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1. Introduccion

Durante muchos afios, la mayoria de las técnicas
analiticas se han desplegado con el objetivo de conseguir
valores de concentracion media representativos. Esta
estrategia supone que la muestra objetivo presenta
suficiente homogeneidad y, por tanto, este valor medio
permite evaluar adecuadamente la situacién. Sin
embargo, aunque esto sigue siendo asi en muchas
ocasiones, han aparecido nuevas aplicaciones que han
cambiado este paradigma. En concreto, existen varias
situaciones en las que lo interesante es adquirir
informacién espacialmente resuelta de las micro/nano
entidades presentes en una determinada muestra.

Un caso importante es el analisis celular. Las células son
estructuras complejas y los cultivos celulares no son
necesariamente homogéneos. De hecho, cualquier
cultivo suele contener células en diferentes estadios de
crecimiento. Por lo tanto, cuando se pretende establecer
la captacién de un determinado compuesto en una
poblaciéon celular, por ejemplo, el enfoque tradicional
para conseguir informacién promediada es de valor
limitado.

El estudio cuantitativo de células individuales, que
consiste en el recuento y la clasificaciéon de células, se
denomina citometria de flujo y desempefia un papel
esencial en las ciencias biomédicas y el diagnoéstico
actuales. Este hecho es facil de entender si pensamos en
un ejemplo sencillo. En el caso de un tratamiento
quimioterapéutico con un determinado compuesto, el
éxito del mismo dependerd de que todas las células
cancerosas absorban una dosis suficiente de dicho
compuesto, siendo asi eliminadas, mientras que lo ideal
es que las células sanas no absorban nada o absorban lo
menos posible, de forma que se minimicen los efectos
secundarios. En este tipo de situacién resulta
fundamental conocer la variacién intercelular para
establecer la dosis mas adecuada. En consecuencia, los
métodos de analisis unicelular (single-cell), capaces de
proporcionar informacién sobre la variabilidad
intercelular, son muy demandados en situaciones como
estay, en general, en biologia celular [1-3].

Otro caso importante se relaciona con la caracterizacién
de nanoparticulas (NPs). Aunque las nanoparticulas ya
se utilizan en muchas aplicaciones biomédicas, su
presencia cada vez mayor en multitud de productos de
consumo va acompafiada inevitablemente de su
liberacion en el medio ambiente y su incorporacién alos
seres vivos. Como consecuencia, existe una creciente
demanda de desarrollo de metodologias capaces de
detectar y caracterizar completamente las NPs [4],
especialmente en muestras clinicas y ambientales. Dicha
caracterizacion no sé6lo implica determinar la
concentraciéon en masa (masa del elemento en cuestion
por unidad de volumen) y el tamafio medio de las NPs,
sino también obtener informacidn sobre su distribucién
de tamafios y la concentracion del numero de particulas
por unidad de volumen (PNC).

La proliferaciéon de microplasticos y nanoplasticos en el
medio ambiente es otra amenaza emergente y su
evaluacion analitica comparte muchas de las
caracteristicas descritas anteriormente. No se puede
esperar que una poblacién de particulas plasticas
tipicamente resultante de la degradacién de residuos
plasticos sea homogénea. Por lo tanto, es necesario
obtener informacién de las particulas de plastico
individuales [5].

El presente trabajo trata de explicar como la
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS) [6] ha evolucionado en la ultima
década, hasta el punto de ser capaz de ofrecer soluciones
en todos estos ambitos, a partir de una estrategia de
trabajo comun: la medida en modo de evento individual
(single-event) [7].

2. ICP-MS en modo de evento individual

Efectivamente, es interesante observar como la técnica
de ICP-MS, una técnica bastante madura, al impulsar la
velocidad de adquisicién de datos, y tras desarrollar el
sustrato teorico correspondiente, ha sido capaz de
reinventarse y producir nuevos tipos de informacién
que satisfacen mejor las demandas actuales cientificas y
sociales.
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El principio de la ICP-MS de evento individual se basa en
someter a analisis suspensiones altamente diluidas que
contienen las entidades de interés (células,
micro/nanoplasticos, NPs). De esta forma, durante una
fraccién considerable de tiempo sélo se aspirarad el
disolvente y, a menos que el analito se encuentre
también en forma disuelta o existan interferencias
espectrales, no se generara ninguna sefal, salvo el ruido
de fondo (BG). En un momento dado, cuando una de
estas pequefas entidades sea aspirada e introducida en
el ICP, se producira un haz de iones en el plasma. Estos
iones viajaran de forma bastante compacta hacia el
A)
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detector, donde los iones del valor m/z seleccionado que
se encuentren presentes produciran una sefial de muy
corta duracién (aprox. 300-500 us).

Asi, a diferencia de lo que ocurre en las mediciones ICP-
MS convencionales, en las que un flujo cuasi constante
de iones llega continuamente al detector (véase la Fig.
1A), en el modo de evento individual no se detecta
practicamente ninguna sefal, hasta que en un instante
un paquete de iones llegue al detector y genere un
intenso pulso de sefial por encima del BG (Fig. 1B).

De otra manera, en lugar de una sefial cuasi-estable, se
detectan pulsos discretos muy cortos (vease la Fig. 1).
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Fig. 1. (A) Esquema que muestra los pasos principales de una medicién ICP-MS en modo de andlisis convencional; (B)
Esquema que muestra los pasos principales de una mediciéon ICP-MS en modo de evento individual para el analisis de
entidades discretas. Adaptada de la referencia [7]. https://doi.org/10.1039/D1SC05452].
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Fig. 2. Informacién que se puede obtener mediante ICP-MS en modo de evento individual. Significado de los simbolos:
PNC (concentracion de particulas); N (numero de eventos detectados por minuto); TE (eficacia de transporte); Qsample
(flujo de muestra en mL min-1); mnp (masa de cada particula en ng); Inp (intensidad del evento en cuentas); tawel (tiempo
de cada medida en s); Mnp (masa molar de la particula); Mion (pendiente de la curva de calibrado, donde la sefial se
representa en cuentas y la concentracién en ng mL1); Mion (masa molar del analito medido); de (didmetro de la particula
en nm); pne (densidad en g mL1). Adaptada de la referencia [7]. https://doi.org/10.1039/D1SC05452].

Una vez realizadas las medidas, las sefiales se
representan para poder separarlas de las sefales
continuas, que proceden del BG, de iones disueltos o de
interferencias espectrales y, a través de un proceso que
requiere una doble calibracién (de la sensibilidad y
también de la eficacia del transporte), se puede obtener
la distribucién de masa del analito en las entidades
estudiadas (células, micro/nanoplasticos, NPs) y, a
partir de ésta, los parametros que se consideren mas
representativos (ej. media, mediana o moda). También
la concentracién de entidades por volumen y, por
supuesto, la concentracién total del analito por
volumen. La Fig. 2 esquematiza el procedimiento que se
sigue para obtener los distintos parametros que ofrece
la técnica, junto con las ecuaciones que se utilizan en
estos calculos.

Toda esta informacién se puede obtener de forma muy
rapida, ya que cada medida suele requerir 60-120 s, en
las condiciones de dilucién adecuadas. Hay que tener en
cuenta que, para obtener la relacién 6ptima entre sefial
y fondo, hoy en dia es habitual adquirir datos cada 50-
100 ps, por lo que una medida de 60 s produce 600000-
1200000 datos, y lo ideal es disponer de 1000-2000
eventos correspondientes a las entidades de interés en
cada serie de datos.

Los instrumentos de ultima generacién con detectores
de cuadrupolo y sector magnético son capaces de

adquirir datos a esta velocidad, pero generalmente esto
supone que soOlo se puede monitorizar una unica
relacion m/z en cada medida. Es decir, s6lo se mide un
Unico is6topo en cada medida, a menos que se cuente
con analizadores de masa que permitan disponer de mas
informacion de forma simultanea. En la practica, esto
supone el uso de analizadores de tiempo de vuelo (ICP-
ToF-MS), que todavia estan mucho menos extendidos
que los anteriores en la espectrometria de masas
inorganica. Estos son los tnicos que nos permitiran
determinar varios elementos en la misma particula
individual.

Un aspecto a destacar en este tipo de andlisis es que la
intensidad de la sefial obtenida no depende de la
dilucién de la muestra. Se analizan las entidades
individuales y la sefial dependera del niimero de a&tomos
presentes en cada una de ellas, independientemente de
que las muestras se diluyan mas o menos. Utilizar una
dilucién excesiva afecta principalmente al tiempo de
medida para
estadisticamente significativo de eventos, pero no a la

necesario obtener un ndmero
intensidad de la sefal de cada evento. Por otro lado, es
importante diluir lo suficiente como para minimizar la
probabilidad de medir dos particulas simultaneamente
(evento doble). Un niimero tipico de PNC se situa en

torno a 108 entidades por L.
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Hay que considerar también que cada una de las
diferentes entidades que se pueden estudiar presentan
sus peculiaridades. En el caso de que la finalidad sea
caracterizar NPs, el objetivo suele ser determinar su
tamafio. Normalmente, la técnica se utiliza para
caracterizar NPs metdlicas. Para ello, es necesario
conocer varios aspectos de las NPs, como su forma
(usualmente esférica), su composiciéon quimica exacta
(puesto que lo que se determina es sélo la masa de uno
de los elementos que la configuran; por ejemplo, es
preciso conocer a priori si las NPs son de Fe203 o de
Fe304, ya que la técnica s6lo monitoriza el is6topo de Fe
seleccionado) y la densidad de estas NPs (usualmente se
asume que es la misma que la de los compuestos a nivel
macro). Sélo conociendo estos parametros se puede
calcular la distribucién de didmetros de las NPs. Dicho
de otra forma, si nos enfrentamos a unas NPs de
composicion o forma desconocida, s6lo se podra
calcular una distribuciéon de masas para las mismas, ya
que, como se ha discutido previamente, el parametro
que se relaciona inequivocamente con la intensidad de
cada evento es el numero de atomos de elemento
presente en cada particula.

En el caso del andlisis celular, por el contrario, el
objetivo es calcular como se distribuye un determinado
analito en una poblacién celular. En ese caso, los calculos
son, a priori, mas sencillos. De hecho, la ecuacion 2 se
puede simplificar eliminando Mnp y Mion. Ademas,
obtener el valor de PNC no suele ser muy relevante
porque se puede obtener con facilidad a partir de otras
técnicas. Sin embargo, eso no significa que el andlisis de
células individuales sea mas sencillo. En la practica, no
es tan sencillo transportar con eficiencia las células,
entre otros motivos porque las cAmaras de nebulizacién
(como la ciclénica, que se muestra en la Fig. 1a) fueron
originalmente disefladas para filtrar las particulas
grandes (gotas de en torno a 5 pum o mayores),
favoreciendo asi la estabilidad del plasma, y las células
pueden ser bastante mas grandes. Ademas, no es tan
sencillo garantizar que las células “sobrevivan” al
proceso de nebulizacién intactas. Es preciso sefialar que,
en caso de romperse antes de llegar al plasma, liberarian
todos los compuestos de su interior dando lugar a
sefales continuas en lugar de eventos individuales. Por
ello, para el andlisis de células individuales se utilizan
camaras de nebulizacién especialmente disefiadas
(como la mostrada en la Fig. 1B), que operan con flujos
muy bajos (ej. 5-10 uL min-1) y con un flujo de Ar auxiliar
para evitar que las células se depositen en las paredes.
El caso del analisis celular mediante ICP-MS de evento
individual es muy interesante porque ha dado lugar a
todo un campo de investigaciéon nuevo, como es la
citometria de masas. Se trata de una alternativa a la

citometria de flujo que, en lugar de determinar
moléculas mediante fluorescencia, lo hace mediante
single-cell ICP-MS, usando isétopos estables como
marcadores selectivos, en lugar de usar los fluor6foros
tradicionales de la citometria de flujo. Se trata por tanto
de un método igualmente indirecto, ya que a través de
las medidas de isotopos de varios elementos (sobre todo
de tierras raras), se pueden determinar los marcadores
celulares de interés.

Esta técnica ha supuesto una revolucién en el campo de
la citometria desde el trabajo pionero de Bendall et al.
[8], permitiendo la medida simultanea de mas de 40
parametros en células individuales [7,9]. La
instrumentacion que se utiliza en estos estudios es un
ICP-ToF-MS especialmente disefiado para este tipo de
aplicacidn.

Finalmente, la técnica de ICP-MS en modo de evento
individual también puede utilizarse para la deteccion de
micro/nanoplasticos. Esta ha sido la tltima aplicacién
en desarrollarse y la bibliografia es mucho mas limitada
que en los casos anteriores. Debido a su novedad, se
discutira esta aplicaciéon con mas detalle.

3. Deteccion de nano/microplasticos

La presencia de microplasticos (MPs) en diversos
compartimentos ambientales es actualmente un motivo
de gran preocupacion. Los MPs son particulas plasticas
de un tamafio que oscila entre 1 - 5000 pum, y que se
originan principalmente a partir de la degradacién de
desechos plasticos. A pesar de suponer un mayor riesgo
potencial, las particulas mas pequefias (<10 um) se han
pasado por alto a menudo en evaluaciones anteriores
debido a la falta de metodologias analiticas adecuadas
para su caracterizaciéon. A priori, ICP-MS se habia
considerado como una técnica no adecuada para la
determinacion de carbono (C), debido a su alto potencial
de ionizacién (11,26 eV) y a la presencia ubicua de
diferentes especies de C en el ICP, dando lugar a sefiales
de fondo muy elevadas e impidiendo su determinacién.
En 2020, se demostré por primera vez que la técnica de
ICP-MS operada en modo de evento individual tenia la
capacidad de detectar y cuantificar MPs de hasta 1 um
[10]. El enfoque se basa en la medicién ultra-rapida que
caracteriza ICP-MS de evento individual (dwell times =
100 ps), y que permiten reducir la sefial de fondo,
mientras se mantiene constante la producida por cada
particula. En una primera parte del trabajo, se utilizaron
microesferas de poliestireno (PS) de 2,5 um de diametro
dopadas con holmio (Ho) para evaluar la deteccién de
los MPs en base a sus sefiales de C, y proporcionar
informacién sobre su concentracién en nimero de
particulas (PNC). Con este objetivo, se compar6 el
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numero de eventos obtenidos mediante la
monitorizaciéon de C y Ho para diluciones con diferente
PNC. Como puede verse en la Tabla 1, no se observaron
diferencias significativas en el nimero de eventos
obtenidos mediante la medida de C y Ho, lo cual
demostrd la posibilidad de detectar MPs utilizando ICP-
MS operado en modo de evento individual.

Ademas de la capacidad para determinar el PNC, la
comparacidén de las distribuciones de C obtenidas para
microesferas de PS de 2,5y 1 um de diametro demostré
la posibilidad de proporcionar informacién sobre el
contenido de C, y teniendo en cuenta las asunciones
mencionadas previamente, el tamafo de las particulas
(vease Fig. 3). En este caso, se comprobd que la relacion
entre las intensidades integradas mas frecuentes para
las distribuciones de particulas de 2,5 y 1 pm de
diametro (15,4 + 1,4) coincidieron con la relacion de
volimenes calculados tedricamente para esferas de

dicho tamaiio.
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Tabla 1. Nimero de microesferas de PS de 2.5 um de
didmetro dopadas con lantanidos detectadas utilizando
ICP-MS operado en modo de evento individual y
monitorizacion de 13C+ u 165Ho*.
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Fig. 3. Sefiales transitorias (A y C) y distribuciones de intensidad integradas (B y D) obtenidas para microesferas de PS

dopadas con lantanidos de 2,5 um de diametro medidas mediante ICP-MS operado en modo de evento individual a través
de la monitorizacién de 13C* u 165Ho*. Adaptada de la referencia [10]. https://doi.org/10.1039/C9JA00379G

De esta forma se demostré por primera vez el potencial
ICP-MS en modo de evento para la
caracterizacion de MPs en cuanto a su concentracion en

individual

numero y su tamafio. Desde su publicacién, varios

trabajos han reafirmado las conclusiones alcanzadas, lo
que ha supuesto la apertura de una nueva linea de
investigacién para ICP-MS operando en modo de evento
individual [11-14].
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Sin embargo, esta metodologia presenta algunas permitiendo que puedan detectarse como entidades
limitaciones, incluyendo un fondo con alto contenido de individuales en el ICP-MS. De esta forma, se demostro
C y la necesidad de preconcentrar la muestra debido a que era posible transportar los MPs de diferentes tipos
las bajas concentraciones de MPs presentes en muestras de polimeros (PS, PMMA y PVC) dentro de un rango de
reales. La filtracion es un método comun de tamafio de 2 a 20 pm de didmetro como entidades
preconcentracion, pero la resuspension de los MPs para intactas. Ademas, también se demostré que este enfoque
suintroduccion al ICP y posterior analisis por SP-ICP-MS era capaz de muestrear directamente MPs depositados
sigue siendo un desfio. Recientemente, se ha publicado en una membrana de un filtro tras un proceso de
un nuevo trabajo basado en la utilizacién de ablacién preconcentracion. Por otro lado, se observé que a pesar
laser (LA) como un método para introducir los MPs en de obtener duraciones de cada evento similares
el ICP-MS y analizarlos en modo de evento individual mediante LA-SP-ICP-MS y SP-ICP-MS, las condiciones
(LA-SP-ICP-MS) [15]. Mediante la utilizacién de esta del plasma son muy diferentes, ya que se trabaja con
metodologia, lo primero que se queria verificar era si se plasma seco y plasma himedo, respectivamente. Esta
podian liberar los MPs depositados en un portaobjetos diferencia se vi6é traducida en que, para un mismo
como entidades intactas (vedse Fig. 4). Cuando se numero de eventos detectados, las distribuciones
vaporiza una muestra s6lida mediante el impacto del obtenidas mediante SP-ICP-MS (plasma hiimedo) eran
pulso laser, los perfiles temporales de las sefiales que se mas anchas en comparacién con las que se obtenian
obtienen son de varios milisegundos, tal y como puede para LA-SP-ICP-MS (plasma seco), tal y como puede
verse en la Fig. 4A para diferentes matrices, incluyendo observarse en la Fig. 5. Esto puede atribuirse a la
un material basado en C (polietileno - PE). Sin embargo, hipotesis de que, bajo condiciones de plasma seco, el ICP
los perfiles temporales obtenidos tras la ablacién de los es mas energético y permite vaporizar, atomizar e
MPs depositados sobre un portaobjetos, son similares a ionizar particulas grandes mas facilmente, lo que se
los que se obtienen mediante el analisis de una traduce en distribuciones de sefiales mas estrechas. Este
suspension por SP-ICP-MS (aproximadamente de 500 ps beneficio es muy importante, ya que permite distinguir
- Fig. 4B). Lo que parece que esta sucediendo es que los mezclas de tamafio mas facilmente, tal y como se
MPs se estan catapultando como resultado de la onda de observa en la Fig. 4H, donde pueden diferenciarse MPs
choque producida durante el proceso de ablacién, de PSde 2, 3,4y 5 um de didAmetro.
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Fig. 4. (A) Promedio de respuestas de pulso individual - SPRs (N=100) obtenidas tras la ablacién de un vidrio de
referencia NIST SRM 612 (27Al*, azul), una gota de gelatina dopada con una disolucién multielemental (27Al* y 66Zn*,
naranja y verde), y un PE de referencia ERM-EC680m (13C*, rojo). (B) Perfiles de pico medios para 13C* obtenidos al
detectar MPs individuales (3 y 6 pm de PS) mediante LA-SP-ICP-MS (azul y verde) y SP-ICP-MS (naranja y rojo). (C) Seiial
transitoria de 13C* tras el analisis de MPs de 4um de PS (gota depositada un portaobjetos) mediante barrido lineal con
LA-SP-ICP-MS, acompaiiada de una imagen obtenida con la camara de la unidad de ablacién laser que captura una parte
de la gota depositada (escala = 40 um). Adaptada de la referencia [15]. Copyright 2023 American Chemical Society.
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Fig. 5. Distribuciones de la sefial integrada de 13C* como histogramas de frecuencias normalizadas para MPs de 3,4y 6
um de PS analizados mediante (A-C) SP-ICP-MS (plasma humedo) y (D-F) LA-SP-ICP-MS (plasma seco). (G) Seiial
transitoria de 13C* monitorizada tras la ablacién de una mezcla de MPs de PS de 2, 3, 4 y 5 pum y sus correspondientes
distribuciones integradas de 13C* con distribuciones normales ajustadas para cada tamafio de particula. La correlacién
lineal entre la intensidad de la sefial integrada de 13C* y el volumen de cada particula. Adaptada de la referencia [15].
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