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Resumen
La determinación de metabolitos de vitamina D es muy importante en el metabolismo óseo, en enferme-
dades coronarias, cáncer, inmunología innata, etc. Desafortunadamente, la variabilidad entre los métodos
para la determinación de los metabolitos de la vitamina D limita la capacidad de los clínicos para moni-
torizar el estado, la suplementación y la toxicidad de vitamina D. 
En este trabajo se presenta un método automático para la determinación de los metabolitos más impor-
tantes de la vitamina D. Se inyectan 0,2 ml de suero en una plataforma XLC-MS/MS (eXtraction Liquid
Chromatography-tandem Mass Spectrometry) para ser limpiados y preconcentrados mediante extracción
en fase sólida (SPE). Los analitos retenidos en el cartucho de SPE son eluídos directamente por la fase
móvil cromatográfica que contiene un 10% de agua en metanol con 5 mM de formato amónico como
agente ionizante a un flujo de 0,3 ml/min para la separación de los analitos y posterior detección median-
te espectrometría de masas (MS/MS) triple cuádrupolo. 
Los límites de detección oscilaron entre 3,5 y 8,2 pg/ml. Los coeficientes de variación oscilaron entre un
1,5 y 2,3% intra-ensayo en un mismo día y 2,5-3,9% inter-ensayo realizado durante una semana. La recu-
peración osciló entre 97 y 99,7% para todos los analitos. El tiempo total de análisis fue de 20 minutos.
Por tanto, el método propuesto es robusto, barato y adecuado para su uso en laboratorios clínicos y de
investigación. 
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Introducción 
La deficiencia en vitamina D constituye una de las
situaciones carenciales más prevalentes en el mundo.
Afecta a más de la mitad de la población: niños, jóve-
nes, adultos, mujeres postmenopáusicas y ancianos,
en los cuales, si tienen fracturas osteoporóticas, la
prevalencia de niveles bajos de vitamina D llega
hasta el 100%1. En España, pese a que su localización
geográfica y climatológica facilita una adecuada inso-
lación, se reproduce fielmente esta situación2,3.

La deficiencia en vitamina D, además de su
papel en la etiopatogenia y tratamiento del raqui-
tismo u osteomalacia y osteoporosis, contribuye a
múltiples patologías extra-esqueléticas1,2. De
hecho, la deficiencia en vitamina D se asocia con
aumento del riesgo de padecer diabetes mellitus4,
hipertensión arterial5, insuficiencia cardiaca6,
enfermedad cardiovascular7, enfermedad arterial
periférica, infarto agudo de miocardio8, cáncer9, así
como del riesgo de padecer infecciones10, enfer-
medades autoinmunes e inflamatorias11 y mortali-
dad12,13. Además la toma de las dosis habituales en
el tratamiento de la osteoporosis se asocia con
una disminución en las tasas de mortalidad14. Todo
lo cual ha aumentado el interés por el metabolis-
mo del sistema endocrino de la vitamina D y la
cuantificación de sus metabolitos más destacados.

El estado de la vitamina D está determinado
por la concentración sérica de 25-hidroxivitamina
D [25(OH)D]1,2, que incluye la concentración de
25(OH)D3 y 25(OH)D2, aunque no está claro que

ambas tengan la misma actividad ni el mismo peso
de la vitamina D2 o D3 en el mantenimiento del
estado de 25(OH)D en humanos15,16. Para su cuan-
tificación se utilizan normalmente métodos basa-
dos en cromatografía líquida (LC)17,18, en ensayo
competitivo de proteínas por quimioluminiscen-
cia19, en radioinmunoensayo de alta y baja fre-
cuencia de muestreo20,21, en métodos automáticos
de quimioluminiscencia19 y en cromatografía líqui-
da espectrometría de masas en tándem (LC-
MS/MS)22,23. Estos nuevos métodos han generado
mucha controversia debido a que los estudios
interlaboratorio realizados no han mostrado unos
resultados concordantes entre los distintos méto-
dos, ni entre sí los basados en inmunoensayo24-26. 

La aplicación clínica de LC-MS/MS ha mejora-
do la selectividad en la determinación de
25(OH)D, aunque los coeficientes de variación
siguen siendo altos (20%) entre los distintos labo-
ratorios que la emplean debido a la inexistencia
de procedimientos estandarizados para el análisis
de vitamina D, ya que son métodos desarrollados
y, generalmente, muy dependientes del operador.
La puesta en marcha de medidas internacionales
de estandarización que certifiquen la calidad de la
metodología como la llevada a cabo por la DEQAS
(vitamin D External Quality Assessment Scheme)27

ha puesto de manifiesto las diferencias en la deter-
minación de vitamina y ha desarrollado medidas
para la estandarización, como el uso de los mismo
estándares para el calibrado del método28.

56

Determining the principal metabolites of  vitamin D in the
blood through on-line solid phase extraction with  liquid
chromatography-mass spectrometry in tandem

Summary
The determination of metabolites of vitamin D is very important in bone metabolism, in coronary disease,
cancer, innate immunology, etc. Unfortunately, variation in methods for determining the metabolites of
vitamin D limits the ability of clinicians to monitor the status, supplementation and toxicity of vitamin D. 
In this work, an automatic method of determining the most important metabolites of vitamin D is pre-
sented. 0.2 ml of serum is injected into an XLC-MS/MS (eXtraction Liquid Chromatography-tandem Mass
Spectrometry) platform to be cleaned and preconcentrated through extraction in the solid phase (SPE).
The analytes retained in the SPE cartridge are eluated directly by the mobile chromatographic phase  con-
taining 10% water in methanol, with 5 mM of ammonium formate as ionizing agent, at a flow of 0.3
ml/min for the separation of the analytes, and their later detection through triple quadrupole mass spec-
trometry (MS/MS).
The limits of detection varied between 3.5 and 8.2 pg/ml. The coefficients of variation within the trial var-
ied between 1.5 and 2.3% during the same day, and between 2.5-3.9% over a week. The recuperation
varied between 97 and 99.7% for all analytes. The total time taken for the analysis was 20 minutes.
Thus, the proposed method is robust, cheap and appropriate for use in clinical and research laboratories. 

Key words: Metabolites of vitamin D, Healthy population, Deficiency in vitamin D. 
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La determinación de 1,25(OH)2 dihidroxivita-
mina D3 es necesaria en casos de insuficiencia
renal, hipoparatiroidismo, pseudohipoparatiroidis-
mo, cribado de hipercalcemia, etc. Dicha determi-
nación es más complicada que la de 25(OH)D,
debido a que la concentración es mucho más
pequeña y su estabilidad menor. La mayoría de
métodos usan I125 como marcador en radioinmu-
noensayo después de un proceso de extracción.
La similitud estructural entre los metabolitos de la
vitamina D provoca que la especificidad del méto-
do esté siempre en entredicho, ya que no hay un
estudio de interferencias robusto debido a la difi-
cultad de encontrar un método de referencia. La
LC-MS/MS se ha utilizado para la determinación
de calcitriol, utilizando una precipitación de pro-
teínas y extracción en fase sólida previa29 y,
recientemente, aplicando la derivación de Diels-
Alder para mejorar la eficiencia de la ionización30.

A pesar de que los métodos actuales basados en
la LC-MS/MS proporcionan una alta sensibilidad y
selectividad, se demanda una plataforma consistente,
totalmente automatizada, que permita una alta fre-
cuencia de muestreo, precisión y exactitud que haga
innecesaria la presencia de operadores expertos.
Desde la experiencia del grupo se cree que la plata-
forma adecuada es XLC-MS/MS (eXtraction Liquid
Chromatography-tandem Mass Spectrometry), ya que
es un sistema cerrado que evita la pérdida de anali-
tos, y es totalmente automática, por lo que propor-
ciona unos coeficientes de variación bajos.

La presente investigación quiere rellenar este
hueco mediante el desarrollo de un método auto-
mático basado en el acoplamiento en línea de
extracción en fase sólida con cromatografía líqui-
da y espectrometría de masas en tándem para
determinar las vitaminas D3 y D2, los metabolitos
25-hidroxivitamina D3 y D2, 24,25(OH)2 dihidroxi-
vitamina D3, y 1,25(OH)2 dihidroxivitamina D3, y
su aplicación en suero de donantes de sangre.

Material y Método
Disolventes y estándares
El formato amónico, la 25-hidroxivitamina D3
25(OH)D3 y las 25-hidroxivitamina D2 (25(OH)D2),
vitamina D2 y vitamina D3, se obtuvieron de Sigma
(Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las 1,25-dihi-
droxivitamina D3 (1,25(OH)2D3) y 24,25-dihidroxi-
vitamina D3 (24,25(OH)2D3) fueron proporcionados
por Roche (Basilea, Suiza). El metanol, el acetoni-
trilo y el ácido fórmico, se obtuvieron de Scharlau
(Barcelona, España). 

Las disoluciones de reserva se prepararon
disolviendo una cantidad conocida de analitos
(25(OH)D2, 25(OH)D3, vitamina D3, vitamina D2,
1,25(OH)2D3 y 24,25(OH)2D3) en metanol. A par-
tir de las disoluciones de reserva se prepararon las
disoluciones de trabajo por dilución de un volu-
men adecuado en metanol, calculando la concen-
tración exacta por fotometría.

Instrumentación
La separación cromatográfica se efectuó en modo
fase reversa con un cromatógrafo Agilent 1200
Series (Palo Alto, CA, USA) seguida por ionización
electrospray (ESI) en modo positivo y la detección
mediante espectrometría de masas en tándem
(Agilent 6410 Triple cuádrupolo). Los análisis se
procesaron mediante el programa informático
MassHunter Workstation Software (Agilent) para
análisis cualitativo y cuantitativo. El extractor en
fase sólida automático empleado fue un sistema
Prospekt2 (Spark Holland, Emmen, Holanda) y un
automuestreador (Midas) con un bucle de muestra
de 0,2 ml. El cartucho de extracción en fase sóli-
da fue un Hysphere C18 (Spark Holland) de 10 x
2 mm. La columna analítica utilizada fue Synergi
Hydro-RP (Phenomenex, Torrance, CA, USA) de
2,5 µm de tamaño de partícula, 100 x 2,0 mm. 

La extracción de la sangre se efectuó mediante
el proceso estándar. Una vez obtenido el suero

Caudal Volumen Solvente Comentario

Nuevo cartucho

Automuestreador Carga muestra

Solvatación 5 mL/min 2 mL Metanol

Solvatación 5 mL/min 4 mL 30% ACN-0,2% FA

Equilibración 0,4 mL/min 0,4 mL 30% ACN-0,2% FA

Carga de muestra 0,4 mL/min 2 mL 30% ACN-0,2% FA

Lavado 2 mL/min 4 mL 30% ACN

Elución Fase móvil 7 min

Limpieza tubos 5 ml/min 2 mL Metanol

Limpieza tubos 5 mL/min 2 mL Agua

Tabla 1. Método de extracción en fase sólida
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por centrifugado a 4º durante 10 minutos se ali-
cuotó y congeló a -80º C hasta su uso. 

Procedimiento
El automuestreador llena el bucle de muestra (0,2
ml) e inicia la secuencia de operaciones descritas en
la Tabla 1. Básicamente, el proceso de extracción
comienza con una preparación del cartucho
mediante una activación de la fase estacionaria con
metanol, acondicionamiento y equilibración con
una disolución acuosa de 0,2% de ácido fórmico en
un 30% de acetonitrilo. Con esta misma disolución,
la muestra es arrastrada hacia el cartucho. En estas
condiciones los analitos son retenidos en el absor-
bente contenido en el cartucho, y a continuación se
usa un 30% de acetonitrilo como disolución de lava-
do de interferencias. Posteriormente, comienzan las
etapas de elución y separación cromatográfica
poniendo la fase móvil en contacto con el cartucho
de extracción mediante el giro de una válvula. El
tiempo de elución es de 7 minutos.

La fase móvil inicial era 5 mM de formato amó-
nico contenido en 90% de metanol a un caudal de
0,3 ml/min. En el minuto 2 se programó un gra-
diente lineal en 5 minutos para obtener 5 mM de
formato amónico en 100% de metanol. La tempe-
ratura de la columna fue de 15º C. El tiempo total
de análisis fue de 20 minutos. 

El eluído de la columna cromatográfica fue
ionizado mediante ESI en modo positivo y moni-
torizado por MS/MS en modo de monitorización
de reacciones múltiples (MRM). El flujo y la tem-
peratura del gas (nitrógeno) de secado en el ESI
fueron 13 l/min y 350º C, respectivamente.
Mientras que presión del nebulizador fue de 35
psi y el voltaje del capilar de 4.000 V. El tiempo de
barrido de cada transición de MS/MS fue de 50
minutos.

Resultados
El límite de detección (LOD) según la definición
de la IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) es la mínima cantidad de ana-

lito detectable y se calcula experimentalmente
como la concentración que corresponde a 3 veces
la desviación estándar de la señal del ruido calcu-
lado en 10 muestras. El límite de cuantificación
(LOQ) según la IUPAC es la mínima cantidad
cuantificable de analito, generalmente correspon-
de a la concentración más pequeña de la recta de
calibrado y se calcula como la concentración que
corresponde a una señal 10 veces la desviación
estándar de la señal del ruido calculado en 10
muestras. Los valores individuales de dichos lími-
tes y los coeficientes de regresión se encuentran
en la Tabla 2. 

Evaluación de la precisión del método 
Los coeficientes de variación intra- (repetitividad)
e inter-ensayo (reproducibilidad) se calcularon
durante siete días realizando dos medidas por día
con replicas a un suero de concentración conoci-
da31. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Evaluación de la exactitud del método
La exactitud del método y el efecto matriz se estu-
diaron utilizando muestras con y sin fortificar con
disoluciones patrón. La recuperación fue calcula-
da con dos configuraciones en el Prospekt2, una
de doble cartucho para muestras sin fortificar y
otra de un solo cartucho para muestras fortifica-
das32. Esto se hizo porque la recuperación puede
no ser adecuada por dos motivos: uno por una
mala retención en el cartucho del compuesto en
estudio, que se ve en la configuración de doble
cartucho porque lo que no se retiene en el primer
cartucho lo hace en el segundo; el segundo moti-
vo es una baja elución, que se puede probar
mediante una muestra fortificada cuya concentra-
ción es conocida. 

La recuperación en el sistema de doble cartu-
cho se calcula como cantidad del primer cartu-
cho/[cantidad en el cartucho 1+cantidad en el car-
tucho 2]. La configuración de un solo cartucho, se
calcula como [concentración final– concentración
inicial]/concentración añadida evaluada en una
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Tabla 2. Figuras de mérito. *Expresado como porcentaje de la desviación estándar relativa

LOD: Límite de detección; LOQ: Límite de cuantificación

Analito LOD
(ng/mL)

LOQ
(ng/mL)

Coeficiente
de correlación

Repetitividad* 
(%)

Reproducibilidad*
(%)

24,25(OH)2D3 0,055 0,184 0,9978 1,6 2,5

1,25(OH)2D3 0,0035 0,012 0,9977 1,8 2,9

25(OH)D3 0,082 0,272 0,9987 1,5 3,1

25(OH)D2 0,080 0,267 0,9973 1,7 2,8

Vitamina D2 0,084 0,284 0,9943 2,3 3,9

Vitamina D3 0,085 0,281 0,9915 2,1 3,5
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única muestra en cinco
repeticiones en un
mismo día bajo idénticas
condiciones. Se entiende
que la concentración ini-
cial es la concentración
de analito presente en la
muestra antes de añadir
una cantidad conocida
del mismo, es decir, la
cantidad en una muestra
blanco. Los resultados se
encuentran en la Tabla 3. 

Aplicación del método
Se analizaron muestras
provenientes de 92
donantes de sangre. Un
cromatograma represen-
tativo de una muestra
fortificada con disolucio-
nes estándares aparece
en la Figura 1. No se
detectan niveles de vita-
mina D2, pero sí de vita-
mina D3: 10,4 ± 4,8
ng/ml. Los niveles séri-
cos de 25(OH)D (21,3 ±
5,7 ng/ml) corresponden
a la suma de de
25(OH)D2 y 25(OH)D3.
La participación de la
25(OH)D2 al total de la
25(OH)D es 1,9 %. El 5%
de la población estudia-
da tenían niveles séricos
de 25(OH)D < 10 ng/mL,
el 42% < 20 ng/ml, el
40% entre 20 y 30 ng/ml,
y sólo un 18% fue > 30
ng/ml. Los niveles séri-
cos de 24,25(OH)2D3
fueron 4,1 ± 1,6 ng/ml y
de los de 1,25(OH)2D3
48,2 ± 11,4 pg/ml.

Discusión 
El análisis de la vitamina D y sus metabolitos repre-
senta un gran reto debido al alto carácter lipofílico
de dichos compuestos, lo que condiciona que se
encuentren fuertemente unidos a sus proteínas
transportadoras; uniones que se deben romper para
su análisis mediante cromatografía líquida. La lim-
pieza de los extractos es fundamental, ya que otros
lípidos endógenos van a co-extraerse con los meta-
bolitos de la vitamina D, lo que provoca extractos
sucios que pueden distorsionar la forma de los
picos cromatográficos y acortar la vida de la colum-
na. Se hace necesario el uso de sistemas selectivos
y altamente sensibles como la espectrometría de
masas para una cuantificación exacta. También
resulta crítico el uso de un sistema cerrado, que
evite la degradación de los metabolitos de la vitami-
na D por la luz. El avance en metodologías para

asegurar la determinación de vitamina D no ha
mejorado las variaciones previamente puestas de
manifiesto en la medida de 25(OH)D24,25. 

La disparidad en los resultados afecta a todos los
laboratorios con las mismas o con diferentes metodo-
logías. El uso de métodos con bajo nivel de automa-
tización provoca que la medida de vitamina D sea
altamente dependiente del usuario y requiere un
riguroso control de calidad para asegurar los resulta-
dos. Los métodos basados en RIA no son todos igua-
les, dando diferente especificidad para 25(OH)D3 y
25(OH)D2; por tanto, hay unos que sobreestiman
niveles de 25(OH)D y otros que dan valores más
bajos para alguno de los metabolitos26,33. 

La HPLC es comúnmente reconocida como téc-
nica patrón oro para la determinación de metabo-
litos de vitamina D3,17,18,34, pero tiene un elevado

Figura 1. Cromatograma de una muestra de suero fortificada.
(1) 24,25(OH)2D3; (2) 1,25(OH)2D3; (3) 25(OH)D3; (4) 25(OH)D2;
(5) vitamina D2, (6) vitamina D3

Cuentas
x104

1,25

1

0,75

0,5

0,25

2,5 5 7,5 10 12,5 15 Tiempo

1

2

3

4

5

6

Tabla 3. Recuperación de cada analitos: (1) configuración de dos cartuchos,
(2) configuración de un cartucho

Analito Recuperación (1) Recuperación (2)

24,25(OH)2D3 97,0 96,5

1,25(OH)2D3 100,2 99,5

25(OH)D3 99,8 99,3

25(OH)D2 98,9 99,0

Vitamina D2 99,1 99,4

Vitamina D3 98,3 98,4
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coste de equipamiento y posee una baja frecuen-
cia de muestreo debido a la obligatoria precipita-
ción de proteínas y/o extracción líquido-líquido
de los métodos previamente descritos, lo que ha
dificultado su implantación en los laboratorios
como técnica de rutina. 

Los métodos existentes para la cuantificación
de 1,25(OH)2D3 son laboriosos y consumen
mucho tiempo; por tanto, se requieren métodos
más rápidos, baratos y simples, y que reduzcan el
riesgo para la salud asociado al uso de isótopos
radiactivos. En estudios recientes, un kit EIA tenía
una pobre correlación con un análisis típico por
RIA35. Kissmeyer y cols.29 publicaron en 2001 un
método mediante LC–MS/MS para determinar
1,25(OH)2D3, pero el mismo requería 1-mL de
suero, además de una precipitación previa de pro-
teínas y una etapa de secado con corriente de
nitrógeno y posterior reconstitución, lo que deri-
vaba en una baja frecuencia de muestreo y en
relativamente altos coeficientes de variación, por-
que todas las etapas de tratamiento de muestra
previa al análisis cromatográfico eran manuales. 

Como conclusiones, el método propuesto mejo-
ra a los existentes ya que permite determinar de
forma rápida y automática la concentración de la
vitaminas D3 y D2, y los metabolitos 24,25(OH)2D3,
1,25(OH)2D3, 25(OH)D3 y 25(OH)D2 empleando
una pequeña cantidad de suero, permitiendo tanto
la investigación en la fisiología y fisiopatología del
sistema endocrino de la vitamina D, como estudios
clínicos de asociación o su utilización en la prácti-
ca habitual.

El uso de un sistema en línea para la extrac-
ción, permite que no se produzcan pérdidas de
analitos por degradación, y la automatización total
del proceso de análisis hace que se mejore la pre-
cisión y la exactitud y evita la necesidad de un
usuario experto. 

Por tanto el método propuesto es rápido, con
una alta sensibilidad, exactitud y precisión. El
mayor inconveniente que presenta es el elevado
coste de la instrumentación utilizada, aunque la
aplicación del método es barata.
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