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1. Introducción 
 
Las enfermedades renales afectan a cada vez más a la 
población, presentando elevadas tasas de mortalidad 
y morbilidad a nivel mundial. Además, debido al 
envejecimiento de la población se espera que su 
incidencia siga incrementándose aún más en el futuro, 
provocando una importante carga para los sistemas 
financieros de los sistemas sanitarios de todo el 
mundo [1].  
La creatinina es una pequeña biomolécula inactiva que 
se genera como resultado de la ciclación no enzimática 
de la creatina en el proceso de producción de energía 
para el abastecimiento de músculos y células [2]. La 
creatinina pasa después al torrente sanguíneo para ser 
finalmente eliminada a través de la orina. La 
determinación de creatinina en suero es un parámetro 
clínico de gran importancia, ya que se utiliza para el 
cálculo de la tasa de filtrado glomerular (GFR) que se 
emplea habitualmente para la evaluación de la función 
renal [3].  Es por ello que, resulta imprescindible 
disponer de métodos analíticos que permitan su 
determinación fiable para poder diagnosticar 
correctamente los casos de fallo renal [4]. Debido al 
gran volumen de muestras que deben ser analizadas 
diariamente en hospitales para la determinación de 
creatinina los métodos que se utilizan con más 
frecuencia en la rutina clínica son los métodos 
espectrofotométricos basados en la reacción de Jaffe o 
en reacciones enzimáticas. Sin embargo, ambos 
presentan ciertos problemas de especificidad, sobre 
todo los basados en el método de Jaffe, y 
especialmente para aquellas muestras con altos 
niveles de concentración de creatinina [5–7]. Como 
consecuencia resulta necesario disponer de métodos 
de referencia o materiales de referencia certificados 
para poder contrastar adecuadamente los métodos de 
rutina para poder así garantizar la trazabilidad y 
comparabilidad de los resultados [8]. 
La espectrometría de masas se ha utilizado 
frecuentemente en la detección de biomoléculas como 
por ejemplo la creatinina, ya que ofrece algunas 

ventajas frente a los inmunoansayos, como una 
mayor selectividad, especialmente cuando se 
utiliza como detector tras una separación 
cromatográfica y trabajando en el modo Selected 
Ion Monitoring (SRM). Como consecuencia 
existen numerosas publicaciones en las que se ha 
aplicado la Cromatografía Líquida en 
combinación con la Espectrometría de Masas 
(LC-MS/MS) para la determinación de creatinina 
en distintos tipos de muestras biológicas [9–11]. 
Sin embargo, la principal ventaja del empleo de la 
Espectrometría de Masas es la posibilidad de 
utilizar patrones marcados isotópicamente para 
el desarrollo de metodologías de cuantificación 
basadas en Dilución Isotópica (IDMS), 
considerados como procedimientos de medida de 
orden superior, por lo que permiten desarrollar 
potenciales métodos de referencia. 
Actualmente existen varios métodos de 
referencia para la determinación de creatinina 
basados en IDMS que han sido aprobados por el 
JTCLM (Joint Committee for Traceability in 
Laboratory Medicine) [3,12–15]. Sin embargo, 
ninguno de ellos es capaz de considerar la posible 
interconversión creatina/creatinina que puede 
tener lugar durante el procedimiento de 
preparación de muestra pudiendo dar lugar a 
errores significativos en los resultados [16]. 
En este trabajo se presenta un método de 
referencia para la determinación de creatina y 
creatinina, basado en un trabajo previo en el que 
se desarrolló una metodología de cuantificación 
por dilución isotópica empleando un doble 
trazador para la corrección de la interconversión 
de especies [17]. Esta metodología proponía el 
empleo de trazadores mínimamente marcados 
(13C1-creatinina y 13C2-creatina) y medida de las 
distribuciones isotópicas de ambos mediante ESI-
MS/MS tras la separación mediante 
cromatografía líquida de intercambio catiónico. 
Sin embargo, con este método la determinación 
de creatina en algunas muestras se veía 
comprometida debido a la supresión de la 
ionización de los analitos en la fuente ESI por 
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efectos de matriz. Para mejorar dicho método y 
hacerlo aplicable a todo tipo de muestras en este 
trabajo se ha recurrido a la cromatografía líquida 
bidimensional (2D-LC). En la primera dimensión se 
emplea una columna de fase reversa a cuya salida se 
recoge una fracción que contiene a los dos analitos, 
por lo que el tiempo de análisis no se alarga, que es 
transferida a la segunda dimensión, donde se lleva a 
cabo una separación por intercambio catiónico en 
ausencia de matriz. El método propuesto se ha 
validado mediante el análisis de materiales de 
referencia certificados y aplicado a la determinación 
de creatina y creatinina en muestras reales. 
 

2. Resultados y discusión 
 
Para llevar a cabo este trabajo se utilizó un sistema 
instrumental de cromatografía líquida bidimensional 
acoplada a espectrometría de masas con fuente de 
ionización de electrospray (Figura 1).  
 

 
Figura 1 

 
Optimización de las condiciones cromatográficas 
 
La optimización de las condiciones cromatográficas se 
llevó a cabo inyectando disoluciones patrón de 
creatina y creatinina. En primer lugar, se optimizó la 
separación en la primera dimensión utilizando una 
columna de fase reversa y monitorizando la señal 
mediante un detector UV-VIS. Debido a su baja 
retención en la columna de fase reversa ambos 
analitos eluyeron en una única fracción (Figura 2).  
 

 
Figura 2 

Una vez determinado el tiempo de retención al que 
eluían los analitos se recogió la fracción 
correspondiente para ser enviada a la segunda 

dimensión en la que se llevó a cabo su separación 
en una columna de intercambio catiónico con 
posterior detección por espectrometría de masas 
(Figura 3). 
 

 
Figura 3 

 
Puesto que el detector UV-vis no es específico fue 
necesario realizar un estudio para determinar el 
tiempo exacto al que se debía recoger la fracción 
para conseguir que ambos analitos fueran 
transferidos a la segunda dimensión. Para ello se 
recogieron fracciones consecutivas en la zona en 
la que se observó el pico cromatográfico en el 
detector UV-VIS y todas ellas se midieron en la 
segunda dimensión para comprobar que 
efectivamente ambos analitos se recogían 
correctamente en la fracción seleccionada. Como 
resultado de este estudio se concluyó que era 
necesario recoger la fracción número 1 (Figura 
4). 
 

 
Figura 4 

 
Optimización de las condiciones de medida 
 
Las condiciones de trabajo para la detección de 
creatina y creatinina también fueron optimizadas 
utilizando patrones (Tabla 1). En primer lugar, se 
seleccionaron las transiciones de medida. Para 
ello se seleccionó como ion precursor el ion 
molecular de cada una de estas sustancias y para 
seleccionar un ion producto se realizó un barrido 
de iones producto y se seleccionó en cada caso 
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aquel que tenía mayor intensidad. La energía de 
colisión, así como los parámetros de la fuente también 
se optimizaron siguiendo el mismo criterio. 
 

Tabla 1 
COMPUESTO ION 

PRECURSOR  
FÓRMULA 

MOLECULAR 
ION 

PRODUCTO 
FÓRMULA 

MOLECULAR 
EC 
(eV) 

CREATINA 132.1 C4H9N3O2 90.1 C3H8NO2 8 
CREATININA 114.1 C4H7N3O 86.1 C3H8N3 7 

 
PARÁMETRO DE LA FUENTE VALOR ÓPTIMO 
Temperatura del gas (°C) 250 
Caudal del gas (L/min) 9 
Presión del nebulizador (psi) 45 
Temperatura de “sheath gas” (°C) 400 
Caudal de “sheath gas” (L/min) 8 
Voltaje del capilar (V) 2500 
Voltaje “Nozzle” (V) 0 

 
Por último, se estudió la influencia de los efectos de 
matriz sobre el tiempo de retención y los volúmenes 
inyectados. Para ello se inyectó en el sistema un 
extracto de una muestra de suero, se ensayaron 
volúmenes de inyección de 1, 5 y 10 µL y se recogieron 
3 fracciones en cada caso (Figura 5). Los tiempos de 
retención no variaron siendo en todos los casos la 
primera fracción la que proporcionó señales más 
elevadas para ambos analitos. En cuanto al volumen 
de inyección, para la creatinina y en menor medida 
para la creatina, se observaron efectos de matriz para 
un volumen de inyección de 10 µL por lo que 
finalmente se seleccionó un volumen de 5 µL como 
óptimo.  
 

 
Figura 5 

 
Método de cuantificación basado en IDMS con 
doble trazador 
 
Como ya se ha comentado en la introducción el mayor 
reto de la cuantificación fiable de creatinina en 
muestras biológicas es la detección de la posible 
interconversión entre creatina y creatinina que puede 
tener lugar durante los procedimientos seguidos para 
la preparación de la muestra. Con el fin de evaluar los 
factores de interconversión se ha propuesto una 
metodología basada en el empleo de dos trazadores 
mínimamente marcados, por un lado, la creatinina 
marcada en un átomo de 13C (13C1-creatinina) y por 
otro lado la creatina marcada con dos átomos de 13C 
(13C2-creatina). Estos trazadores son añadidos a la 
muestra antes de comenzar el procedimiento de 
tratamiento de muestra (Figura 6).  Puesto que estos 
patrones mínimamente marcados se van a comportar 

exactamente igual que sus análogos de 
abundancias naturales, si existe intercoversión se 
va a poder detectar fácilmente a través de la 
presencia de 13C2-creatinina y 13C1-creatina.  
 

 
Figura 6 

 
Conocida la cantidad de estas formas marcadas 
de la creatina y la creatinina va a ser posible la 
determinación de los factores de interconversión 
entre ambas. 
Para determinar la concentración de todas las 
especies presentes en la mezcla se midieron para 
cada analito 4 transiciones consecutivas (Tabla 
2).  
 

Tabla 2 
Creatina Creatinina 

Ion precursor Ion producto Ion precursor Ion producto 
114.1 86.1 132.1 90.1 
115.1 87.1 133.1 91.1 
116.1 88.1 134.1 92.1 
117.1 89.1 135.1 93.1 

 
A partir de las áreas de dichas transiciones se 
obtuvieron las fracciones molares mediante la 
deconvolución del perfil isotópico (IPD) de la 
mezcla (Ecuación 1) y a partir de ellas los 
correspondientes factores de interconversión F1 
(% de creatinina transformado en creatina) y F2 
(% de creatina transformado en creatinina). 
. 

Ecuación 1 

 
 

Utilizando la estrategia descrita se determinaron 
los factores de interconversión F1 y F2 para un 
total de 93 muestras de suero con distintos 
niveles de concentración de creatinina, 
resultando despreciables al emplear la 
metodología propuesta en este trabajo. 
 
Validación del método 
 
Para terminar, se llevó a cabo la validación del 
método propuesto. La exactitud se evaluó 
mediante análisis de dos materiales de referencia 
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certificados. El método propuesto proporcionó una 
buena exactitud con errores relativos inferiores a 2% 
para los dos materiales de referencia analizados. La 
precisión del método se evaluó en términos de 
repetibilidad (n = 4) y reproducibilidad (n = 4 y m = 5) 
analizando una muestra de suero y siempre se 
obtuvieron coeficientes de variación inferiores a 1.3%. 
Los límites de detección y cuantificación obtenidos 
mediante la medida repetida de blancos fueron de 
0.002 y 0.005 mg/dL respectivamente y las 
incertidumbres expandidas obtenidas en el análisis de 
una muestra de suero estuvieron siempre por debajo 
del 3.5%. 
 

3. Conclusiones 
 

El empleo de la Dilución Isotópica mediante 
Cromatografía Líquida bidimensional acoplada a 
Espectrometría de Masas en Tándem (2D-HPLC-ESI-
MS/MS) utilizando un doble trazador (13C2-creatina y 
13C1-creatinina) ha permitido obtener los factores de 
interconversión durante todo el proceso analítico para 
una cuantificación exacta y precisa de creatina y 
creatinina en muestras de suero humano.  
El método propuesto ha proporcionado una buena 
exactitud y precisión en términos de repetibilidad y 
reproducibilidad. Los límites de detección y 
cuantificación resultan adecuados teniendo en cuenta 
los niveles normales de creatinina en suero y las 
incertidumbres expandidas obtenidas en el análisis de 
una muestra de suero fueron aceptables al 
encontrarse siempre por debajo del 3.5%. 
El empleo de la cromatografía bidimensional ha 
permitido mejorar el rendimiento del sistema 
instrumental de trabajo al eliminarse en la primera 
dimensión una buena parte de la matriz de la muestra, 
mejorando así la calidad de la separación mediante 
cromatografía de intercambio catiónico en la segunda 
dimensión y prolongando el tiempo de trabajo sin 
necesidad de limpiar el sistema instrumental. El 
tiempo total necesario para cada inyección de cada 
muestra incluyendo el tiempo de equilibrado es de 
unos 25 minutos, permitiendo realizar entre 30-40 
inyecciones por sesión de trabajo. 
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