,43-45]. The presence of sodium adducts is well known in
mass spectrometry due to the current use of glass containers for sol-
vents. In our case the presence of sodium adducts might be also due to
the use of a NaOH solution to dissolve FA and metabolites in water.

3.1.2. Photochemical behavior of THF

With respect to the behavior of THF under UV irradiation, no data
have been found in the bibliography. THF aqueous solutions also
showed different chromatographic profiles depending on irradiation
time. The photoproducts were fluorimetrically monitored at two emis-
sion wavelengths, Nery = 360 and 440 nm, exciting at Nex = 280 nm.
In non-irradiated samples, THF presents fluorescence at the two pairs
of wavelengths. However, when THF solutions are irradiated, three fluo-
rescent photoproducts were observed. Chromatograms corresponding
to a non-irradiated standard solution of THF and its corresponding pho-
toproducts are depicted in Fig. 2B. As shown, THF were detected at 280/
360 nm in non-irradiated samples at 3.2 min (black dashed line). When
the solution was irradiated during 120 s, the intensity of the peak at
360 nm increases, and two new peaks at 2.9 and 5.8 min were
fluorimetrically observed at 280/440 nm. The increase of the fluores-
cence of the peak detected at 280/360 nm, without changes in its tg or
in its spectrum shape, seem to indicate the formation of a photoproduct
with similar structural characteristics that the original THF. On the other
hand, the two fluorescent photoproducts detected at 280/440 nm have
been assigned to the formation of PT6C and PT based on the comparison
with standards. Retention time (tz) and fluorescence spectra were both
compared.

The highest intensity for the peak detected at 360 nm, was reached
for irradiation times around 60 s, and it remains constant for higher ir-
radiation times. The effect of the irradiation in presence of N, stream
or in presence of traces of H,0, was practically negligible on the forma-
tion of this photoproduct.

With respect to the peaks identified as PT6C and PT, the effect of var-
iables such as irradiation time, irradiation in presence of N, stream,
presence of H,0, and the acidity of the medium, was the same that pre-
viously described for the FA photoproducts.

For the study about the photoproducts formation when THF solu-
tions are irradiated, mass spectrum of non-irradiated and of irradiated
solutions of THF was register. Also, solutions prepared bubbling nitro-
gen gas through the solutions, were analysed. The main m/z peaks
founded are shown in Supplementary Data.

Fig. 3B shows the THF photooxidation paths in function of the irradi-
ation time. This compound is very sensible to the air oxidation, and in
non-irradiated THF solutions and in presence of oxygen, the molecular
ions corresponding with THF was not found indicating the instability
of the THF solution. However, an [M + H] 4+ of m/z 166.1 and its sodium
adduct, m/z 188.1, were found. These m/z ratios indicate us that the for-
mation of the pteridinic ring, and its molecular weight indicate that this
compound could be 7,8-dihydropterin (compound IX). Moreover, like
in FA irradiated solutions, an m/z 289.1 [M + Na] + (compound V)
was also found. When this solution was irradiated, these compounds
did not disappear and a new peak with m/z 120.1 was found, corre-
sponding with PABA (compound III).

On the other hand, non-irradiated THF solutions were prepared in
presence of N, stream, and immediately analysed. In these solutions a
[M + H] + of m/z446.2 and a [M + Na] + of m/z 468.1 were observed.
These ions corresponding with THF (compound VIII), indicating that in
absence of oxygen the THF solutions are more stable. An ion with m/z
299.1 [M] + was also found in this solution (compound X), which rep-
resents the loss of the glutamate moiety, like as the compound I in FA.
In addition, the ions with m/z 166.1, 188.1 and 289.1 were also observed
in this mass spectrum, as in oxygen presence solutions.

When irradiation time increased, m/z peaks of THF (compound VIII)
and of the compound x disappeared, and two new peaks were ob-
served: an ion [M] + with m/z 120.1 (compound III) and an ion [M
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+ H] + with m/z 154.1, which is consisted with the structure of com-

pound XI.
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3.1.3. Photochemical behavior of MTHF

Standard solutions of MTHF were irradiated under UV-light and sim-
ilar results to those obtained with THF solutions have been observed.
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Fig. 3. Schematic AF, THF and MTHF photo-degradation pathway based in the mass-spectrometric data.
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C) 5-Methyltetrahydrofolic acid
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Fig. 3 (continued).

280/440 nm, can be observed with retention times of 2.8 and 4.7 min re-
spectively. These two peaks are due to the formation of PT6C and PT,
respectively.

The fluorescence intensity of the peak detected at Nex/Nem =
280/360 nm increases according increases the irradiation time, up to
10 min, and then remains constant for higher irradiation times. The for-
mation of PT6C only takes place with short irradiation times, and the
photo-degradation of this pteridine began to be observed for irradiation
time higher than 30 s. However, the peak area of PT increased with the
irradiation time, up to 15 min.

No changes in the chromatographic profiles of MTHF solutions irra-
diated in N, stream were observed. Only a decreasing of the fluores-
cence intensity of the photoproducts was observed. However, in
presence of traces of H,0,, a decrease in the rate of the photoproducts
formation was observed. For H,0, concentrations of 1.1 x 10~2% and
10 min of irradiation time, the formation of the photoproducts was
negligible.

As in the previous studies, mass spectrums of irradiated and non-ir-
radiated solutions were registered in order to identify the photoprod-
ucts (Supplementary Data).

In non-irradiated samples, the ion [M + H| 4 with m/z 460.2 was
the most abundant, which correspond to MTHF (compound XII), also
its sodium adduct [M + Na] + with m/z 482.2 was detected Fig. 3C.
Moreover, in these solutions other two ions were found: a [M + H]
+ with m/z 301.1, which was assigned to compound XIII, and an [M]
+ with m/z 313.1, which represent the loss of the glutamate moiety
(compound XIV). When MTHF solutions were irradiated, compounds
XII and XIV disappeared, and new compounds were formed and identi-
fied by MS. An ion [M + H] + with m/z 474.2, and its sodium adducts
with m/z 496.1, identified as compound XVI, and the compound III (m/

z120.1) are observed, and their abundance increase with the irradiation
time. Another ion with m/z 180.1, assigned to compound XV, is formed
at intermediate irradiation times, but it disappeared as irradiation time
increases. For irradiation times higher than 20 min, the sodium adduct
of compound V (m/z 289.1) was found. Compound XVI is the only one
photoproduct that shows an increase in the fluorescence signal, without
changes in wavelengths. This compound could be the responsible of the
fluorescence signal at 280/360 nm (Fig. 3C).

3.2. Folate quantification in food

3.2.1. Optimization of chromatographic conditions

Once the photoinduced spectrofluorimetric behavior of FA, THF and
MTHF was investigated, a chromatographic method with on-line post-
column photoderivatization has been developed. Folates are eluted in
their original state, photometrically detected and then they are photo-
transformed in a photoreactor located between DAD and FSFD detec-
tors. The fluorescent photoproducts are detected in FSFD in order to in-
crease the sensibility and selectivity in the detection.

Most of the previously proposed chromatographic methods for the
analysis of these analytes are reverse phase, with UV detection and
carry the elution out by a gradient mode. In these methods the mobile
phases are usually mixtures of diluted acid solutions and organic sol-
vents. Acetic or formic acids, and methanol or ACN, are the most com-
mon component of the mobile phases, respectively. In the on-line
post-column derivatization reaction is highly important the composi-
tion of the mobile phase not only for the separation, but for the detec-
tion. Thus, some previous assays were carried out by online
fluorescence spectroscopy. It was proven that the post-column photore-
action goes better in acidic media. In addition, a minor photoinduced
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fluorescent signal was obtained in presence of any other acid, especially
the organic ones. Finally formic acid was chosen.

Regarding to the organic solvent of the mobile phase, it was proven
that the rate of the photoreactions and the maximum photoinduced sig-
nal were similar in presence of different percentages of methanol or
ACN. Finally ACN was chosen, mainly because of its lower viscosity,
higher elution strength and lower UV absorptivity.

The eluate was fluorimetrically monitored in multiemission mode at
Nem = 360 and 440 nm, exciting at Aex = 280 nm. The influence of ACN
in the mobile phase was studied in presence of formic acid 2 mM
(pH 3.1) at a flow rate of 0.6 mL-min~"'. Due to folates show a wide
range of polarity values, the percentage of ACN in the mobile phase is
a critical parameter. The behavior of THF and MTHF photoproducts
were similar for the different percentages of ACN assayed, between 4
and 8%, v:v. Their retention times increased as the percentage of ACN
decreased, and with a 6% of ACN resolution a baseline was obtained in
least of 5 min for both photoproducts. In these conditions, FA, the
least polar compound, elutes at 15 min.

The effect of the pH on the retention times of the folates, as well as in
the sensitivity of the photoproducts, was studied between 3 and 4.5. A
mobile phase composed by 2 mM formic acid in water (varying the
pH with sodium hydroxide) and 6% of ACN, in isocratic mode was
used. In general, retention time decreased as the pH of the mobile
phase increased. At pH values higher than 4.3, the fluorescence of the
photoproducts decreases considerably. Finally, a pH 4.1 was selected
as optimum.

Furthermore, as previously observed, fluorescence signals depend
on the irradiation time. In an on-line system, it is defined by the length
of the photochemical reactor and by the flow rate. In order to get the
maximum fluorescence signal, the flow rate was optimized. It was stud-
ied between 0.2 and 1.0 mL-min~'. Fluorescence intensity of THF pho-
toproducts (THF*) and FA photoproducts (FA*) decreased as the flow
rate increased, being this decrease more significant for FA*. However,
the fluorescence signal of the MTHF photoproducts (MTHF*) increased
slightly with the flow rate. Due of this different behavior, a flow rate gra-
dient was used. Elution started with a flow rate of 0.4 mL-mL-min ™"
during 4 min, then it was quickly increased to 1.0 mL-min~"' during
2 min and finally it was returned quickly to 0.4 mL-min~ . In these con-
ditions, the three folates selected for this study were eluted in a time
lower than 12 min, as can be seen in Fig. 4.

3.2.2. Method validation: analytical parameters

The method validation was carried out in terms of the linearity, pre-
cision, LOD, and LOQ. Linearity was assessed preparing calibration stan-
dards by triplicate, with concentrations from 50 to 1000 ng-mL~ ! of FA,
and from 100 to 1000 ng-mL~ ! of THF and MTHF. Each standard was in-
troduced in the chromatographic system and eluted under optimized
conditions. Calibration curves for each of the three analytes, were built
by plotting the obtained area for the photo-transformed analytes as a
function of the standard concentrations. The results obtained are sum-
marized in Table 1.

Determination coefficients (r?) were higher than 0.99 for all com-
pounds. Limits of detection (LOD) were calculated according to the
Long and Winefordner criterion [46]. Limits of quantification (LOQ) of
the method were defined as 10/3 times LOD. LODs ranged between
7.5 ng-mL™! for AF and 22.9 ng-mL™" for MTHF, and LOQs ranged
from 24.6 to 75.6 ng-mL™ ! for AF and MTHF, respectively. The analytical
sensitivity values calculated as the quotient of the standard error of the
regression and the slope of calibration curve, expressed in concentration
units [47], are summarized in Table 1.

Precision was assessed as the percentage relative standard deviation
(%RSD) of intraday repeatability (n = 5) employing standard solutions
containing 200 ng-mL™ ! of each folate. As can be seen, RSD values are
lower than 5.3%, which indicates the good repeatability of the proposed
method.
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Fig. 4. Chromatograms of a mixture standard of 300 ng mL ™' of THF, MTHF and FA without
irradiation (black solid line) and with online irradiation (red dashed line) at: A) Nexc/Aem
= 280 nm/360 nm and B) Nexc/Aem = 280 nm/440 nm. Flow rate gradient employed has
been also shown. *represent the total of the fluorescent photoproducts from each parent
analyte. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

3.2.3. Optimization of solid-phase extraction method

The direct injection of the food samples and of serum sample was
not possible because some interferences co-eluted with MTHF. For this
reason, a clean-up step of the samples, previous to the analysis, was re-
quired. In most cases solid-phase extraction methods are used to clean
up the extracts before LC analysis. In this paper several SPE sorbents

Table 1
Analytical and statistical parameters for the on-line photoderivatization chromatographic
determination of folates.

THF MTHF FA

Linear range 100-1000 100-1000 50-1000

(ngmL™1)

Regression eq. (SD)* 5.7(0.1)x + 201(29) 55(0.1)x + 122(42) 3.7(0.1)x + 92(9)

Determination 0.9998 0.9995 0.9999
coefficient, r?

Linearity (%) 99.2 98.7 99.6

LOD (ng mL™')® 153 229 747

LOQ (ng mL™')¢ 50.4 75.6 246

Intraday repeatability 1.28 1.36 5.28
(RSD %)¢

2 SD: standard deviation (n = 15).

b LOD: limit of detection according to Long criterion [46].

€ LOQ: limit of quantification (LOD/3)x 10).

4 RSD: relative standard deviation (n = 5), 200 ng mL~" of each analyte.
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and different cartridges were investigated: non-polar sorbents such as
(8, C18 and ISOLUTE ENV +, and anion-exchange sorbents such as
SAX and MAX.

Firstly, extraction procedures were assayed with a standard solution
0f 300 ng-mL ™! of each folate. The retention behavior of folates, which
are carboxylic acid, differs in reversed-phased and anion-exchange sor-
bent. On non-polar reversed-phased sorbents (ISOLUTE, C8 and C18) fo-
lates are retained in their neutral form due to hydrophobic interactions.
The non-polar cartridges were previously conditioned with 5 mL of
0.03 M H3PO,4. The samples were passed through the cartridges, and
washing with 5 mL of 0.03 M H3PO,. The elution was carried out with

A/ Mery= 280/360nM

0.1 M sodium acetate containing 10% (v/v) ACN, 1% (w/v) ascorbic
acid, and 0.1% (v/v) 2-mercaptoethanol. The results obtained showed
that folates are strong retained in C8 and C18 cartridges, and partially
retained in ISOLUTE + cartridges. Also, when the cartridges were
washed with H3PO,, a partial elution of the folates takes place.

The extraction with anion-exchange sorbents (SAX and MAX),
where the retention is due to ionic interactions, was also studied.
These cartridges were preconditioned with methanol and water, and
washed with water after the sample was applied. The elution of folates
was carried out with 0.1 M sodium acetate containing 10% (w/v) sodi-
um chloride, 1% (w/v) ascorbic acid, and 0.1% (v/v) 2-mercaptoethanol,

Cereal

A/ ko= 280/440nm

300 -

0 12
time (min) time (min)
Spinach
Ao/ A= 280/360nm Aex/Aer= 280/440nM
200 A 200 -
1 MTHF*
THF*
150 A 150
2100 - 2 100 l{
| |
50 - 50 FA”
N
0 T T T T T T o L1 T ' T L T
0 4 8 12 0 4 8 12
time (min) time (min)
Tomato
A/ A= 280/360nM A /A= 280/440nm
200 - 200
150 - 150 ~
2 100 - 2100 -
50 A 50 A
0 T T T T T T T 0 T T T T 5 T
0 4 8 12 0 4 8 12
time (min) time (min)

Fig. 5. Chromatograms of extracted and purified unspiked samples of cereal, spinach and tomato (black solid line) and the same samples spiked with 200 ng mL~" of standard solutions of
THF, MTHF and FA (red dashed line). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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because it provided good recoveries in previous studies. On the other
hand, the losses of folates were negligible during washing steps in
anion-exchange sorbent. MAX cartridges proved to give a not complete
recovery of pure standard, while folates were successfully eluted (re-
coveries between 94% and 102%) from strong anion-exchange (SAX).

3.2.4. Analysis of FA, THF, and MTHF in food

To evaluate the applicability of the developed method, FA, MTHF
and THF were analysed in different food matrices such as fortified ce-
reals, frozen spinach and tomato. Before carry out the quantification
of the compounds, the influence of the matrix sample was evaluated.
Standard addition calibration curves for each folate in the samples
were stablished and calibration slopes were compared with the cor-
responding slopes of the external calibration plots of each analyte.
This comparison was carried out with two-way analysis of variance
(ANOVA) with oo = 0.05 and by ACOC program [40]. The results
showed that matrix suppression effect was observed for all com-
pounds in most of the samples. Only no statistically significant differ-
ence (p > 0.05) was found in the analysis of FA in cereal and serum
samples, and THF in spinach and serum sample. In order to propose
a generalized method for all compounds, a standard addition calibra-
tion was applied in all cases.

Each sample was analysed in triplicate, following the methodology
explained in Section 2.3. Fig. 5 shows an example of chromatograms ob-
tained from unspiked and spiked cereal, spinach and tomato. The results
obtained for each folate are summarized in Table 2, as mean values and
standard deviations (SD). The three folates were detectable in all the
samples, and satisfactory recoveries were obtained at different fortifica-
tion levels. Concentrations lower than LOQ were found for MTHF in

Table 2

cereal, for FA in spinach and tomato, and for MTHF in tomato. As expect-
ed FA is the folate with the highest concentration in cereal samples, due
to the fortification of the cereal with synthetic FA. A lower concentration
was found in spinach and tomato. On the other hand, THF was found to
be the main folate, in both, spinach and tomato.

There are not many chromatographic data about the THF, MTHF and
FA levels in similar products that allow a direct comparison with the
data obtained in this paper. In Table 3, a comparison with previously
proposed methods for the determination of the target analytes in differ-
ent samples is presented. In general, the obtained values are comparable
to those reported in literature, taking into account that the existing data
of folate are quite controversial. These differences are explained by the
variation in folate content in foods of different origins. Variables such
as, the climate, the growing area of the crop or the growth stage of the
crop at harvest, among others, may produce a remarkable influence in
the folate levels [48].

More specifically, in cereal, MTHF and FA are in the range of the
values reported by other authors [49,50]. Moreover, FA concentration
is in concordance with the values showed in the breakfast cereal infor-
mation (334 pg/100 g). No data were available in the literature for THF
content in cereal sample.

The concentration of THF in spinach is in concordance with pub-
lished values. However, MTHF concentrations reported in this paper
are slightly lower than those reported in previous studies. FA level in
the analysed spinach, was in a small amount; however in previously re-
ported methods, this analyte was not detected [29,51].

The presence of MTHF in tomato, has been only reported in one
study [52], and the concentration found in the present method is in ac-
cordance with this publication.

Standard addition parameters, recoveries and folate content in some food samples by the HPLC-FLD proposed method.

Sample Analyte Actual Found Rec Standard addition parameters Amount in sample®
-1 —1 o
(ngml"") (ngmL"") %) Slope (SD) Intercept (SD) r? LOD/LOQ (Hg/100 g = SD)
(ngmL™")
Cereal THF 200.2 2054 102.6 43(0.3) 562.6 (46.2) 0.9980 164 + 53
400.4 422.8 105.6 34/112
800.8 788.9 98.5
MTHF 100.1 104.5 104.4 4.4 (0.1) 105.8 (31.6) 0.9991 <LOQ
200.2 185.6 92.73 22/71
400.4 395.9 98.97
800.8 806.1 100.6
FA 200.2 193.6 96.70 3.2(0.1) 863.2 (44.0) 0.9968 48/160 331+ 82
400.4 372.7 93.09
800.8 8142 101.7
Spinach THF 99.95 99.03 99.13 5.6 (0.1) 4145 (15.1) 0.9999 8/27 184 + 24
199.8 203.7 101.9
399.6 394.1 98.61
799.2 801.1 100.2
MTHF 99.97 102.9 102.9 4.9 (0.1) 237.9(16.9) 0.9998 10/34 121 £ 3.0
199.9 196.6 98.34
399.9 406.5 101.6
799.8 796.9 99.58
FA 99.94 89.42 89.45 3.1(0.1) 71.1 (18.2) 0.9994 17/58 <LOQ
199.8 205.7 102.9
399.7 408.3 102.1
799.5 795.1 99.44
Tomato THF 99.9 96.59 96.68 6.1(0.1) 512.7 (22.5) 0.9998 11/37 146 £ 0.1
199.8 193.6 96.91
399.6 403.4 100.9
799.2 799.2 100.0
5MTHF 100 98.15 98.15 49 (0.1) 160.1 (20.8) 0.9997 13/42 <LOQ
200 200.8 1004
399.9 409.3 102.3
799.8 795.1 99.42
FA 99.9 99.42 99.5 3.3(0.1) 84.8 (17.7) 0.9995 16/53 <LOQ
199.9 209.9 105.0
399.8 390.2 97.60
799.5 801.8 100.3

¢ Quantities expressed in pg/100 g dry weight for cereal and fresh weight for spinach an tomato. LOD: limit of detection according to Long criterion [46]; LOQ: limit of quantification

(LOD /3) x 10.
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In Table 3 also is shown the reduction of the elution times in the pro-
posed method, in comparison with the elution times reported in the lit-
erature. This new methodology allows the folate separation in <12 min,
without using significant amounts of organic solvents, working at the
same time under the green chemistry principles.

3.2.5. Analysis of THF, SMTHF and AF in serum samples
The determination of matrix effect for serum samples was studied in
the same way that previously described. Results obtained showed that

matrix suppression effect was observed for MTHF, however for FA and
THF no statistically significant difference (p > 0.05) was found. As a con-
sequence, in this matrix, a standard addition calibration was also ap-
plied. In serum samples none of the analytes could be detected. In
order to test the accuracy of the method for this type of samples,
serum sample was spiked with 200 and 370 ng-g~! (higher quantities
that serum sample usually contain) prior the extraction and purification
process. Recoveries were calculated and satisfactory values have been
found: for THF mean recovery was 89%, 99% for MTHF and 114% for FA.

Table 3
Comparison between selected methods reported and the proposed method for the analysis of folates in food and in biological samples.
Analytes Sample Sample preparation Method Founded concentration Ref.
MTHF Orange juice Extraction buffer: HEPES/CHES HPLC-FLD. Photolysis system Frozen spinach [29]
FA Refined flour Tri-enzyme treatment Column: Adsorbosphere C18 HS MTHF: 126 + 15 pug/100 g
Frozen spinach SPE purification with SAX (150 x 4.6 mm, 3 pm) LOD: 1pg/100 g
Nonfat dried milk Mobile phase (1 mL min~—'): phosphate buffer pH 2.2 (eluent A), AF: nd
acetonitrile (eluent B). LOD: 0.5 ug/100 g
Gradient mode: 5 min, 1% B; 5-25 min,
20% B; 25-30 min, 40% B; equilibration for 5 min
MTHF Cereal Extraction buffer: Tris-HCl HPLC-DAD (N = 280 nm) HPLC-FLD (Nec = 295 nm, Nepy, = 360 Breakfast cereals: [49]
FA Chocolate Tri-enzyme treatment nm) AF: values between 299.3 + 35.9
Hamburguer Purification by affinity column Column: ODS-Hypersil (250 x 4.6 mm, 5 pum) and 1281.5 4 98.4 ug/100 g
Chicken sandwich Mobile phase (1 mL min~—!): 28 mmol/L dibasic potassium 5MTHEF: values between 2.2 + 0.1
Chichen nuggets... phosphate and 60 mmol/L phosphoric acid in water (eluent A), 28 and 37.5 & 2.2 ug/100 g
mmol/L dibasic potassium phosphate and 60 mmol/L phosphoric
acid in 200 mL/L acetonitrile and 800 mL/L water (eluent B). Kellogg's corn flakes
Gradient mode: 3 min, 0% B; 3-13 min, 5MTHF: 37.5 + 2.2 ug/100 g
30% B; 13-30 min, 55% B; 30-45 min, 57% B equilibration for 5 min AF: 492.1 4 10.4 pg/100 g
MTHF Tomato Extraction buffer: HEPES/CHES HPLC-FLD (Nex = 280 nm, Nepy = 350 nm) Tomato [52]
Enzymatic deconjugation: Column: LiChrosphere 100 RP18 (5 um) 5MTHEF: values between 4.1 + 0.2
Hog kidney conjugase Mobile phase (0.9 mL min~'): phosphate buffer pH 2.2 (eluent A), and 35.3 + 2.4 ug/100 g
SPE purification with SAX acetonitrile (eluent B). LOD: 2.67 ng mL ™'
Gradient mode: 6 min, 6% B; 6-24 min, THF: nd
25% B; 25-30 min, 6%B. LOD: 2.34 ng mL~!
Methotrexate Human serum Methanol HPLC-MS Human serum [53]
Folinic acid Column: Zorbax Eclipse XDB-C8 AF: values between 0.015 and 0.156
FA (150 x 2.1 mm, 3.5 pm) pg/mL
Mobile phase (0.15 mL min~!): 25% acetonitrile in water LOD: 0.0032 pg/mL
containing 0.1% (v/v) formic acid LOQ: 0.01 ug/mL
Isocratic mode: 100% A.
THF Cabbage Enzymatic deconjugation: HPLC-FLD (Nex = 290 nm, Nepy = 360 nm) Spinach [51]
MTHF Broccoli leaves Rat plasma Column: Shim Pack 100 RP18 THF: 25 4 21 pug/100 g
5FTHF Broccoli florets SPE purification with SAX (150 x 4.6 mm, 4.6 um) LOD: 2 ng mL~!
Spinach Mobile phase (0.7 mL min~—"): phosphate buffer pH 2.3 (eluent A), 5MTHF: 43 + 26 ug/100 g
Mustard acetonitrile (eluent B). LOD: 2 ngmL™!
Gradient mode: 6 min, 6% B; 6-25 min,
25% B; 25-27 min, 25% B; equilibration for 15 min
MTHF Cereal Extraction buffer: HEPES/CHES HPLC-FLD (Nex = 290 nm, Nepy = 356 nm) Cereal [50]
Cheese Tri-enzyme treatment Column: Genesis C18 5MTHEF: values between 4.10 4+ 2.31
Milk SPE purification with SAX (250 x 4.6 mm, 4 pm) and 10.89 + 2.19 ug/100 g
Broccoli Mobile phase (1.0 mL min~'): 33 mM phosphoric acid pH 2.3
Flour (eluent A), acetonitrile (eluent B). Kellogg's Special K
Bread Isocratic mode: 6% B and 94% A. (18-21 min) 5MTHF: 5.70 + 1.70 ug/100 g
Pasta
Cereal
MTHF Human plasma Methanol containing 10 mg/mL ~ HPLC-MS/MS) Human plasma [54]
FA of 2-mercaptoethanol and Column: Hedera ODS-2
0.025% (v/v) ammonium (150 x 2.1 mm, 5 pm) SMTHF
hydroxide Mobile phase (0.4 mL min~'): acetonitrile (eluent A), 1 mM LOD: 5.05 ng mL~!
ammonium acetate buffer containing 0.6% formic acid (eluent B). ~ AF:
Gradient mode: 0-0.8 min, 89% B; 1.0-2.0 min, 30% B; 2.2-5 min, LOD: 0.249 ng mL~!
10% B; 5.2-10.0 min, 89% B.
THF Breakfast cereal Extraction buffer: HEPES/CHES HPLC-FLD (Nex = 280 nm, Nepy, = 360 and 440 nm) Cereal Kellogg's Special K This
MTHF Spinach Enzymatic deconjugation: Column: Poroshell 120 EC C18 THEF: 164 4+ 53 pg/100 g work
FA Tomato Rat plasma (50 x 4.6 mm, 2.7 um) 5MTHEF: (30 4+ 10) pg/100 g

SPE purification with SAX

Mobile phase (1.0 mL min~'): 2 mM formic acid pH 4 (eluent A),

acetonitrile (eluent B).
Isocratic mode: 6% B and 94% A.

Flow rate gradient: 4 min, 0.4 mL/min; 2 min, 1.0 mL/min; 6 min 0.4

mL/min

AF: 331 £ 82 pg/100 g
Spinach

THF: 184 4+ 2.4 ug/100 g
SMTHF: 12.1 4 3.0 ug/100 g
AF: (5.6 + 4.8) ug/100 g
Tomato

THF: 14.6 & 0.1 pg/100 g
5MTHEF: (5.7 + 2.5)ug/100 g
AF: (4.5 +3.15) ug/100 g
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Most of published methods about folate determination in serum
samples use mass spectrometry detection [53,54], and any article by
HPLC-FLD has been found in the literature.

As can be observed in Table 3, published folate amount in serum are
very small, so they are lower than LOD in the proposed method. More-
over, samples in these published methods have been obtained from per-
sons who have been subjected to FA supplementation which increase
folate content.

4. Conclusions

When FA is irradiated with intense UV-irradiation during short
times (lower than 2 min), pterin-6-carboxylic acid is the main fluores-
cent photoproduct, but at higher irradiation times, pterin was detected
as the main photoproduct. The most abundant photoproducts from THF
and MTHF do not involve modifications in the spectral fluorescent char-
acteristics of the original folates. The loss of the glutamate chain, is the
principal way of decomposition, giving rise to the formation of fluores-
cence photoproducts with very similar chemical structures to the parent
folates. It is remarkable the formation of the OH-derivative in 4a posi-
tion (compound XVI) from MTHF, and the increment in the fluorescence
quantum yield observed.

As consequence of the photochemical behavior of the folates, a flow-
gradient-LC method with on-line post-column photoderivatization, has
been proposed for the analysis of FA and its two principal metabolites,
THF and MTHF. The photochemical reactions allow the fluorimetric
analysis of FA, that has a low native fluorescence quantum yield, and
allow the jointly quantification of FA and its main metabolites. The use
of a separation column, packed with core-shell particles, improves the
analysis in terms of separation efficiency and decreases the analysis
time. The flow gradient allows to apply the optimum irradiation time
for each compound.

The analysis of the three folates in vegetables has been carried out
and encouraging results have been obtained. In addition, the proposed
method has been tested in serum samples but the sensitivity is insuffi-
cient for this type of sample. Matrix effect was found in the chromato-
graphic analysis and the quantification should be carried out by using
the standard addition calibration.
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Supplementary data: Mass spectrometry data at different irradiation time

Folic acid (AF)

L Empirical Calculated
Irradiation m/z m/z Formula Mass ion compound
time  (MS)  (HRMS) . P
molecular ion (A ppm)
295.0935 N
295.1 295.0949 C14H11N6O, (1.87) [M] Il
0"-30" 464.1295
464.1 464.1299 C19H19N7N306 (097) [M+Na]+ I
486.0 486.1122 C19H18N7Nazos 4??;2;4 [M+2Na] * I
120.0449 .
120.1 120.0450 C;HgNO (0.51) [M] [
192.0 192.0517 C;HgNsO, 192.0521 [M+H]" v
(2.34)
214.0341 N
214.0 214.0346 C;HsNsNaO, 2 gz;l [M+Na] v
289. N
289.0 289.0800 C1,H14N;NaOs ?3 Cl)i?o [M+Na] \Y
6 .
295.0943 N
295.1 295.0931 C14H11N6O, (4.23) [M] Il
442.2 442.1428 C19H20N-Og 442.1475 [M+H]* I
(10.8)
464.1294 .
464.1 464.1286 CigH1gNsNaOg jl 83? [M+Na] I
486.0 486.1099 Ci9H1gN7Na, 06 48(23;)14 [M+2Nal* I
120.0449 .
120.1 120.0450 C,HgNO (0.51) [M] 1}
164.0 164.0570 CgHgNsO 164.0572 [M+H]* Vil
(1.43)
186.1 186.0393 CsHsNsNaO 17222)92 [M+Na]” il
208.0 208.0464 C;HgNsO3 2??23)71 [M+H]* VI
20° )
230.0 230.0289 C;HsNsNaOs 2?2825)90 [M+Na]” \
252.01 N
252.0 252.0107 C;H4NsNa,0; il 80;)9 [M+2Na] \
289. N
289.0 289.0800 C1,H14N;NaOs ?g (1)?1;)0 [M+Na] Y
459.1502 .
459.2 459.1534 C19H21N707 29.150 [M+H+H20] I

(6.86)




Tetrahydrofolic acid (THF)

rradiati Inpresence  In presence Empirical Calculated
rratir[rz:\;lon of air of N2 (HnRVMZS) formula Mass ion compound
m/z (MS) molecular ion (A ppm)
166.1 166.1 166.0725 CsHgN:O 1?521)29 [M+H]" IX
188.1 188.1 188.0543 CeH;NsNaO 1832?;18 [M+Nal* IX
289.0 289.1 289.0800 C1oH14N;NaOs 28(322;)0 [M+Nal* \Y,
o0 299.1 299.1363 C14H15N6O 299.1256 M]* X
. . 147 1151N6 V2 (35.6)
A .
446.2 446.1786 C19H24NO¢ 446.1788 [M+H] VIII
(0.46)
A +
468.1 468.1603 C19H»3NsNaOg 46(3 92;)8 [M+Na] VIII
120.0449 +
120.1 120. H
0 0.0449 C;HgNO (0.32) [M] 1]
154.1 154.0730 CsHNsO 1540729 ir X|
o (0.75)
166.1 166.1 166.0726 CeHsNsO 1?2'21)29 [M+H]* IX
289.1 289.1 289.0795 C1oH14N;NaOs 28(225?0 [M+Nal* \Y,
120.1 1201 120.0449 C;HgNO 120.0449 M) 1
(0.32)
154.1 154.0730 CoHeNsO 1540729 ir X|
S0’ (0.75)
166.1 166.1 166.0726 CsHgN:sO 16(321)29 [M+H]* IX

(1.87)




5-Methyltetrahydrofolic acid (MTHF)

. Empirical Calculated
Irradiation m/z m/z Formula Mass ion compound
time (MS)  (HRMS) . P
molecular ion (A ppm)
301.1 301.1411 C14H17N6O5 3%12)12 [M+H]" Xl
313.1 313.0997 C15H17N6O; 31(3;2)13 M]* XV
0-30 460.1944 .
460.2 460.1949 CyoH26N706 (0.93) [M+H] Xl
482.1764 .
482.2 482.1764 CyoH25N;7NaOg (0.003) [M+Na] Xl
120.0449 N
120.1 120. I
0 0.0458 C;HgNO (0.51) [M] 11
180. +
180.1 180.0882 CsH1oNsO 8{(1) 22;35 [M+H] XV
6’ 301.1  301.1411 C1sH17N6O, 301.1412 [M+H]* Xl
(0.65)
4742  474.1733 CaoH24N505 47(3';;)37 [M+H]* XVI
496.1 496.1548 Cy0H23NsNaO; 2??23)71 [M+Na]+ XVI
120.0449 +
120.1  120.0458 C,;HeNO (7.17) [M+H] I
289.1 289.0831 C12H14N2N305 28((9)22;)0 [M+Na]+ Vv
20° 301.1 301.1411 C14H17Ng0O; 18(223)92 [M+H]+ Xl
474.2 474.1733 Cy0H24N704 47(322537 [M+H]+ XVI

(3.19)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Phenanthrene is the most released polycyclic aromatic hydrocarbon into the environment by anthropogenic
action. Because of the absorption and biotransformation pathways, this compound is metabolized and the most
abundant metabolites are hydroxylated derivatives, such as 1-, 2-, 3-, 4- and 9-hydroxyphenanthrene, which are
excreted through biological fluids, included mammals milk. For the resolution and quantitation of co-eluted
analytes, elution time-emission fluorescence matrices were analysed with different second-order calibration
algorithms: n-way and unfolded partial least squares, both coupled with residual bilinearization (N-PLS/RBL and
U-PLS/RBL), and multivariate curve resolution-alternative least squares (MCR-ALS). Once optimized the chro-
matographic parameters, in isocratic mode, the elution time was of 5.5 min. The second-order data were ob-
tained exciting at 250 nm, with an emission range from 330 to 430 nm, each 1 nm, and elution time from 0 to
5.5 min each 5.4 s. The ranges for the second-order multivariate methods in validation samples were from 1.0 to
9.0ngmL~* for 1-, 2-, 3- and 4-hydroxyphenanthrene, and from 5.0 to 45.0ngmL~' for 9-hydro-
xyphenanthrene. Root mean square errors of prediction between 0.45 and 1.82ngmL~" (relative errors of
prediction 7-22%) were obtained. The optimized procedures were applied in the analysis of human breast milk
and in whole and semi-skimmed commercial cow milk. N-PLS/RBL and U-PLS/RBL algorithms show satisfactory
results for the five metabolites with recoveries ranging between 82% and 115%.

Keywords:

Phenanthrene metabolites

Elution time-emission fluorescence matrices
Multiway calibration

Human breast milk

Cow milk

1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are environmental pol-
lutants generated by the incomplete combustion of organic materials.
Moreover, although they are not chemically synthesized for industrial
purposes, they are used as intermediaries in pharmaceuticals, agri-
cultural products and other chemical industries [1]. Human exposure to
combustion products, containing mixtures of PAHs, has long been as-
sociated with cancer occurrence [2]. PAHs are lipid soluble and would
be absorbed from the gastrointestinal tract of mammals, transferred
through lungs and distributed in tissues and/or accumulated in adipose
tissues. The metabolism, via the cytochrome P450-mediated mixed
function oxidase system with oxidation or hydroxylation, yield hydro-
xylated metabolites that are excreted in feces, urine or milk [3]. The
metabolites of PAHs are used as biomarkers to assess exposure to PAHs
[4]. Until now, 1-hydroxypyrene (10HPy) and 3-hydroxybenzol[a]
pyrene (30HBaP) have been proposed to be the most representative

biomarkers of global exposure to PAHs [5-7]. However, in a recent
study, it is recommended that total body burden of PAHs should not be
assessed exclusively by 10HPy biomonitoring. The study is concluding
that, as detected in biological fluids, the hydroxy-PAHs derivatives are
also representative of contamination of biological matrices [8].

The US Environmental Protection Agency [9] has established a list
of priority pollutants including 16 PAHs, being phenanthrene (Ph) one
of them. The hydroxymetabolites of phenanthrene (OHPhs), appear to
be particularly useful for PAHs biomonitoring and, specifically, 1-, 2-,
3-, 4- and 9-hydroxyphenanthrene (1-OHPh, 2-OHPh, 3-OHPh, 4-OHPh
and 9-OHPh). These OHPhs (Fig. 1) have been proposed as the main
markers of exposure to phenanthrene [10,11]. Of the phenanthrene
metabolites, 1- and (2 +3)-OHPhs appear to be particularly useful for
biomonitoring studies and, in urine samples, represent more than 50%
of the total OHPAHs measured [12]. Recently, a HPLC method for the
simultaneous analysis of 2-hydroxyfluorene (2-OHF), various hydro-
xyphenanthrene metabolites, (1+9)-, (2+3)-, and 4-OHPh, 1-
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— R-OH

1-Hydroxyphenanthrene (1-OHPh)
2-Hydroxyphenanthrene (2-OHPh)
3-Hydroxyphenanthrene (3-OHPh)
4-Hydroxyphenanthrene (4-OHPh)
9-Hydroxyphenanthrene (9-OHPh)

Fig. 1. Chemical structures for hydroxyphenanthrene (OHPh) metabolites.

hydroxypyrene (1-OHPy) and 3-hydroxybenzo[a]pyrene (3-OHB[a]Py)
in human urine, has been proposed [13].

Although the principal elimination routes of OHPAHs are through
biological fluids, their transference to mammals’ milk is also taken
place. Because of this, the determination of the above-mentioned me-
tabolites in cow and breast milk has a great significance, due to their
correlation with environmental or indoor contamination.

Several techniques are available for the analysis of OHPhs in milk
samples, mainly liquid chromatographic methods with fluorescence
detection [7,14,15]. Moreover, gas chromatographic-mass detection
methods, with previous chemical derivation, have been also proposed
to detect and analyse Ph and OHPhs [16-18]. In one of these methods
[16], 1-, 2-, 3-, 4-, and 9-OHPh were analysed in milk of lactating goats,
among other matrices. The proposed method includes enzymatic hy-
drolysis, liquid-liquid extraction, and Envi-Chrom P SPE column pur-
ification. Capillary electrophoresis has been also used to analyse some
OHPAHs in milk, including 30HPh and 9OHPh [19].

The main disadvantages of the reported methodologies are the re-
latively long chromatographic elution times, and the incomplete chro-
matographic separation between phenanthrene metabolites, in most
cases. Grova et al. [16] achieved a complete resolution of the five
metabolites by GC-MS but, after the pretreatment of the samples for the
protein precipitation and analytes isolation, it is necessary a derivati-
zation of the extracts previous to the chromatographic analysis. As in-
dicated, studies about the determination of OHPhs in milk samples from
mammals are scarce, but studies in breast milk are even more limited,
being focused on analysing the most abundant PAHs according to the
United States Environmental Protection Agency (US EPA) list [20-24].
Although food consumption is the major route of human exposition, no
exhaustive information on infants exposure via breastfeeding is avail-
able actually [25]. In addition, in some regions where the high con-
centration of atmospheric PAHs was assessed, mothers are also exposed
via inhalation of polluted air [25]. However, procedures for the analysis
of PAH metabolites in breast milk have not been described to date.

According to the revised literature, HPLC proposed methods allow
the analysis of only one or two metabolites of Ph. Methods for the si-
multaneous determination of the five OHPhs, in only one chromato-
graphic run and using fluorimetric detection, have not been reported.
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Taking into account that these analytes show overlapped chromato-
graphic signals and practically identical fluorescence profiles, the use of
multivariate calibration approaches opens a possibility for the quanti-
fication of all of them. In this sense, the combination of chromato-
graphic data with spectroscopic techniques, such as HPLC with UV-vis
diode-array detection (DAD) or fast-scanning luminescence detection
(FSLD), is able to yield spectral-time second-order data, and second-
order multivariate calibration can be performed when full selectivity in
the chromatographic separation is not achieved. Applications of
second-order calibration to chromatographic data, with diode array
(DAD) and/or fast scanning fluorescence detection (FSLD), have been
recently revised [26]. Data about the use of FSLD for generating second-
order-chromatographic data are very scarce. Different second-order
multivariate calibration algorithms, applied to LC data with fluori-
metric detection, have been compared for the analysis of four fluor-
oquinolones in urine [27]. Multivariate curve resolution-alternating
least squares (MCR-ALS) was applied to resolve the co-elution of
fluorene, pyrene and benzo[b]fluoroanthene with some interferences in
smoked paprika samples [28]. MCR-ALS has been also proposed for the
quantification of sex hormones in water and sediments [29], and for the
determination of marker pteridines in urine samples [30].

The aim of the present paper is focussed in two ways: first, to in-
vestigate the combination between three-way multivariate calibration
approaches and HPLC data in combination with a fast-scanning spec-
trofluorometer as detector, for the simultaneous determination of hy-
droxyphenanthrene metabolites; second, application of the optimized
methodology for the analysis of 1-OHPh, 2-OHPh, 3-OHPh, 4-OHPh and
9-OHPh in breast and cow milk samples. The second-order data, based
on elution time-emission measurements, were processed with several
multi-way algorithms, such as N-PLS/RBL, U-PLS/RBL and MCR-ALS.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

2-, 3-, and 9-hydroxyphenanthrene (2-, 3-, 9-OHPh) pure solids and
individual solutions of 1-, and 4-hydroxyphenanthrene (1-OHPh, 4-
OHPh), at 10pug mL~?! in acetonitrile, were obtained from LGC-Dr
Ehrenstorfer GmbH (LGC Standards, SLU, Barcelona). Individual stock
standard solutions of solid analytes were prepared in acetonitrile at
concentrations of 50pugmL~' and stored at — 4°C in darkness.
Working solutions were prepared by dilution of the appropriate aliquots
with acetonitrile. Acetonitrile (ACN), HPLC-grade, was purchased from
Panreac (Barcelona, Spain). 3-glucuronidase (30 U/mL)/aryl sulphatase
(60 U/mL), from Helix pomatia aqueous solution, was provided by
Merck (Barcelona, Spain).

Ultrapure water provided by a Milli-Q purification system (Millipore
S.A.S., Molsheim, France) was used. Solvents and samples, used to
perform the chromatographic technique, were filtered through 0.22 pm
hydrophobic fluoropore filters (PTFE) before each injection.

2.2. Instrumentation and software

The chromatographic studies were carried out on an Agilent 1100
High Performance Liquid Chromatograph equipped with degasser,
quaternary pump, column oven, autosampler Agilent 1290 infinity
thermostated at 5 °C, fast scanning fluorescence detector (FSLD) and the
ChemStation software to control de instrument, data acquisition and
data analysis. The analytical column used was a Tracel Excel ODS-B
column (2.1 Xx100mm; 3 um, Teknokroma Analitica, Spain). The
column temperature was set at 20 °C. The mobile phase consisted in a
mixture of acetonitrile and water (45:55, v/v) in isocratic mode. The
flow rate was 0.4 mLmin~! and the injection volume was 5 L.

Data matrices were collected in the chromatographic system with a
FSLD, in multiemission mode, using a wavelength emission range from
330 to 430 nm, each 1 nm, and elution times from 0 to 5.5 min, every
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5.4s, setting the excitation wavelength at 250 nm. Hence, the size of
each data matrix was 59 x 101 (elution time X emission wavelength).
These matrices were saved in ASCII format and transferred to a PC for
posterior analysis.

Second order data analysis was performed using MatLab R2008a,
version 7.6 (The Mathworks, Natick, MA). Moreover, a graphical in-
terface was used: MVC2 (MultiVariate Calibration for second-order)
routine, an integrated MATLAB toolbox for second-order calibration,
developed by Olivieri et al. [31]. The software can be freely down-
loaded from the webpage www.iquir-conicet.gov.ar/descargas/mvc2.
rar.

2.3. Calibration and validation samples for second-order chemometric
analysis

The experimental procedure for the three-way analysis was devel-
oped with a calibration set of 34 samples. Twenty-seven of these sam-
ples correspond with a central composite design, in the concentration
ranges between 0 and 10ngmL~?, for 1-, 2-, 3- and 4-OHPh and, be-
tween 0 and 52ngmL~*, for 9-OHPh. The concentration levels were
selected according with the linear range of each analyte, with the object
of obtaining a good linearity of each compound. Two acetonitrile
blanks and five additional samples with only one analyte were also
included, Table 1. The corresponding volumes of the standard solutions
of each analyte, prepared in acetonitrile, were transferred into 10.0 mL
calibrated flasks, and acetonitrile was added to the mark. Besides, a
validation set of twelve samples, containing the OHPHs in the con-
centration range of the calibration set, was prepared in the same way,
but employing different concentrations following a random design.

In all cases, aliquots of 5 uL of each standard solution were injected

Table 1
Calibration samples provided by a central composite design (samples 1-27),
and blanks and individual samples added (samples 28-34).

Sample 2-OHPh" 3-OHPh" 1-OHPh 9-OHPh" 4-OHPh"
1 5.5 5.5 0.6 27.5 5.5
2 5.5 5.5 10.5 27.5 5.5
3 5.5 5.5 5.5 2.8 5.5
4 5.5 5.5 5.5 52.3 5.5
5 5.5 5.5 5.5 27.5 0.6
6 10.4 5.5 5.5 27.5 10.5
7 5.5 0.6 5.5 27.5 5.5
8 5.5 10.5 5.5 27.5 5.5
9 1.0 1.0 1.0 5.0 9.9
10 1.0 1.0 9.9 5.0 9.9
11 1.0 1.0 1.0 49.6 1.0
12 1.0 1.0 9.9 49.6 1.0
13 9.8 1.0 1.0 5.0 9.9
14 9.8 1.0 9.9 5.0 1.0
15 9.8 1.0 1.0 49.6 9.9
16 9.8 1.0 9.9 49.6 1.0
17 1.0 10.0 1.0 5.0 9.9
18 1.0 10.0 9.9 5.0 9.9
19 1.0 10.0 1.0 49.6 1.0
20 1.0 10.0 9.9 49.6 1.0
21 9.8 10.0 1.0 5.0 9.9
22 9.8 10.0 9.9 5.0 1.0
23 9.8 10.0 1.0 49.6 9.9
24 9.8 10.0 9.9 49.6 1.0
25 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
26 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
27 5.5 5.5 5.5 27.5 5.5
28 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0
29 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0
30 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0
31 0.0 0.0 0.0 0.0 3.0
32 0.0 0.0 0.0 15.0 0.0
33 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
34 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

2 All concentration are given in ngmL ™.
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into the chromatographic system and eluted and monitored as pre-
viously described.

2.4. Milk samples

Whole and semi-skimmed cow milk samples were obtained from
local super-markets. Breast milk samples were obtained from healthy
volunteers, non-occupationally exposed to PAHs. Aliquots of 1 mL of
milk were fortified adding aliquots of the OHPHs stock standard solu-
tions and equilibrated in darkness for 24 h at room temperature. After,
the sample pH was adjusted to 5 with HCl 0.3 M, and 3 pL of (-glu-
curonidase enzyme was added. The hydrolysis of the glucuronide and
sulphate conjugates of hydroxymetabolites was carried out incubating
the mixture at 37 °C for 20 h. After hydrolysis, 300 pL of acetonitrile
was added and the sample was vortex shaked and centrifuged at
5000 rpm for 10 min. The upper acetonitrile phase was removed and
transferred to a clean 2 mL polypropylene tube. With the solid phase,
the extraction process was repeated and the supernatant acetonitrile
phase was combined with those of the first extraction. The extracts
were diluted to 1.0 mL with acetonitrile, and filtered through a 0.22 ym
PTFE filter. Finally, aliquots of 5puL were injected in the chromato-
graphic system.

3. Results and discussion

The optimization of chromatographic conditions for the elution of
the analytes was carried out with a working solution containing
55ngmL~' of 1-OHPh, 2-OHPh, 3-OHPh and 4-OHPh, and
52.5ngmL™! of 9-OHPh, in acetonitrile. As shown in Fig. 1, the only
structural difference between the target analytes is the position of the
-OH group and, for an adequate separation of these isomers, the se-
lection of the solvents and composition of the mobile phase is essential.
With the objective of achieving an adequate separation of the meta-
bolites, different mobile phase compositions, ACN:H,0, with water
percentages between 45% and 70%, were tested. A higher percentage of
water is not possible due to the poor solubility of the analytes. With a
mobile phase ACN:H,O 55:45, v:v, the elution of the analytes takes
place in two minutes and all of them eluted in only one peak. Better
resolutions were obtained as water percentage increases, although a
complete resolution for the five metabolites was not achieved with any
of the mobile phases assayed. Fig. 2A shows the individual chromato-
grams of the five analytes, eluted in isocratic mode with ACN: water
(45:55, v:v). It can be observed that some of the analytes are over-
lapping in the elution mode when using this mobile phase. Using a
mobile phase ACN:H,0 (30:70, v:v), a better resolution was achieved
between the peaks of 2- and 3-OHPh isomers, but their resolution was
not complete. Nevertheless, 1- and 9-OHPh metabolites remain co-
eluting and 4-OHPh increased its retention time until more than 30 min.

Other possibility explored to intent the individual quantification of
the analytes was the use of different excitation and/or emission wa-
velengths. Fig. 2A (insert graph) shows the on-line excitation (A\em
= 375nm) and emission (A.x = 250nm) spectra of the five OHPhs
studied, obtained by injecting pure standard solutions of each meta-
bolite. The excitation and emission spectral profiles are very similar for
all of them. The maximum excitation wavelengths are 256 nm for 2-
OHPh, 251 nm for 3-OHPh, 255 nm for 1-OHPh, 251 nm for 9-OHPh
and 248nm for 4-OHPh. The maximum emission wavelengths are
374 nm for 2-OHPh, 373 nm for 3-OHPh, 376 nm for 1-OHPh, 386 nm
for 9-OHPh and 372 nm for 4-OHPh. For 2- and 3-OHPh metabolites,
the differences between excitation and emission wavelengths are 5 and
1 nm, respectively, and, for 1- and 9-OHPh metabolites, the differences
are 4 and 10 nm, respectively. Their maxima are so close that it is not
possible to use different excitation and/or emission wavelengths to
improve their quantification.

Taking into account these considerations, the mobile phase was
selected to provide the best relation between running time and peak
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Fig. 2. A) Chromatograms and online fluorescence excitation and emission
spectra (insert graph) of individual standards of 1-, 2-, 3-, 4- and 9-OHPh,
mobile phase ACN:H,0 45:55; B) Chromatogram of a standard mixture con-
taining 1-, 2-, 3-, 4- and 9-OHPh, mobile phase ACN:H,O 45:55, V-V, Aex

= 250 nm, Aey = 375nm, flow rate = 0.4 mLmin .

shapes. An isocratic mobile phase composed by acetonitrile and ultra-
pure water (45:55, v:v) and a flow rate of 0.4 mL min ! were selected.
Under these conditions and, as can be seen in Fig. 2B, the complete
resolution of the five OHPhs was not achieved and only three peaks
were obtained. In peak 1, 2- and 3-OHPh co-eluted, in peak 2, 1- and 9-
OHPh co-eluted and, in peak 3, 4-OHPh metabolite is eluting. The total
elution time is about five minutes. Given the impossibility of analysing
the 1-, 2-, 3- and 9-OHPh metabolites by univariate calibration, the
resolution was attended using second-order calibration based on elution
time-emission data, obtained by exciting all analytes at a compromise
fixed wavelength of 250 nm. With respect to 4-OHPh, this metabolite
does not present interference from the others and it could be accurately
quantified by univariate calibration. However, taking into account that
unexpected sample components may be appearing in real samples and
may overlap with this peak, 4-OHPh was also analysed by multivariate
calibration.

3.1. Three-way data recording

For each sample, 101 emission spectra, exciting at 250 nm, were
obtained between 330 and 430 nm, with a data interval of 1 nm, and
times from O to 5.5 min, at time intervals of 5.4 s. Fig. 3 shows a three
dimensional chromatogram, and its contour plot for the validation
sample number 8.

For sake of simplicity, second-order chromatographic data were
splitted up in three different regions, according to the elution time axis:
region I, between 2.9 and 3.6 min, region II, between 3.6 and 4.3 min
and, region III, between 4.5 and 5.1 min. The first region includes 2-
OHPh and 3-OHPh, the second region, 1-OHPh and 9-OHPh, and the
third region includes 4-OHPh.

3.2. Calibration set samples

Several second-order multivariate calibration algorithms were ap-
plied: U-PLS and N-PLS, with or without RBL, depending on the pre-
sence or absence of sample interference, and MCR-ALS. These algo-
rithms were chosen as representatives of second-order calibration
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methods, being MCR-ALS usually the method of choice for HPLC
second-order data. Unfolded and N-way partial least squares (U-PLS
and N-PLS) are already described in the literature [32]. When un-
expected constituents occur, the residual bilinearization (RBL) proce-
dure is used. For a certain number of principal components, the mission
of RBL is the minimization of the residual error to a level compatible
with the degree of noise present in the measured signals [33-35]. In
multivariate curve resolution-alternating least squares (MCR-ALS), an
augmented data matrix is created from the data test matrices and the
calibration data matrices [36]. The resolution is accomplished using an
initialization with parameters as close as possible to the final results
[37-39].

For this purpose, calibration samples were prepared following a
central composite design, plus additional samples with each analyte at
its mean calibration concentration and two acetonitrile blanks, Table 1.
With all algorithms, in first place, the calibration samples were pro-
cessed and the optimum number of components for each one was ob-
tained. The predictive capability of each algorithm was evaluated with
the validation samples.

3.2.1. UPLS and NPLS analysis

The optimum number of sample constituents or latent variables
must be assessed in each time region. Cross-validation and the Haaland
and Thomas criterion were employed [40]. Hence, the optimum
number of factors was estimated by calculating the ratios F(A) = PRESS
(A < A*)/PRESS(A), where PRESS = X(Yiat — Yipred)>s A is a trial
number of factors and A* corresponds to the minimum PRESS, and
selecting the number of factors leading to a probability of less than 75%
that F > 1. In region I, for 2- and 3-OHPh, the optimum number of
factor was six. When region II was analysed, the optimum number of
factors for 1- and 9-OHPh was five. Lastly, for 4-OHPh, the number of
factors was four. Twelve validation samples were analysed with both
algorithms and the specific details on the validation samples are pro-
vided later.

3.2.2. MCR-ALS

The number of components in each augmented matrix was esti-
mated by principal component analysis (PCA), and the algorithm was
applied in each elution time region. A super-augmented data matrix in
the elution time direction was built for each time region, by appending
each unknown sample to the thirty-four calibration standard samples.
During the ALS fitting, the following constraints were applied: non-
negativity in both modes (emission spectral data and elution time), and
unimodality in the elution time mode only to the signals corresponding
to the analytes and not to the background signals.

In elution time regions I and II, the number of factors was 4, and in
region III, 3 factors. Fig. 4 shows the temporal profiles and the emission
spectral profiles for each region, obtained by this algorithm when
analysing the first four validation samples. A comparison of the emis-
sion spectral profiles with the pure spectra allows us to confirm that the
retrieved spectral profiles are in agreement with the spectra of pure
analytes.

For all algorithms, the number of factors is higher than the number
of analytes in each region. Three could be the main reasons to explain
the high number of factors: the significant differences that exist among
the OHPhs signal magnitudes; the low concentrations analysed; and the
need to modelling residual scattering. The signal intensity of 9-OHPh is
70% lower than that of 1-OHPh, and both present a total similarity in
the excitation/emission spectra. On the other hand, the metabolite
concentrations are so low that its relative signals are of the same level
of other background contributions. These aspects are influencing in that
more factors than the number of analytes were needed. Also, the me-
tabolites show a great similarity in excitation and emission spectra. The
difference between the emission maxima of 2-OHPh and 3-OHPH is
only of 1 nm. With respect to 1-OHPh and 9-OHPh, the difference in the
emission maxima is of 10 nm, but their elution times are practically
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similar. In addition, 1- and 9-OHPh, which co-eluted in peak 2, show
great differences in fluorescence intensities. All these factors contribute
to an increase of the number of components for the different algo-
rithms, allowing the additional components to resolve the interactions
between the analytes. This is in accordance with previous results about
the determination of PAHs through EEMs and by using different second-
order multivariate calibration algorithms [41].
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Fig. 3. A) Three-dimensional fluores-
cence emission-elution time matrix of
validation sample 8; B) contour plot of
validation sample 8, and the time re-
gions used for the analysis in the elu-
tion time mode: Region I from 2.9 to
3.6 min; Region II from 3.6 to 4.3 min
and Region III from 4.5 to 5.1 min, Ay
= 250 nm, emission wavelength range
from 330 to 430 nm each 1 nm; elution
time from O to 5.5 min each 5.4s.

3.3. Quantitative validation results comparison

In order to compare the performance of the three algorithms in
terms of predictive ability, the nominal and predicted concentration
results obtained in the analysis of the twelve validation samples are

summarized in Table 2.

As can be observed, in elution time region I, the recovery values
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Fig. 4. A) Elution profiles retrieved by MCR-ALS analysis for each region and for calibration samples 1-4. B) Emission spectra retrieved by MCR-ALS analysis for each

region.
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Table 2
Predicted concentration and statistical values for 1-, 2-, 3-, 9-, and 4-OHPh in validation samples using UPLS, NPLS and MCR-ALS.
Analyte (ngmL~') Method  Validation samples % Mean Recovery ( + SD)* RMSEP” REP®
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Region I 20HPh Actual 3.0 35 1.0 8.0 4.0 20 7.0 45 50 9.0 1.5 6.0
UPLS 3.2 3.4 1.1 5.1 5.1 1.7 7.6 4.1 5.1 8.9 1.8 5.8 102 (20) 0.97 22.00
NPLS 3.2 3.4 1.1 5.1 5.1 1.7 7.4 4.1 5.1 8.8 1.8 5.8 102 (20) 0.96 21.87
MCR-ALS 1.4 2.6 0.4 3.7 4.9 2.3 7.3 4.1 5.4 11.1 3.7 5.4 126 (67) 1.72 39.58
30HPh Actual 1.0 3.0 2.0 2.5 6.0 4.0 5.5 3.5 5.0 9.0 7.0 4.5
UPLS 1.0 3.2 2.1 2.8 6.0 4.3 6.5 4.6 5.3 9.8 7.1 4.2 95 (8) 0.45 9.59
NPLS 0.9 3.2 2.1 2.9 6.2 4.3 6.7 4.6 5.3 9.9 7.1 4.2 94 (9) 0.52 10.94
MCR-ALS 1.1 3.2 1.3 4.0 6.0 3.5 7.3 4.2 5.9 10.7 5.7 4.9 97 (24) 0.92 19.07
Region II 10HPh Actual 1.0 1.5 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 3.5 4.5
UPLS 1.0 1.6 2.3 2.9 4.7 4.9 6.8 7.1 8.3 10.1 3.5 4.4 105 (8) 0.50 10.33
NPLS 0.9 1.5 2.3 2.8 4.7 4.8 69 7.6 8.2 10.4 3.5 4.4 105 (9) 0.61 12.65
MCR-ALS 1.0 1.5 2.1 2.9 4.2 4.8 61 74 8.3 10.4 3.5 4.5 102 (5) 0.45 9.61
90HPh Actual 24.9 45.0 40.1 15.0 27.5 20.0 5.0 17.5 30.0 32.5 15.0 35.0
UPLS 25.0 453 384 170 275 203 6.2 208 29.2 321 1560 31.3 104 (10) 1.76 6.83
NPLS 25.1 452 384 172 277 205 6.1 21.0 29.1 319 1572 31.3 104 (10) 1.82 7.06
MCR-ALS 24.6 455 384 16.8 283 20.0 59 17.0 29.8 326 1563 31.2 99 (8) 1.33 5.22
Region III 40HPh Actual 2.0 1.5 4 2.5 1.0 5.5 9.0 45 6.0 6.5 3.0 3.5
UPLS 2.0 1.5 3.5 2.7 1.0 5.7 7.8 47 6.4 7.1 3.2 3.7 98 (9) 0.48 11.62
NPLS 2.1 1.5 3.4 2.7 1.1 5.7 7.6 4.7 6.5 7.0 3.3 3.7 98 (10) 0.52 12.67
MCR-ALS 1.9 1.3 3.7 2.6 1.1 5.6 8.8 4.6 6.2 6.8 2.9 3.4 101 (5) 0.16 3.98
2 Standard deviation.
> RMSEP, root mean square error of prediction, ng mL~ 1,
¢ REP, relative error prediction in %.
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Fig. 6. Box and whisker plots of the recoveries of: A) 2-OHPh; B) 3-OHPh; C) 1-OHPh; D) 9-OHPh; E) 4-OHPh in breast milk and in semi-skimmed and whole fresh

cow milk by U-PLS/RBL and N-PLS/RBL.

obtained by U-PLS and N-PLS for 2-OHPh and 3-OHPh are 102% for
both. By MCR-ALS, recovery values were 126% for 2-OHPh and 97% for
3-OHPh. In region II, the recoveries for 1- and 9-OHPh are very similar
for all algorithms, with mean values of 104%, for 1-OPH, and 102% for
9-OHPh. For last, in region III, the recovery values for 4-OHPh range
from 98% for U-PLS and N-PLS to 101% for MCR-ALS.

Moreover, an elliptical joint confidence region (EJCR) (at 95%

confidence level) [42] was calculated to evaluate the slope and inter-
cept, corresponding to the linear regression of predicted vs nominal
concentration, for each hydroxymetabolite. In time region I, for 2- and
3-OHPh, all ellipses include the theoretical point (1, 0), Figs. 5A and 5B.
In addition, the ellipses for U-PLS and N-PLS are significantly smaller
than those corresponding to MCR-ALS, suggesting higher precision for
the first algorithms. Also, as can be clearly appreciated, the sizes of the
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ellipses are very similar for U-PLS and N-PLS for these two analytes,
confirming that very similar results are obtained by both methods.

In the second time region, the EJCR analysis for 1- and 9-OHPh,
Figs. 5C and 5D, shows that the ellipse sizes are similar with all the
algorithms and for both metabolites, confirming the equivalent results
obtained using the three algorithms in this region. All of them contain
the ideal point (1, 0).

For time region III, where 4-OHPh eluted, the ellipses of all the
algorithms, Fig. SE, are similar, and all of them contain the theoretical
point (1, 0), and the sizes of the ellipses of U-PLS and N-PLS results are
bigger than the MCR-ALS ellipse.

The statistical parameters (root mean square error of prediction and
relative error of prediction), obtained with each of the algorithms, are
summarized in Table 2. It can be observed that 9-OHPh presents the
higher figures of merits, due to its low fluorescence intensity in com-
parison with the other analytes. In general, with the three algorithms,
all parameters are seen to be good, indicating that the present meth-
odologies may be useful for a simultaneous determination of the five
OHPhs of interest.

The possibility of individual quantification of 1-, 2-, 3-, 4-and 9-
OHPh metabolites by HPLC, is a great innovation for the analysis of the
phenanthrene metabolites. By HPLC, in none of the previously proposed
methods it is possible the quantification of 9-OHPh, either it is not in-
cluded [43] or it co-eluted with 1-OHPh and could not be quantified
separately [44].

3.4. Milk samples

With the purpose of testing the applicability of the studied methods,
different milk samples were analysed, including cow milks (semi-
skimmed and whole fresh milk), and breast milk. The composition of
breast milk and cow milk differs in the carbohydrate, protein and fat
contents. Proteins content in whole cow milk is more than double than
in breast milk, and the ratio lactoserun/casein is 60:40 in breast milk
and 20:80 in whole cow milk. The fat percentage is similar in both
milks, but cow's milk contains more saturated fat, while human milk
contains more unsaturated fat.

In all cases, milk samples were spiked with the analytes and a re-
covery study was carried out. An aliquot of 1 mL of each milk sample
was spiked with the different OHPhs in five levels, with concentrations
ranging between 0.7 and 6.2ngmL~"! for 1-, 2-, 3- and 4-OHPh and
between 2.8 and 24.8 ng mL ™" for 9-OHPh. Two replicates of each milk
sample were analysed following the methodology described in Section
3.4. It is remarkable that nylon filters cannot be used because the
analytes were retained in the membrane, and hydrophobic fluorophore
0.22 um PTFE filters were used in this case.

Once the second order matrices were obtained, U-PLS/RBL, N-PLS/
RBL and MCR-ALS algorithms were applied. MCR-ALS results are ac-
ceptable for 1-OHPh, while N-PLS/RBL and U-PLS/RBL predictions
were very good for all analytes, in all milk samples and for all levels.
The recoveries obtained with the last two algorithms are represented in
Fig. 6. The results (n = 10) for each hydroxymetabolite are summarized
as a box and whisker plot for each milk sample analysed. The centre
line represents the median and the lower and upper portions indicate
the 25" and 75" percentile. The recoveries are between 80% and 120%
and the major data dispersion was found for 2- and 3-OHPh. For 1- and
9-OHPh not significant differences were found in the three milk types
analysed. For 4-OHPh, the precision of the obtained recoveries was very
good. For breast milk, where previous data about these analytes have
not been found, the obtained results were very good for all the target
metabolites.

4. Conclusions

For the first time, and using HPLC, the main five hydro-
xymetabolites of phenanthrene have been individually quantified. The
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combination of elution time-emission fluorescence matrices with se-
lected second-order algorithms, UPLS/RBL, NPLS/RBL and MCR-ALS,
were tested and compared to analyse the hydroxyphenanthrene meta-
bolites in complex matrices, such as breast and cow milk. In validation
samples, the three algorithms give adequate results for all analytes. In
milk samples, the results obtained with MCR-ALS are not as good as
those obtained by PLS approaches. We must take into account that this
algorithm is more sensitive to matrix complexity than the PLS ap-
proaches, but has the advantage of being able to recover the spectral
information of analytes. The good results obtained with U-PLS and N-
PLS, once combined with the RBL approach, can be justified by the use
of latent variables for these algorithms, which are flexible enough to
overcome the problem of the high degree of spectral similarity among
several analytes. Analytical results in human breast, semi-skimmed and
whole cow fresh milks are satisfactory, taking into account the com-
plexity of the milk sample and the similar spectroscopic properties of
the studied metabolites. For last, the possibility of individual quantifi-
cation of 1-, 2-, 3-, 4-and 9-OHPh metabolites by HPLC, is a great in-
novation for the analysis of the phenanthrene metabolites in human
fluids. Also, the proposed method is highly sensitive, with similar lin-

earity ranges that those reported by GC-MS [16], the running time is

only of 5.5 min and in isocratic mode, with a flow rate of 0.4 mL min~*,

which minimizes the waste of organic solvents.
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