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1. AMODO DE INTRODUCCION

Intentando adecuar este articulo-legado al propdsito que
me indico el Editor de la Revista, Prof. Enrique Barrado:
“trata de sistematizar y simplificar tu legado cientifico,
tras tus cinco décadas de esfuerzo investigador hasta la
jubilacién definitiva en 2018”, me gustaria hacer unos
cuantos comentarios breves de especial relevancia para
tal propésito.

Comenzaré por referirme, a modo de introduccién, a
detalles importantes de mi educacién universitaria, una
pieza clave para entender mejor mi fascinacion, creciente
con los afios, por la Quimica Analitica instrumental.

(Por qué Quimica, Analitica, Espectroquimica y Plasmas?
Mi predileccién por la Quimica fue temprana, decidida y
claramente vocacional, sobre todo después de mis
primeras practicas de laboratorio en el colegio de los
jesuitas en Navarra. La curiosidad por conocer la
naturaleza misma de la materia de la que estamos
hechos, indagando los elementos y moléculas quimicas
que la constituyen, tuvo siempre un fuerte atractivo a lo
largo de toda mi vida. Naturalmente, para tal
conocimiento quimico eran indispensables las
herramientas adecuadas, las técnicas de Andlisis
Quimico, cuanto mas sensibles y selectivas tanto mejor.
Habia que elegir para hacer el doctorado, tras finalizar mi
bachillerato superior y la carrera de Quimicas en
Zaragoza (con Premio Extraordinario y Cruz de Alfonso X
el Sabio, en 1969), entre las limitadas técnicas
instrumentales disponibles en el Departamento de
Quimica Analitica que dirigia el Prof. D. Julian Bernal...
Con su ayuda elegi, sin demasiadas vacilaciones, la
Espectroscopia Analitica como eje de mi Tesis Doctoral.
Es decir, se puede considerar que mi iniciacién real a la
investigacion cientifica tuvo lugar en la Universidad
Zaragoza a finales de los 60. La herramienta concreta de
analisis fue la Espectrometria Molecular Optica
(absorcién y fluorescencia en el Vis-UV para la
determinacién de Nb en ciertos minerales y aleaciones
del metal) y dicho trabajo fue distinguido con un Premio
Extraordinario a tesis doctorales.

En todo caso, fue en el Imperial College of Science and
Technology de Londres, llevando a cabo mi
postdoctorado bajo la extraordinaria direccién del Prof.
T.S. West, donde mi mente se abrid hacia el desarrollo de
instrumentacion analitica novedosa (un tema apenas
existente a principios de los 70 en nuestras
universidades espafiolas).

Dicho trabajo sobre sistemas sencillos para la generaciéon
de atomos excitados de la muestra y medida final por

fluorescencia atémica en un CFAR (carbon filament atom
reservoir) fue decisivo para guiar mi investigacion
posterior. De hecho, ya de vuelta a Espafia como profesor
interino en la Universidad Complutense de Madrid, me
converti en un convencido defensor de la Espectrometria
Atomica como base de técnicas analiticas elementales de
gran sensibilidad y futuro.

Con tales ideas inicié en Madrid mi trabajo de direccidon
de tres tesis doctorales, combinando ya el empleo de las
técnicas de la Espectroscopia mas comunes entonces (de
naturaleza molecular) con las técnicas
emergentes(atomicas/elementales) del momento.

Tras las oposiciones a Agregado, y una vez instalado ya
en Oviedo a finales de 1978, mi fascinacién por los
“plasmas” como nuevas y eficaces fuentes de
atomizacién/ionizacién/excitacion fue creciendo, a
medida que salian nuevos trabajos demostrando sus
excepcionales caracteristicas analiticas. Para entonces ya
iban apareciendo los primeros plasmas comerciales 1CP-
OES: ICP (Inductively Coupled Plasmas) - OES (Optical
Emissién Spectrometry), que utilizaban argén como gas
formador del plasma.

Mi entusiasmo y determinaciéon de introducir dichas
técnicas, entonces de vanguardia, en nuestra
investigacién analitica en Oviedo culminé con Ila
concesién de un proyecto nacional y la adquisicion del
primer ICP-OES instalado en una universidad espafiola
(inicios de los 80). Pronto quedé fascinado por el
increible poder analitico del ICP-OES, frente a la llama y
otros tipos de plasmas de baja potencia que habiamos ya
empezado a investigar en nuestro laboratorio, en
colaboraciéon con colegas fisicos, tales como el MIP
(Microwave Induced Plasma) o bien la GD (Glow
Discharge), mucho mas econémicos que el ICP.

Fue bastantes afos mdas tarde cuando finalmente
conseguimos adquirir un ICP-MS, como complemento
légico al ICP-OES: es decir, un plasma ICP de argén para
producir iones elementales (fuente de iones) y un
detector de las masas de tales iones (concretamente un
analizador cuadrupolo MS para llevar a cabo las
medidas).

De este modo progresivo nos fuimos adentrando en el
mundo prometedor de la Espectrometria de Masas, pero
inicialmente para analisis elemental; es decir, la fuente
ICP condicionaba ya la informacién quimica obtenida a
iones atéomicos (elementos quimicos). Sin duda
podiamos hacer andlisis rapidos, multielemento y de
excepcional sensibilidad, pero restringidos como en ICP-
OES al andlisis de los elementos de la Tabla Periddica.

En todo caso, la disponibilidad de ICP-OES e ICP-MS
hicieron viables multiples colaboraciones en
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aplicaciones multidisciplinares e interdisciplinares (en
los campos de Materiales, Medioambiente, Nutricién,
Farmacologia y Biomedicina). En este punto conviene
recordar nuevamente que tales técnicas no permitian
abordar, en principio, los problemas moleculares y, por
tanto, quedaban fuera los atractivos estudios quimicos
sobre la magnifica complejidad molecular caracteristica
en Biomedicina, Biologia y Bioquimica, tras los millones
de anos de desarrollo de la vida sobre este planeta. Sin
discusion, seria deseable que las espléndidas
caracteristicas analiticas del ICP (OES y sobre todo MS)
pudieran extenderse de forma realista al analisis quimico
de gran sensibilidad en moléculas mas o menos
complicadas (temas de extraordinaria importancia y
actualidad como son el andlisis de trazas de azucares,
lipidos, péptidos, proteinas, drogas, medicamentos, etc).
Es indiscutible que el desarrollo de técnicas de andlisis
cada vez mas poderosas posibilitan estudios cada vez
mas profundos para desentraflar los “misterios”,
elementales y/o moleculares, que rigen la vida (y, por
extension, a combatir retos actuales que enfermedades y
pandemias plantean a la supervivencia de los humanos
sobre la Tierra, como la COVID19). En esa linea, las
técnicas de plasma, particularmente el ICP-MS, podrian
aportar caminos de estudio alternativos de gran
trascendencia con tal de que permitieran hacer
“Especiacion quimica” de los elementos, es decir,
responder a preguntas como ;cuales son las especies
quimicas concretas (moléculas) en las que se hallan los
elementos analizados por ICP? ;cual es su papel y
concentraciones en cada caso en la vida real?, ;son tales
elementos “esenciales” o son toxicos? Preguntas todas de
interés enorme en campos tan importantes como la
Biologia o la Biomedicina.

Un excelente ejemplo de esta importancia actual de
ciertas especies quimicas (biomoléculas) y de su uso
practico posterior en la Medicina, es el uso de los
“biomarcadores”: moléculas clave cuya medida permite
llevar a cabo con fiabilidad el diagnoéstico, el prondstico o
el seguimiento continuado de wun determinado
tratamiento médico de muchas enfermedades (p.e.
cancer). Hoy es posible llevar a cabo tales tareas
analiticas complementando a los ICP (utilizados para una
deteccién final robusta) con técnicas de separacion
acopladas en linea, adecuadas en cada caso, llamadas
“técnicas hibridas”.

Dichas técnicas hibridas, p.e. “high pressure liquid
chromatography” en (HPLC)-ICP-MS o “field flow field
fractionation” (4F)-ICP-MS, ofrecen a dia de hoy un
potencial analitico extraordinario. Potencial que se
refuerza si se emplean de una forma complementaria a
las técnicas moleculares clasicas (p.e. “Electrospray-
Masas”, ESI-MS).

Como se ilustra en este articulo al final, para el caso del
cancer de mama y el biomarcador “Prostate Specific
Antigen” (PSA), estas técnicas hibridas estan
evolucionando rdpidamente y convirtiéndose en un
campo de investigacion analitica muy activo y fructifero;
en particular para utilizar la excepcional sensibilidad
analitica alcanzada para el diagnostico temprano

(“diagndstico precoz” ): con esa informacién temprana es
posible una actuaciéon médicainmediata,incrementando
grandemente la probabilidad de la eventual curacion.

Por todo ello, estudios colaborativos con profesionales
de la sanidad y utilizando técnicas analiticas de deteccion
MS, hibridas y complementarias constituyen ya una
tendencia muy claray prometedora: emplear los plasmas
analiticos para la resolucién de problemas reales muy
complejos que requieren informacién quimica
cuantitativa muy sensible e informacién cualitativa lo
mas completa posible (elemental, molecular,
estructural).

2. EL GRUPO DE ESPECTROMETRIA ANALITICA EN
OVIEDO

Tras mi estancia postdoctoral en el Imperial College of
Science and Technology de Londres, y mi estreno como
Profesor interino en el Departamento de Quimica
Analitica de la Universidad Complutense de Madrid
(donde pude dirigir mis tres primeras tesis doctorales)
ya tenia claro que la Universidad de Oviedo podria muy
bien ser ese Departamento de Quimica Analitica ideal
donde hacer realidad mis suefios: iniciar con plena
responsabilidad como profesor numerario el tipo de
docencia e investigacién de calidad que deseaba, a la
altura de la que habia tenido la suerte de experimentar
fuera de nuestras fronteras.

Como es natural, para conseguirlo de forma seria y
realista era preciso conseguir los medios econdémicos
necesarios (a través de proyectos autondémicos,
nacionales, europeos o colaboraciones con empresas) y
los personales precisos (investigadores y colaboradores
motivados y dispuestos a cambiar las cosas). Ninguno de
los dos aspectos fue facil en un pais como el nuestro, nada
convencido de la enorme trascendencia (para sus
ciudadanos del momento y para su futuro) de crear
estructuras disefiadas para hacer buenos cientificos y
empezar a producir Ciencia realmente competitiva. No
era extrafio entonces (y no esta resuelto ahora) que las
posibles fuentes de financiacién en Espafa fueran pocas
y el montante econémico concedido demasiado escaso
(frente a la situacidn, p.ej. en U.K. o Francia). Habia que
esforzarse mucho para tratar de garantizar el éxito final,
a través de buenas puntuaciones de los censores de
proyectos, largas conversaciones para convencer a los
empresarios para invertir en nuestros proyectos
colaborativos, etc). Paralelamente se hacia
imprescindible una seleccién cuidadosa de futuros
doctorandos, su preparacion/motivacién adecuadas en
pos de la originalidad cientifica, importancia real de la
Tesis y entusiasmo por el trabajo a realizar. Con
paciencia y teson fue consolidandose, creciendo poco a
poco con los afios, el que seria Grupo de Investigaciéon en
Espectrometria Analitica de Oviedo, un grupo de
cientificos motivados, so6lido y de creciente prestigio
internacional.

Sin dejarnos amilanar por las dificultades del empefio,
fue creciendo el nimero de sus miembros sin problemas
de género (al 50% en hombres y mujeres mas o menos a
lo largo de los afios), siempre en base a unos criterios de
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seleccion muy claros para todos: talento, motivacion y
entusiasmo por el trabajo con el objetivo de hacer
avanzar la Ciencia y el Conocimiento analitico... De este
modo el nimero total de miembros activos del Grupo de
Espectrometria Analitica lleg6 a superar los 35 a finales
de 2017.

Como muestra la fotografia de grupo (ver Fig.1) era una
auténtica delicia verlos a todos juntos.

Figura 1.- El Grupo de Espectrometria Analitica de la
Universidad de Oviedo.

Muy revelador también era el hecho de que por esas
fechas mas de media docena de los primeros
doctorandos del Grupo ya habian conseguido
brillantemente su Catedra de Quimica Analitica. La
semilla ya estaba fructificando porque cada uno de ellos
ha seguido la estela en forma espléndida iniciando sus
propios grupos de investigacién con las herramientas
analiticas aprendidas, pero cada vez mas especializadas,
incluyendo: Isétopos Estables y Espectrometria de
Masas, Fotoluminiscencia y Nanoparticulas,
Cromatografia y Analisis Clinico, Espectrometria en
Descargas Luminiscentes, etc.

Un ultimo aspecto no menos revelador de la solidez y
eficacia a lo largo de los afios de nuestra investigacion en
el Grupo fue la realizacién y defensa de mas de 70 Tesis
Doctorales dirigidas y/o codirigidas hasta mi jubilacion.
La formacién de tantos Ph.D., que fueron repartiéndose
afio tras afio por paises, universidades y empresas
diversas, constituye también un hito muy especial a tener
en cuenta en el legado global.

Para finalizar este apartado no seria justo, en mi
recorrido académico y vital, olvidarme de reconocer el
inmenso papel que jugé mi familia "biolégica" en la
construccion de la familia numerosa de investigadores a
la que hemos aludido hasta aqui. Sin duda, mi familia fue
siempre un pilar fundamental, un apoyo constante y
seguro en el dia a dia de trabajo en la Universidad.

Vaya aqui, pues, en primer lugar mi profundo
agradecimiento a Esther, mi mujer, que siempre respaldé
mis inquietudes académicas y soport6 estoicamente mis
ausencias, originadas por tantos viajes, conferencias,
congresos o visitas a empresas para discutir ideas

colaborativas  donde util nuestra

investigacion.

pudiera  ser

Nunca agradeceré lo suficiente su comprension y carifio
incondicional y, por si fuera poco, nuestros tres hijos tan
"europeos”(en toda la extensién de la palabra):"

-Victoria, catedratica hoy de Biologia Celular del Cancer,
Universidad Queen Mary en Londres (UK).

-Alfredo, junior, veterinario y Director Global de
Marketing (Dairy), Empresa multinacional de
alimentacion NUTRECO, con cuartel general en Utrecht
(Holanda).

-Adrian, bidlogo, cientifico de nimero en el Instituto de
Genética Experimental, Centro Helmholtz, en Munich
(Alemania).

En perspectiva, mirando hacia atras tantos afios
transcurridos desde nuestra llegada a la Universidad de
Oviedo en 1978, creo que mi familia (ver la foto en Fig. 2)
jugé un papel clave en el éxito cientifico general
reconocido al Grupo de Espectrometria Analitica de la
Universidad de Oviedo.

Multidisciplinarity
»  |nternational character

Figura 2.- Familia Sanz-Medel (“niicleo duro”)

3. LINEAS MAESTRAS DE LA INVESTIGACION DEL
GRUPO DE OVIEDO

El buen oficio de un investigador en Ciencia en general
lleva consigo una evolucién constante a lo largo de los
afios de trabajo: los descubrimientos cientificos, hoy cada
vez mas frecuentes, las necesidades de nuevos
conocimientos para afrontar los desafios de la sociedad
moderna, etc, cambian y progresan con rapidez a todos
los niveles (laboratorios, universidades, empresas).
Incluso con el tiempo también progresa la disposicién
politica de nuestros gobernantes a invertir en Ciencia,
particularmente en conocimientos practicos que se
entienden mas cercanos al ciudadano de a pie. Todo esto
son circunstancias que deben conocerse de cerca para
mejorar el conjunto de nuestra investigaciéon en la
Universidad. Es mas, en mi opinidn, el otro aspecto de un
buen profesor (como enseflante) requiere ir
incorporando paralelamente en el aula aquellas partes de
nuestra investigacion o la de otros, con tal de que sea
suficientemente trascendente. Una docencia
universitaria moderna y de calidad exige al profesor ser
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capaz de transmitir al estudiante la curiosidad cientifica,
el entusiasmo por saber mads, la necesidad de la
innovacién y del progreso a través de ella. El binomio
investigaciéon/docencia solo alcanza su plenitud, sin
embargo, si incorporamos un tercer factor: la
colaboracion con nuestro entorno creador de riqueza
(industrial y empresarial), un aspecto a menudo olvidado
en el mundo académico, a pesar de la importancia critica
para un pais de tales sinergias.

Por todo ello, no debe extrafiar que las diferentes lineas
de investigaciéon en nuestro Grupo a lo largo de medio
siglo hayan sido bastante variadas y numerosas, pero
manteniendo cierta progresion légica en el tiempo.

Hay que hacer notar también que esa evolucién temporal
progresiva ha descansado en excelentes colaboradores,
en medios econdmicos publicos y privados y en la ilusiéon
mantenida de mejorar nuestra ciencia analitica nacional.

Dicho todo lo anterior, y teniendo en cuenta la limitacién

de espacio, podriamos resumir las lineas maestras mas

relevantes de nuestra investigaciéon en el Grupo de

Espectrometria Analitica, a lo largo de los afios, como

sigue:

1. Fotoluminiscencia y Sensores de Fibra Optica

2. Nueva Instrumentacién para el Andlisis: fuentes
espectroquimicas atémicas, detectores elementales
6pticos y de masas.

3. Analisis Directo de
espectroquimicos.

4. Nanociencia y Nanotecnologia Analiticas.

5. Elplasma ICP (OES y de MS) para trazas y ultratrazas:
aplicaciéon en Biomedicina y en Nutricién humana.

6. Nuevas Técnicas “Hibridas” para la especiacion
elemental en moléculas.

7. Desdela “especiacién” ala determinacién absoluta de
proteinas (heteroatom-tagged proteomics).

Sélidos via  plasmas

4. EJEMPLOS ILUSTRATIVOS DE NUESTRA

INVESTIGACION DE LOS UGLTIMOS ANOS

De las 7 lineas maestras de investigaciéon detalladas
arriba he seleccionado aqui tres ejemplos concretos de
nuestra investigacién de los ultimos afios, tratando de
ilustrar el tipo de investigacién de vanguardia realizado
en el Grupo hasta mi jubilacién como Profesor Emérito
en 2018. Se trata, como es ldgico, de una seleccién muy
personal en la idea de ilustrar de cerca en qué modo el
empleo de los plasmas como fuentes espectroquimicas
elementales también posibilita estudios de moléculas
realmente complejas y asi abordar la resolucién de
problemas quimicos reales de gran importancia y
creciente actualidad en la sociedad moderna.

Con dicha idea he escogido los dos primeros ejemplos
para ilustrar el concepto moderno denominado
“heteroatom-tagged proteomics”, es decir, proteémica
guiada por heterodtomos, sin necesidad del empleo de
patrones proteicos especificos (4.1) y su evolucion
aprovechando la emergente Nanoanalitica,
“nanoanalytics-heteroatom-tagged proteomics” (4.2).

Se trata de un camino novedoso, complementario al
empleo del “Electrospray-Masas” (pero la deteccidn final
es via ICP-MS), para conseguir una herramienta
alternativa capaz de realizar una Proteémica cuantitativa
de sensibilidad excepcional, cuando fuera necesaria, si se
recurre a la amplificaciéon de las sefiales en el ICP-MS via
nanoparticulas. El tercer ejemplo elegido (4.3) me
pareci6 adecuado para ilustrar nuestra preocupacion,
constante a lo largo de muchos afios, por desarrollar no
solo métodos analiticos con instrumentos comerciales,
sino también disefio y desarrollo de nueva
instrumentacién analitica con caracteristicas analiticas
especiales, en este caso particular para el andlisis directo
de sélidos y de la concentraciéon en profundidad de los
perfiles en materiales en capas (p.ej. “depth profile
analysis” de placas solares), practicamente sin
tratamientos previos. En este tercer ejemplo (4.3)
empleamos plasmas de menor energia que el ICP, en
concreto descargas luminiscentes GD en modo pulsado
como fuentes espectroquimicas que se acoplan a un
detector de masas (MS) de “tiempo de vuelo” (TOF),
especialmente rapido y adecuado para la deteccién de
tales sefiales transitorias producidas en la excitaciéon en
la GD pulsada. Este sistema GD-TOF-MS es capaz de
medir con precision y fiabilidad la intensidad de los
“pulsos” de iones producidos en lapsos de tiempo muy
cortos. De hecho, permite la medida de intensidades de
los pulsos en diferentes instantes de los mismos y a
diferentes tiempos en un pulso dado: al inicio, en la
meseta y al final del mismo. De estas tres medidas muy
rapidas se puede inferir, por pulso: a) informacién
elemental (inicio del pulso); b) informacién de
iones/fragmentos moleculares (en la meseta del pulso) y
¢) informaciéon del ion molecular caracteristico del
compuesto (al final del pulso) de un modo cuasi-
simultaneo.

El alcance practico de esta atractiva tecnologia esta
todavia por evaluar de forma sistematica en problemas
reales, pero ya ha aparecido en el comercio un
instrumento pionero (“Plasma Profiling”, PGD-TOF-MS,
de Horiba-Jobin Yvon) de estas caracteristicas. Este
modo de estudiar elementos y moléculas ionizadas de un
elemento quimico concreto en una muestra dada en el
mismo instrumento y de forma practicamente
simultinea es muy novedoso y podria utilizarse
ventajosamente en los campos mas variados del andlisis
instrumental. Ademas, este ultimo ejemplo de nuestra
investigacion mas reciente me permite ilustrar el
permanente espiritu de colaboracién con las empresas
de instrumentacidon analitica, nuestro esfuerzo para
llevar a cabo un tipo de investigacién claramente
aplicado y con ambicién de contribuir al desarrollo de
nuevos instrumentos para andlisis; es decir, con una
proyeccion econémica a corto plazo en nuestra area de
conocimiento.

A continuacién, pues, pasamos a detallar brevemente
tres ejemplos ilustrativos (4.1, 4.2 y 4.3) del trabajo
investigador de los dltimos afios, seleccionados para esta
publicacién concreta. El hilo conductor sera el moderno
empleo analitico de los Plasmas con detecciéon por
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Espectrometria de Masas para el analisis de elementos,
isotopos, iones, nanoparticulas e incluso biomoléculas de
gran complejidad quimica (p.ej. proteinas, de forma
directa o previa derivatizacion adecuada, a niveles
excepcionalmente bajos de la concentracion de la
biomolécula).

4.1. HPLC-ICP-MS para Proteomica cuantitativa de
gran sensibilidad y selectividad via heterodtomos
(“heteroatom-tagged Proteomics”).

Una extension reciente del concepto de Protedmica via
ICP-MS de los heteroatomos, denominada genéricamente
“heteroatom-tagged proteomics”, consiste en su
aplicacion a la determinacion precisa de la concentracion
de proteinas y péptidos sin tener que recurrir a patrones
de calibracién especificos de cada compuesto, como suele
ser necesario en el trabajo habitual con ESI-MS o MALDI-
MS. Precisamente este es uno de los retos actuales en
Protedmica: conseguir la cuantificacion absoluta de
proteinas a muy bajas concentraciones para entender a
fondo sus funciones bioldgicas e interacciones en la salud
y la enfermedad.

Trataremos de ilustrar aqui brevemente este concepto,
basado en el uso de plasmas ICP-MS, para conseguir
determinaciones absolutas de proteinas y péptidos a
través de la determinacién de sus heterodtomos
naturales caracteristicos (por ejemplo, S o P).

La tecnologia analitica desarrollada para este objetivo
consistié en acoplar una técnica de separacién adecuada
(Capillary Liquid Chromatography, Cap LC) con un
detector ICP-MS de gran resolucion analitica (gracias al
sistema de “triple cuadrupolo”), un ICP-QQQ. Ya afios
atras habiamos demostrado el gran potencial analitico de
los ICP-QQQ para llevar a cabo el analisis cuantitativo
preciso, rapido y fiable de patrones de calibracién para
azufre y fosforo en péptidos y proteinas en una
colaboracién con la empresa fabricante de los equipos
(1). Dicha técnica “hibrida”, Cap LC-ICP-QQQ, ha
permitido también la medida rapida y precisa de
relaciones molares P/S en cualquier compuesto orgéanico
de interés, concretamente en moléculas de gran
importancia bioldgica como son las proteinas, (ver
detalle de la validacién del método analitico en la Figura
3).

El contenido total de la proteina se determina via S,
mientras su “grado de fosforilacién” se calcula ya a partir
de la relaciéon P/S en moles obtenida para la misma
proteina, ambas medidas realizadas por Cap-LC-ICP-
QQQ. Empleando dicha metodologia pudimos desarrollar
un método general de estandarizaciéon para
cuantificacion “universal” de biomoléculas en general y
de proteinas en particular (2). La extensa utilidad de
tales métodos ha sido demostrada ya como una nueva
herramienta de andlisis cuantitativo de pequenas
cantidades de venenos de serpiente, por tanto con gran
futuro en el exético campo de la “venémica” (3) y para la
cuantificacion “universal” de biomoléculas utilizando MS
elementales (ICP-MS) y estandares genéricos (4,5).
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Figura 3.- Validacién del método de especiacion elemental
via Cap LC-ICP-MS: determinacién del “grado de
fosforilacion” en proteinas.

La Figura 4 ilustra un esquema general para realizar este
tipo de determinaciones “absolutas” de proteinas.

“Ahsolute” quantification of proteins by ICP-0QQ (VENOMICS)
The sample of interest is spiked with 2 sulfir-contaming standard (nen-specific)
Profens are separated by pHPLC, assurng quantitative recovery of all species
ICP-000 for sulfur quantificabion

+
ESOToF for protein idenbficaton
{S/Protein stoichiometry)

-

‘_1(; | Abaolute quantification of protein species

693%
271%
26%
10%

We were able to absolutely quantify up te 3050 individual proteins in snake venom samples

Figura 4.- Esquema general para la especiacién-
determinacion “absoluta” de proteinas por ICP-QQQ.

4.2. Amplificacion de la sefial analitica, via Nanopar-
ticulas e Inmunoensayos, para “heteroatom-tagged-
Proteomics” de sensibilidad extrema.

Las estrategias de amplificaciéon de sefiales analiticas a
través del empleo de Nanoparticulas constituyen hoy un
camino novedoso y muy prometedor para perseguir
detecciones cada vez mdas sensibles. Este esfuerzo
investigador es clave en la busqueda de biomoléculas que
podrian ser empleadas como biomarcadores de
enfermedades de cualquier tipo. En nuestro Grupo
habfamos trabajado ya extensamente en Nanoanalitica,
pero empleando como sefales la fluorescencia y/o la
fosforescencia de ciertas nanoparticulas (concretamente
quantum dots, QDs) acopladas adecuadamente a las
biomoléculas a determinar (6). Es bien sabido que tales
“marcas” se pueden incorporar con gran selectividad a
anticuerpos adecuados (bioconjugacion) para la captura
de la biomolécula deseada. De esta manera, merced a la
reaccion de derivatizacion, conseguimos anticuerpos de
captura de biomoléculas marcados con metales
(existentes en gran proporcion en la nanoparticula) para

Actualidad Analitica 77 (2022)

Pdgina 18



ACTUALIDAD ANALITICA

su deteccién amplificada por ICP-MS. Estos “heteroatom-
tagged antibodies” resultantes permiten conseguir la
selectividad analitica precisa respecto ala proteinay, ala
vez, su deteccién indirecta de elevada sensibilidad por
determinacion del metal elegido con el ICP-MS (7). Este
concepto ha permitido encarar el problema de la gran
sensibilidad analitica requerida para abordar el control
cuantitativo y robusto de muchos biomarcadores de
enfermedades.

Una estrategia quimica, complementaria a la descrita
arriba, hace posible la amplificacién ulterior de la
“marca” metalica por una manipulacién adecuada de la
NP: la reduccién y deposiciéon masiva catalitica de dicha
marca (e.g. Au) sobre la superficie de los QDs. Asi, hemos
utilizado la reduccién y deposicion catalitica de Au sobre
QDs de “Mn-doped ZnS“ (8). Como muestra la Fig. 5, se
utiliza una técnica tipo “inmunoassay array” para fijar el
anticuerpo primario de la proteina PSA (prostate specific
antigen) y el reconocimiento se lleva a cabo en un
formato “sandwich- type” con anticuerpos secundarios
de reconocimiento y finalmente de los anticuerpos
derivatizados con los QDs.

Sand format immur

D.L 2 ng/mL PSA

A

S “ Gl

ICP-MS detection

Amplification ratio Au:Mn
DL 0.4 fg/mL PSA - 6 orders of magnitude

Figura 5.- Esquema del formato “tipo sandwich” del
inmunoensayo de reconocimiento de PS4, ilustrando la
deteccion final directa(luminiscente) e indirecta (via ICP-
MS) tras la amplificacion quimica con Au sobre las NPs.

Estos catalizan la ultima etapa (ver Fig.6) en la que
conseguimos la amplificacion maxima por el depdsito
masivo de Au sobre la superficie de esos QDs
catalizadores. Tras los adecuados lavados, las marcas de
Au amplificadas se disuelven en agua regia y se llevan a
la medida final del Au, depositado y redisuelto en
condiciones bien controladas, por ICP-MS (como se ve
claramente ya en la Fig. 5). De este modo es posible
conseguir amplificaciones de hasta millones de veces de
la sefial, gracias al proceso quimico final (8).

Para concluir este apartado conviene subrayar que este
conocido biomarcador, la proteina PSA, es hoy de enorme
interés e importancia practica para el diagnéstico y
control del cancer de proéstata e incluso para seguir
posibles recurrencias de dicho tipo de cancer en
operaciones del mismo (prostatectomia radical). En este
ultimo caso, la concentraciéon de PSA en suero que es
preciso llegar a detectar tras la operacién, cuanto antes
mejor, es mucho mas baja al haberse eliminado la

principal fuente biol6gica de produccién de dicho
biomarcador proteico. Ademas, hoy sabemos que la PSA
no es exclusiva de hombres sino que también es
sintetizada a niveles bajisimos de concentraciéon en
mujeres (en el orden de los picogramos/mL ). Es mas,
sabemos que alteraciones de los valores de PSA en su
sangre pueden indicar enfermedades tipicamente
femeninas como el cancer de mama e incluso problemas
de fertilidad. Es indudable que la disponibilidad de
métodos robustos de la sensibilidad necesaria para esta
deteccion constituye hoy un claro reto analitico.

Extremely high Signal -“amplification” based on QDs labeling

ICP-MS
| —— Sensitivity

— GOLD AMPLIFICATION- -

size 24 nm size nm- pm
3 2x10% 2x10° Au atoms
Depanding on amplification
200 - 2000 atoms | parameters (reduction agent,
3 seeds and goid salt
=5 % atoms Zn photoluminescence okt

=5 of pho NESCENCE
3.5 % Mn to Zn ratio Loss of photoluminescences

\\ Qs (catalytic seed) + reduction agen: + Au ¥ — A

Figura 6.- Amplificacién quimica de la sefial en ICP-MS,
tras la reduccion/deposicion catalitica del Au sobre los
QDs utilizados.

En nuestros estudios arriba resumidos, basados en el
empleo de la estrategia inmunoensayo-NPs- ICP-MS del
Au depositado sobre los QDs, hemos comprobado que es
posible obtener limites de deteccion para la PSA a niveles
de unos pocos attogramos /mL (8). Es decir, dicho
trabajo abre la puerta a estudios futuros de colaboracién
biomédico-analitica basados en la medida robusta de
niveles anormales de PSA en mujeres (usos paralelos al
empleo actual de la PSA en cancer de prostata para
hombres).

%@ Catalytic gold depaosition

- v % ;‘“” .= w L]

E—

ng Lt Au
i

1E04 1e02 LE+HI0 1 EH02 1E+04
pgmLtPSA

M. Garcia, T Ruiz, IM. Costa & A Sanz Medel, Biosensors and Bioelectzonics, 85 (201} 128-134

Figura 7.- Deposicion catalitica de Au sobre los QDs para
la deteccion por ICP -MS: una aplicacién realista y
concreta en la deteccion precoz del cdncer de mama.

Como muestra la Fig. 7, comprobamos que incluso en la
region de concentraciones 0.01-100 pg/mL de PSA es
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posible obtener una linea de calibraciéon perfectamente
utilizable para tales aplicaciones (con una precision del
3% para una concentracién de PSA de 0.1 pg/mL) de
posible diagnéstico precoz del cancer de mama.

4.3. Descargas eléctricas luminiscentes de baja
presion con deteccion de Masas (GD - MS): Andlisis
directo de sdlidos.

En nuestro Grupo hemos estado trabajando muchos afios
en posibles desarrollos instrumentales utilizando
“plasmas a baja presién” (glow discharges, GDs) como
fuentes de ionizacién para una deteccién final por
Espectrometria de Masas (GD-MS). Es decir, una
evolucidn légica de nuestros primeros trabajos sobre su
utilizacién con deteccién por Emisién Optica (GD- OES).

En tales estudios en su conjunto fue critica la estrecha
colaboracion con fisicos del Grupo de investigacién sobre
plasmas y laser, hoy GELP, de la Universidad de Oviedo.

Una idea angular de esta colaboracion a lo largo de los
afios fue la investigacion de plasmas alternativos al ICP y
de menor costo: estudios fundamentales, desarrollos
instrumentales y nuevas aplicaciones analiticas de estas
descargas eléctricas de menor costo (GDs de baja
presion), con deteccion OES primero y de MS después,
constituyeron las bases de esta investigaciéon
colaborativa, fructifera y duradera. Refiriéndonos aqui al
aspecto mas analitico-practico, el objetivo clave en tal
cooperacion fue la busqueda de nuevos métodos para el
andlisis “directo” de muestras sélidas (es decir, sin la
necesidad de disolver la muestra, tipico del trabajo en
sistemas ICP con nebulizacién). La aplicacion de
corriente continua a una GD permite solo el andlisis de
muestras conductoras, mientras que si se aplica
corriente de radiofrecuencias (rf) es posible analizar
también muestras semiconductoras y aislantes.

En los ultimos afios esta linea maestra de nuestra
colaboracién interdisciplinar dentro de la Universidad de
Oviedo, el empleo de GDs de baja presiéon como fuentes
de ionizacidn para la deteccién por GD-MS, se focaliz6 en
el desarrollo, optimizacién y aplicacién de tales
descargas eléctricas para la generaciéon de plasmas de
bajo coste. En concreto, la generaciéon de plasmas
mediante una corriente eléctrica de radiofrecuencias y
pulsada (“pulsed radiofrequency GDs”).

La Fig. 8 ilustra, en orden decreciente, la magnitud de la
energia suministrada a los atomos/moléculas de la
muestra en su interior por diferentes fuentes de
ionizacion ya bien conocidas: puede verse, el ICP y en
menor medida las GDs son fuentes “duras”(muy
energéticas) y originan preferentemente iones
elementales; sin embargo, las fuentes mas comunes en
Espectrometria de Masas convencional son mas
“blandas”, de modo que lo que llega al detector son
fragmentos ionizados de las moléculas analizadas o
incluso( p.ej. en MALDI, matrix assisted laser desorption
ionization) el ion molecular como tal.

Hard

Spark El
Inductively Coupled Plasma( ICP), 1 atm

[ -~ Glow Discharge (GD), Low pressure plasma

Electron lonization (El)

Chemical lonization (CI)

lon Source Energy

Electrospray lonization(ESI)

MALDI
Soft

Figura 8.- Energias proporcionadas para la ionizacion,
para MS elemental y molecular, por diferentes fuentes de
ionizacion conocidas.

Sin embargo, en el caso de GDs pulsadas la energia puede
ser muy variable a lo largo de un solo pulso de la
corriente generadora del plasma. Como V. Majidi
demostr6 tiempo atras (9), si se dispone de un detector
de intensidad muy rapido es posible medir en cada pulso
tres situaciones energéticas bien diferenciadas (ver la
Fig. 9): al inicio del pulso hay mucha energia y es capaz
de producir iones elementales; en la meseta del pulso la
energia se estabiliza, de modo que produce ya
fragmentos ionizados de la molécula y, finalmente,
cuando el pulso termina la energia de ionizacién
disponible es tan baja que se observa solo la generacién
del ion molecular. Es decir, podriamos tener con el
mismo instrumento una cierta especiacion de las
moléculas de la muestra de forma quasi-simultanea. Para
ello, naturalmente, es preciso utilizar un analizador de
Masas de gran rapidez y fiabilidad capaz de realizar
medidas robustas de la intensidad en las tres regiones
clave del pulso (prepeak, plateau y afterpeak de la Fig. 9).
Este analizador puede ser un moderno MS de “tiempo de
vuelo “(MS-TOF): en estos instrumentos la captacion de
iones y el procesado subsiguiente de las sefiales es
rapidisimo de modo que permite con fiabilidad la medida
en las tres regiones temporales del pulso de forma
diferenciada (es decir, la medida de iones atémicos, de
fragmentos ionicos y del ion molecular).

PULSED GLOW DISCHARGE

Time 2 t &

= . AFTERPEAK
Chemical lsnization

WVohage
H

V. Majidi et al .\ Anal Aforn Specirom,, 2000, 15, 19
Figura 9.-Capacidad de ionizacion (energia disponible) en
las tres regiones, diferentes en el tiempo, de un pulso de la
excitacion en GDs pulsadas.
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En esta idea basica, parte de nuestra actividad se focaliz6
en el proyecto europeo, cooperativo y multidisciplinar,
financiado por la UE: “New Elemental and Molecular
Depth Profiling Analysis of advanced materials by pulsed
radiofrequency glow discharge time of flight mass
spectrometry” (EMDPA) 2006-2011". Es importante
sefialar en este punto que esta colaboraciéon europea
entre distintos grupos de investigacion en paises
diferentes de la UE y tres empresas fabricantes de
instrumentacién analitica( Jobin-Yvon, Horiba y
Tofwerk), ver la Figura 10, fue una historia de éxito ya
que no solo dio lugar a un gran nimero de articulos
cientificos publicados (10), sino a la fabricacion y
eventualmente a la comercializacién de un novedoso
instrumento, conocido como “Plasma Profiling TOF-MS”
y fabricado por la empresa japonesa Horiba Scientific. La
proyeccion aplicada mas sobresaliente de dicha
instrumentacion se centr6 en dos areas clave: a) analisis
directo de sdlidos, en particular para el control
estructural en capas, con posible especiacion parcial in-
situ de capas poliméricas, en células solares fotovoltaicas
de Si (11) y b) andlisis y caracterizacion rapida de
compuestos organicos volatiles por la técnica descrita de
radiofrecuencias pulsadas-GD- TOF (12).

“New Elemental and Molecular Depth Profiling Analysis of advanced materials by pulsed
radiofrequency glow discharge time of flight mass spectrometry” (EMDPA) 2006-2011.

Figura 10.-Distribucion geogrdfica de los diferentes
componentes, investigadores y empresas del Proyecto
Europeo Cooperativo EMDPA (2006-2011).

Desde estas ultimas lineas de mi contribucién me
gustaria animar a posibles nuevos doctorandos a trabajar
en el objetivo de intentar hacer una realidad la promesa
de un empleo analitico general de las GDs como
herramientas complementarias ventajosas para analisis
directo y control rapido de perfiles de concentracion y
estructuras de materiales estratégicos. Seguir
intentando, en definitiva, llegar a realizar nuestros
suefios jévenes sobre plasmas de baja potencia que
iniciamos, en la década de los 80 del siglo pasado, en
nuestro Grupo de Espectrometria Analitica en Oviedo.

Agradecimientos.-

No quisiera terminar esta contribucion tan especial para
mi sin agradecer, sinceramente, a Actualidad Analitica,
en particular al Editor Prof. E. Barrado, su amable y
generosa invitaciéon y &nimos para embarcarme en esta
tarea. También quiero ;por qué no? dar gracias a la Vida
por haberme permitido rodearme de tanta Buena Gente,

en y fuera de mi pais, que tanto me anim6 y apoy6 para
hacer finalmente una realidad mis suefios de juventud.

BIBLIOGRAFIA SELECCIONADA

1. Triple Quad ICPMS (ICPQQQ) as a New Tool for Absolute
Quantitative Proteomics and Phosphoproteomics. S. Diez, N.
Sugishama, ]. Ruiz Encinar & A. Sanz- Medel. Analytical
Chemistry 84 (2012) 5851.

2. Advances in absolute protein quantification and quantitative
protein mapping using ICP-MS. Laura Cid-Barrio, Francisco
Calderon-Celis, Patricia Abasolo, M.L.Fernandez-Sanchez, ].M.
Costa-Fernandez, J. Ruiz-Encinar & A. Sanz-Medel. TRENDS in
ANALYTICAL CHEMISTRY, Vol.104 (2018) 148-159.

3. Elemental Mass Spectrometry for Absolute Intact Protein
Quantification without Protein-Specific Standards: Application
to Snake Venomics. F. Calderén-Celis, S. Diez-Fernandez, ]. M.
Costa-Fernandez, ]. Ruiz Encinar, Juan ]. Calvete & A. Sanz-
Medel. Analytical Chemistry 88 (2016) 9699

4. Enhanced Universal Quantification of Biomolecules Using
Element MS and Generic Standards: Application to Intact
Protein and Phosphoprotein Determination. F. Calderén-Celis,
N. Sugiyama, M. Yamanaka, T. Sakai, S. Diez-Fernandez, Juan J.
Calvete, A. Sanz-Medel, and ]. Ruiz Encinar. Analytical
Chemistry 91(1) (2019) 1105

5. Standardization approaches in absolute quantitative
Proteomics with Mass Spectrometry. F. Calderén Celis, J. Ruiz
Encinar & A. Sanz-Medel. MASS SPECTROMETRY REVIEWS
(Wiley), (2017) p 1-23

6.The use of luminescent Quantum Dots (QDs) for optical
sensing J.M. Costa Fernandez, R. Pereiro & A. Sanz-Medel.
TRENDS in ANALYTICAL CHEMISTRY, Vol.25 (2006) 207-218

7. ICP-MS for absolute quantification of proteins for
heteroatom-tagged targeted Proteomics. A. Sanz-Medel, M.
Montes-Bayodn, ]J. Bettmer, M.L. Fernandez-Sanchez, ]J. Ruiz
Encinar. TRENDS in ANALYTICAL CHEMISTRY, Vol.40 (2012)
52-63

8. Highly sensitive Nanoparticle-based inmunoassays with
elemental detection: Application to Prostate-specific Antigen
quantification. M. Garcia -Cortes, ]. Ruiz Encinar, ].M.
CostaFernandez & A. Sanz-Medel. Biosensors and
Bioelectronics 85 (2016) 128

9. Explicit chemical speciation by microsecond-pulsed glow
discharge-Time of Flight Mass Spectrometry: concurrent
acquisition of structural, molecular and elemental
information.V. Majidi, M. Moser, C. Lewis, W. Hang & F.L. King. J.
Anal. Atom. Spectrom. 15 (2000) 19

10. A comparison of non-pulsed radiofrequency and pulsed
radiofrequency Glow Discharge orthogonal Time of Flight Mass
Spectrometer for analytical purposes. L. Lobo, ]. Pisonero, N.
Bordel, R.Pereiro, A. Tempez, P.Chapon, ]. Michler, M.Hohl & A.
Sanz-Medel. ]. Anal. Atom. Spectrom. 24 (2009) 1373

11. Characterization of thin film tandem solar cells by
radiofrequency Pulsed Glow Discharge-Time of Flight Mass
Spectrometry. B. Fernandez, L. Lobo, N. Reininghaus, R. Pereiro
& A. Sanz-Medel. Talanta 165 (2017) 289

12. Volatile organic compounds analysis by Pulsed Glow
Discharge-Time of Flight Mass Spectrometry: a structural
elucidation tool. M. Bouza, ]. Fandifio, N. Bordel, R. Pereiro & A.
Sanz-Medel J. Mass. Spectrom. 52 (2017) 561

Actualidad Analitica 77 (2022)

Pdgina 21



