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1. INTRODUCCION Y CONTEXTO

Determinar concentraciones o cantidades absolutas de una
biomolécula es necesario en un amplio abanico de campos
en las Ciencias de la Vida, tales como Toxicologia,
Farmacologia, Ciencias Medioambientales, o Protedmica.
En los ultimos anos, los avances técnicos instrumentales
han situado a la Espectrometria de Masas Elemental (ICP-
MS) como una de las herramientas analiticas mas utiles y
potentes para llevar a cabo este tipo de cuantificacion.'
Esto se debe a que la sefial ICP-MS del elemento medido
es directamente proporcional a su masa,
independientemente de la especie o ambiente quimico en
que se encuentre. Esto permite llevar a cabo la
cuantificacién de forma absoluta de cualquier compuesto a
través de la medida de uno de sus hetero-elementos
(todos excepto C, H, N, y O) mediante el empleo de un
patron genérico que contenga dicho elemento.” No
obstante, dado que el ICP es una fuente de ionizacidon
dura, en la que toda la muestra se transforma en iones
atdmicos, no es posible obtener informacién estructural o
discriminar las diferentes especies de una misma muestra
de las que puede proceder el elemento medido. Por
consiguiente, es necesaria una etapa de separacion de las
diferentes especies en la muestra, antes de la deteccion
final por ICP-MS (andlisis de especiacion).!

La ionizaciéon independiente de la especie en ICP-MS
permite, en este tipo de andlisis, relacionar la sefal
elemental de un patron genérico -de concentracion
conocida- con la sefial del analito, para determinar la
cantidad absoluta del mismo. Sin embargo, para llevar a
cabo esta cuantificacion es imperativo que el factor de
respuesta elemental sea el mismo para ambos, patréon y
analito; o en su defecto, se conozca dicho factor de
respuesta para poder corregir posibles diferencias entre
las especies.3 Este hecho es especialmente significativo en
el caso de que llegue carbono al plasma ICP (presente en
biomoléculas, disolventes organicos, disuelto en matrices
acuosas, etc.). El carbono desencadena una serie de
procesos en el plasma (transferencia de carga, procesos
rédox, cambios en densidad electrénica, forma vy
temperatura del plasma, etc.) que afectan a la eficiencia de
ionizacién de un gran numero de elementos, y con una
magnitud que depende del propio elemento, y de la
cantidad y forma quimica de la especie de carbono.*” Por
lo tanto, cuando se lleva a cabo analisis por Cromatografia

de Liquidos (especialmente de fase reversa, que se emplea
a menudo en el estudio de biomoléculas como proteinas),
la cantidad cambiante de carbono que llega al plasma,
como consecuencia del gradiente cromatografico, origina
un variacion en el factor de respuesta elemental a lo largo
de todo el andlisis.® Consecuentemente, para llevar a cabo
la cuantificacion absoluta de las biomoléculas analito es
necesario controlar, corregir o caracterizar esta variacion.

La principal estrategia empleada en HPLC-ICP-MS para la
correccion de este efecto es la Dilucion Isotdpica post-
columna (IDA).” Esta estrategia consiste en la adicion
constante al flujo cromatografico que sale de la columna
de una disolucién enriquecida en un isétopo estable del
elemento a medir, de forma que, midiendo la relacion de
sefiales isétopo natural/enriquecido, se pueden corregir
posibles variaciones del factor de respuesta. Sin embargo,
esta estrategia implica la necesidad de un is6topo marcado
para cada elemento; es decir, no es factible para el andlisis
de elementos monoisotdpicos. En estos casos, son
necesarias estrategias alternativas, como la adicién de una
disolucion con contenido fijo organico (p. ej., acetonitrilo o
metanol),3 o el empleo de un segundo flujo cromatografico
inverso.® No obstante, estas estrategias estan limitadas por
su compleja instrumentacion, y ofrecen un limitado rango
de trabajo.

En conclusidn, no hay a dia de hoy una estrategia que
permita la correccidn de las variaciones de sensibilidad a lo
largo de gradientes cromatograficos en HPLC-ICP-MS y que
sea aplicable a mas de un elemento a la vez, o en las
mismas condiciones experimentales. Es decir, que pudiera
considerarse “universal”.

2. DESARROLLO DE UN METODO DE CUANTIFICACION
UNIVERSAL DE BIOMOLECULAS MEDIANTE HPLC-ICP-MS

En este trabajo se pretende desarrollar, evaluar, y validar
una estrategia “universal”, alternativa a las existentes,
para la correccion de las variaciones de sensibilidad
debidas al efecto del carbono para una serie de elementos
de gran interés en ciencias de la vida (S, P, As, Se, Br, I)
mediante la adicién controlada de gas metano (Ar:CH,,
90:10) al plasma ICP (Figura 1) del ICP-MS.
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Figura 1. Configuracion instrumental para la adicién controlada de
metano al plasma ICP. Adaptado de Ref. 9.

Para evaluar la eficacia de esta estrategia en la correccién
de las variaciones en el factor de respuesta elemental
durante gradientes cromatograficos en ICP-MS, se realizé
el analisis por HPLC-ICP-MS de los seis elementos citados,
los cuales se afadieron a las fases mdviles cromatograficas
en igual concentracion (300 - 500 ug/L). Para ello, se llevd
a cabo un gradiente cromatografico entre 0 y 70 % fase
movil B (acetonitrilo, ACN) en 35 min, adicionando
diferentes flujos de Ar:CH, al plasma, en un intervalo entre
0 - 250 mL/min.

La variacidn de la sefial elemental en estas condiciones se
midiod por el “error de cuantificacion”, como relacion del
factor de respuesta elemental al comienzo del gradiente, y
a 50% ACN (que es el rango tipico de elucion para
biomoléculas). De esta forma, pretendiamos establecer el
maximo error que se obtendria en un andlisis cuantitativo,
si se empleara un patron de cuantificacidn al cuantificar la
biomolécula eluyendo a un alto % de ACN. Los errores
cuantitativos obtenidos en ausencia de Ar:CH,
(condiciones estandar), se encontraron en un rango entre
60 y 350 % de error, segin el elemento (Tabla 1),
demostrando la gran variacion de la sefial que tiene lugar
en tales circunstancias (ver Figura 2).

Tabla 1. Error en la cuantificacion (%), y error promedio en la
cuantificacion para S, Se, P, As, Br, |, obtenidos en el analisis por
HPLC-ICP-MS, en condiciones estandar, y cuando se adiciona Ar:CHg,
respectivamente. El error promedio se corresponde a una desviacién
estandar de la media. Adaptada de Ref. 9.

Condiciones Adicién de Ar:CH,
estandar
Elemento Errorenla Rango de Erroren la .
e . o e . Mejora de
cuantificacion flujo éptimo cuantificacion sensibilidad
(%) (mL/min) promedio (%)
S 60 30-170 2,3+2,0 3-5
Se 370 40 - 250 17+13 3-8
P 310 200 - 250 15+8 3-5
As 350 220- 250 12+3 2-3
Br 150 30-200 15+11 1-60
| 215 30- 250 7,3+3,9 2-5

Sin embargo, la adicion de Ar:CH, resulté siempre en una
disminucidon de esta variacidon para todos los elementos,
logrando que el error de cuantificacién fuera inferior a 20
%, en un rango de flujos determinado, para cada uno de
los elementos estudiados (ver Tabla 1). De hecho, se logré

encontrar unas condiciones de compromiso a 50 mL/min
de Ar:CH,, para la mejor correccidon posible y el mayor
numero de elementos, logrando errores menores al 10 %
para S, Se, Br, y I, y menores al 30 % para el P y el As. El
flujo éptimo de estos dos ultimos elementos se encuentra
en el rango de 200 - 250 mL/min (al menos 10 veces
inferior a cuando no se empled metano).

Por otro lado, como ya se ha sefalado en estudios
previos,10 la adicion de metano al plasma también resulté
en una mejora significativa de la sensibilidad. De esta
forma, al relacionar la senal elemental obtenida al
comienzo del gradiente para cada flujo de Ar:CH, en
condiciones estandar, se observé una mejora de entre 2 y
8 veces, de nuevo segun el elemento (Tabla 1, ultima
columna), como consecuencia del efecto de mejora del
carbono en el plasma. Cabe destacar el caso de Br, donde
se observd una mejora en la sensibilidad fuera de lo
comun, de hasta 60 veces, la cual se demostré después
gue se debia a contaminaciones de Br en el gas Ar:CH,.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-ICP-MS para S, P,
As, Se, Br, |, en (A) condiciones estandar, y (B) mediante la adicién de
50 mL/min de Ar:CH,.

Es resumen, mediante la adicion de metano al plasma, y en
condiciones experimentales adecuadas, fue posible Ia
correccion de las variaciones de sefal ICP-MS en
gradientes cromatograficos para los seis elementos
estudiados y en todo el rango de analisis ensayados. Esto
hace posible llevar a cabo estudios cuantitativos con un
error maximo menor al 10 % en la mayoria de los casos,
acompanado de una mejora significativa en la sensibilidad.
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3. VALIDACION DE LA METODOLOGIA

Una vez desarrollada la metodologia, y tras haber logrado
unas condiciones experimentales adecuadas para el
analisis multi-elemental por HPLC-ICP-MS para S, P, Se, As,
Br, I, de forma simultanea, se procedid a la validacién de
dicha metodologia para la cuantificacion absoluta de
biomoléculas (empleando patrones genéricos para los
elementos analito). Para ello, se realizé una comparacion
de los resultados obtenidos con dilucion isotépica en linea
(IDA) como referencia.

Dado que el andlisis por IDA sélo puede llevarse a cabo con
elementos que contienen mas de un isétopo estable, se
eligieron como “modelo” compuestos que contienen: Br
(pipobroman), Se (acido bencenoselénico), y S (BOC-L-
Metionina). Para cuantificarlos, utilizamos compuestos
genéricos que contienen dichos elementos (metionina, S;
selenometionina, Se; y acido bromopropidnico, Br) como
patrones de cuantificacion, que se analizaron por inyecciéon
en flujo (FIA) en concentracidn conocida. Para el anélisis
por IDA, se adiciond una disolucién acuosa post-columna
con los isétopos marcados de S (345), Se ("’se), y Br (8lBr), y
realizando una cuantificacién simultdnea de los
compuestos. De forma analoga, se llevd a cabo el mismo
experimento en condiciones estandar, y adicionando 50
mL/min Ar:CH, (ver los resultados obtenidos en Figura 3 y
Tabla 2).

Tabla 2. Exactitud en la cuantificacion de BOC-L-Metionina,
Pipobroman, y Acido bencenoselénico, respecto a IDA, en
condiciones estdndar, y con adicion de 50 mL/min de Ar:CH,. El error
se corresponde con una desviacidn estandar de la media (n=3).

Compuesto con dE:iZc::::s:;‘n dar Exactitud con Ar:CH,
(S) BOC-L-Metionina 254 + 8% 102+4%
(Se) Acido bencenoselénico 113 +2% 102+2%
(Br) Pipobroman 153 +3% 98+4%

La comparaciéon de los resultados cuantitativos obtenidos
(dados en Tabla 2), demostré que, en condiciones
estandar, al no corregir las variaciones de sensibilidad a lo
largo del gradiente, se produce un importante error en la
cuantificacién (p. ej., en el caso del azufre de alrededor del
250 %). Por el contrario, en presencia de Ar:CH,, se logran
resultados cuantitativos que concuerdan en un 98 - 102 %
con los obtenidos por IDA, validando asi |la aplicabilidad de
la metodologia propuesta para analisis cuantitativos.
Ademas, hay que tener en cuenta que los tres compuestos
“modelo” eluyen en un amplio rango de %ACN: a 16 % el
acido bencenoselénico, a 36 % el Pipobroman, y a 45 % el
BOC-L-Metionina, lo que demuestra que la estrategia
desarrollada es aplicable en todo el rango de gradiente (0 —
50 % ACN), como se hizo notar con anterioridad.

Por ultimo, se evalud la aplicabilidad de la metodologia
desarrollada en el andlisis cuantitativo de muestras reales
por HPLC-ICP-MS. Para ello, se llevd a cabo Ia
cuantificacién absoluta de las especies proteicas presentes

en una muestra de veneno de cobra africana Naja
mossambica, previamente caracterizada,11 mediante la
medida de azufre, empleando BOC-L-Metionina como
patrén interno de cuantificacion. En primer lugar, se llevo a
cabo el analisis cuantitativo mediante IDA, siguiendo el
procedimiento empleado en su caracterizacién previa, y
usando una columna cromatografica que proporciona
recuperaciones cromatograficas cuantitativas para todas
las especies detectables de la muestra.'’ Posteriormente,
se llevo a cabo este analisis, pero adicionando 50 mL/min
Ar:CH, al plasma (ver Figura 4A).

Como se puede observar en la Figura 4B, los resultados
cuantitativos obtenidos para la cuantificacion simultanea
de hasta 27 biomoléculas mediante ambas estrategias, IDA
y adicion de Ar:CH,, son equivalentes. Es decir, mediante la
metodologia propuesta, no soélo se obtiene la misma
exactitud en los resultados cuantitativos, validando la
metodologia incluso para el analisis de muestras reales,
sino que incluso la precision obtenida fue similar a IDA,
una estrategia bien reconocida por su elevada precision. Es
de resaltar la disminucion en la sefial de fondo de azufre
observado para el caso de la adicién de metano (que
resultd en una mejora de la relacion S/N la cual, a su vez,
se tradujo en una mejora de los LOD de entre 2 y 4 veces).
Esto se debe a que en el patrén de ¥ empleado en IDA, la
abundancia de **S (que es el isdtopo analito) no es cero,
sino que es de 3,3 %, y, por tanto, produce un aumento de
la concentracion de fondo de azufre. Como consecuencia,
especies que no pudieron cuantificarse con la técnica de
referencia (IDA), como la 5 y la 13, pudieron cuantificarse
con la nueva metodologia propuesta.
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Figura 3. Fiagrama y cromatograma de los patrones genéricos y
analitos estudiados, respectivamente, para S (negro), Br (azul), y Se
(rojo), adicionando un flujo de 50 mL/min Ar:CH; al plasma.
Adaptado de Ref. 9.

Por consiguiente, los resultados obtenidos demostraron la
aplicabilidad de la metodologia propuesta para poder
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llevar a cabo cuantificacion absoluta incluso en muestras
complejas, como la muestra analizada, que contenia cerca
de 30 especies, y para ello empleando un Unico patrén
genérico.
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Figura 4. (A) Cromatograma de HPLC-ICP-MS de azufre obtenido para
la muestra de veneno, junto con BOC-L-Metionina como patrén de
cuantificacion, mediante IDA (negro) y adicion de 50 mL/min de
Ar:CH4 (azul). (B) Comparacion de los resultados cuantitativos
obtenidos para las 27 especies encontradas en la muestra, mediante
IDA (naranja) y Ar:CH,4 (azul). El error experimental se corresponde a
una desviacion estandar de la media (n=3). Adaptado de Ref. 9.

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo muestra el desarrollo de una novedosa
metodologia que permite llevar a cabo el andlisis
cuantitativo de especiacion por HPLC-ICP-MS, para
cualquier compuesto que contenga S, P, As, Se, Br, y/o |
(utilizando las mismas condiciones, y sin necesidad de
patrones especificos). Ademas, esta metodologia es mas
simple (no requiere de ninguna modificacion instrumental
pre- o post-columna), mds barata (no requiere de ningun
patron enriquecido isotopicamente), y mas sensible que
otras estrategias alternativas empleadas en este tipo de
analisis (particularmente la estrategia IDA).

No obstante, la metodologia descrita tiene cierto margen
de mejora. En este sentido, las condiciones de compromiso
encontradas aqui no son 6ptimas para todos los elementos
(sobre todo P y As), y por tanto las caracteristicas analiticas
de la metodologia se ven comprometidas. Por otro lado, es

posible todavia lograr una mayor simplicidad instrumental,
si se logra una mezcla de gases (metano con gas opcional),
eliminando la necesidad de un controlador de flujo
externo, de tal modo que sea posible una adicién precisa
directamente con el panel de control del instrumento.

En todo caso, podemos afirmar que la metodologia
propuesta puede considerarse ya una solucion “universal”
para la cuantificacion absoluta de biomoléculas (que
contengan hetero-elementos) sin patrones especificos, y
tiene el potencial para suponer un punto de inflexion de
gran calado en el analisis cuantitativo de especiacion por
ICP-MS, tanto para metabolitos como para péptidos y/o
proteinas.
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