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1. Introducción  

En los últimos años ha habido un gran auge en el 
desarrollo de metodologías no separativas, debido 
principalmente a su elevada velocidad de análisis. Esto 
las hace muy interesantes para ser utilizadas como 
método de criba en la modalidad de trabajo criba-
confirmación.  
 
En esta modalidad de trabajo las muestras son analizadas 
en un primer lugar utilizando un método rápido que 
permita la obtención de información cualitativa, 
semicuantitativa o cuantitativa para resolver el 
problema analítico planteado en el menor tiempo 
posible. Solo aquellas muestras que presenten resultados 
anómalos son sometidas a un segundo análisis para 
confirmar los resultados obtenidos. En esta segunda 
etapa normalmente se emplea un método que requiere 
de un mayor tiempo de análisis.  
 
Se han propuesto diferentes metodologías no separativas 
en función de la volatilidad de los compuestos que se 
estén analizando.  Para analitos volátiles, se han 
propuesto distintas estrategias, como el acoplamiento de 
un generador de espacio de cabeza (HS) a un 
espectrómetro de masas (MS) o la reacción de 
transferencia de protones acoplada a espectrometría de 
masas, entre otras [1]. Para analitos no volátiles, una de 
las metodologías más utilizadas ha sido el análisis por 
inyección en flujo acoplada a espectrometría de masas 
(FIA-MS) [2].  
 
En la metodología FIA-MS las muestras son inyectadas en 
el sistema y transportadas directamente al 
espectrómetro de masas sin separación mediante una 
corriente de fase móvil. La instrumentación es sencilla, 
pudiéndose utilizar cromatógrafos de líquidos en los que 
se elimina la columna cromatográfica. Esta metodología 
presenta importantes ventajas respecto a la separación 
cromatográfica tradicional (HPLC-MS), como son la 
elevada velocidad de análisis o la posibilidad de utilizar 
disolventes no compatibles con la separación 
cromatográfica [3]. A pesar de estas ventajas, la 
metodología FIA-MS ha estado frenada debido a que los 
espectrómetros de masas existentes no eran lo suficiente 
sensibles ni selectivos, parámetros muy importantes 
sobre todo cuando la muestra llega al MS sin separación. 
Hoy en día, gracias a los nuevos desarrollos 
instrumentales en el campo de la espectrometría de 
masas, esta metodología es altamente prometedora [3].  
 

FIA-MS se ha aplicado en diferentes ámbitos de 
investigación (clínico, ambiental, etc.)  y diferentes tipos 
de muestras [2,4-7]. Un campo importante para su 
aplicación son los laboratorios de análisis clínico, ya que 
el volumen de muestras a analizar suele ser muy elevado. 
Estos análisis mediante FIA-MS proporcionan 
información que puede servir como ayuda en el 
diagnóstico precoz de ciertas enfermedades. 
 
En este trabajo se presentan las metodologías basadas en 
FIA-MS desarrolladas por nuestro grupo de investigación 
para la determinación de compuestos de interés clínico 
en muestras biológicas con procedimientos de toma de 
muestra no invasivo. Este tipo de muestras son más 
fáciles de obtener, generando un menor estrés para los 
pacientes en comparación con otro tipo de muestras 
como, por ejemplo, la sangre. En concreto, se ha llevado 
a cabo la determinación tanto de poliaminas como 
aminoácidos en orinas y salivas. Las poliaminas son 
aminas alifáticas que participan en procesos de 
proliferación celular y crecimiento de tejidos [8]. Son 
numerosos los estudios que han encontrado 
concentraciones elevadas de poliaminas en muestras 
biológicas de pacientes diagnosticados con un proceso 
tumoral respecto a sujetos sanos [8-10]. En el caso de los 
aminoácidos, alteraciones en su metabolismo pueden 
provocar variaciones en sus concentraciones fisiológicas 
(bien aumentando o disminuyendo) y la aparición de 
síntomas clínicos relacionados con alguna enfermedad 
[11,12]. De hecho, los primeros estudios en este campo 
se centraron en el estudio de trastornos hereditarios del 
metabolismo de los aminoácidos en recién nacidos. 
  
Los resultados obtenidos con las metodologías 
propuestas demuestran su aplicabilidad para el análisis 
clínico. Además, los métodos desarrollados tratan de 
resolver las principales desventajas de la metodología 
FIA-MS, como son los efectos de supresión iónica y la 
presencia de interferencias isobáricas.  
 
2. Determinación de aminoácidos y poliaminas en 
muestras de saliva 
 
La saliva es un fluido biológico que se puede recolectar 
rápida y fácilmente a través de medios no invasivos y sin 
estrés para el individuo. Este fluido biológico está 
compuesto por aproximadamente un 99% de agua, 
contiene una gran variedad de electrolitos (calcio, 
magnesio, sodio, potasio, etc.), diversas proteínas, ácidos 
nucleicos y hormonas [13,14]. También contiene glucosa 
y algunos productos metabólicos nitrogenados, como 
urea y amoniaco [13,14]. Se ha demostrado que muchos 
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de los compuestos presentes en la sangre también están 
presentes en saliva, pero su concentración en este fluido 
biológico es 1000 veces menor que en sangre [13]. Por 
esta razón se requiere el desarrollo de métodos 
altamente sensibles para este tipo de muestras.  
 
Nuestro grupo de investigación ha desarrollado una 
nueva metodología rápida y robusta [15] para la 
determinación de compuestos endógenos polares 
(creatina, poliaminas y aminoácidos) en muestras de 
saliva. Siguiendo la modalidad de trabajo criba-
confirmación, para la etapa de criba se utilizó un método 
no separativo utilizando el acoplamiento FIA-MS. Para la 
etapa de confirmación, se utilizó un método basado en 
cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de 
masas (HPLC-MS). En ambos casos, se empleó una fuente 
de ionización por electrospray (ESI) y un analizador de 
triple cuadrupolo (QQQ). En ambos casos, la saliva se 
analizó tras una simple centrifugación y dilución 1:1 con 
agua UHQ (0.1% HFBA, v/v). 
 
En ambas metodologías, FIA-MS y HPLC-MS, se mantuvo 
la columna cromatográfica en el sistema. En FIA-MS se 
utilizó una fase móvil con un fuerte poder de elución para 
evitar la retención de los analitos en la columna 
cromatográfica. Cuando se utilizó HPLC-MS se propuso 
un gradiente de solvente para obtener una separación 
cromatográfica adecuada (Figura 1). La ventaja de esta 
estrategia es que se puede cambiar fácilmente del 
análisis de la etapa de criba al paso de confirmación sin 
ninguna modificación en la configuración instrumental. 
Esto supone una reducción de costes ya que se puede 
emplear el mismo equipo para ambos análisis. El tiempo 
de análisis en el caso de la metodología no separativa 
FIA-MS era de menos de 1.5 min por muestra en 
comparación con los 16.5 min que requería la 
metodología HPLC-MS. Esta reducción del tiempo de 
análisis muestra la aplicabilidad de FIA-MS para la etapa 
de criba. Solo aquellas muestras que presenten 
concentraciones anómalas de los compuestos serían 
sometidas a la etapa de confirmación (cromatográfica) 
que requiere mayor tiempo. 

 
Figura 1. Esquema configuración instrumental utilizada, 
metodologías FIA-MS y HPLC-MS. 
 
Las características analíticas de ambas metodologías 
fueron altamente satisfactorias, con límites de detección 
entre 2.17 y 46.1 µg/L para la metodología FIA-MS y 
entre 1.22 y 18.2 µg/L para HPLC-MS. La 
reproducibilidad fue inferior a 17% en ambos casos. Se 
analizaron muestras de saliva de sujetos aparentemente 

sanos, obteniéndose resultados similares con las dos 
metodologías, demostrando su aplicabilidad en modo 
criba-confirmación. 
 
Uno de los problemas asociados a la utilización de 
metodologías no separativas es la presencia de 
interferentes que pueden dificultar o incluso impedir la 
determinación de los compuestos de interés. En el caso 
de FIA-MS, la determinación de especies isobáricas es un 
reto al presentar idéntica composición química y, en 
muchas ocasiones, patrones de fragmentación similares. 
Además, puede darse el caso de que cuando se lleva a 
cabo el análisis de muestras complejas puedan existir 
otros componentes en la matriz que interfieran en el 
análisis.  
 
Nuestro grupo de investigación ha propuesto un método 
para la determinación de los isómeros leucina e 
isoleucina/aloisoleucina en muestras de saliva mediante 
FIA-MS y la utilización de técnicas quimiométricas de 
calibración multivariante [16].  
 
En un primer lugar se evaluaron los patrones de 
fragmentación de los compuestos a diferentes energías 
de colisión.  El comportamiento de los tres analitos fue 
similar. Sin embargo, para la leucina se observó una 
relación m/z específica correspondiente a la 43 y en el 
caso de la isoleucina y la aloisoleucina se observó la 
relación m/z 69 como específica. En un principio, la 
existencia de relaciones m/z específicas nos permitiría la 
cuantificación directa de los analitos utilizando el modo 
monitorización de reacciones múltiples (MRM). Sin 
embargo, se observaron dos cosas: 

▪ La isoleucina y la aloisoleucina compartían 

todos los iones. 

▪ En el caso de la leucina, cuando se analizaron las 

muestras de saliva, apareció un compuesto 

interferente que compartía la transición 

específica observada para este compuesto, lo 

cual inhabilitaba su uso para el análisis no 

separativo. 

Por ello, para llevar a cabo la cuantificación de estos 
compuestos mediante FIA-MS, se utilizó la calibración 
multivariante mediante mínimos cuadrados parciales 
utilizando 62 transiciones como variables. Se 
compararon los resultados obtenidos utilizando 
calibración univariante utilizando las transiciones 
específicas anteriormente descritas y calibración 
multivariante utilizando 62. Los resultados muestran 
una reducción de los errores de predicción en la etapa de 
validación externa cuando se usa los modelos 
multivariante, de manera especialmente significativa 
para el caso de la leucina. Esto muestra que es posible la 
cuantificación de este compuesto utilizando la 
metodología FIA-MS aún en ausencia de transiciones 
específicas.  
 
Para el caso de la isoleucina y la aloisoleucina, no fue 
posible su cuantificación de forma individual. La 
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predicción de la suma es similar utilizando ambos 
modelos. Sin embargo, la utilización de los modelos 
multivariantes aumenta la fiabilidad de los resultados al 
tener en cuenta un mayor número de transiciones para 
llevar a cabo la cuantificación, además de tener en cuenta 
posibles interferencias por parte de la matriz. 
 
3. Determinación de aminoácidos y poliaminas en 
muestras orina 
 
La orina, al igual que la saliva, es un fluido biológico que 
se puede recolectar de forma rápida y sencilla utilizando 
métodos no invasivos. Sin embargo, la orina presenta un 
matriz más compleja con un mayor número de 
interferentes. Eso es debido a que la orina es un desecho 
biológico que contiene productos de degradación 
metabólica de una amplia gama de alimentos, bebidas, 
medicamentos, contaminantes ambientales, metabolitos 
de desecho endógenos y subproductos bacterianos [17]. 
Esta característica hace que su análisis sea más 
complicado. 
  
De forma reciente, nuestro grupo de investigación ha 
desarrollado una metodología rápida y fiable para la 
determinación de poliaminas y compuestos relacionados 
en muestras de orina [18].  Siguiendo la filosofía del 
trabajo anteriormente descrita, se evaluaron dos 
opciones para la etapa de criba: i) el uso del análisis por 
inyección en flujo acoplado a espectrometría de masas 
(FIA-MS) y ii) la inclusión de una columna de protección 
(guard column, gC) en la configuración FIA-MS (gC-FIA-
MS). Para la etapa de confirmación se optimizó un 
método basado en cromatografía de líquidos acoplada a 
espectrometría de masas (HPLC-MS). En todos los casos 
se empleó una fuente de ionización por electrospray 
(ESI) y un triple cuadrupolo (QQQ) como analizador 
(Figura2). 

 
Figura 2. Esquema diagrama de trabajo utilizado FIA-MS, 
gC-FIA-MS y HPLC-MS. 
 
Como se ha detallado en la introducción, uno de los 
principales problemas asociados a la metodología FIA-
MS es la pérdida de sensibilidad en comparación con los 
métodos cromatográficos. Esto se debe a la supresión 
iónica que se produce en la fuente de ionización al 
introducirse el conjunto de la matriz sin separación en el 
espectrómetro de masas. El objetivo de la inclusión de la 

columna de protección fue solucionar estos problemas 
de sensibilidad, mediante una separación de baja 
resolución de los componentes de la matriz de forma 
previa a la introducción al MS. 
 
Se compararon los resultados obtenidos utilizando las 
configuraciones gC-FIA-MS y FIA-MS. La inclusión de una 
columna de protección en la configuración instrumental 
FIA-MS resultó en un incremento en las señales 
analíticas, pero sin un incremento en el tiempo de 
análisis (Figura 3). Estos resultados mostraron que la 
utilización de la columna de protección (gC) era lo más 
adecuado para la metodología utilizada en la etapa de 
criba en el análisis de poliaminas y compuestos 
relacionados en muestras de orina. 
 

 
Figura 3. Comparación de señales obtenidas en (A) orina 
dopada (200 µg/L) y (B) orina natural utilizando FIA-MS 
y gC-FIA-MS. 
 
Se evaluó la posible existencia de interferentes, es decir, 
compuestos presentes en la matriz con patrones de 
fragmentación similares a los compuestos objeto de 
estudio. De este estudio se observó que solo dos 
compuestos interferían realmente en el análisis: colina y 
NGNG-dimetilarginina, los cuales compartían transiciones 
con el ácido γ-aminobutírico y espermina, 
respectivamente. Para solucionar este problema, se 
decidió utilizar otras transiciones que no presentaban 
interferencia de los compuestos identificados.  
 
Una vez seleccionado el método de criba más adecuado 
(gC-FIA-MS) y estudiados e identificados los posibles 
interferentes, se evaluaron las características analíticas 
de las metodologías de criba (gC-FIA-MS) y confirmación 
(HPLC-MS). Los resultados obtenidos con ambas 
metodologías fueron altamente satisfactorios. Se 
analizaron muestras de orina de sujetos aparentemente 
sanos utilizando ambas metodologías. Los resultados 
obtenidos con las dos metodologías fueron similares 
para la mayoría de las poliaminas. 
 
Respecto a los tiempos de análisis, la utilización de gC-
FIA-MS reduce considerable el tiempo de análisis por 
muestra (2.7 min) respecto al método cromatográfico 
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(33 min), lo que hace que gC-FIA-MS sea una metodología 
de cribado adecuada. 
 
4. Conclusiones 
 
Los resultados obtenidos con los métodos desarrollados 
por nuestro grupo de investigación muestran la 
aplicabilidad de los mismos en al análisis clínico para la 
determinación de poliaminas y aminoácidos en muestras 
de orina y saliva. Estas metodologías, FIA-MS y gC-FIA-
MS, podrían aplicarse como métodos de rutina en la 
modalidad de trabajo criba-confirmación para llevar a 
cabo un análisis rápido de dichos analitos, por lo que 
podrían considerarse como herramientas adicionales 
para el diagnóstico precoz de ciertas enfermedades.  
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