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EIA: Enzima inmunoensayo (“Enzyme Immunoassay”) 

ELISA: Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (“Enzyme-linked 
immunosobent assay”)  

ESI: Ionización por electrospray (“Electrospray ionization”) 

FIA: Fluoroinunoensayos (“Fluoroimmunoassays”) 

FRET: Transferencia de energía de resonancia de Foster (“Foster Resonance 
Energy Transfer”) 

His: Histidina 

HR-TEM: Microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (“High 
Resolution Transmission Electron Microcopy”)  

ICP: Plasma de acoplamiento inductivo (“Inductively coupled plasma”) 

ICAT: “Isotope-Coded Affinity Tags” 

ID: Dilución isotópica (“Isotope Dilution”) 

iTRAQ: “Isotope Tags for Relative and Absolute Quantification” 

Lys: Lisina 



 

 

MALDI: Ionización Láser asistida por la matriz (“Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization”) 

Met: Metionina 

MS: Espectrometría de masas (“Mass spectrometry”) 

NMs: Nanomateriales 

NPs: Nanopartículas 

PSA: Antígeno de Próstata Específico (“Prostate Specific Antigen”) 

Q: Cuadrupolo 

QconCAT:”Quantitfication Concatamer” 

SEC: Cromatografía de exclusion por tamaños (“Size Exclusion 
Cromatography”) 

SERS: Espectroscopía Raman con superficie mejorada (“Surface Enhanced 
Raman Spectroscopy”) 

sp: single particle 

SPR: Resonancia de plasmón superficial (“Surface Plasmon Reference”) 

QDs: Quantum Dots 

TCN: Nebulizador de Consumo Total (“Total Consumption Nebulizer”) 

TMT:  

TOP: Trioctilfosfina 

TOPO: Óxido de trioctilfosfina 

TRFIA: Fluoroinmunoensayo de tiempo resuelto (“Time Resolved 
Fluroimmunoassay”) 

Tyr: Tirosina 

XRD: Difracción de rayos X (“X Ray Difraction) 
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1. Retos en la cuantificación absoluta de 

biomoléculas 

La cuantificación absoluta de biomoléculas relevantes como proteínas, ADN, 

cofactores o enzimas, entre otras; se ha convertido en un requisito esencial para 

la compresión de los sistemas biológicos, ya que la mayor parte de los cambios 

experimentados en dichos sistemas se atribuyen a alteraciones en los niveles de 

expresión de estas biomoléculas, dependiendo de las condiciones fisiológicas en 

las que se encuentren.1  

Dentro de los diversos campos englobados en el estudio de los sistemas 

biológicos, la Proteómica ha sido uno de los más relevantes. La proteómica se 

centra en el estudio del proteoma, es decir, es el estudio del conjunto de 

proteínas presentes en un sistema biológico en un momento dado. Este estudio 

del proteoma es complejo, puesto que, a diferencia del genoma, este es dinámico. 

Esto quiere decir, que nos niveles de expresión de proteínas que se encuentran 

en un organismo, varía en función de las condiciones fisiológicas en las que se 

encuentre.2,3 Por lo tanto, el estudio del proteoma, proporciona información de 

crucial importancia para el diagnóstico y el pronóstico de diversas patologías, 

revelando alteraciones en el estado biológico normal de los organismo o incluso, 

determinando posibles biomarcadores de enfermedades. En este contexto, es 

importante destacar que la FDA-NIH Biomarker Working Group (Food and Drud 

Administration) ha definido como biomarcador a cualquier característica 

medible como un indicador de procesos biológicos normales, procesos 

patogénicos o respuestas a una exposición o intervención incluyendo 

intervenciones terapéuticas.4,5  

Uno de los retos más importantes hoy en día en proteómica ese debe al 

enorme rango dinámico de concentraciones en las que se encuentran las 

especies en una muestra dada. Está limitación está muy bien ilustrada en las 

muestras de suero o sangre, el tipo de muestra biológica más empleado como 

primer cribado, puesto que, además de ser una muestra fácil de obtener, ofrece 

información relevante para el diagnóstico de diversas enfermedades, la 
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evolución de las mismas y efectividad de los tratamientos empleados.3,6 Por lo 

tanto, el mapeo o estudio de todo el panel de biomoléculas presentes en sangre, 

requiere del uso de técnicas sensibles que permitan determinar una única 

proteína o varias proteínas seleccionadas. Como ya se ha mencionado, la 

dificultad de este tipo de muestras biológicas radica en el amplio rango de 

concentraciones en el que se pueden encontrar las biomoléculas de interés. En 

este sentido, la proteína más abundante en el plasma sanguíneo es la Albúmina 

(55%), pero además de ella existen multitud de especies en mucha menor 

concentración, como se puede ver claramente en la Figura 1, donde se 

representa la abundancia de diversas biomoléculas presentes en muestras de 

plasma sanguíneo. Por lo tanto, se hace notable la necesidad de desarrollar 

técnicas sensibles que permitan la cuantificación absoluta de biomarcadores y, 

además, con un amplio rango lineal, puesto que la abundancia de estos en las 

muestras es muy dispar, dependiendo del analito o analitos que se deseen 

determinar de forma simultánea.7,8  

 

Figura 1. Representación del dinamismo del proteoma expresado en abundancia de 
diferentes proteínas en sangre clasificadas según Anderson et at 7 en proteínas clásicas 
del plasma, productos de liberación de tejidos y citoquinas (o moléculas señal). La 
abundancia se expresa en forma de Log de la concentración (eje izquierdo) y rango de 
concentraciones (eje derecho). Adaptado de Sheiss et al.8  
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2. Metodologías de cuantificación de 

biomoléculas 

La cuantificación de biomoléculas se puede llevar a cabo empleando, 

principalmente, dos estrategias. En la Figura 2 se recoge un esquema de las 

estrategias de cuantificación de proteínas más importantes. 

 

Figura 2. Estrategias de cuantificación de proteínas. 

En la primera de las estrategias se lleva a cabo una cuantificación “relativa”. 

Esta es la estrategia más empleada y está basada en el estudio de la variación de 

la concentración de las biomoléculas de interés entre dos sistemas celulares 

diferentes, uno de ellos considerado de referencia. Este es el caso por ejemplo de 
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un sistema sano y otro enfermo; es decir, la cuantificación relativa se basa en la 

medida del cambio en los niveles de expresión de las biomoléculas de interés 

entre dos estados diferentes. Por otra parte, la cuantificación se puede llevar a 

cabo de manera “absoluta”. En este tipo de cuantificación se determina la 

cantidad total de la biomolécula diana en una muestra problema, es decir la 

concentración de la misma en el sistema biológico. A continuación, se 

desarrollan de manera más detallada ambos tipo de cuantificación. 

2.1. Cuantificación relativa 

El primero de los tipos de cuantificación utilizados es la cuantificación 

relativa de biomoléculas, cuya base radica en la comparación de los niveles de 

expresión de las biomoléculas entre dos (o más) estados. Estas estrategias 

abarcan desde el empleo de técnicas convencionales, como la separación de 

electroforesis en gel, tras el correspondiente marcaje de las proteínas de interés 

con colorantes o fluoróforos que permitan su visualización, hasta el empleo de 

técnicas más complejas, como la espectrometría de masas (MS). 

Tradicionalmente, la técnica más empleada ha sido la separación en geles de 

poliacrilamida, normalmente utilizando dos dimensiones (2D-PAGE), donde la 

cuantificación se lleva a cabo a través de la comparación de la intensidad de las 

bandas, que corresponden a las proteínas presentes en la muestra, observadas 

en el gel. Si bien esta técnica es capaz de resolver un gran número de proteínas, 

está limitada al estudio de las especies más abundantes, dificultando el estudio 

de proteínas en baja concentración. Adicionalmente, esta estrategia presenta 

normalmente ligeras variaciones en la localización de las bandas de las 

proteínas, lo que puede dificultar la comparación. Por otra parte, se puede 

asociar con técnicas de espectrometría de masas molecular, lo que permite la 

identificación de las distintas especies.9  

Alternativamente, la reciente evolución de la espectrometría de masas (MS), 

ha permitido el auge del desarrollo de nuevas metodologías de cuantificación de 

biomoléculas, llegando ésta a convertirse en la técnica de referencia.2 La 
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espectrometría de masas, se basa en la medida de relaciones masa/carga (m/z) 

de los iones formados en la fuente, ya sean moleculares o elementales, de los 

analitos de interés, permitiendo así el análisis de biomoléculas. La elevada 

precisión de la medida, que permite discernir entre moléculas con tamaños 

semejantes y el desarrollo de la espectrometría de masas en tándem (MS/MS), 

que permite la obtención de información estructural a partir de la fragmentación 

de los iones moleculares de los analitos, han convertido a la espectrometría de 

masas en la técnica por excelencia para la determinación de biomoléculas.2 

Estas estrategias basadas en MS, requieren de una separación previa, que 

permita el aislamiento de las especies dentro de una muestra compleja, y su 

posterior análisis mediante espectrometría de masas molecular utilizando 

habitualmente, fuentes de ionización débiles como Electrospray (ESI) o 

Desorción/ionización láser asistida por la matriz (MALDI). Las técnicas de 

separación más empleadas son la electroforesis capilar (CE) y la cromatografía 

de líquidos de alta resolución (HPLC) 

Sin embargo, la MS molecular no es directamente un método cuantitativo, 

puesto que la relación entre la cantidad de biomolécula y la señal obtenida en la 

fuente de ESI o MALDI es compleja, debido a la diferencia en la eficiencia de 

nebulización de las especies y la gran influencia de otras especies o sales 

presentes en la matriz sobre la señal obtenida.10. Por este motivo, para llevar a 

cabo una cuantificación empleando espectrometría de masas molecular, es 

necesario el uso de patrones específicos de las especies a determinar. Debido a 

esta limitación, muchos de los métodos desarrollados para cuantificación de 

proteínas basados en MS molecular son precisamente relativos. 

En este sentido, el marcaje con isótopos estables permite la cuantificación, 

por comparación de las intensidades obtenidas para los péptidos/proteínas 

marcados y sin marcar, debido a la diferencia de masa obtenida con el marcada 

isotópico de la especie. Este marcaje se puede llevar a cabo de diferentes formas 

(ver Figura 2b):  
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Marcaje metabólico: conocido como SILAC,11 donde el marcaje isotópico se 

introduce en las moléculas a través del enriquecimiento del medio en el que 

crece la célula que produce la biomolécula. Es decir, las proteínas se sintetizan 

en un medio que se ha suplementado previamente con aminoácidos 

enriquecidos isotópicamente, normalmente 13C6-arginina o 13C6-lisina, puesto 

que así se asegura que al menos exista una marca en los péptido trípticos de la 

proteína de interés. De forma que cuando la proteína se sintetice se utilizarán 

estos aminoácidos marcados isotópicamente.  

Marcaje químico: se basa en la introducción de grupos que ofrezcan una 

diferencia de masa detectable por MS molecular. Entre ellos destacan, los 

reactivos ICAT (isotope codded affinity reagents).12 Estos reactivos constan de 

tres partes: un grupo de afinidad (biotina), empleado para la purificación de los 

péptidos marcados gracias a la afinidad estreptavidina-biotina, un grupo de 

unión, donde se encuentran las marcas isotópicas y un grupo reactivo, que 

reacciona con los grupos funcionales de las proteínas. Para esta clase de 

cuantificación se introducen los reactivos ICAT en las muestras, uno de ellos con 

abundancia isotópica natural y el otro con la abundancia isotópica alterada, de 

forma que entre ellos existe una diferencia de masa. Una vez producido el 

marcaje, las muestras se purifican y se analizan por espectrometría de masas, 

obteniéndose la cuantificación relativa a través de la relación de intensidades 

entre los péptidos marcados.  

Por otra parte, se pueden introducir marcas isobáricas, como el los métodos 

de iTRAQ o TMT.13 Estas marcas isobáricas, están formadas por tres partes: un 

grupo reactivo, que se emplea para llevar a cabo la unión con los grupos 

funcionales de las proteínas, un grupo reporter, cuya composición isotópica es 

diferente y un grupo compensador, cuya composición isotópica es también 

diferente, que se utiliza para compensar la variación de masas introducida por 

el grupo reportes. De forma que, la masa global de las diferentes marcas sea 

siempre la misma. Por tanto, al efectuar el marcaje de los correspondientes 

péptidos de la muestra con las marcas isobáricas, se obtiene péptidos marcados 

con la misma masa, y solamente tras la fragmentación de los mismos por MS/MS 
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se podrán observar las diferencias procedentes de los distintos grupos reporter. 

De manera que la cuantificación relativa, se obtiene al comparar las señales 

obtenidas por MS para los péptidos marcados. 

Marcaje enzimático: este método consiste en el marcaje de los péptidos que 

conforman la proteína tras una digestión enzimática en presencia de H218O, de 

forma que la reacción se cataliza reemplazando dos átomos de 16O (O natural) 

en el extremo C-terminal de los péptidos proteolíticos por 2 átomos de 18O.14  

 

2.2. Cuantificación absoluta de biomoléculas 

La información aportada por los métodos de cuantificación relativos es para 

la mayoría de las aplicaciones insuficiente, puesto que no basta con conocer si 

una proteína está más o menos expresada en ciertas condiciones, sino es 

también necesario conocer la cantidad de la misma en términos absolutos. Esta 

información solamente se puede obtener a través de metodologías de 

cuantificación absoluta de proteínas. 

Tradicionalmente, la cuantificación absoluta de biomoléculas se ha llevado 

a cabo empleando técnicas basadas en inmunoensayos. Entre ellas destacan, la 

técnica conocida como Wetern Blot, que consiste en el uso de anticuerpos 

marcados enzimáticamente para la detección de las proteínas de interés 

basándose en una separación previa mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida. Otras metodologías tradicionales ampliamente extendidas son 

las basadas en inmunoensayos, que se abordarán más en profundidad en los 

siguientes apartados. Ambas técnicas están limitadas debido a la necesidad del 

empleo de patrones específicos, así como de la necesidad de anticuerpos que 

reconozcan específicamente a la(s) biomolécula (s) de interés.15  

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, el desarrollo de nuevos 

métodos de cuantificación de proteínas se ha incrementado con la mejora y 

desarrollo de la MS, siendo la MS molecular la más empleada. Sin embargo, al 

obtenerse una señal dependiente de la especie y de la matriz de la muestra, para 
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conseguir una cuantificación absoluta es imprescindible recurrir al uso de 

patrones específicos de las biomoléculas de interés. Por tanto, la gran mayoría 

de estas estrategias se basan en la combinación de la MS molecular con el uso de 

análogos de las biomoléculas de interés marcados isotópicamente. De esta 

forma, ambas especies presentan la misma eficiencia de ionización y el mismo 

comportamiento en las separaciones cromatográficas necesarias a fin de separar 

las distintas especies presentes en la muestra antes de su ionización en la fuente 

del espectrómetro de masas. Entre estos métodos destacan: AQUA (Absolute 

Quantification) y QconCAT (Quantification Concatemer), en los que se utilizan 

análogos sintéticos de los péptidos/proteínas que se quieren analizar.16,17 .Cabe 

destacar, que para este tipo de cuantificación absoluta es necesario conocer con 

exactitud la secuencia de aminoácidos de las especies de interés, así como llevar 

a cabo la síntesis y correcta caracterización de los análogos marcados.  

Por otra parte, el uso de la MS elemental con fuente de plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP) en estudios de proteómica ha crecido 

enormemente en los últimos años, debido a las excelentes capacidades del ICP-

MS.18-1920 De hecho, el ICP-MS se ha empleado con éxito para la determinación de 

la concentración total de elementos traza y sus correspondientes especies en 

sistemas biológicos. Estas metodologías están basadas en estudios de 

especiación con el fin de obtener, además de la concentración total del elemento, 

la distribución de este entre las diferentes especies en las que se encuentra en la 

muestra, puesto que la información obtenida de la medida total de la 

concentración del elemento no es suficiente para conocer la toxicidad, 

biodisponibilidad y el impacto de dicho elemento.10  Debido a la importancia del 

ICP-MS en proteómica cuantitativa y puesto que ha sido una de las técnicas 

empleadas en la presente Tesis Doctoral, se explican a continuación con mayor 

profundidad las estrategias de cuantificación absoluta de biomoléculas 

empleando el ICP-MS como herramienta de detección. 
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3. Cuantificación absoluta de biomoléculas 

empleando espectrometría de masas 

elemental 

3.1. La espectrometría de masas elemental como 

herramienta para la cuantificación absoluta de 

biomoléculas 

Como ya se ha comentado a lo largo de la introducción, a pesar de que 

tradicionalmente las estrategias empleadas en la determinación de biomoléculas 

han estado basadas en la MS molecular, el ICP-MS ha logrado un gran avance y 

se ha convertido en una gran alternativa en algunos casos para llevar a cabo 

dicha cuantificación.10,18,19 

Esto se debe a las excelentes capacidades del ICP-MS, como la elevada 

sensibilidad, robustez, elevado rango lineal, capacidad de detección 

multielemental y multi-isotópica.,2122 Puesto que toda la muestra que llega a la 

fuente de ionización (plasma) se ioniza y atomiza, detectando únicamente los 

heteroátomos presentes en las biomoléculas, lo que conlleva una reducción de 

la complejidad del espectro obtenido en comparación con los obtenidos 

empleando MS molecular. De hecho, gracias a la destrucción de todo el entorno 

molecular que llega al plasma, el ICP-MS proporciona una señal virtualmente 

independiente de la especie en la que se encuentre el heteroátomo detectado, 

permitiendo de esta forma llevar a cabo la cuantificación empleando patrones 

genéricos, con la única condición de que contengan el mismo heteroátomo 

detectable por ICP-MS. 

No obstante, el ICP-MS tiene una serie de limitaciones derivadas, 

precisamente, de esta pérdida de información estructural durante el análisis. A 

la hora de analizar muestras complejas, es necesario llevar a cabo una 

separación previa de las distintas especies que contiene dicha muestra antes de 

su atomización en el plasma, empleando por ejemplo cromatografía líquida o 

electroforesis capilar. En la actualidad la aplicación del ICP-MS en el campo de la 



Introducción General  

 

12 

proteómica, está limitado a la cuantificación de péptidos/proteínas en muestras 

no muy complejas, debido a la falta de resolución obtenida en las separaciones 

cromatográficas en muestras relativamente complejas. Dado que el ICP-MS 

proporciona la cuantificación absoluta de los heteroátomos detectados en cada 

pico cromatográfico. Para transformar esta cantidad de elemento en cantidad de 

biomolécula, es un requisito indispensable conocer la estequiometría 

heteroátomo/biomolécula, proporcionada por MS molecular. Por tanto, la 

cuantificación absoluta de proteínas mediante ICP-MS, se obtiene a través de la 

combinación de la información proporcionada por la MS molecular y elemental. 

En este sentido, se han llevado a cabo grandes avances en el desarrollo de 

metodologías de cuantificación de proteínas empleando ICP-MS en función de la 

naturaleza del heteroátomo que se va a determinar, recogidas en la Figura 3. En 

primer lugar la cuantificación se puede abordar a partir del análisis de 

heteroátomos (cualquiera diferente a C, H O, N o F) presentes de forma natural 

en las proteínas, como son el S, P, Se o metales coordinados a la estructura de 

diferentes metaloproteínas. Por otro lado, se pueden añadir de forma 

intencionada estos heteroátomos a la estructura. Esta última estrategia presenta 

una serie de ventajas sobre las marcas naturales, puesto que se pueden emplear 

diferentes elementos para el marcaje, normalmente metales de transiciones o 

tierras raras, que permiten obtener una mayor sensibilidad y además estos 

elementos suelen estar libres de interferencias. 
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Figura 3. Estrategias de cuantificación  absoluta de proteínas empleando ICP-MS. 
Adaptado de Calderón et al.23 
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3.1.1. Heteroátomos presentes de forma natural 

Como ya se ha mencionado, el ICP-MS es capaz de proporcionar 

cuantificación absoluta de biomoléculas sin necesidad de emplear patrones 

específicos, a través de la medida de los heteroátomos que estas contienen. Esta 

estrategia reduce la complejidad de la metodología, puesto que no es necesario 

llevar a cabo una etapa adicional de marcaje, de esta forma, se minimizan las 

fuentes de error que puedan afectar a la calidad de los resultados. En este 

sentido, la cuantificación se puede llevar a cabo de forma simple a través de la 

determinación de los heteroátomos presentes de forma natural en la estructural 

de las proteínas.  

Una de las metodologías más explotadas hasta el momento en proteómica 

cuantitativa ha sido el estudio de metaloproteínas a través de la detección de los 

metales coordinados en su estructura como el Zn, el Fe, o el Cu, entre otros. El 

interés en el estudio de estas proteínas radica no solo en el hecho de conocer su 

estructura y las funciones biológicas en las que se ven envueltas, si no 

comprender el papel de los metales en muchas enfermedades.24 De hecho se 

conoce, que el papel que juegan muchas de estas metaloproteínas en el 

organismo está relacionado con el transporte de metales (como es el caso de las 

chaperonas) o que la actividad de los centros catalíticos de muchos enzimas está 

directamente relacionada con la presencia o ausencia de los metales en su 

estructura.22 Sin embargo, estos metales no suelen encontrarse unidos de forma 

covalente a las proteínas, si no coordinados a estas, de forma que al llevar a cabo 

la separación necesaria para aislar las distintas especies presentes en la muestra, 

existe el riesgo de la pérdida de los metales en la estructura. Por tanto, esta 

pérdida lleva a una cuantificación errónea en las metaloproteínas.  

En este sentido, la cuantificación también se puede llevar a cabo a través de 

la detección de elementos unidos covalentemente a la estructura de las proteínas 

como son el S, P, As o Se.19 Desafortunadamente, la detección de estos elementos 

semimetálicos o no metálicos mediante ICP-MS, ha estado tradicionalmente muy 

limitada debido a su baja ionización en el plasma y la presencia numerosas 



Introducción General 

15 

interferencias poliatómicas.25 Para superar estas limitaciones, se han 

desarrollado diferentes estrategias basadas en el empleo de celdas de 

colisión/reacción o instrumentos de alta resolución (sector field ICP-MS) que 

permiten la eliminación de dichas interferencias. Sin embargo, si bien las 

interferencias son eliminadas de forma correcta, la sensibilidad obtenida con 

este tipo de técnicas es a veces insuficientes para ciertas aplicaciones. En esta 

línea, la introducción en 2012 del concepto de MS en tándem (MS/MS), muy 

empleado en estrategias moleculares, en la MS elemental (ICP-MS/MS) ha 

permitido llevar a cabo la detección de estos elementos problemáticos con 

elevada sensibilidad y libres de interferencias espectrales (isobáricas y/o 

poliatómicas).27 De hecho, el empleo del ICP-MS/MS ha demostrado 

recientemente ser una alternativa excelente en proteómica cuantitativa para la 

detección y/o cuantificación absoluta de péptidos y fosfopéptidos e incluso 

proteína intacta, ya sea a través de la medida de S o P. 26,27,28 

Al igual que en MS molecular, la cuantificación de proteínas en ICP-MS se ha 

llevado a cabo tradicionalmente mediante el análisis de digeridos trípticos. Sin 

embargo, estas digestiones no están exentas de problemática, puesto que la 

eficiencia de la digestión suele no ser cuantitativa provocando errores en la 

cuantificación. En este sentido, el análisis de proteína intacta podría solventar 

los problemas derivados de las digestiones trípticas. Sin embargo, la 

aplicabilidad de estas estrategias ha estado limitada debido a cuestiones 

cromatográficas. En primer lugar, las recuperaciones no cuantitativas obtenidas 

para proteína intacta en las columnas cromatográficas frente a las 

recuperaciones cuantitativas obtenidas para péptidos. Por otra parte, la 

resolución cromatográfica para proteínas dista mucho de la conseguida para 

péptidos trípticos, sobre todo en el caso de muestras complejas. Con el 

desarrollo de una nueva generación de columnas cromatográficas, donde las 

recuperaciones obtenidas son cuantitativas y se mejora también la resolución, el 

uso del ICP-MS como herramienta para el análisis de proteína intacta se ha 

incrementado. 
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En este contexto, uno de los elementos que ofrece mayores ventajas es el S, 

presente estadísticamente en la mayoría de las proteínas, puesto que se 

encuentra en los aminoácidos de Cisteína (Cys) y Metionina (Met). Además, la 

determinación de S es importante más allá del campo de la proteómica, puesto 

que forma parte de una gran cantidad de biomoléculas relevantes como ácidos 

nucleicos, cofactores, metabolitos o ligandos bicompatibles, lo que convierte a la 

determinación de S en una excelente herramienta para la compresión del 

funcionamiento de los organismo vivos, así como sus interacciones.29 De hecho, 

se han desarrollado multitud de metodologías para la cuantificación absoluta de 

péptidos o proteínas empleando el S como elemento de detección.26,28 

3.1.2. Heteroátomos añadidos artificialmente 

La derivatización química de biomoléculas con grupos cromóforos, 

fluoróforos, isótopos radioactivos o metales que permitan su detección por ICP, 

se ha empleado con mucha frecuencia en aplicaciones bioanalíticas, con objeto 

de desarrollar metodologías más sensibles.21 En este sentido, para la 

cuantificación absoluta de biomoléculas con detección por ICP-MS, se puede 

recurrir al marcaje con elementos metálicos, cuando la sensibilidad obtenida con 

la medida de no metales no es suficiente. A pesar de la introducción de una nueva 

etapa de marcaje, lo cual conlleva un mayor tiempo de análisis y el uso nuevos 

reactivos, las ventajas que ofrecen las marcas elementales, convierten a esta 

estrategia en una alterativa viable para la detección de biomoléculas. En primer 

lugar, los elementos introducidos suelen ser fácilmente ionizables y estar libres 

de interferencias. Además, se puede introducir más de un elemento en la 

estructura de la proteína, mejorando por tanto la sensibilidad. Por otro lado, con 

estas estrategias se pueden detectar biomoléculas que no contuvieran 

inicialmente un heteroátomo en su estructura. Cabe resaltar que el marcaje 

ofrece la posibilidad de la detección simultánea de varias proteínas en un mismo 

análisis con el empleo de varias marcar elementales. 

La mayor limitación radica en la eliminación del exceso de reactivos 

utilizados durante la etapa de marcaje, la determinación de la estequiometría 



Introducción General 

17 

metal-biomolécula (imprescindible para llegar a una cuantificación sin 

patrones) y la posible formación de productos indeseados durante el proceso de 

marcaje que interfieran en la detección. Por lo tanto, todas las moléculas 

marcadas deben ser debidamente caracterizadas y, generalmente, es necesario 

recurrir a técnicas de separación que permitan el aislamiento de las distintas 

especies. 

Dentro de estas metodologías se distinguen diferentes tipos, como se indicó 

en la Figura 3, según el tipo de marca empleada. Estas pueden llevarse a cabo a 

través del marcaje directo de las biomoléculas de interés, o a través de la unión 

covalente a elementos de reconocimiento capaces de interaccionar de forma 

específica con las biomoléculas de interés.  

3.1.2.1. Marcaje directo con moléculas pequeñas 

Como se ha mencionado, Las reacciones químicas se pueden emplear para 

marcar una proteína haciendo que esta sea detectable por ICP-MS. Existen 

muchos metales que pueden reaccionar con determinados grupos funcionales 

de forma más o menos selectiva. De entre todos ellos, uno de los más importantes 

es el mercurio (Hg), puesto que reacciona de forma selectiva con los grupos 

sulfidrilo (-SH) presentes en las proteínas.30 El Hg se puede introducir 

empleando como reactivos distintas especies de Hg, como especies de bajo peso 

molecular como cloruro de metilmercurio (MeHgCl) o especies con estructuras 

más complejas como el p-clorometilmercuribenzoato o p-

hidroximercuribenzoato.31,32 Al contrario que los no metales (presentes de 

forma natural en las proteínas), el Hg no presenta interferencias espectrales. Si 

bien es cierto, que en comparación con otros metales, la ionización del Hg en el 

plasma es baja (20%), además, de la existencia de efectos de memoria que 

dificultan su análisis.21,30 

De la misma forma, se pueden introducir otro tipo de elementos como los 

halógenos. De entre los que destaca la introducción de yodo (I), debido a los 

elevados potenciales de ionización que presentan otros halógenos como el fluor 

o el cloro. Dicha metodología de marcaje, denominada yodación, se basa en la 
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capacidad del yodo de reaccionar selectivamente con los anillos aromáticos 

presentes en los aminoácidos de Histisina (His) y Tirosina (Tyr). En este caso, 

utilizando un reactivo sencillo (NaI), el yodo se oxida in situ formando I+, el cual 

es capaz de reaccionar de forma selectiva con los anillos aromáticos. Sin 

embargo, con este tipo de reactivos no se produce una yodación completa y 

específica de las proteínas. Por el contrario, con el uso de reactivo más complejo 

como la tetrafluoroborato de yodobispiridina bisPyBF4, se ha conseguido 

marcaje completo y específico de residuos de tirosina.33 .Se recoge en la Figura 4 

un esquema de la reacción de yodación empleando dicho reactivo. Asimismo, las 

muestras biológicas pueden contener grandes cantidades de yodo, lo que hace 

que aumente la señal de fondo.21 

 

Figura 4. Esquema de la reacción de yodación entre el tetraborato de 
yodobispiridina y los residuos de tirosina. Reproducido de Pereira et al.33 

Sin embargo, estas marcas no se emplean habitualmente, debido a que 

solamente unos pocos grupos funcionales son susceptibles de ser derivatizados 

(Cys para Hg y Tyr e His para I) y el caso del marcaje con Hg debido a la elevada 

toxicidad que este presenta.21 

3.1.2.2. Marcaje directo con agentes quelantes 

Como alternativa al marcaje directo con moléculas pequeñas, se pueden 

introducir otros metales en la estructura de las biomoléculas empleando 

complejos de coordinación. Estas estrategias están basadas en su mayoría, en el 

uso de agentes quelantes bifuncionales compuestos por un grupo reactivo, un 
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espaciador y un complejo que contiene los heteroátomos detectables por ICP-

MS. Los más comúnmente utilizados son los basados en ll ácido 

dietilentriaminopentaacetico (DTPA) o el ácido 1,4,7,10-tetrazaciclodecano-1,4-

7-10-tetraacético (DOTA), cuyas estructuras se muestran en la Figura 5.  

 

Figura 5. Estructura de los complejos quelatantes, a) DTPA y b) DOTA.  

La reacción de estos complejos con los correspondientes residuos 

aminoacídicos de las proteínas, tiene como resultado la formación de complejos 

muy estables con múltiples marcas elementales, lo que los hace idóneos para su 

detección por ICP. En este sentido, los elementos más empleados habitualmente 

para esta clase de marcaje son lantánidos (tierras raras), debido a su bajo 

potencial de ionización, baja señal de fondo (son elementos muy poco 

abundantes en matrices biológicas) y a la ausencia de interferencias 

poliatómicas. Además, existen un elevado número de lantánidos e isotopos de 

los mismos que permitirían el análisis de varias biomoléculas simultáneamente 

a través del uso de varias marcas. Por todo ello, este tipo de marcas elementales 

se han convertido en una importante alternativa para la cuantificación absoluta 

de proteínas con detección elemental.21,34 

A pesar de las excelentes características que los Lantánidos presentan para 

su detección por ICP.MS y la estabilidad de los complejos formados, la 

sensibilidad está limitada por el número de metales presentes en los 

correspondientes quelatos y el elevado carácter polar de éstos, haciendo que su 

separación por fase reversa (comúnmente empleada en la separación de 

péptidos/proteínas) se dificulte enormemente. Finalmente, en muchos casos la 

derivatización es de nuevo incompleta, y la eficiencia ha de tenerse en cuenta en 

los resultados cuantitativos.21,30,35, 
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Un grupo especial de marcas basadas en agente quelantes son los 

metalocenos, cuya estructura está formada por un metal de transición con dos 

aniones ciclopendatineil. Dentro de ellos el más importante es el ferroceno, un 

metaloceno cuyo metal es el Fe, puesto que es el más estable de estos derivados. 

El marcaje tiene lugar a través de una reacción de sustitución electrófila 

aromática entre los anillos ciclopentadieno y los residuos de lisina (Lys) de las 

proteínas.36 Las limitaciones del empleo de Fe como elemento de detección en 

ICP-MS, comparado con los lantánidos son obvias. La detección de Fe requiere 

del uso de sistemas de corrección de interferencias, como celdas de 

colisión/reacción o sistemas de alta resolución, puesto que el isótopo 

mayoritario de 56Fe, se encuentra muy interferido por la formación de iones 

poliatómicos de Ar (40Ar16O+). Además, la presencia de Fe en muchas muestras 

de origen biológico (como en sangre) incrementan las señales de fondo.21 

3.1.2.3. Marcaje indirecto 

El marcaje de elementos de reconocimiento, es una de las estrategias más 

empleadas debido a la buena sensibilidad y selectividad que estos proporcionan. 

Entre ellos, destacan los inmunoensayos, donde un anticuerpo es marcado y 

reconoce específicamente al antígeno, incluso en muestras complejas. Dada la 

importancia de los inmunoensayos en los análisis de muestras de interés 

biológico, y puesto que es una de las metodologías de cuantificación empleadas 

en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se tratarán a continuación en una 

nueva sección.  

3.2. Estrategias de cuantificación  absoluta de 

biomoléculas empleando MS elemental 

Como se ha comentado, el empleo de detectores elementales, como el ICP-

MS, permite llevar a cabo la cuantificación a través de la medida de los 

heteroátomos presentes en la estructura o añadidos artificialmente.  En este 

sentido, la mayor ventaja de cara a la cuantificación absoluta que presenta el ICP-
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MS bajo ciertas condiciones, es la señal virtualmente independiente de la especie 

química en la que se encuentre el heteroátomo.  

Esta característica nos permitiría llevar a cabo la cuantificación sin 

necesidad de utilizar patrones específicos, es decir, empleando patrones 

genéricos, con el único requisito de que estos contengan el mismo heteroátomo 

detectable por ICP-MS. No obstante, dado que el analito y matriz se ionizan al 

mismo tiempo, los efectos de matriz han de ser correctamente evaluados, puesto 

que se han observado variaciones de la señal analítica en ICP-MS en presencia 

de materia orgánica, muy comunes en muestras de origen biológico.19 Por tanto, 

se podrían cometer errores si la cuantificación se obtiene por comparación 

directa de los factores de respuesta de los elementos en patrón y muestra, si la 

matriz empleada no es la misma. 

Sin embargo, esta no es la única condición necesaria para llevar a cabo una 

cuantificación sin patrones específicos. Como se ha mencionado a lo largo de la 

introducción, las metodologías basadas en una detección por ICP-MS, están 

siempre acompañadas de una etapa de separación cromatográfica previa, dada 

la perdida de información estructural en la fuente. Por lo tanto, es indispensable, 

en primer lugar, que el factor de respuesta se mantenga constante a lo largo de 

dicha separación y, en segundo lugar, la recuperación cromatográfica ha de ser 

cuantitativa. Es importante mencionar, que de entre los distintos tipos de 

cromatografía existente (exclusión por tamaños, intercambio catiónico o 

aniónico, entre otras), el más ampliamente extendido para el análisis de 

péptidos/proteínas es la cromatografía de fase reversa. Esta se caracteriza por 

el empleo de fases orgánicas (normalmente metanol o acetonitrilo). En este tipo 

de cromatografías, la cantidad de fase orgánica aumenta con el gradiente 

cromatográfico permitiendo, así, la elución de las proteínas atrapadas en la fase 

estacionaria. De forma que, la cantidad de materia orgánica que llega al plasma 

aumenta con el tiempo, observándose un aumento en la señal de los elementos 

debido a efectos del carbono. Las estrategias para la corrección de estos cambios 

de sensibilidad observados, se detallarán a continuación.  
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3.2.1. Calibración externa y/o estandarización interna 

Una vez evaluada la casuística de las variaciones en la señal producidas en 

ICP-MS. Si esta permanece constante y no existen efectos de matriz, el análisis 

total, es decir, la cantidad total de elemento presente en la muestra, se puede 

obtener fácilmente a través de una calibración externa con el/los elemento/s de 

interés. Cabe resaltar, que en este tipo de cuantificaciones no se corrigen las 

posibles derivas instrumentales o las variaciones en el volumen de inyección (si 

el análisis se lleva a cabo mediante análisis por inyección en flujo, FIA). 

Obviamente, tampoco tiene en cuenta las pérdidas que tengan lugar durante la 

preparación de la muestra. Estas problemáticas suelen solventarse empleando u 

patrón interno adecuado, que no se encuentre presente en la muestra. 

Cuando existen efectos de matriz se debe considerar la posibilidad de llevar 

a cabo la cuantificación empleando estrategias que permitan compensar tales 

efectos: calibración en la misma matriz, adiciones estándar o calibración 

mediante un patrón interno adecuado. 

La calibración sobre la misma matriz, requiere del uso de una matriz lo más 

semejante a la muestra, pero sin que ésta contenga el analito de interés. Si bien 

es cierto que no es habitual disponer de matrices libres de analito, sobre todo en 

el caso de muestras reales. Una alternativa para compensar los efectos de matriz 

es la calibración mediante adiciones estándar. Éstas se basan en la adición de 

concentraciones crecientes del analito sobre una cantidad constante de muestra. 

Este método de cuantificación es el menos práctico puesto que es más laborioso. 

Finalmente, la cuantificación se puede llevar a cabo utilizando un patrón 

interno adecuado, muy empleado en estrategias basadas en ICP-MS para reducir 

el impacto de las inestabilidades en la señal, la deriva instrumental y, también, 

la matriz de la muestra. Este patrón interno se añade a la muestra en una 

concentración conocida, de modo que se puede calcular el factor de respuesta 

que corresponde al heteroátomo presente en patrón y analito(s). Cabe destacar, 

como se ha comentado con anterioridad, que debido a la pérdida de información 

estructural que ocurre en ICP, es necesario el empleo de separaciones previas, 
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que permitan el aislamiento de las distintas especies contenidas en la muestra, 

para obtener la cuantificación individual de las especies. Por lo tanto, una 

característica imprescindible del patrón interno a utilizar es, además de la 

presencia del mismo heteroátomo detectable, que eluya en un tiempo de 

retención diferente al de el/los analito/s de interés. De manera que, una vez 

calculado el factor de respuesta para el patrón interno, éste se puede aplicar de 

forma sencilla a los analito y determinar su concentración en términos 

absolutos. Obviamente, el uso de gradientes cromatográficos puede afectar a la 

señal de ICP, modificando el factor de respuesta para el mismo heteroátomo a lo 

largo del cromatograma, como es el caso de los gradientes de fase reversa. En 

este tipo de gradiente, el porcentaje de materia orgánica que llega al plasma 

aumenta con el tiempo, transformándose en un aumento de la señal analítica 

obtenida para los elementos debido a efectos de transferencia de carga del 

carbono. Además, este incremento de la fase orgánica trabajando a flujos 

normales es incompatible con el ICP-MS, puesto que el plasma se enfría con los 

flujos llegando a apagarse en porcentajes bajos de fase orgánica. Por este motivo, 

se han desarrollado multitud de estrategias que permitan minimizar la cantidad 

de materia orgánica que llega al plasma, como es el caso del empleo de 

cromatografías de microflujos, con el consecuente desarrollo de interfase que 

permitan su acoplamiento con la fuente de ICP-MS.37  

En este sentido, a lo largo de la historia reciente se han desarrollado diversas 

estrategias a fin de corregir estos efectos de cambio de sensibilidad observados 

al emplear cromatografía de fase reversa. Entre ellos se encuentran el uso de 

membranas de desorción/adsorción, el empleo de flujos tras la separación 

cromatográfica de fase orgánica que compensen la modificación de C que llega 

al plasma en cada momento38,39 o la adición de un patrón interno en continuo 

tras la separación cromatográfica, normalmente un isótopo enriquecido del 

mismo elemento que se va a determinar (conocido con dilución isotópica online, 

que se explicará a continuación).26 Sin embargo, la estrategia más destacable 

desarrollada hasta el momento, es la adición de carbono al plasma directamente 

en forma de gas, que permite la corrección de las pequeñas variaciones de C que 

se llegan al plasma en el cambio del gradiente cromatográfico. En este sentido se 
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ha comparado la adición directa a través del flujo de gas opcional del ICP-MS, de 

dos gases diferentes que contienen carbono: metano y dióxido de carbono.40,41 

Los resultados obtenidos para ambos gases, muestran que con determinados 

flujos de CH4 y CO2 se consigue que la sensibilidad de los elementos 

seleccionados (todos ellos relevantes en el estudio de biomoléculas: S, P, Se, As, 

I, Br) se mantenga constante a lo largo del gradiente cromatográfico. A pesar que 

se obtienen resultados positivos para ambos gases, el uso del CO2 implica utilizar 

un menor flujo de gas para obtener la misma compensación en la señal y este gas 

es menos peligroso que el CH4.41  

3.2.2. Dilución isotópica 

Alternativamente, la capacidad del ICP-MS de medir varios isótopos al 

mismo tiempo, permite combinar la detección elemental por ICP-MS con la 

dilución isotópica (IDMS). Ésta se divide en IDMS clásica (“batch IDMS”) y IDMS 

en línea, según el modo en el que se añade el trazador. En la IDMS clásica, el 

analito (en el caso de la espectrometría de masas elemental, el analito es el 

elemento) se mezcla con el análogo marcado isotópicamente, denominado 

trazador, antes de comenzar con el procedo analítico. Por el contrario, en la IDMS 

en línea, la mezcla se produce de forma continua durante el análisis.42 A 

continuación se desarrollan las ecuaciones de la dilución isotópica que serán 

utilizadas en los Capítulos 3 y 4 de la presente Tesis Doctoral. 

3.2.2.1. Dilución isotópica clásica 

El procedimiento de la dilución isotópica determinando relaciones molares 

fue desarrollado por primera vez por H. Hintenberger.43 En este, la muestra, cuya 

abundancia isotópica corresponde a la natural, se mezcla con el trazador, 

enriquecido isotópicamente. El número de átomos o moles del elemento en la 

mezcla de trazador y muestra, Nm, viene dado por: 

𝑁𝑚 = 𝑁𝑠 + 𝑁𝑡 (1) 
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donde Ns es el número de átomos o moles del elemento poli-isotópico en la 

muestra y Nt el número de átomos o moles del trazador. Para dos isótopos a y b 

de abundancias (A) conocidas, se puede establecer un balance de masas: 

𝑁𝑚𝐴𝑚
𝑎 = 𝑁𝑠𝐴𝑠

𝑎 + 𝑁𝑡𝐴𝑡
𝑎 (2) 

𝑁𝑚𝐴𝑚
𝑏 = 𝑁𝑠𝐴𝑠

𝑏 + 𝑁𝑡𝐴𝑡
𝑏 (3) 

 

A continuación, despejando de la ecuación Ns: 

𝑁𝑠 = 𝑁𝑡

𝑅𝑚𝐴𝑡
𝑏 − 𝐴𝑡

𝑎

𝐴𝑠
𝑎 − 𝑅𝑚𝐴𝑠

𝑏
 (5) 

De esta ecuación (5) se puede calcular el número de moles del elemento en 

la muestra a partir de la medida de la Relación isotópica, Rm, obtenida 

experimentalmente, teniendo en cuenta el valor de las abundancias isotópicas 

naturales del elemento y las del trazador enriquecido, asó como los moles 

añadidos de trazador inicialmente.  

Gracias a esta ecuación, es fácil deducir también cuales son las principales 

ventajas de la dilución isotópica. En primer lugar, para la cuantificación, 

solamente se necesita la medida instrumental de la relación isotópica de la 

mezcla, Rm. Por otro lado, al medir precisamente la relación isotópica, los efectos 

de matriz o las derivas instrumentales no inducen ningún error en la 

cuantificación. Por último, debido a que el equilibrio isotópico se produce antes 

del comienzo del proceso analítico, cualquier pérdida o dilución de la mezcla no 

influye en el resultado final.42  

El número de moles calculado según la ecuación (5), se puede transformar 

fácilmente en concentración, teniendo en cuenta las masas tomadas de muestra 

y trazador, ms y mt, y las masas atómicas del elemento en la muestra y el trazador, 

Tras la división de las ecuaciones anteriores se obtiene:  

𝑅𝑚 =
𝐴𝑚

𝑎

𝐴𝑚
𝑏

=
𝑁𝑠𝐴𝑠

𝑎 + 𝑁𝑡𝐴𝑡
𝑎

𝑁𝑠𝐴𝑠
𝑏 + 𝑁𝑡𝐴𝑡

𝑏 

 

(4) 
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Ws y Wt, respectivamente. Además, en lugar de abundancias isotópicas, es 

frecuente emplear las relaciones isotópicas para muestra y trazador, siendo 𝑅𝑠 =

𝐴𝑠
𝑏/𝐴𝑠

𝑎 y 𝑅𝑡 = 𝐴𝑡
𝑎/𝐴𝑡

𝑏, respectivamente. De esta forma, si se sustituye en la 

ecuación (5), se puede determinar la concentración de la analito en la muestra a 

través de una única medida de la relación isotópica en la mezcla, Rm. 

𝐶𝑠 = 𝐶𝑡 ·
𝑚𝑡

𝑚𝑠
·

𝑊𝑠

𝑊𝑡
·

𝐴𝑡
𝑏

𝐴𝑠
𝑎

· (
𝑅𝑚 − 𝑅𝑡

1 − 𝑅𝑚 · 𝑅𝑠
) (6) 

Por tanto, este procedimiento, aplicado correctamente, es directamente 

trazable al Sistema Internacional de Unidades.42  

3.2.2.2. Dilución isotópica en línea 

Por otra parte, existe también la dilución isotópica en línea, descrita por 

primera vez en 1989 para el análisis total,44 y, posteriormente, se extendió a los 

análisis de especiación de elementos traza.45 

En la dilución isotópica en línea, el flujo de muestra se mezcla con el del 

trazado en continuo. Este trazador puede ser el elemento enriquecido 

isotópicamente, lo que se conoce como IDMS inespecífica, o un análogo de la 

molécula que se quiere determinar enriquecido isotópicamente en el elemento 

detectado, lo que se conoce como IDMS específica. En este caso, el equilibrio 

isotópico ocurre en la fuente de ionización, donde muestra y trazador se 

atomizan e ionizan.46 

De esta forma, una muestra de muestra contiene una concentración molar 

Cs (mol/g) de un elemento a un determinado flujo Fs (g/min), se mezcla con un 

flujo de trazador Ft (g/min) que contiene el elemento o compuesto enriquecido 

en una concentración Ct (mol/g). Por tanto, el flujo molar total del elemento en 

la mezcla (Mm) se puede expresar como: 

𝑀𝑚 = 𝐶𝑠𝐹𝑠 + 𝐶𝑡𝐹𝑡 = 𝑀𝑠 + 𝑀𝑡 (7) 

El flujo molar del trazador (Mt) se mantiene constante, pero el flujo molar de 

la muestra (Ms) puede variar (por ejemplo, a lo largo de un pico cromatográfico), 
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de modo que el flujo molar de la mezcla (Mm) puede ser también constante o 

variable. Para dos isótopos a y b de abundancias A, se puede establecer un 

balance de masas: 

𝑀𝑚𝐴𝑚
𝑎 = 𝑀𝑠𝐴𝑠

𝑎 + 𝑀𝑡𝐴𝑡
𝑎 (8) 

𝑀𝑚𝐴𝑚
𝑏 = 𝑀𝑠𝐴𝑠

𝑏 + 𝑀𝑡𝐴𝑡
𝑏 (9) 

donde los subíndices m, s y t se refieren a mezcla, muestra y trazador, 

respectivamente. Dividiendo ambas ecuaciones, se obtiene: 

𝑅𝑚 =
𝐴𝑚

𝑎

𝐴𝑚
𝑏

=
𝑀𝑠𝐴𝑠

𝑎 + 𝑀𝑡𝐴𝑡
𝑎

𝑀𝑠𝐴𝑠
𝑏 + 𝑀𝑡𝐴𝑡

𝑏 (10) 

siendo Rm la relación isotópica entre los isótopos en la mezcla del trazador y la 

muestra. De nuevo, Rm puede cambiar con el tiempo si Ms varía con el tiempo. Si 

se despeja Ms en la ecuación (10) y se sustituye 𝑀𝑡 = 𝐶𝑡𝐹𝑡, se obtiene: 

𝑀𝑠 = 𝐶𝑡𝐹𝑡

𝑅𝑚𝐴𝑡
𝑏 − 𝐴𝑡

𝑎

𝐴𝑠
𝑎 − 𝑅𝑚𝐴𝑠

𝑏
 (11) 

La ecuación anterior, es la ecuación básica de la dilución isotópica en línea. 

Conociendo la composición isotópica del elemento de abundancia natural y del 

trazador, la concentración del trazador y su flujo y midiendo la relación isotópica 

Rm en función del tiempo, se puede calcular el flujo molar de la muestra. Al 

contrario que en la IDMS clásica, esta estrategia no permite corregir las pérdidas 

previas al equilibrio isotópico (que se da en la fuente de ionización) y la 

cuantificación no es directamente trazable al Sistema Internacional de 

Unidades.47 Sin embargo, permite cuantificar compuestos de los que no se 

dispone patrones específicos empleando un patrón genérico que contiene el 

elemento de interés y un mismo trazador. Esta característica es de especial 

ventaja cuando se emplea en especiación, como se verá posteriormente. 

Generalmente, la IDMS en línea utiliza señales transientes obtenidas del 

análisis por inyección en flujo o tras una separación cromatográfica. A 
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continuación, se explica cómo se procede para la cuantificación elemental en 

cada uno de las especies: 

 

Figura 6. Procedimiento empleado para la obtención del cromatograma de flujo 
másico a partir del cromatografama de intensidades y la ecuación de la ID en línea. 

Un cromatograma de intensidades del elemento con isótopos a y b, como el 

representado en la Figura 6, se puede transformar fácilmente en un 

cromatograma de flujo másico con la aplicación de la ecuación de la IDMS en 

línea. Para ello se calcula en cada punto el valor de la relación isotópica, Rm, 

mediante la división de la intensidad de los isótopos a y b en cada punto. Una vez 

obtenida Rm, se aplica la ecuación de la IDMS en línea clásica en cada punto. De 

esta manera, se obtiene un valor de flujo másico, Ms, para el elemento en la 

muestra en cada puto. A continuación, representando el valor del flujo másico 

del elemento respecto al tiempo, se obtiene el cromatograma o Fiagrama de flujo 

másico. De forma que, al integrar los valores de área en cada uno de los picos 

proporciona directamente la masa del elemento natural, ms, en cada pico. 

Conociendo la estequiometría entre el elemento y la biomolécula que se 

desea determinar, así como su peso molecular, se puede calcular de forma 

sencilla la cantidad de analito presente en cada pico.  
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4. Inmunoensayos con marcaje elemental 

Los anticuerpos (Antobody, Ab), son glicoproteínas que pertenecen a la 

familia de las Inmunoglobulinas, producidas en los organismos vivos como 

respuesta a la presencia de una sustancia desconocida en el organismo. Existen 

cinco tipos de inmunoglobulinas  en la mayoría de los mamíferos superiores, que 

se diferencian en su peso molecular, la composición de aminoácidos y el 

contenido de carbohidratos. Dentro de estas inmunoglobulinas, las más 

utilizadas en bioanálisis son las inmunogloblulinas G (IgG), cuya estructura 

principal se muestra en la Figura 7. Están formadas por cuatro cadenas: dos de 

ellas “pesadas” (H) y dos “ligeras” (L), formando una “Y” en su estructura que se 

mantiene por un número variable de puentes disulfuro. En cada cadena se 

encuentran dominios constantes (CH y CL) y variables (VH y VL), En estos 

dominios variables están presentes regiones de hipervariabilidad en la 

secuencia, denominados CRDs (complementary-determing regions) que forman 

el sitio de unión con el antígeno (Ag) a través de una región complementaria.  

 

Figura 7. Esquema de la estructura básica de una inmunoglobulina. 

Es este mecanismo de afinidad existente entre Ab y Ag, el principio en el que 

se basan los inmunoensayos, donde el analito diana es reconocido por su Ab 

específico. Debido a esta especificidad del inmunocomplejo Ag-Ab, los 
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inmunonesayos presentan buena sensibilidad y selectividad, con muy buenos 

límites de detección, lo cual los constituye como una excelente herramienta para 

la determinación de biomoléculas en muestras extremadamente complejas, 

incluso si en la muestra se encuentran presentes sustancias similares al analito.48 

4.1. Tipos  generales de inmunoensayo 

Cabe mencionar, antes de describir la clasificación, que habitualmente la 

detección del immunocomplejo Ag-Ab, se produce indirectamente gracias a la 

señal procedente de una marca externa (radioisótopos, enzimas, moléculas 

luminiscentes), ya sea unida al Ag o al Ab. Alternativamente, existen otros 

formatos en los que el inmunoensayo se lleva a cabo sin necesidad de marcas 

(label-free) o directo, generalmente, basado en la detección del cambio de alguna 

propiedad físico-química (como el cambio en el índice de refracción) producida 

por la interacción Ag-Ab, o puede visualizarse debido a fenómenos de 

aglutinación o precipitación. Sin embargo, este último tipo de inmunoensayos 

directos, suelen llevar asociada una baja sensibilidad y el uso de una gran 

cantidad de reactivos. Por todo ello, los inmunoensayos más ampliamente 

utilizados son los que usan marcas para su detección y, es precisamente, este 

formato con marcaje el empleado en la presente Tesis Doctoral.  

4.1.1. Tipos de inmunoensayos según el formato 

La estructura de un inmunoensayo puede variar enormemente dependiendo 

del diseño que se lleve a cabo. En primer lugar, los inmunoensayos se pueden 

clasificar en heterogéneos y homogéneos, según la necesidad o no, de realizar 

una etapa de separación previa a la detección.  

En los inmunoensayos homogéneos, no se necesita una separación de las 

especies libres del inmunocomplejo Ab-Ag, puesto que solo la señal del complejo 

es detectable o se puede discernir perfectamente entre la señal de complejo y las 

especies libres. Los inmunonesayos de tipo heterogéneo, son los más 

ampliamente utilizados, están basados en la formación del complejo Ag-Ab en 

un soporte sólido, que sirve para anclar el complejo, facilitando así la etapa de 
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separación. Estos inmunoensayos heterogéneos se pueden clasificar a su vez, en 

función del formato empleado. En la Figura 8 se recoge un resumen de dicha 

clasificación.  

 

Figura 8. Clasificación de los inmunoensayos según su formato. 

La diferencia más reseñable entre los distintos tipos de inmunoensayos 

presentados, radica en la respuesta que producen. Como se puede ver, en los 

inmunoensayos competitivos, el analito presente en la muestra compite con su 

forma marcada por los sitios de unión disponibles en el Ab (que vienen limitados 

por la cantidad de reactivo). Por tanto, la señal de la especie marcada es 

inversamente proporcional a la concentración del analito. 

Por el contrario, es los inmunoensayos tipo sándwich o no competitivos, se 

trabaja con un exceso de reactivos, asegurando que la totalidad del analito 

reaccione formando el inmunocomplejo. En este caso, la señal es directamente 

proporcional a la concentración del analito en la muestra. 
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4.1.2. Tipos de inmunoensayos según el tipo de marca 

Hoy en día, las marcas utilizadas en los inmunoensayos son de diversa 

naturaleza. Los radioisótopos fueron las primeras marcas utilizadas en 

inmunonesayos.49 Estos inmunonesayos conocidos como RIA 

(Radioimmunoasays) son extremadamente sensibles. Sin embargo, debido a la 

necesidad de técnicas especias y medidas de seguridad derivadas del empleo de 

especies radioactivas, estas marcas se han ido desplazando por otro tipo de 

marcas más simples como los enzimas o moléculas luminiscentes.  

Otro tipo de marcas muy empleadas son las enzimas, Estos métodos 

enzimáticos se basan en la detección de los productos de una reacción catalizada 

por el enzima. El método de detección depende de las propiedades del sustrato 

empleado durante la reacción enzimática, puede dar lugar a una molécula 

coloreada o la formación de un complejo luminiscente. Este tipo de ensayos, 

conocidos comúnmente como EIA (enzyme-immunoassay) o ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay), tienen como principal ventaja la amplificación de 

la señal derivada del uso de enzimas. 

Por otro lado, los fluoroinmunonesayos (FIA, fluoroimmnunoassays) se 

basan en el empleo de un marcador luminiscente para la detección. Si bien la 

determinación de fluorescencia presenta una elevada sensibilidad, superior a la 

de las técnicas de absorbancia convencionales, esta está limitada por la 

composición de la muestras. Esto se debe a la presencia de elevadas señales de 

fluorescencia de fondo procedentes de otras especies contenidas en la muestra 

(autofluorescencia). Además, en función del tipo de marcar, esta puede sufrir un 

proceso de apagamiento de la luminiscencia durante el proceso (quenching). Por 

todo ello, el empleo de sondas fluorescentes convencionales se ha visto limitado. 

Estos problemas puedes minimizarse con la medida de fluorescencia resuelta en 

el tiempo (Time Resolved fluoroimmunoassay, TRFIA).50 

Otra alternativa a los fluoróforos convencionales, es la quimioluminiscencia, 

puesto que al no utilizar una radiación externa fuerte, no se produce la excitación 

de otros componentes de la muestra, que podrían interferir en la medida. Con 
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ello se puede llevar a conseguir un límite de detección muy bajo y amplio tango 

lineal de respuesta. A modo se resumen, se muestran en la Tabla 1 los principales 

inmunonesayos basados en el empleo de marcas convencionales.  

Tabla 1.  Técnicas inmunoquímicas en función de la marca empleada 

Marca Técnica Detección 

Isótopo radioactivo 

RIA (Radioimmunoassay) 

Radiactividad de la 
marca 

IRMA (Imunoradiometric assay) 

Enzimática 

EMIT (Enzyme multiplied 
immunoassay technique) 

Producto coloreado 

CEDIA (Cloned enzyme donor 
immunoassay) 

Producto coloreado 

ELISA (Enzyme-linked 
immunosorbent assay) 

Producto coloreado 

MEIA (Microparticle enzyme 
immunoassay) 

Producto fluorescente 

CLIA (Chemiluminiscence 
immunoassay) 

Sustrato 
quimioluminiscente 

Fotoluminiscente o 
quimioluminiscente 

FPIA (Fluorescence polarization 
immunoassay) 

Intensidad de luz 
polarizada 

TR-FIA (Time-resolved 
fluoreimmunoassay) 

Fluorescencia de 
tiempo resuelto de la 

marca 

DELFIA (Dissociation-enhanced 
lanthanide fluorescent 

immunoassay) 

Fluorescencia de 
tiempo resuelto de la 

marca 

ECLIA (Electro-chemiluminicence 
immunoassay) 

Quimioluminiscencia 
como resultado de la 
oxidación de la marca 

 

4.2. Tipos de marcaje elemental 

Como alternativa a estas marcas convencionales basadas en detección 

óptica, las nuevas marcas elementales, descritas previamente para el marcaje de 

biomoléculas, se han venido utilizando también en el desarrollo de 
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inmunoensayos. En este sentido, de nuevo el ICP-MS se ha convertido en una 

alternativa viable para la detección ultrasensible de biomoléculas.51 La 

combinación de elevada sensibilidad obtenida para metales con detección por 

ICP-MS, junto con la elevada especificidad de las reacciones Ag-Ab, tiene un 

enorme potencial en la cuantificación absoluta de biomoléculas en muestras 

complejas.52 Del mismo modo que para el marcaje directo de biomoléculas, las 

metodologías de marcaje explicadas hasta el momento a lo largo de la 

introducción, pueden ser utilizadas para el marcaje de anticuerpos.21  

En este sentido, el marcaje basado en cadenas poliméricas en cuya 

estructura se encuentran numerosos elementos metálicos, pueden ser 

empleadas para el marcaje de anticuerpos. En este caso, por cada polímero el 

número de elementos metálicos introducidos es muy elevado, lo que incrementa 

enormemente la señal obtenida en ICP-MS, puesto que esta es directamente 

proporcional al número de metales. La ventaja de este tipo de reactivos, radica 

de nuevo en el tipo de marcas elementales, los lantánidos, que como ya se ha 

manifestado, poseen ciertas ventajas con respecto a otros elementos. Sin 

embargo, la ventaja más destacable, es la posibilidad de introducir más de un 

elemento en cada reactivo. En este contexto, se han desarrollado diversas 

aplicaciones en las que el número de lantánidos introducidos por anticuerpo se 

encuentra entre 60-120.53 Con este tipo de marcas se obtienen de nuevo las 

ventajas relacionadas con el elevado número de lantánidos disponibles y sus 

isótopos estables, así como las bajas señales de fondo que presentan este tipo de 

elementos en muestras biológicas y la posibilidad de llevar a cabo ensayos 

multianalito.54 Sin embargo, la síntesis de estos polímeros con átomos 

elementales es compleja y los reactivos tienen un precio elevado. Asimismo, la 

capacidad de reconocimiento de los anticuerpos puede verse afecta al introducir 

una cadena polimérica voluminosa.21 

En la actualidad, existen otro tipo de marcas que están ganando cada vez 

más protagonismo. Con el crecimiento exponencial que ha experimentado la 

nanotecnología en las últimas décadas, ligado al desarrollado de nuevas NPs 
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funcionalizadas, las nanopartículas (NPs) se han convertido en un excelente 

recurso para el marcaje en inmunoensayos. 55,56  

En este caso, una gran cantidad de átomos detectables por ICP se introducen 

en los anticuerpos.51,57 Además de la elevada sensibilidad obtenida con detección 

por ICP-MS, las NPs ofrecen la posibilidad de llevar a cabo su detección 

empleando diferentes técnicas luminiscentes, electroquímicas u ópticas. Debido 

a las características inherentes de las nanopartículas, su aplicación en 

inmunoensayos se abordará en los siguientes apartados.  

4.3. Nanopartículas como marcas en inmunoensayos 

Antes de comenzar con las aplicaciones bionalíticas de los nanomateriales 

es necesario definir el concepto de nanotecnología. El concepto de nanomaterial 

(NM), en ciencia y tecnología, se refiere tanto al reducido tamaño del material, 

contenido en la escala nanométrica, como a las propiedades especiales 

completamente nuevas y ventajosas (ya sean electrónicas, óptica, mecánicas) 

que presentan estos materiales en comparación con el material macroscópico 

con la misma composición.58  

No obstante la definición de nanomaterial no ha sido una tarea sencilla. La 

Comisión Europea definió en 2011 el término "nanomaterial" como “material 

natural, secundario o manufacturado que contiene partículas, en estado libre o 

como agregado o aglomerado y donde, para el 50% o más de las partículas en la 

distribución de tamaño en número, una o más dimensiones externas está en el 

rango de tamaño 1 nm-100 nm”.59 Se considera Nanopartícula, cuando todas sus 

dimensiones caen en la escala nanométrica, sin importar cuál sea su origen, ya 

sea natural o sintético.58  

Las características optoelectrónicas excepcionales que presentan los 

nanomateriales, los han convertido en una poderosa herramienta para la 

detección y/o cuantificación de biomoléculas en aplicaciones bioanalíticas, 

reemplazando a los fluoróforos convencionales o marcadores radioactivos que 

se empleaban hasta la fecha. No obstante, para hacer que una NP pueda ser 
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empleada en bioanálisis es un requisito indispensable que esta sea 

biocompatible y específica para el analito deseado. Lo cual implica llevar a cabo 

una correcta funcionalización con moléculas de reconocimiento apropiadas que 

proporcionen la especificidad necesaria en este tipo de ensayos.60 En este 

sentido, se han desarrollado diversas estrategias a fin de solubilizar NPs en 

medios acuosos, haciéndolas biocompatibles en medios biológicos, así como su 

funcionalización con biomoléculas de reconocimiento (aptámeros o 

anticuerpos), algunas de las cuales se abordarán a los largo de los distintos 

Capítulos de la presente Tesis Doctoral.  

Con estas estrategias de funcionalización de la superficie de las NPs, junto 

con las excelentes propiedades mostradas por éstas, han propiciado que el 

desarrollo de este tipo de inmunoensayos basados en el marcaje con NPs sea una 

de las líneas de investigación de mayor interés en campos de las ciencias de la 

vida. Además, la capacidad de estos conjugados NP-elemento de reconocimiento, 

de mantener la funcionalidad abrió las puertas a la su aplicación en el campo de 

la inmunología.61,62 Así numerosos formatos de ensayo se han desarrollado 

utilizando diversos tipos de NPs, incluyendo: NPs de metálicas y sus óxidos, 

nanomateriales con base de carbono, nanoestructuras híbridas y NPs 

semiconductoras, como es el caso de los Quantum Dots (QDs).56 

Dentro de las características que estos NMs, una de las más interesantes es 

la actividad óptica. Este es el caso de las AuNPs, que muestra una emisión que 

depende del tamaño de la mismas, produciendo un efecto conocido como 

Resonancia de Plasmón Superficial (surface plasmon resonance, SPR), el cual 

puede ser utilizado para la detección colorimétrica de los analitos.63 No obstante, 

como se ha comentado con anterioridad, la detección fluorescente ofrece ciertas 

ventajas en comparación con la medida de absorbancia. No es de extrañar, por 

tanto, que con el desarrollo de NPs fluorescentes, se haya incrementado su uso 

como marcas. En este sentido, destacan los QDs, dadas sus excelentes 

propiedades ópticas, mostrando un espectro de emisión más estrecho, una 

intensidad de emisión mayor y una fotoestabilidad superior que muchos de los 

fluoróforos convencionales.64  
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El campo de aplicación de los QDs en bionanálisis, se expandió en gran 

medida gracias a su capacidad de funcionar como donador en los proceso FRET 

(Foster Resonance Energy Transfer).65 Estos ensayos se basan en un proceso no 

radiativo de transferencia de energía entre el estado excitado de un donador y el 

estado fundamental de un aceptor. Si el aceptor es un fluoróforo, ras la 

transferencia de energía y población de sus niveles superiores, la desactivación 

puede producirse mediante emisión fluorescente. Para que este se produzca han 

de ocurrir dos condiciones: que exista una distancia adecuada entre el donador 

y el aceptor y que haya un solapamiento espectral entre la emisión del donador 

y la absorción del aceptor. Basándose en este fenómeno FRET, se han 

desarrollado diversas estrategias de cuantificación de biomoléculas entre los 

que se incluyen inmunoensayos directos o indirectos con QDs.66,67  

Pero la aplicación más prometedora de este tipo de ensayos basados en el 

uso de QDs, es el desarrollo de ensayos multianalito (multiplexing assays). Esto 

se debe a la capacidad de los QDs de modificar su longitud de onda de emisión 

en función de su tamaño. Desafortunadamente, existen todavía serias 

limitaciones en el desarrollo de este tipo de ensayos, como el solapamiento 

espectral de las bandas de emisión las diferentes marcas luminiscentes, sigue 

limitando en la actualidad el desarrollo de metodologías de detección 

multianalito de forma simultánea basadas en detección óptica.51  

Como alternativa a los métodos de detección luminiscentes convencionales, 

el marcaje con NPs metálicas de anticuerpos con su correspondiente detección 

elemental, ha permitido la cuantificación de biomoléculas que se encuentran en 

niveles muy bajos de concentración con una elevada sensibilidad. Esto es debido 

al incremento en el número de átomos detectables durante el marcaje de los 

anticuerpos de reconocimiento.51 Se han empleado multitud de NPs diferentes 

como marcas en inmunoensayos, incluyendo nanopartículas de oro (AuNPs) 

nanopartículas de plata (AgNPs),68 diferentes tipos de nanoclústeres (AuNCs o 

AgNCs)69 e incluso quantum dots (QDs).55 Este tipo de marcas permite llevar a 

cabo la cuantificación de las biomoléculas a través de la detección del elemento 

o elementos que forman parte de las NPs. Este tipo de cuantificaciones, se basan 



Introducción General  

 

38 

en el desarrollo de curvas de respuesta con patrones de las biomoléculas. Sin 

embargo, para poder llegar a conseguir una cuantificación sin necesidad de 

patrones específicos, es imprescindible conocer la estequiometría exacta Ab/NP. 

Esto nos permitiría determinar la cantidad de heteroátomo presente en la NP, 

empleando un patrón elemental simple del heteroátomo, y transformar la 

cantidad del elemento en cantidad de proteína utilizando la estequiometría 

conocida. Sin embargo, es bien sabido que en las reacciones de funcionalización 

de la superficie de las NPs, no se obtiene una estequiometría única, si no que se 

obtienen mezclas con diferente relación Ab-NP.70  

A pesar de las excelentes características que presentan las NPs, su uso como 

marcas no está exento de desventajas. Una de las más destacadas radica en la 

elevada afinidad que tienen algunos tipos de NPs por la superficie sobre la que 

tiene lugar la reacción de reconocimiento y en los sistemas de introducción de 

muestra del ICP-MS. Por todo ello, es importante el uso de agentes de bloqueo 

adecuados y etapas de lavado durante la realización del ensayo, a fin de evitar 

adsorciones inespecíficas.54 

4.4. Amplificación de la señal analítica en 

inmunoensayos basada en NPs 

A pesar de la elevada sensibilidad obtenida con las marcas explicadas hasta 

el momento con detección por ICP-MS, existen ciertas aplicaciones en los que la 

sensibilidad conseguida no es suficiente. Este el caso de algunas aplicaciones 

clínicas, como por ejemplo para la detección de biomarcadores de alarma 

temprana o para la elucidación de los mecanismos de moleculares de diversas 

enfermedades.51,57 En estos casos, se pueden emplear estrategias de 

amplificación de la señal analítica basadas en inmunoensayos y el uso de NPs 

como marcas. Estas estrategias se pueden abordar de diferentes maneras, que 

se explican a continuación.  
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4.4.1. Single particle ICP-MS 

El efecto de amplificación de la señal analítica que se consigue cuando 

introducimos un mayor número de marcas en la biomolécula, como es el caso de 

las marcas metálicas basadas en cadenas poliméricas explicadas en el apartado 

3.1.2, puede obtenerse directamente utilizando una única marca que posea un 

número significativamente superior de átomos en su estructura, como las NPs, 

Por lo tanto, las NPs se pueden considerar en sí mismas una marca amplificada. 

Esta detección de las NPs se lleva a cabo habitualmente a través de la medida 

de sus correspondientes elementos en disolución, tras una digestión de la 

muestra. Esta etapa de digestión, además de ser una etapa lenta, puede 

introducir fuentes de error y contaminaciones que afecten a la determinación de 

las biomoléculas correspondientes. Los límites de detección obtenidos para el 

análisis de biomoléculas empleando estas estrategias de disolución, suelen 

encontrarse en torno a los ng mL-1, lo cual limita su aplicabilidad en ensayos 

ultrasensibles, especialmente en diagnósticos tempranos de enfermedades.7125  

Una alternativa a esta determinación es el empleo de la tecnología de 

detección de partícula única (single particle, sp-ICP-MS), que permite detectar 

NPs con elevada sensibilidad. Esta técnica se basa en que una partícula produce 

un paquete de iones gaseosos a partir de los átomos de analito presentes en la 

misma, que se pueden medir como un pulso individual en el detector. Para 

conseguir detectar partículas de forma individual, ha de trabajarse con 

disoluciones lo suficientemente diluidas que contengan concentraciones muy 

bajas de partículas y con velocidades de adquisición lo suficientemente altas. De 

tal forma que se obtiene un espectro en el que la frecuencia de los pulsos se 

relaciona con la concentración de NPs en la muestra y la altura (intensidad) con 

la concentración de átomos de analito en la nanopartícula, o lo que es lo mismo, 

número de nanopartículas si estas son puras.72  

Esta técnica se ha empleado tradicionalmente para la determinación y 

caracterización de suspensiones de NPs, en términos de concentración en 

número de NPs, concentración en masa de NPs, tamaño y distribución de 
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tamaño. Adicionalmente, el empleo de unos tiempos de adquisición bajos 

permite obtener una extremadamente elevada relación señal/ruido.71 Por lo 

tanto, cuando se emplean NPs como marcas en aplicaciones bioanalíticas, el 

empleo del sp-ICP-MS ofrece la posibilidad de desarrollar análisis inmunológicos 

o de detección de ácidos nucleicos de elevada sensibilidad. En este contexto, se 

han desarrollado diversas plataformas para la detección ultrasensible de 

biomoléculas en matrices biológicas empleando diferentes tipos de NPs como 

marcas. Se muestra en la Figura 9 un esquema de los formatos más ampliamente 

utilizados de inmunoensayo basados en detección sp-ICP-MS (ensayo 

competitivo o tipo sándwich). 

 

Figura 9. Esquema de los diseños de inmunoensayo más utilizados basados en 
marcaje con NPs y detección son cp-ICP-MS. Reproducido de Hu et al.71 

De entre todas las NPs existentes, las más ampliamente extendidas son las 

AuNPs, puesto que estas se pueden ser sintetizadas en un amplio rango de 

tamaños y formas, además las características de este tipo de NPs permiten 

desarrollar multitud de plataformas con diferentes modos de detección.74 

Recientemente, se ha desarrollado un inmunoensayo homogéneo para la 

detección de DNA basado en la hibridación a moléculas de DNA 

complementarias al analito, de forma que cuando el DNA se encuentra en la 

muestra, las cadenas hibridan y se las AuNPs se agregan y son detectadas por sp-

ICP-MS.73 Este tipo de estrategias, se han empleado también para la detección de 

inmunoensayos en fase heterogénea, añadiendo un último paso previo a la 

detección con HNO3 al 2% o ultrasonidos, consiguiendo con ello romper el 

inmunocomplejo Ag-Ab y liberar así el bioconjugado Ab-NP para ser detectado 
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en disolución. Con este método se han desarrollado inmunoensayos muy 

sensibles, con límites de detección de 16pgmL-1 de AFP74 y 100pgmL-1 de IgG.75  

4.4.2. Otras estrategias de amplificación 

Una de las propiedades más conocidas y explotadas de las AuNPs es su 

capacidad para actuar como semillas catalizadoras para la reducción y 

deposición de otros metales en su superficie, utilizando para ello sales metálicas 

(generalmente Au y Ag). Gracias a esta característica, se han obtenido NPs con 

diferentes formas y tamaños,76  que han permitido un aumento significativo de 

la señal analítica obtenida a la hora de detectar las NPs. En este sentido, la 

deposición y amplificación de otro sobre NMs ha sido ampliamente utilizada 

para la detección de biomarcadores con técnicas sensibles al tamaño y al número 

de átomos que poseen las NPs, como son la técnica SERS, técnicas 

electroquímicas o el ICP-MS.77,78 

En este contexto, se han desarrollado diversos inmunoensayos con 

amplificación metálica sobre la superficie de diferentes tipos de NPs, para la 

detección de biomarcadores con detección elemental. Es el caso del desarrollo 

de un inmunoensayo en fase heterogénea empleando Mn-ZnS QDs como marcas 

para la detección ultrasensible del Antígeno de Próstata Específico (PSA) gracias 

a la deposición química de Au sobre la superficie de los QDs y detección 

elemental, obteniendo límite de detección en el rango de los atomoles79. En la 

Figura 10 se encuentra un esquema del desarrollo de esta plataforma.  
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Figura 10. Esquema del desarrollo de un inmunoensayo en fase heterogénea para la 
detección ultrasensible de PSA empleando Mn-ZnS QDs y amplificación elemental con 
deposición química de oro. Reproducido de García-Cortés et al.79  

Este método también ha sido empleado para la detección de CEA empleando 

deposición de Ag sobre AuNPs con detección elemental.80  Sin embargo, este tipo 

de metodologías no solo ofrecen ventajas para la detección por ICP-MS, sino que 

existen otras técnicas que se ven beneficiadas de este aumento del número de 

átomos detectables, como las técnicas electroquímicas, donde el biomarcador es 

detectado a través de una corriente de electrones producida por la reacción de 

oxidación/reducción de un sustrato determinado, dicha reacción se ve 

amplificada mucho más debido a la acción electrocatalítica de las NPs.78 Con este 

tipo de detección se han conseguido cuantificar de forma simultánea varios 

biomarcadores de cáncer de mama (CA125, CA153 y CEA) utilizando un sensor 

desechable.81 

Por otro lado, la inmunodeposición de Ag sobre AuNPs, se ha empleado 

también para la visualización de biomarcadores empleando técnicas 

inmunohistoquímicas convencionales y la combinación con varias técnicas 

cuantitativas, ha permitido no solo la determinación cualitativa sino también 

cuantitativa. Si bien las NPs tienen un tamaño demasiado pequeño para ser 

observadas con microscopios convencionales, la deposición de Ag conlleva un 

aumento de tamaño que hace posible que la marca llegue a ser visible con 

técnicas de microcopia convencionales.82 Sin embargo, la amplificación con Ag 

ha demostrado ser poco reproducible debido a su gran reactividad.79 Como 
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alternativa, la amplificación con Au empleando como semillas AuNPs u otro tipo 

de NPs o, incluso sobre QDs, abre las puertas no solo a llevar a cabo una 

visualización de las marcas empleando técnicas microscópicas si no también su 

cuantificación. 

Cabe destacar además de la microscopía, las nuevas técnicas de imagen son 

una buena alternativa para la visualización de las NPs y por tanto, de las 

biomoléculas a las que se encuentran unidas, como las técnicas de ablación láser 

(LA) acopladas a ICP-MS. Estas técnicas han demostrado ser efectivas para la 

determinación de la distribución de biomoléculas en tejidos biológicos, tanto a 

través de heteroátomos presentes de forma natural en las proteínas como a 

través del marcaje con NP a anticuerpos que reconocen a dichas biomoléculas.19  

Adicionalmente, la combinación de la amplificación con deposición metálica con 

la detección por LA-ICP-MS se ha empleado para la detección de la distribución 

de proteínas asociadas con el cáncer de mama, obteniendo una sensibilidad 

mejor que la obtenida con técnicas microscópica.82  

5.  Nanopartículas como marcadores de la 

contaminación ambiental 

El crecimiento emergente que ha experimentado la nanotecnología en los 

últimos años ha generado la producción de una gran cantidad de productos entre 

cuyos componentes se encuentran las nanopartículas. De forma que se ha 

incrementado enormemente la liberación de las mismas en el ambiente, 

poniendo de manifiesto la necesidad de considerar el impacto de los 

nanomateriales, tanto en la salud humana como en el medio ambiente, así como 

la seguridad de la manipulación de dichos materiales.83 Por ello, agencias 

reguladoras como la EPA (Enviromental Portection Agency USA) o la Unión 

Europea ya han incluido algunos NMs en la lista de contaminantes 

emergentes,84,85 y han destacado la necesidad de investigar sus posibles riesgos, 

su impacto medioambiental (persistencia y comportamiento) y sus efectos en 

los sistemas biológicos.86 Paralelamente a la actividad investigadora basada en 

la búsqueda de nuevas NPs con mejores características, se ha creado una nueva 
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área de investigación relacionada con la toxicología inducida por las NPs, 

conocida como Nanotoxicología.87 

5.1. Nanopartículas como diana en análisis ambiental 

La acumulación en el medioambiente de los nuevos nanomateriales 

derivados de su creciente producción, así como de su utilización como aditivos 

en diversos productos de consumo, puede acarear importantes riesgos para la 

salud humana y medioambietal. Por todo ello, existe un gran interés en la 

investigación sobre la seguridad del uso de dichos NMs para los organismos 

vivos.  

Los NMs se pueden clasificar según su origen como los que se forman en la 

naturaleza (como los fulerenos, óxidos de hierro), procesados (óxidos de titanio, 

aluminio o silicio) o los sintetizados de forma artificial (AgNPs, AuNPs, QDs, 

nanotubos de carbono, entre otros). No obstante la clasidicación más extendidad 

es sin duda la referente al origen, diferenciando entre NMs con base de carbono 

o NMs inorgánicos. La distribución de las NPs en los diferentes compartimentos 

medioambientales ha sido ampliamente estudiada en función de su movilidad, 

degradación y persistencia en el medio, y depende del tipo de NPs analizadas. A 

la hora de evaluar el potencial impacto de las NPs en el medioambiente ha de 

tenerse en cuenta no solo el efecto inherente a la presencia de NPs, sino también 

las posibles transformaciones que sufren estas en el medio, debido a 

interacciones con la materia orgánica, con la radiación, la presencia de oxidantes 

o microorganismos.88 

Por lo tanto, conocer las transformaciones sufridas por las NPs en su 

interacción con el medio es de vital importancia. Existen unos pocos ejemplos 

del comportamiento de las NPs en el medioambiente, debido sobre todo a la falta 

de métodos analíticos capaces de detectar y cuantificar el amplio rango de NPs.89 

Hasta el momento se han enumerado algunos de los posibles efectos de los 

NMs de origen antropogénico, en su mayoría nanopartículas, los cuales 

presentan posibles efectos tóxicos. Sin embargo, de entre los NMs de origen 
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natural destacan los coloides, suspensiones orgánicas o inorgánicas de 

partículas cuyo tamaño se encuentra entre 1 y 1000 nm, que han demostrado 

estar involucrados en procesos de transporte de contaminantes adsorbidos en 

aplicaciones medioambientales.90 

5.2. Estrategias para evaluar la toxicidad de 

Nanopartículas 

El empleo generalizado de las NPs en productos de uso cotidiano, ha 

facilitado la exposición de las células a las mismas, por tanto, existe la necesidad 

de llevar a cabo estudios centrados en el comportamiento de las NPs en medios 

biológicos. Dado su pequeño tamaño y su elevada área superficial, la capacidad 

de dichos NMs de atravesar las membranas celulares es muy elevada, y puesto 

que su tamaño es muy similar al de otros componentes celulares, su introducción 

podría inducir cambios estructurales en proteínas o ácidos nucleicos, pudiendo 

afectar a las funciones celulares e incluso a su viabilidad.91 

Desafortunadamente, los mecanismos de interacción de las NPs en los 

sistemas biológicos son en su mayoría desconocidos todavía. No obstante 

existen evidencias que demuestran que la incorporación celular depende del 

tipo de NPs, su tamaño, el recubrimiento e incluso la carga superficie.92 

Asimismo, la incorporación depende del tipo celular y el tiempo de exposición, 

lo que dificulta enormemente una unificación de los resultados obtenidos en 

diferentes investigaciones sobre la toxicidad de la nanopartículas. 

Dicha toxicidad puede estudiarse in vitro e in vivo. En los estudios in vitro se 

evalúa la toxicidad inducida por los nanomateriales en cultivos celulares 

(citotoxicidad). Con estos estudios se obtiene información preliminar del 

comportamiento de los NMs en sistemas biológicos. Mientras que en los estudios 

in vivo se emplean modelos animales para obtener una visión más compleja de 

las interacciones biológicas en los organismos vivos. De entre ellos, los más 

ampliamente utilizados son los estudios in vitro, puesto que son más rápidos, 

permiten un mayor control y minimizan las cuestiones éticas del uso de animales 

en el laboratorio. 
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5.2.1. Evaluación de la citotoxicidad de Nanopartículas. 

Antes de llevar a cabo el estudio de la citotoxicidad inducida por NPs es 

necesario haber llevado a cabo previamente una caracterización completa de la 

suspensión de NPs de interés. Uno de los puntos que genera una mayor 

controversia, es la determinación del número de NPs presentes en la disolución, 

puesto que la concentración influye en los efectos tóxicos de las NPs sobre las 

células. Por tanto, además de las propiedades luminiscentes de las NPs, es 

necesario también obtener una correcta determinación en términos de 

concentración, que como se explicará a en la introducción correspondiente al 

Capítulo 2, es una tarea compleja. 

A la hora de la evaluación de la citotoxicidad de NPs se debe determinar, en 

primer lugar, la internalización de las mismas  por parte de las células. En este 

sentido, se pueden emplear técnicas microscópicas, como TEM, Microscopia 

Laser Confocal, entre otras. Con el empleo de TEM se puede discriminar entre 

NPs que se han internalizado correctamente en la célula y las que han 

permanecido en el medio e incluso, se puede obtener una visión detallada de las 

interacciones de las NPs con las estructuras celulares. Por otro lado, haciendo 

uso de las propiedades luminiscentes de las NPs, se puede utilizar la Microscopía 

confocal de fluorescencia, permitiendo obtener secciones ópticas de alta 

resolución y contraste a distintas profundidades de las células. Adicionalmente, 

se pueden marcar diferentes orgánulos de la célula con fluoróforos 

convencionales, facilitando la determinación de la distribución de las NPs en el 

interior de las células.  

Por otra parte, puesto que la mayoría de las NPs poseen heteroátomos en su 

estructura, el ICP-MS puede ser una alternativa para la cuantificación de la 

cantidad de NPs introducidas en las NPs. Basándose en la determinación 

elemental, se han desarrollado estrategias de cuantificación de NPs 

incorporadas en el interior celular.  

No obstante, lo más importante, además de la cuantificación de la 

concentración de NPs introducidas, es la evaluación de los efectos citotóxicos 
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inducidos por éstas en las células. Estos ensayos se basan en la medida de 

parámetros afectados por os agentes tóxicos sobre las funciones de las células, 

es decir, en la medida del daño celular. De entre ellos destacan los mecanismos 

de viabilidad celular (relación entre células vivas y muertas).  

La viabilidad celular es un término general que se puede ser evaluada 

mediante diversos ensayos, los cuales determinan una o varios parámetros 

celulares: 1) Ensayos de actividad mitocondrial, donde destaca el ensayo MTT; 

2) Ensayos de permeabilidad celular, como la monitorización de la enzima 

lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio celular, que indica la necrosis celular, 

o el uso de un colorante capaz de penetrar la membrana, el azul de tripano, de 

forma que las células muertas se tiñen de azul, distinguiéndose fácilmente de las 

sanas; 3) medida de la actividad esterasa intracelular; 4) monitorización de 

indicadores de apoptosis celular, como los sustratos de las enzimas caspasas.92 
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Objetivos 

Como se ha reflejado en la Introducción de esta Tesis, uno de los 

principales retos actuales en el análisis de muestras de interés biológico y 

medioambiental es el desarrollo de metodologías de cuantificación absoluta de 

biomoléculas y nanopartículas. Además, la necesidad de cuantificar niveles muy 

bajos de concentración de éstas en muestras complejas, como biomarcadores de 

alarma temprana en muestras biológicas o NPs en muestras de interés 

medioambiental o en estudios de citotoxicidad, requiere inherentemente de 

métodos cuantitativos ultrasensibles que se adecúen al fin concreto. 

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral consiste en el desarrollo 

de nuevas metodologías para la cuantificación de proteínas y nanopartículas en 

muestras de interés clínico y toxicológico. Este objetivo general se abordó a 

través de los siguientes objetivos específicos: 

1. CAPÍTULO 1: Como se comentó a lo largo de la introducción, uno de las 

principales limitaciones en la cuantificación absoluta de biomoléculas es la falta 

de patrones específicos para cada una de las biomoléculas de interés así como 

la correcta caracterización de los pocos patrones existentes. En este contexto, es 

de especial interés el desarrollo de metodologías capaces de proporcionar la 

cuantificación requerida sin recurrir a dichos patrones específicos. La 

espectrometría de masas elemental (ICP-MS) permite obtener una 

cuantificación absoluta de los elementos presentes en una biomolécula 

empleando patrones genéricos, gracias a su señal virtualmente independiente 

de la especie. Por tanto, para llevar a cabo una cuantificación de forma adecuada 

con patrones genéricos, es necesario asegurar que efectivamente la respuesta 

del ICP es independiente de la especie. El objetivo del primer capítulo consiste 

en la comparación de los factores de respuesta obtenidos en ICP para 13 

biomoléculas de distinta naturaleza, tamaño y carácter hidrofóbico, con su 

correspondiente patrón inorgánico del mismo heteroátomo. Dado que la señal 

del ICP depende fundamentalmente del sistema de nebulización utilizado, se 
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emplearán para la comparación, tres sistemas de nebulización diferentes: dos 

de flujo normal y un micronebulizador de consumo total.  

2. CAPÍTULO 2: De nuevo, uno de los factores limitantes para la 

cuantificación de nanopartículas (NPs), en auge en los últimos años, es la falta 

de patrones adecuadamente certificados, que permitan llevar a cabo una 

cuantificación apropiada en términos de concentración. Por tanto, en este 

capítulo se evaluará de forma análoga al Capítulo 1, la capacidad del ICP-MS de 

llevar a cabo una cuantificación de NPs sin necesidad de utilizar patrones 

específicos. Se compararán los factores de respuesta obtenidos, utilizando los 

tres sistemas de nebulización anteriores, para unos Quantum Dots (QDs) y su 

correspondiente patrón inorgánico del elemento de interés.  

3. CAPÍTULO 3: Como se introdujo en la presente memoria, la 

cuantificación de biomarcadores que se encuentran en muy baja concentración 

en muestras complejas constituye todavía un reto. Por ello, este capítulo se 

perdigue el desarrollo de un inmunoensayo con una detección sencilla y rápida, 

para la detección ultrasensible de Antígeno de Próstata Específico (PSA) en 

muestras de interés biológico. Se recurre a la combinación de estrategias de 

amplificación empleando nanomateriales: la capacidad de éstos de actuar como 

semillas catalíticas en la reducción de metales sobre su superficie y la 

amplificación de la señal analítica. Se estudiarán la capacidades catalíticas de 

dos tipos de NPs como semillas: AuNPs y QDs de Mn-ZnS y la posibilidad de 

llevar a cabo la detección sobre el mismo soporte sólido en el que se lleva a cabo 

el inmunoensayo mediante la detección del aumento de tamaño de las partículas 

por microscopía confocal de reflexión. Una vez seleccionada la semilla catalítica 

con mejores propiedades, se llevará a cabo un proceso de optimización de las 

variables involucradas en la etapa de amplificación. Finalmente, se evaluarán las 

capacidades de la metodología desarrollada para la determinación ultrasensible 

de PSA. 

4.  CAPÍTULO 4: Como se ha comentado, las NPs son también un indicador 

de contaminación ambiental y se requiere la monitorización de su 

comportamiento en los organismos vivos. Sin embargo, se han descrito que la 

formación de NPs no tóxicas podría ser un posible mecanismo en los procesos 
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de detoxificación de ciertos metales tóxicos, este es el caso particular del Hg, 

donde se ha observado la formación de NPs de HgSe como último producto del 

metabolismo del Hg. Por ello, durante este capítulo se llevará a cabo la 

comparación de la citotoxicidad inducida por tres especies de Hg: dos tóxicos 

bien reconocidos (metilmecurio y Hg inorgánico) y unas NPs HgSe sintetizadas 

solubles en medio acuoso. Dos líneas celulares humanas se expondrán a los 3 

tóxicos utilizando diferentes concentraciones de Hg y tiempos de incubación  se 

estudiara la viabilidad celular en función de las condiciones ensayadas. 

Asimismo se determinará la cantidad de Hg incorporado en el interior celular 

según la especie.  
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Objectives 

As stated in the Introduction section of this PhD, one of the main challenges 

for biological and environmental related samples analysis, is the development 

of quantitative strategies for biomolecules and nanoparticles (NPs) detection. 

Moreover, the presence of these targets in extremely low concentrations levels 

in complex samples, such as early diagnosis biomarkers or NPs in 

environmental samples and cytotoxicity assays, required from ultrasensitive 

quantitative methodologies. 

This PhD Thesis has aimed to the development of methodologies to 

quantify in absolute terms biomolecules and NPs in clinical and environmental 

relevant samples. This general objective will be addressed trough the following 

specific partial objectives: 

1. Chapter 1: As mentioned above, one of the main limitations nowadays 

in absolute quantification of biomolecules is related to the lack of adequate and 

well characterized specific standards, which allows us to quantify properly such 

biomolecules. For that reason, ICP-MS has become in a good alternative for 

biomolecule quantification, due to its capabilities to achieve absolute 

quantification using generic standards. However, such quantification is carried 

out assuming the same response factor for generic standards (usually inorganic 

standards) and target biomolecules. In this chapter the capabilities of ICP-MS to 

provide species-independent response will be evaluated for a wide range of 

biomolecules (all S-containing biomolecules) covering a wide range of sizes a 

hydrophobic character. Different nebulization systems, operational conditions 

and wide concentration range will be tested. Corresponding response factors 

for the 13 different relevant biological compounds will be statistically 

compared. 

2. Chapter 2: In the same way, only a few Nanoparticle (NP) reference 

materials, which provide the NP number and mass concentration, are available. 

In this context, ICP-MS is widely used for NP quantification based on NP 

reference materials or inorganic standards, assuming again the same ICP 
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response factor between for NPs, regardless of its different nature, size or 

surface covering and such NP reference materials or inorganic standards. For 

that reasons, and based on the same statistical comparison carried out for 

biomolecule response factor, the capabilities of ICP-MS to provide the same 

response for different nanoparticulated species will be evaluated. Different 

nebulization systems, operational conditions and wide concentration ranges 

will be tested. 

3. Chapter 3: Methodologies for highly sensitive biomarker detection at 

very low concentration levels are demanded for diagnosis applications. Herein, 

we will be evaluated the development of an ultrasensitive immunoassay for 

biomarker determination, using PSA as model analyte. To achieve the high 

sensitivity required, the combination of the specificity provided by 

immunoassays and an amplification strategy using nanomaterials will be tested. 

First, the ability of nanomaterials to act as catalytic seeds to reduce metals on 

their surface and the consequent enhanced of analytical signal will be evaluated. 

First, two different NPs will be tested as catalytic seeds: AuNPs and Mn-ZnS QDs 

and the possibility to carry out a simple and fast optical detection, in the same 

solid surface where the immunoassay is performed, based on confocal 

microscopy in reflection mode. Finally, the amplification step will be optimized 

and then, applied to PSA determination in clinical relevant samples. 

4. Chapter 4: As has been mentioned, NPs are also used to monitored 

environmental contamination and the determination of their behavior in living 

organisms is required. However, some examples where the formation of non-

toxic NPs as possible mechanism in the detoxification processes of certain toxic 

metals has been described, this is the particular case of Hg, where the formation 

of HgSe NPs has been observed as the last product of the Hg metabolism. For 

that reason, a critical comparison with the cytotoxicity of the most common Hg 

species found in nature (inorganic and MeHg) and a water stabilized HgSeNPs 

will be assayed. For this purpose, two human cell lines were selected and che 

viability induced for such Hg species will be evaluated, at different Hg 

concentrations and incubation times. Additionally, quantification of Hg uptake 

by cells and its location will be determined. 
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1. Introducción  

A lo largo de la Introducción de la presente Tesis Doctoral se ha definido la 

importancia de llevar a cabo una cuantificación absoluta de biomoléculas en 

diversos campos como de las Ciencias de la Vida.1 Esta determinación de la 

concentración exacta de biomoléculas (ya sean péptidos, proteínas, ácidos 

nucleicos, cofactores, enzimas, etc), permite obtener un conocimiento más 

profundo de los mecanismos biológicos que controlan el metabolismo de los 

organismos vivos. Dicha cuantificación absoluta es relevante sobre todo en el 

ámbito de la clínica para el diagnóstico de enfermedades o para el 

descubrimiento de nuevos biomarcadores.2,3 Además, es necesario conocer la 

cantidad en términos absoluto de un gran número de biomoléculas, así como la 

relación en la que se encuentran distintas biomoléculas, para conocer con 

exactitud el estado biológico en el que se encuentra el sistema.4  

La mayor parte de las estrategias de cuantificación absoluta de 

biomoléculas están basadas en las Espectrometría de Masas Molecular, lo que 

requiere del uso de patrones específicos.3,5 Estas metodologías están 

enormemente limitadas por la falta de patrones específicos adecuados y 

correctamente caracterizados para cada biomolécula de interés. La exactitud de 

los resultados de cuantificación obtenidos viene dada por la calidad y 

certificación de pureza de dichos patrones. Por tanto, existe una necesidad de 

desarrollar metodologías analíticas para la cuantificación de biomoléculas que 

no requieran de uso de patrones específicos, que permitan obtener resultados 

cuantitativos de elevada calidad.6 

1.1. El ICP-MS como herramienta para la cuantificación 

absoluta de biomoléculas 

En este sentido, el potencial del ICP-MS de proporcionar una cuantificación 

absoluta sin necesidad de utilizar patrones específicos, lo ha convertido en una 

alternativa a la MS molecular, con la única condición de que las biomoléculas 



Capítulo 1 

 

 

68 

diana contengan un heteroátomo en su estructura (cualquier elemento distinto 

a C. H. N, O y F).5,7,8 Sin embargo, puesto que la muestra en ICP-MS es totalmente 

atomizada e ionizada, la información estructural se pierde durante el análisis. 

Esto conlleva la necesidad de realizar una separación previa que permita 

distinguir entre las distintas especies, normalmente empleando cromatografía 

de líquidos (LC). En esta línea, la combinación de la MS elemental (ICP) con la 

MS molecular (ESI) en paralelo, se ha aplicado de forma satisfactoria a la 

identificación y cuantificación, empleando patrones genéricos, de péptidos y/o 

proteínas7,9 y otras biomoléculas relevantes en muestras biológicas, como por 

ejemplo metabolitos en orina o antioxidantes en extractos de agua en muestras 

de ostras.10,11 Teniendo en cuenta que la cuantificación obtenida mediante ICP-

MS es elemental, es decir, cantidad del heteroátomo, la transformación en 

cuantificación absoluta de la biomolécula correspondiente se lleva a cabo 

utilizando la estequiometría heteroátomo/biomolécula determinada 

previamente mediante el análisis de MS molecular.  

1.1.1. Problemática en la cuantificación absoluta en ICP-MS 

empleando patrones genéricos: 

Esta cuantificación absoluta mediante ICP-MS sin necesidad de patrones 

específicos descrita en el apartado anterior, se basa en el supuesto de que la 

respuesta obtenida en ICP-MS es independiente de la especie, es decir, que esta 

solamente depende de la cantidad de heteroátomo presente en dichas 

biomoléculas. Sin embargo, alrededor de esta suposición existe todavía mucha 

controversia y se han publicado resultados contradictorios. De hecho, todavía 

no se han establecido en qué condiciones el empleo de un patrón genérico 

sencillo que contenga el heteroátomo, puede ser empleado para la 

cuantificación absoluta de biomoléculas complejas que contengan el mismo 

heteroátomo.  

En este contexto, es bien sabido que los sistemas de nebulización 

convencionales empleados en equipos de ICP-MS poseen una eficiencia e 

nebulización baja (normalmente por debajo del 10%). Además, se asume que 
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esta eficiencia es igual para todos los tipos de compuestos, independientemente 

de sus características químicas como el tamaño, estructura, hidrofobicidad, 

etc.12 Cabe resaltar que las capacidades del ICP-MS para llevar a cabo 

cuantificación independiente de la especie, se pueden ver gravemente 

comprometidas si la respuesta elemental del ICP-MS no es idéntica entre 

distintas especies químicas. Basándose en esta premisa, se han realizado 

diferentes estudios centrados en el análisis de compuestos de bajo peso 

molecular, sobre todo compuestos organometálicos de As, Hg, Sn, I y Se, en 

cuyos resultados se han observado diferencias en la señal obtenida en ICP-MS 

entre las especies y sus correspondientes patrones inorgánicos de los 

elementos,13,14 dependiendo de la volatilidad de las especies estudiadas15;16 y el 

sistema de nebulización empleado.14  

A pesar del número de estudios centrados en la posible diferencia de 

respuesta en ICP-MS, no existen todavía evidencias que demuestres la diferencia 

o igualdad de los factores de respuesta obtenidos para compuestos no volátiles 

con estructuras más complejas (como péptidos o proteínas). De hecho, algunos 

estudios han encontrado factores de respuesta idénticos en equipos de ICP-MS 

equipados con un nebulizador concéntrico, para el análisis de patrones de 

Cobalto y cianocobalina (1,34 kDa)12 y para distintos compuestos de Selenio 

como selenato, selenometionina o trimetrilselenomio.17 Por otro lado, Pereira et 

al18, hallaron que la respuesta para distintos compuestos de fósforo utilizando 

un micronebulizador de consumo total (Total Comsuption Nebulizer, TCN) es 

independiente de la especie. Dentro de las especies estudiadas se incluían 

fosfopéptidos (1,54 kDa). La misma respuesta independiente de la especie fue 

encontrada por Guo et al19, para el análisis de pequeñas proteínas, con tamaños 

menores a 15 kDa, marcadas con metilmercurio (MeHg), basándose en el 

empleo de otro nebulizador de elevada eficiencia (Direct Injection High 

Efficiency Nebulizer, DIHEN). Desafortunadamente, no se han reportado 

estudios centrados en la respuesta independiente de la especie de compuestos 

de mayor peso molecular  
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1.2. Importancia de la medida de S 

La falta de estudios de compuestos de mayor peso molecular como 

proteínas, puede estar relacionado en gran medida con las limitaciones 

asociadas a los equipos tradicionales de ICP-MS equipados con un cuadrupolo 

(Q) como analizador de masas para la medida de azufre. El S es uno de los 

elementos de mayor interés en campos relacionados con las ciencias de la vida, 

debido al amplio rango de los compuestos que contienen S presentes en la 

naturaleza, entre los que se encuentran los aminoácidos (metionina y cisteína), 

carbohidratos, lípidos, metabolitos, entre otros.20 

 En este sentido, la medida de S mediante ICP-MS ha estado 

tradicionalmente limitada debido a su elevado potencial de ionización y al 

enorme número de interferencias poliatómicas.21 Sin embargo, gracias a la 

introducción del concepto de espectrometría de masas en tándem, típicamente 

empleado en MS molecular, en la MS elemental (ICP-MS/MS) ha permitido la 

medida de S libre de interferencias y con elevada sensibilidad.22,23 Con esta 

nueva tecnología, la medida de S se lleva a cabo empleando un gas reactivo, 

como es el caso del oxígeno, con objeto de formar una nueva especia (SO+), que 

permite la medida del elemento libre de las interferencias poliatómicas 

existentes en su masa original. Además, con esta configuración se eliminan las 

interferencias que afectan a la medida de la masa del nuevo ion generado en la 

celda de colisión/reacción, debido a la existencia de un primer cuadrupolo (Q1) 

previo a la celda de colisión, que actúa como filtro de iones permitiendo 

únicamente el paso de los elementos con la relación masa carga (m/z) de 

interés. Un esquema del funcionamiento de la configuración MS en tándem para 

la medida de S se encuentra recogido en la Figura 11. La aplicación de esta 

configuración para cuantificación absoluta de biomoléculas en cuyas 

estructuras se encuentra presente el S, como péptidos o proteínas, ha crecido de 

forma exponencial en los últimos 10 años.24,25  



Capítulo 1 

 

 

71 

 

Figura 11. Configuración ICP-MS/MS para la medida de 32S libre de interferencias. 

Sorprendentemente, no hay estudios centrados en la evaluación de la 

respuesta independiente de la especie del ICP-MS para este tipo de compuestos 

de gran tamaño y no volátiles, especialmente cuando se emplean nebulizadores 

convencionales. Sin embargo, muchas de las aplicaciones del ICP-MS en el 

campo de la proteómica emplean la dilución isotópica en línea como estrategia 

de cuantificación,26,27 que como ya se ha comentado en la introducción, se basa 

en la adición de un flujo constante de un patrón enriquecido isotópicamente 

(normalmente un compuesto inorgánico) que contiene el elemento de interés, 

una vez que se ha producido la correspondiente separación cromatográfica de 

las distintas especies. Estas estrategias basadas en la IDMS en línea 

proporcionarán una cuantificación absoluta apropiada siempre y cuando la 

respuesta obtenida mediante la medida de ICP-MS para las proteínas sea, 

efectivamente, independiente de la especie. 
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2. Objetivos 

Dado el crecimiento exponencial del empleo del ICP-MS como herramienta 

para la cuantificación absoluta de biomoléculas, así como la falta de estudios 

centrados en la evaluación de la respuesta independiente de la especie de 

compuestos no volátiles y de alto peso molecular, sobretodo utilizando 

nebulizadores convencionales, el objetivo principal del presente capítulo es la 

evaluación de la respuesta independiente de la especie del ICP-MS para la 

cuantificación absoluta de péptidos y proteínas sin necesidad de utilizar 

patrones específicos.  

Se evaluó en primer lugar, el factor de respuesta obtenido en ICP-MS para 

compuestos de diferente naturaleza (tamaño, hidrofobicidad, estructura), todos 

ellos con S en su estructura, empleando tres tipos de nebulizadores distintos: un 

micronebulizador de consumo total (TCN), un nebulizador concéntrico de flujo 

normal y un nebulizador de flujo cruzado también de flujo normal. Para ello, se 

comparan estadísticamente los factores de respuesta obtenidos para cada 

compuesto con cada nebulizador, comparándolos con el factor de respuestas 

obtenido para el correspondiente patrón inorgánico de S (SO42-).  

Posteriormente, se valoró la influencia de las condiciones de operación 

empleadas durante el análisis sobre la respuesta obtenida en ICP-MS. Tomando 

como modelo uno de los compuestos de S (BSA) y comparando los resultados 

con los obtenidos para el patrón inorgánico de S, se ensayaron distintas 

condiciones para el flujo de gas de nebulización, el flujo de líquido introducido, 

la temperatura de la cámara de nebulización o el contenido salino, con el fin de 

determinar si las condiciones afectan a la diferencia en los factores de respuesta. 

Finalmente, los resultados obtenidos para los factores de S en proteínas se 

validaron a través de la comparación de los factores de respuesta obtenidos 

para S con los obtenidos para P, utilizando para ello una proteína fosforilada, la 

β-caseína.  
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3. Experimental 

3.1. Selección de los analitos 

Los compuestos seleccionados para la comparación de factores de 

respuesta en ICP-MS incluyen una gran variedad de tamaños, naturaleza 

química y estructuras. En primer lugar, se seleccionaron tres compuestos de 

bajo peso molecular muy relevantes en términos biológicos: un aminoácido 

proteinogénico, la L.metionina, y dos cofactores, la S-adenosilmetionina (SAM) 

y la biotina, los cuales se ven envueltos en reacciones de metilación28 y procesos 

redox29 en organismos biológicos. Por otro lado, se eligieron tres péptidos de 

diferentes tamaños cubriendo un amplio rango de hidrofobicidades (%, 

porcentaje de residuos hidrofóbicos respecto al total de aminoácidos presentes 

en su estructura).30 Los péptidos seleccionados, cuya secuencia de amonoácidos 

se encuentra recogida en la Tabla 2, fueron: el fragmento 1-17 de la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH, con un peso molecular de 2,1 kDa y un % de 

hidrofobicidad del 29%), Vasopresina (1,1 kDa y 22% de hidrofobicidad) y 

Neurokinina A (1,1 kDa y 40% de hidrofobicidad).  

Tabla 2. Tamaño y secuencia de aminoácidos de los péptidos seleccionados. 

 
Número de 

aminoácidos 
Secuencia de 
aminoácidos 

ACTH Fragmento 1-17 17 SYSMEHFRWGKPVGKKR 

Vasopresina 9 CYFQNCPKG-NH2 

Neurokinina A 10 HKTDSFVGLM 

 

A continuación, se seleccionaron compuestos de la misma naturaleza 

aminoacídica y con distinto carácter hidrofóbico, pero con un peso molecular 

superior como son las proteínas. Como compuestos modelo de proteínas 

cubriendo un rango amplio de estructuras y tamaño se tomaron el Citocromo C 

(13 kDa), β-caseína (24 kDa), Albúmina de Suero Bovino (BSA, 66 kDa) y un 

anticuerpo monoclonal (mAb) intacto (145 kDa). Finalmente, a fin de estudiar 
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otros compuestos biológicamente relevantes con una estructura 

completamente diferente, se seleccionaron tres derivados del polietilenglicol 

(PEGs) cuyas estructuras recogidas en la Figura 12, están formadas por cadenas 

lineales muy hidrofílicas. Estos derivados del PEG son ampliamente empleados 

en estudios biológicos para aumentar la solubilidad y biocompatibilidad de 

algunas moléculas o incluso, para nanopartículas o medicamentos.31 Se 

escogieron tres derivados de distintos tamaños: uno de 1 kDa y dos de 20kDa, 

uno de ellos totalmente lineal y el otro ramificado, todos ellos con un grupo tiol 

en uno de sus extremos.  

 

Figura 12. Estructura de los compuestos de S seleccionados: A) PEG tiolado de 20 
kDa ramificado, B) PEG tiolado lineal de 1 y 20 kDa, C) Metionina, D) Biotina y E) SAM. 

Como se puede apreciar en la Figura 12 y la Tabla 2, todos los compuestos 

seleccionados poseen S en su estructura, lo que hace posible su detección por 

ICP-MS/MS.23,32 Además la determinación de S es importante no solo en los 
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compuestos seleccionados (péptidos, proteínas o cofactores) sino que el S está 

presente en multitud de biomoléculas relevantes como oligosacáridos, 

vitaminas o metabolitos.29,33,  

3.2. Instrumentación 

El sistema de ICP-MS empleado durante los análisis consiste en un equipo 

de tipo triple cuadrupolo 8900 ICP-MS/MS de la empresa Agilent. Para la 

comparación de los factores de respuesta los análisis se mediante análisis por 

inyección en flujo (Flow injection analysis, FIA), utilizando en el caso de los 

análisis de flujo normal una válvula de inyección de 6 vías (Rheodyne) con un 

volumen de inyección de 20 µL y unas conexiones de PEEK con un diámetro 

interno de 0.254mm. Mientras que para los análisis llevado a cabo con 

microflujos, se emplea un HPLC capilar tipo Infinity 1260 equipado con un 

automuestrador con un volumen de inyección de 1 µL de la empresa Agilent 

Technologies, con unas conexiones de nuevo de PEEK, pero en esta ocasión con 

un diámetro interno de 25 µm.  

La comparación de los factores de respuesta se lleva a cabo utilizando tres 

tipos de nebulizadores distintos, dos de ellos de flujo normal: un nebulizador 

concéntrico Micromist de la empresa Agilent y un nebulizador de flujo cruzado 

de la empresa Savillex, ambos acoplados a una cámara de nebulización de doble 

paso tipo Scott y un micronebulizador de consumo total (TCN) de la empresa 

Agilent.  

Para la dilución isotópica en línea se utilizó una bomba peristáltica miniplus 

3 (Gibson) durante los análisis de flujo normal, mientras que para los análisis de 

flujo capilar, se empleó una bomba de jeringa kdScientific (Holliston). 
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3.3. Procedimientos. 

3.3.1. Preparación curvas de calibrado 

Puesto que la concentración de las biomoléculas estudiadas pueden tener 

un papel relevante en los factores de respuesta obtenidos en ICP-MS, se llevaron 

a cabo rectas de calibrado con un total de 10 puntos (n=10) cubriendo más de 

un orden de magnitud (desde 40 hasta 1300 ppb de S). Además se inyectaron 4 

réplicas de cada punto de los correspondientes calibrados) 

Para construir las rectas de calibrado de S para cada una de las distintas 

especies, se seleccionó como método de introducción de las muestras el análisis 

por inyección el flujo (FIA) para disminuir la influencia de los fondos de la señal 

de S, típicamente observados en ICP-MS asociados a los componentes del 

equipo, el flujo de argón o a las disoluciones empleadas, así como para 

incrementar el rendimiento de los análisis. En la Figura 13 se muestra un 

diagrama de la configuración instrumental utilizada para la comparación de los 

factores de respuesta de ICP-MS mediante FIA. 
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Figura 13. Diagrama de la configuración instrumental para la comparación de 
factores de respuesta de biomoléculas de azufre en ICP-MS empleando dilución isotópica 
en línea (IDMS). 
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Las condiciones instrumentales empleadas para la comparación de los 

factores de respuesta empleadas con cada uno de los nebulizadores ensayados 

se recogen en la Tabla 3. 

Tabla 3. Condiciones instrumentales empleadas para la comparación de los factores 
de respuesta de compuestos de S mediante FIA-ICP-MS e IDMS. 

 
Nebulizador 
concéntrico 

Nebulizador de 
Flujo cruzado 

Nebulizador de 
consumo total 

Potencia 1550 W 

Distancia 
antorcha 

8 mm 

Flujo gas de 
nebulización 

1,1 L min-1 1,2 L min-1 1,0 L min-1 

Flujo fase móvil 350 µL min-1 350 µL min-1 5 µL min-1 

Flujo trazador 
34S añadido en 

línea 
350 µL min-1 350 µL min-1 2 µL min-1 

Concentración 
trazador34S 

30 ng mL-1 45 ng mL-1 300 ng mL-1 

Volumen de 
inyección 

20 µL 20 µL 1 µL 

 

La influencia de la estructura de los compuestos en la señal del ICP-MS se 

evaluó directamente a través de la comparación de los factores de respuesta de 

S obtenidos para cada uno de los compuestos ensayados, con el factor de 

respuesta obtenido para el patrón de S inorgánico certificado (32SO42-). Para ello, 

se construyeron rectas de calibrado donde la concentración experimental 

obtenida mediante la dilución isotópica en línea, se representó frente a la 

concentración de S teórica en cada punto del calibrado. A modo de ejemplo, la 

Figura 14 muestra el Fiagrama obtenido con el esquema instrumental descrito 

para el patrón de S inorgánico utilizando el nebulizador concéntrico.  
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Figura 14. Fiagrama obtenido para el patrón inorgánico de S empleando el 
nebulizador concéntrico. La línea azul se corresponde con la señal de 32S procedente el S 
natural presente en los analitos y la línea roja corresponde a la señal de 34S procedente 
del trazador añadido en línea tras la inyección. Además se representa también la 
concentración de S en cada punto del calibrado (n=4 réplicas por cada concentración) en 
ppb de S.  

Una vez construidas las rectas de calibrado para cada biomolécula de S y 

para el patrón certificado de sulfato, se comparan las pendientes mediante un 

test estadístico t-Student (con un 95% de confianza) utilizando los 3 

nebulizadores citados previamente. Una descripción detallada del tratamiento 

estadístico se recoge en el siguiente apartado.  

3.3.2. Consideraciones previas 

Existen una serie de consideraciones que han de tenerse en cuenta para 

llevar a cabo una comparación apropiada de los factores de respuesta en ICP-

MS con los distintos nebulizadores. 

En primer lugar, es necesario asegurar la ausencia de cualquier otro 

compuesto de S en las disoluciones de las biomoléculas seleccionadas que se 

emplean durante el análisis, que son diluidos directamente de los patrones 

sólidos. Dado que lo que se pretende con este estudio es evaluar la influencia de 

las distintas especies en los factores de respuesta de S, la presencia de otras 
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especies en el patrón analizado, podría influir en la señal detectada en ICP-MS 

ya que al tratarse de una especie diferente al analito seleccionado, el factor de 

respuesta obtenido en ICP-MS puede verse afectado. La posible presencia de 

otras especies de S en los patrones de los analitos es especialmente relevante 

para las proteínas, debido a la mayor dificultad de sus procesos de síntesis y 

purificación de los correspondientes patrones comerciales.  

Para la evaluar la presencia o ausencia de otras especies, cada uno de los 

patrones se diluyó de forma individual y se analizó mediante cromatografía de 

líquidos capilar utilizando dos columnas de fase reversa con cadenas C4 y C18, 

en función de la retención de cada uno de los compuestos analizados. Utilizando 

la columna C4 se analizaron todas las proteínas seleccionadas (BSA, β-caseína, 

Citocromo C y el anticuerpo), Neurokinina A y los distintos PEGs tiolados (1 kDa, 

20 kDa lineal y 20 kDa ramificado), mientras que con la columna C18 se 

analizaron los compuestos de bajo peso molecular (biotina, SAM y metionina) 

así como los péptidos de vasopresina y ACTH. Las condiciones cromatográficas 

utilizadas para el análisis con ambas columnas se recogen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Condiciones cromatográficas empleadas para el análisis de las 
biomoléculas de S mediante fase reversa con una columna C4 y HPLC capilar e ICP-MS. 

 

 

 Condiciones experimentales 

Fase móvil A H2O + 0,2% ácido fórmico 

Fase móvil B Acetronitrilo + 0,2% ácido fórmico 

Volumen de inyección 1 µL 

Flujo fase móvil 4,5 µL min-1 

Gradiente cromatográfico 
(min-%B) 

0-2, 5-2, 25-60, 28-90 

Columnas 
C4 Bioshell 300 um, 150 mm x 3,5 µm (400 Å) 

C18 Bioshell 300 um, 150 mm x 3,5 µm (400 Å) 



Capítulo 1 

 

 

81 

Cabe destacar que las columnas empleadas poseen una fase estacionaria 

formada por un núcleo duro (Core) alrededor del que se dispone una cada fina 

(Shell) de partículas de sílice, tal y como se puede ver en la Figura 15en lugar de 

tener una fase completamente porosa. Debido a esta característica este tipo de 

columnas son denominadas coreshell. Esta particularidad le confiere una 

distribución más homogénea de las partículas en su interior, además de un 

camino de difusión más corto, lo cual se traduce en una separación de proteínas 

más eficiente y con recuperaciones cromatográficas cuantitativas, incluso para 

moléculas hidrofóbicas. 34 

 

 

Figura 15. Diagrama de la estructura de las partículas de la fase estacionaria de una 
columna tipo coreshell. 

Los cromatogramas correspondientes del análisis de cada uno de los 

compuestos se encuentran a continuación, en la Figura 16. 
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Figura 16. Cromatogramas obtenidos para las distintas biomoléculas de S mediante 
HPLC capilar (fase reversa) y detección mediante ICP-MS/MS. Las señales de S 
corresponden a la relación m/z 48 (32S16O+). 
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Figura 16. Continuación 

Como se puede observar en la Figura 16, las señales correspondientes a las 

posibles impurezas de bajo peso molecular son inferiores a un 4% en todos los 

casos. Cabe resaltar que en los cromatogramas de β-caseína y PEG 1kDa se 
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obtienen picos de S (≤6%) eluyendo muy cerca del pico mayoritario de la 

especie. Estas impurezas observadas corresponden a otras isoformas de la 

especie34 y, por lo tanto, no afecta a la interpretación de los resultados de los 

posibles efectos de nebulización, puesto que al tratarse de isoformas del mismo 

compuesto se espera que tengan un comportamiento similar.  

Una vez demostrada la ausencia de impurezas de S que puedan interferir en 

el comportamiento de los distintos compuestos en el sistema de introducción de 

muestra, es necesario certificar la cantidad de S presente en cada compuesto, 

puesto que la interpretación de los resultados obtenidos en ICP-MS se vería 

seriamente comprometida al utilizar una cantidad de S errónea. Con este 

propósito, se emplea el análisis por dilución isotópica (ID) para la cuantificación 

de S en cada compuesto. A cada una de las disoluciones de cada biomolécula se 

le añadió una cantidad conocida de trazador 34S. Posteriormente, las 

disoluciones se sometieron a una digestión ácida, de forma que todo el S 

presente, tanto en las biomoléculas como el del trazador, se convirtieron en 

sulfato (SO42-). Finalmente, la cantidad de S se determina en las digestiones 

correspondientes utilizando las ecuaciones de la dilución isotópica descritas en 

el apartado 3.2.2 de la introducción.35 Dicha cuantificación de S determinada en 

cada disolución, permite calcular la pureza en masa de cada uno de los 

compuestos estudiados. La Tabla 5 muestra los resultados de pureza en masa 

obtenidos experimentalmente para cada uno de los compuestos de S, además de 

los valores de pureza proporcionados por el proveedor y la técnica utilizada 

para su obtención. 
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Tabla 5. Pureza en masa obtenida para los distintos compuestos de S mediante IDA. 
La incertidumbre asociada a cada determinación corresponde a la 1SD y se obtiene de la 
propagación de los errores individuales procedentes de la digestión ácida (n=3) y de las 
medidas de ICP-MS/MS (n=10).  

 

Como se puede observar, la pureza obtenida para los compuestos de bajo 

peso molecular y para los PEGs es cercana al 100%, valores que encajan 

perfectamente con los proporcionados por el proveedor. Por el contrario, para 

los péptidos y proteínas elegidas, la pureza en masa obtenida en inferior al 

100%. Cabe resaltar, que los valores de pureza proporcionados por el proveedor 

en el caso de los péptidos incluyen la pureza de péptido, obtenida mediante 

Compuesto Pureza (proveedor) 
Pureza en masa 

(digestión + IDA) 

Metionina ≥98% (HPLC) 99 ± 1 

Biotina ≥99% (HPLC) 102 ± 1 

SAM ≥75% (HPLC) 102 ± 3 

m-PEG-SH 1kDa - 96 ± 3 

m-PEG-SH 20kDa 
lineal 

- 101 ± 2 

m-PEG-SH 20kDa 
ramificado 

- 102 ± 1 

ACTH 
100% (HPLC) 

Contenido pépido:69% (AAA) 
70 ± 1 

Vasopresina 
100% (HPLC) 

Contenido pépido: 83% (AAA) 
83 ± 1 

Neurokinina A 
97,7% (HPLC) 

Contenido pépido: 80% (AAA) 
77 ± 2 

Citocromo C ≥95% (Electroforesis) 89 ± 2 

Β-caseína ≥98% (Electroforesis) 90 ± 2 

BSA ≥96% (Electroforesis) 91 ± 1 

mAb - 76 ± 1 
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HPLC-UV/Vis (es decir, la determinación de la ausencia de otras especies de 

naturaleza peptídica) y el contenido en péptido obtenido utilizando análisis de 

aminoácidos como método de referencia (Amino Acid Analysis, AAA). Dichos 

valores, permitieron validar los resultados obtenidos mediante la metodología 

propuesta por IDMS con su correspondiente digestión ácida. Los resultados 

recogidos en la Tabla 5 para los péptidos Vasopresina, ACTH y Neurokinina A 

(83±1%, 70±1% y 77±2%, respectivamente) encajan perfectamente con los del 

proveedor (83%, 69% y 80%, respectivamente). Mientras que para el caso de 

las proteínas, los valores de pureza en masa obtenidos para Citocromo C, BSA y 

β-caseína (89±2%, 90±2% y 91±1%, respectivamente) son significativamente 

inferiores a los proporcionados por el proveedor (>95%, >98% y >96%, 

respectivamente). En el caso de las proteínas, el fabricante solo incluye los 

valores de pureza de proteína obtenidos mediante electroforesis. Estos valores 

solamente hacen referencia a la presencia o ausencia de otras especies proteicas 

presentes en el patrón de proteína, pero no tienen en cuenta la presencia de 

sales y otras impurezas minoritarias presentes en el liofilizado. Por último, el 

proveedor del anticuerpo monoclonal no proporciona un valor de pureza.  

Estos valores certificados de contenido de S en cada uno de los compuestos 

estudiados obtenidos experimentalmente, son los empleados para el cálculo de 

las concentraciones de S teóricas de cada una de las disoluciones del calibrado 

para cada una de las biomoléculas ensayadas. 

Otro de los factores que pueden afectar a la calidad de los resultados 

obtenidos, es la estabilidad del plasma durante el desarrollo de los análisis, 

debido a las posibles derivas en la señal y a los efectos de matriz. Por lo tanto, 

han de corregirse las posibles variaciones de la sensibilidad tanto dentro del 

mismo calibrado, como entre los calibrados llevados a cabo para las distintas 

biomoléculas ensayadas. Por este motivo, se añadió un flujo constante de una 

disolución de trazador de 34S (34SO42-), que se mezcla en línea con el flujo de FIA 

(ver Figura 13). De esta forma, al emplear el trazador como patrón interno, se 

pudo determinar la relación isotópica 32S/34S (𝑅𝑒𝑥𝑝
32/34

), a partir de la señal de 32S 

procedente de las distintas biomoléculas y la señal de 34S procedente del 
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trazador añadido en línea. A continuación, empleando el tratamiento 

matemático de la IDA en línea para normalizar las áreas de pico obtenidas 

mediante los análisis por FIA. Obviamente, dichas áreas normalizadas 

corresponden a la masa de S presente en cada pico de FIA y estas, se pueden 

transformar fácilmente en concentración, teniendo en cuenta los volúmenes de 

inyección empleados en cada análisis, como se puede ver en el ecuación (12) 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑥𝑝
𝐼𝐷𝐴 =  

[𝑓𝑐𝑑]𝑡𝑟
34

𝑉𝑖𝑛𝑦
 (

𝐴𝑤𝑚

𝐴𝑤𝑡𝑟
) (

𝐴𝑡𝑟
34

𝐴𝑚
32) ∫

𝑅𝑒𝑥𝑝
32/34

 −  𝑅𝑡𝑟
32/34

1 −  𝑅𝑒𝑥𝑝
32/34

𝑅𝑚
32/34

𝑡2

𝑡1

 (12) 

 

donde d es la densidad de la disolución de trazador 34S, 𝐴𝑤𝑚 corresponde al 

peso atómico del S en la muestra y 𝐴𝑤𝑡𝑟 al peso atómico del S en el trazador; 

𝐴𝑡𝑟
34 y 𝐴𝑚

32 corresponden a las abundancias de los isótopos de 34S y 32S en el 

trazador y la muestra (natural), respectivamente. 𝑅𝑡𝑟
32/34

 y 𝑅𝑚
32/34

 son las 

relaciones isotópicas en el trazador y la muestra (natural), respectivamente. 

Finalmente, t1 y t2 son el tiempo inicial y final de los correspondientes picos de 

FIA. Cabe resaltar que el contenido de 34S presente en el patrón enriquecido fue 

certificado previamente mediante dilución isotópica inversa, obteniéndose unas 

abundancias isotópicas certificadas de 32S: 3,01 ± 0,03%, 33S: 1,24 ± 0,02% y 34S: 

95,75 ± 0,133%. 

A modo de resumen, se recoge en la Figura 17 un esquema del 

procedimiento llevado a cabo para la cuantificación de S en las correspondientes 

rectas de calibrado. 
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Figura 17. Cuantificación de S en los calibrados de FIA mediante IDMS en línea. 

Como se puede ver en la Figura anterior, la concentración experimental de 

S en cada pico obtenido mediante IDMS en línea se representa frente a la 

concentración teórica utilizada. De esta forma, una pendiente de 1 significa que 

la concentración experimental obtenida es idéntica a la concentración teórica 

calculada en cada punto, lo cual quiere decir que la eficiencia de nebulización (o 

lo que es lo mismo el factor de respuesta), es idéntico al del S inorgánico del 

trazador empleado para la cuantificación. Además, esta normalización de la 

señal utilizada permite no solo la comparación de los factores de respuesta de 

las distintas biomoléculas con respecto al patrón inorgánico de S, sino también 

la comparación de las diferencias entre los distintos nebulizadores empleados 

puesto que el primer término de la ecuación (12) tiene en cuenta el cambio de 

flujo (f), la concentración (c) del trazador de 34S y el Viny  de la muestra empleado 

en cada nebulizador.  
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Cabe resaltar que cada uno de los calibrados se normalizó con la señal de 

34S añadida en línea, por tanto en cada calibrado se está comparando 

directamente con la señal de un patrón inorgánico de sulfato (enriquecido en 

34S). Por ello, el factor de respuesta obtenido para cada biomolécula indica en sí 

mismo, el factor de respuesta relativo, es decir, la diferencia en la eficiencia de 

nebulización, con respecto al patrón inorgánico. Prueba de ello es, como se verá 

continuación, que los factores de respuesta obtenidos con la metodología 

propuesta para los patrones de S inorgánico (natural) es siempre cercano a 1 

para todos los nebulizadores empleados.  

3.3.3. Comparación estadística de las pendientes de calibrado 

Con objeto de comparar los factores de respuesta de cada biomolécula 

ensayada con el factor de respuesta del patrón inorgánico de S, se lleva a cabo 

una comparación estadística de dos rectas de calibrado mediante un test 

estadístico t-Student. Para ello, se toma como hipótesis nula H0 la igualdad de 

las pendientes a comparar (H0: b1 =b2, b1-b2=0), siendo b la pendiente obtenida 

de la correspondiente regresión lineal.  

En primer lugar, es necesario asegurar que la similitud de las varianzas de 

las poblaciones envueltas en la comparación mediante un test F Fisher-

Snedecor. Dicho test, consiste en la división de las dos varianzas asegurando un 

valor superior a 1. Una vez obtenido el valor de Fexp se compara con el valor de 

F tabulado en las tablas F-Fisher de una cola. En este caso, la hipótesis nula es la 

igualdad de las varianzas estudiadas (H0: S21 = S22). El cálculo del valor de Fexp se 

obtiene mediante la siguiente ecuación: 

𝐹𝑒𝑥𝑝 =  𝑆(𝑦𝑥)1
2 𝑆(𝑦𝑥)2

2⁄  (13) 

Siendo 𝑆(𝑦𝑥)1
2  el cuadrado del error estándar relativo de las regresiones 

lineales que sigue una distribución F-Fisher con n1-1 y n2-1 grados de libertad, 

donde n es el tamaño de la población. Según los resultados obtenidos a partir 

del test F de Fisher, existen dos posibilidades. 
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1. La hipótesis nula no puede ser rechazada si el valor de F tabulado es 

menor que el valor de F obtenido experimentalmente (Ftab < Fexp), por 

tanto, las varianzas son estadísticamente indistinguibles. En este caso, 

se considera que las poblaciones a comparar siguen una distribución t 

de Student con n1+n2-4 grados de libertad. El valor de t experimental 

(texp) se calcula mediante la siguiente ecuación 

𝑡𝑒𝑥𝑝 = (𝑏1 − 𝑏2) √𝑆(𝑦𝑥)𝑐𝑜𝑚𝑏
2  (

1

∑(𝑋𝑖,1 − �̅�1)
2 +

1

∑(𝑋𝑖,2 − �̅�2)2 
)⁄  (14) 

con 𝑆(𝑦𝑥)𝑐𝑜𝑚𝑏
2 =  

(𝑛1−2)𝑆(𝑦𝑥)1
2 + (𝑛2−2)𝑆(𝑦𝑥)2

2

𝑛1+ 𝑛2−4
 (15) 

 

siendo b1 y b2 los valores de las pendientes y S(yx)1 y S(yx)2 el cuadrado 

de los errores estándar de las dos líneas de regresión a comparar. 

2. Cuando la hipótesis nula puede ser rechazada (Ftab > Fexp), es decir, las 

varianzas de las pendientes que se van a comparar son 

estadísticamente diferentes. Entonces, el valor de t experimental (t’exp) 

se calcula empleando la ecuación 

𝑡′𝑒𝑥𝑝 =  
(𝑏1 − 𝑏2)

√(
𝑆(𝑦𝑥)1

2

∑(𝑋𝑖,1 − �̅�1 )
2) + (

𝑆(𝑦𝑥)2
2

∑(𝑋𝑖,2 − �̅�2 )
2)

⁄

 

(16) 

Con f grados de libertad 𝑓 =  

[(
𝑆(𝑦𝑥)1

2

∑(𝑋𝑖,1− �̅�1)
2) + (

𝑆(𝑦𝑥)2
2

∑(𝑋𝑖,2− �̅�2)
2 )]

(
𝑆(𝑦𝑥)1

2

∑(𝑋𝑖,1− �̅�1)
2

)

2

𝑛1
 + 

(
𝑆(𝑦𝑥)2

2

∑(𝑋𝑖,1− �̅�1)
2

)

2

𝑛2
 

 (17) 

En ambos casos descritos, si el valor de texp o t’exp supera el valor crítico de t 

(ttab), al nivel de confianza dado (en este caso, 95%), que se puede encontrar en 

las tablas t de Student36, la hipótesis nula (H0: b1 =b2) es rechazada. Esto quiere 

decir, que las pendientes no son estadísticamente indistinguibles.37 
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Adicionalmente, todos los resultados estadísticos se comprobaron 

empleando el software Statgraphics Centurion XVI (disponible en 

Statgraphic.net) obteniendo los mismos resultados.  

3.3.4. Caso particular del análisis de la fosfoproteína β-caseína: 

medida de P 

Por último, se compararon los factores de respuesta en ICP-MS obtenidos 

para dos elementos distintos presentes en la misma biomolécula, a fin de validar 

los resultados obtenidos para S. En este caso, se eligió el análisis de P en la β-

caseína, que se encuentra fosforilada. Además la β-caseína se ha empleado con 

regularidad en estudios de fosforilación. Análogamente a los análisis de las 

biomoléculas de S, se determinó la ausencia de otras impurezas de P en la 

disolución del patrón de proteína. Para ello, se analizó la proteína mediante 

HPLC capilar  equipado con una columna de fase reversa C4, utilizando los 

mimos parámetros instrumentales que los empleados para los compuestos de S 

(Tabla 4). El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 18 

 

Figura 18. Cromatograma obtenido para la proteína β-caseína mediante capHPLC –
ICP-MS/MS. La señal corresponde a la relación m/z 47 (31P16O+). 

Como se puede ver, las impurezas de bajo peso molecular presentes en la 

disolución del patrón es <1%. Asimismo, se observaron de nuevo las isoformas 

de la proteína detectadas en el análisis de S, eluyendo justo antes del pico 



Capítulo 1 

 

 

92 

principal de proteína, cuya presencia no afecta al comportamiento de la proteína 

en el sistema de nebulización puesto que se trata de la misma especie.  

A continuación, se determinó el contenido total de P presente en la 

disolución. De forma análoga a la determinación de S total realizada para las 

biomoléculas de S, la cantidad de P total se determinó tras una digestión ácida 

de la disolución que contiene β-caseína, con objeto de convertir todas las 

especies de P en fosfato, y su correspondiente medida en ICP-MS/MS. Sin 

embargo, debido a la imposibilidad de llevar a cabo el análisis mediante IDMS 

(puesto que el 31P es monoisotópico), en este se empleó un calibrado externo 

para la cuantificación construido con un patrón inorgánico certificado de P. De 

esta forma, la cantidad de P determinada en la disolución de β-caseína, se 

empleó para el cálculo de las concentraciones teóricas de P en cada punto.  

A diferencia de los análisis de las biomoléculas de S, para la comparación de 

los factores de respuesta de P en ICP no se empleó un flujo constante de un 

isótopo enriquecido, ya que como se ha comentado el P es monoisotópico. En 

este caso, la cuantificación de P (concentración de P experimental) se determinó 

a través de la medida de un calibrado de P inorgánico certificado. De forma que 

se construyeron de nuevo las correspondientes rectas de calibrado para el P 

presente en la β-caseína, representando la concentración experimental de P, 

obtenida mediante calibración externa de un patrón de P inorgánico, frente a la 

concentración de P teórica en cada punto para los tres nebulizadores ensayados. 

Un esquema de la metodología descrita se muestra en la Figura 19. 



Capítulo 1 

 

 

93 

 

Figura 19. Cuantificación de P en la disolución de β-caseína mediante calibración 
externa. 
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4.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Comparación crítica de los factores de respuesta 

en ICP-MS utilizando rectas de calibrado 

Como se comentó en el apartado Experimental del presente Capítulo, se 

construyeron las rectas de calibrado de las distintas especies de S seleccionadas 

utilizando los Fiagramas para cada uno de los tres nebulizadores ensayados 

(uno concéntrico, uno de flujo cruzado y un micronebulizador de consumo 

total), con el objetivo de llevar a cabo una comparación estadística de los 

factores de respuesta obtenidos en ICP-MS con los tres sistemas de 

nebulización. Para la construcción de las rectas de calibrado, se empleó la media 

de las 4 inyecciones realizadas para cada punto del calibrado (n=10 puntos de 

calibrado) y las incertidumbres correspondientes se representaron frente a la 

concentración teórica en cada punto, para cada una de las biomoléculas 

escogidas (n=14 compuestos). 

4.1.1.  Comparación factores de respuesta obtenidos 

empleando un nebulizador de microflujos de 

consumo total: 

En primer lugar, se evaluaron los factores de respuesta de los 14 

compuestos de S empleando un micronebulizador de consumo total (TCN). Las 

rectas de calibrado obtenidas para cada uno de los 14 compuestos, tras la 

integración de los correspondientes Fiagramas y la transformación del área 

obtenida en cada punto en concentración experimental de S utilizando la 

ecuación (12), se encuentran recogidas en la Figura 20. 
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Figura 20. Curvas de calibrado obtenidas para cada uno de los 14 compuestos de S 
estudiados utilizando el micronebulizador de consumo total. Las barras de 
incertidumbre corresponden a un 95% de confianza (2 desviaciones estándar, 2SD de las 
4 réplicas inyectadas en cada punto). Los colores corresponden a: sulfato (azul), 
metionina (marrón), SAM (rojo), biotina (violeta), .PEG-SH 1kDa (rosa), m.PEG.SH 20 kDa 
lineal (verde oscuro), m-PEG-SH 20kDa ramificado (negro), Citocromo C (naranja), β-
caseína (gris), BSA (amarillo), mAb (verde claro), ACTH (granate), Vasopresina (gris 
oscuro) y Neurokinina A (azul claro). 

Como se puede ver claramente en la Figura anterior, los factores de 

respuesta obtenidos para cada uno de los compuestos son idénticos, estando 

todos ellos en un rango entre 0,958 ±0,020 y 1,043 ±0,036, cuyos valores 

corresponden a los factores de respuesta de β-caseína y Citocromo C, 

respectivamente. Además, la precisión asociada a cada punto individual de las 

rectas del calibrado de las distintas especies fue adecuada, encontrándose todos 

los valores ente 0,5 y 15%, con un valor medio de 5,0% de desviación estándar 

relativa (Relative Standar Deviation, RSD).  

Adicionalmente, se llevó a cabo la comparación estadística de las pendientes 

de las rectas de calibrado para cada uno de los compuestos de S con la pendiente 

obtenida para el patrón de S inorgánico. Dichos valores estadísticos obtenidos 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado experimental, así como los 

valores de pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de regresión se 

muestran en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Comparación estadística de los valores de las pendientes obtenidas para el 
patrón inorgánico y los compuestos estudiados utilizando un micronebulizador de 
consumo total (TCN). Se aplicó un test t-Student de dos colas a un 95% de confianza: 
tamaño de la población en cada regression n=10, Sb: error estándar de la pendiente 
(1SD), Sa: error estándar de la ordenada en el origen (1SD), S(yx): error estándar de la 
regresión (1SD), texp and t’exp se calcularon según las ecuaciones (14) y (16)Los valores 
críticos de t se obtuvieron de las tablas de t-Student a un 95% de confianza. 
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Los resultados recogidos en la Tabla anterior, confirman la igualdad entre 

los factores de respuesta de todos los compuestos de S estudiados y el patrón de 

S inorgánico cuando se emplea un micronebulizador de consumo total. De 

hecho, el valor medio de todos los factores de respuesta obtenidos (es decir, las 

pendientes de calibrado) es de 0,998. Además, los valores de incertidumbre 

asociados a las pendientes son en todos los casos menores a un 3,5 % RSD. De 

hecho, todos los puntos de los distintos calibrados (n= 10) de los 14 compuestos 

de S analizados se pudieron representar en una misma grafica “multiespecies” 

dando como resultado la gráfica recogida en la Figura 21 con n=140 puntos.  

 

Figura 21. Concentración experimental de S obtenida para todos los compuestos de 
S ensayados (n=14) a los distintos niveles de concentración (n=10) representados frente 
a la concentración teórica de S en cada punto utilizando un micronebulizador de 
consumo total (TCN). La incertidumbre asociada a cada punto individual corresponde a 
un 95% de confianza (2SD, n=4 réplicas).  

Como se puede ver, se obtuvo un excelente correlación entre la 

concentración experimental y la teórica para todos los puntos (0,997x + 1,069) 

con una muy buena linealidad (r2=0,993). 

Estos resultados demostraron que se puede obtener una respuesta 

completamente independiente de la especie cuando se usa un TCN acoplado al 

ICP-MS. Basándose en los resultados obtenidos para los factores de respuesta 

utilizando un TCN, que la certificación del contenido de S llevada a cabo 
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previamente fue adecuada. De igual modo, los resultados demuestran una 

completa disolución de las especies en el medio utilizado durante el estudio. 

Dichas conclusiones son relevantes puesto que las mismas disoluciones 

empleadas durante los ensayos con el micronebulizador de consumo total, se 

utilizaron para los análisis con los dos nebulizadores de flujo normal 

(concéntrico y flujo cruzado) y, por tanto, cualquier diferencia en la respuesta 

de los compuestos observados solamente puede ser adscrita a una diferencia en 

la eficiencia de nebulización de las especies. 

4.1.2. Comparación de los factores de respuesta obtenidos 

empleando nebulizadores de flujo normal 

A continuación, se evaluaron los posibles efectos en la respuesta en ICP-MS 

utilizando dos nebulizadores de flujo normal: uno de ellos concéntrico y otro de 

flujo cruzado, ambos equipados con una cámara de nebulización de doble paso 

tipo Scott. Para la comparación de los factores de respuesta, se prepararon las 

mismas rectas de calibrado que las descritas en el apartado anterior para TCN 

empleando FIA-IDMS en línea. Una vez obtenidos los Fiagramas 

correspondientes, tanto para el patrón inorgánico de S como para los distintos 

compuestos, se construyeron las correspondientes regresiones siguiendo el 

protocolo descrito en el apartado 3.3 de la parte experimental del presente 

Capítulo. Las rectas de calibrado obtenidas para ambos nebulizadores se 

muestran en la Figura 22.  
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Figura 22. Curvas de calibrado obtenidas para cada uno de los 14 compuestos de S 
estudiados utilizando A) nebulizador concéntrico y B) Nebulizador de flujo cruzado. Las 
barras de incertidumbre corresponden a un 95% de confianza (2 desviaciones estándar, 
2SD de las 4 réplicas inyectadas en cada punto). Los colores corresponden a: sulfato 
(azul), metionina (marrón), SAM (rojo), biotina (violeta), .PEG-SH 1kDa (rosa), m.PEG.SH 
20 kDa lineal (verde oscuro), m-PEG-SH 20kDa ramificado (negro), Citocromo C 
(naranja), β-caseína (gris), BSA (amarillo), mAb (verde claro), ACTH (granate), 
Vasopresina (gris oscuro) y Neurokinina A (azul claro). 

Tal y como se puede ver en la figura anterior, al contrario de los que sucedía 

cuando se empleaba el TCN, existen diferencias significativas en la respuesta en 

ICP-MS para los distintos compuestos en ambos nebulizadores. En cuanto a los 
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valores de precisión asociados a cada punto individual del calibrado, fueron de 

nuevo adecuados, con valores medios de 5,1 % y 4,4 %, para el nebulizador 

concéntrico y el de flujo cruzado, respectivamente. Análogamente a los 

resultados del TCN, se llevó a cabo el tratamiento estadístico correspondiente a 

fin de concretar cuáles de las especies estudiadas presentaron una respuesta 

significantemente distinta a la del patrón inorgánico de S. Los valores 

estadísticos de la comparación de las regresiones obtenidos tras el tratamiento 

estadístico aplicado, se recogen en las Tabla 7 y Tabla 8.  

De nuevo, los valores de incertidumbre de las pendientes (Tabla 7 y Tabla 

8) fueron adecuados, por debajo de un 3,5% en el caso del nebulizador 

concéntrico y 2,4 % RSD para el nebulizador de flujo cruzado. Del mismo modo, 

los coeficientes de regresión obtenidos para todos los compuestos fueron 

excelentes, encontrándose estos en un rango entre 0,990-0,999 y 0,996-0,999 

para el nebulizado concéntrico y el de flujo cruzado, respectivamente.  

En la Figura 22 se puede ver claramente como los factores de respuestas de 

un conjunto de compuestos están muy cercanos a la unidad en ambos 

nebulizadores, es decir, al mismo valor proporcionado por el patrón inorgánico. 

Este grupo de compuestos con factores de respuesta indistinguibles, 

corresponden a los compuestos de bajo peso molecular (biotina, SAM, 

metionina). Sorprendentemente, esta misma tendencia se observó también para 

los derivados del PEG, incluso para aquellos con un peso molecular más elevado 

(20kDa) y una estructura más compleja (PEG 20kDa ramificado), además de 

para los péptidos de Vasopresina y ACTH. De hecho, el valor medio obtenido 

para las pendientes de todos estos compuestos (con un factor de respuesta 

cercado a 1) fue de 1,008 y 1,001 para el nebulizador concéntrico y el de flujo 

cruzado, respectivamente. Adicionalmente, el tratamiento estadístico llevado a 

cabo (Tablas 6 y 7) demostró que los factores de respuestas proporcionados por 

dichos compuestos eran estadísticamente indistinguible al mostrado por el 

patrón inorgánico. 

Por el contrario, las proteínas mostraron unos factores de respuesta en ICP-

MS significativamente diferentes, como se ve claramente en la Figura 22a y b. 
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De hecho, los resultados del tratamiento estadístico (Tablas 6 y 7) del test t de 

Student de comparación de pendientes, demostraron que las pendientes son 

estadísticamente distinguibles cuando éstas se compararon con la pendiente 

correspondiente al patrón inorgánico para ambos nebulizadores. En el caso de 

las proteínas de bajo y medio peso molecular (Citocromo C, β-caseína y BSA) os 

valores de las pendientes obtenidos abarcan valores desde 0,603 a 0,752 para 

el nebulizador concéntrico y 0,599 a 0,678 para el nebulizador de flujo cruzado. 

Sin embargo, para el anticuerpo monoclonal, con un mayor peso molecular y 

estructura más compleja, el factor de respuesta observado fue mucho más bajo, 

de 0,403 y 0,412 para el nebulizador concéntrico y el de flujo cruzado, 

respectivamente. Sorprendentemente, uno de los péptidos estudiados, 

Neurokinina A, mostraba un comportamiento diferencial con respecto al patrón 

inorgánico, con un valor intermedio entre el comportamiento de las proteínas y 

el de los compuestos de bajo peso molecular y los derivados del PEG. El valor de 

la pendiente, es decir, el factor de respuesta obtenido fue ligeramente inferior a 

1, 0,871 y 0,874 para el nebulizador concéntrico y de flujo cruzado, 

respectivamente. A pesar de ser un valor muy cercado a 1, fue suficiente para 

observar diferencias estadísticas en su comportamiento.  

Los resultados aquí descritos mostraros una evidencia clara de la influencia 

de las especies en la señal de ICP-MS, al menos cuando se emplean 

nebulizadores de flujo normal para las cuatro proteínas estudiadas y el péptido 

más hidrofóbico de los ensayados. 
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Tabla 7. Comparación estadística de los valores de las pendientes obtenidas para el 
patrón inorgánico y los compuestos estudiados utilizando el nebulizador concéntrico. Se 
aplicó un test t-Student de dos colas a un 95% de confianza: tamaño de la población en 
cada regression n=10, Sb: error estándar de la pendiente (1SD), Sa: error estándar de la 
ordenada en el origen (1SD), S(yx): error estándar de la regresión (1SD), texp and t’exp se 
calcularon según las ecuaciones (14) y (16). Los valores críticos de t se obtuvieron de las 
tablas de t-Student a un 95% de confianza 
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Tabla 8. Comparación estadística de los valores de las pendientes obtenidas para el 
patrón inorgánico y los compuestos estudiados utilizando el nebulizador de flujo 
cruzado. Se aplicó un test t-Student de dos colas a un 95% de confianza: tamaño de la 
población en cada regression n=10, Sb: error estándar de la pendiente (1SD), Sa: error 
estándar de la ordenada en el origen (1SD), S(yx): error estándar de la regresión (1SD), 
texp and t’exp se calcularon según las ecuaciones (14) y (16). Los valores críticos de t se 
obtuvieron de las tablas de t-Student a un 95% de confianza 
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4.1.3. Comparación global de los factores de respuesta 

relativos  

Por último, a modo de resumen de todos los resultados obtenidos para los 

factores de respuesta observados para los distintos compuestos con los 3 

nebulizadores escogidos, se calcularon los factores de respuesta relativos 

(expresado en porcentaje) para cada uno de ellos. Para ello, el factor de 

respuesta (pendiente del calibrado) para cada uno de los compuestos es estudio, 

se refirió al factor de respuesta del patrón inorgánico (muy cercano a la unidad) 

con cada uno de los nebulizadores. De forma que, un valor de factor de respuesta 

relativo de un 100% significaría que la especie se comporta de la misma manera 

que el patrón inorgánico elegido como referencia. Los valores obtenidos como 

resultado de la operación se recogen en la Figura 23. 

 

Figura 23. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos utilizando el nebulizador 
concéntrico (azul), nebulizador de flujo cruzado (naranja) y TCN (gris) para todas las 
biomoléculas estudiadas. La incertidumbre asociada a cada pendiente corresponde a un 
nivel de confianza de 95% (2SD) y fue propagada teniendo en cuenta la incertidumbre 
asociada a las pendientes del patrón inorgánico y de la correspondiente biomolécula.  
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Como se puede ver, y como ya se comentó en el apartado anterior, todos los 

valores obtenidos empleando el TCN, así como los de los compuestos de bajo 

peso molecular (biotina, SAM y metionina), derivados del PEG y los péptidos de 

Vasopresina y ACTH para los nebulizados de flujo cruzado y concéntrico se 

encontraron muy cercanos al 100%. De hecho, encajan perfectamente en el 

intervalo de valores aceptados con un 95% de confianza (desde 95 hasta 105%, 

que se encuentran representados en la Figura 23 con una línea roja de puntos). 

Dichos datos, confirman los resultados observados durante el tratamiento 

estadístico donde se demostró la igualdad estadística de los factores de 

respuesta de estas especies con respecto al patrón inorgánico. Por otro lado, 

como se pudo ver en la Figura 23A y B, los factores de respuesta para las 

proteínas y el péptido Neurokinina A fueron significantemente inferiores al 

100%.  

Los resultados recogidos en la Figura 23, sugieren que el comportamiento 

diferencial observado con los nebulizadores de flujo normal, no depende 

únicamente del tamaño de las especies estudiadas, puesto que, compuestos de 

elevado tamaño como los PEGs de 20kDa pero con una estructura más lineal 

mostraron una respuesta indistinguible a la del patrón inorgánico (con valores 

que se encuentran entre 97±5% y 103±2%). Mientras que proteínas de un 

menor tamaño como el Citocromo C (13,5 kDa) o de un tamaño similar como la 

β-caseína (23,5 kDa) mostraron un valor significativamente inferior. De hecho, 

a pesar de la diferencia de tamaño existente entre los PEGs estudiados de 1 a 20 

kDa, no se observaron respuestas diferentes en ICP-MS. Por tanto, parece que 

otro factor que juega un papel importante en el comportamiento diferencial 

observado en la nebulización es la hidrofobicidad de los compuestos. Para 

facilitar la interpretación de los resultados obtenidos, se recoge en la Tabla 9 un 

resumen de las características hidrofóbicas y el tamaño de los péptidos y 

proteínas estudiados. 
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Tabla 9. Tamaño, carácter hidrofóbico y factores de respuesta relativos de los 
péptidos y proteínas estudiados. 

 
Tamaño, 

kDa 
% hidrofobicidad30 

ACTH 2,1 22 

Vasopresina 1,1 29 

Neurokinina A 1,1 40 

Citocromo C 13 31 

Β-caseína 24 54 

BSA 66 38 

mAb intacto 145 38 

 

La influencia del carácter hidrofóbico en la respuesta del ICP-MS se pudo 

ver claramente en el análisis de los péptidos (ver Figura 23), donde el único de 

ellos que mostró una respuesta inferior al patrón inorgánico (87±4% para los 

dos nebulizadores), fue el de mayor hidrofobicidad, Neurokinina A con un 40% 

de hidrofobicidad)30 a pesar de su pequeño tamaño (1,1 kDa). Mientras que para 

los otros dos péptidos analizados, sus respuestas fueron indistinguibles 

(103±7% y 100±4%), incluso para la hormona ACTH cuyo peso molecular es el 

doble que para los demás péptidos.  

En cuanto a los análisis de las proteínas, una proteína de pequeño tamaño 

como el Citocromo C presentó un valor significativamente inferior al del patrón 

inorgánico (60±4%). En el caso de proteínas de mayor peso molecular β-caseína 

y BSA, proporcionaron valores similares de factores de respuesta en ambos 

nebulizadores para el nebulizador concéntrico los valores fueron de 72±3% y 

75±3%, respectivamente, mientras que para el nebulizador de flujo cruzado fue 

de 63±2% y 67±3%, respectivamente. Por otra parte, el valor mostrado por el 

anticuerpo fue muy inferior al del resto de biomoléculas, 40±3% para 

nebulizador concéntrico y 41±2% para nebulizador de flujo cruzado. Cabe 

resaltar, que ambos nebulizadores mostraron la misma tendencia y cabe 
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esperar, que otros nebulizadores con principios de nebulización y 

características semejantes tengan un comportamiento muy similar. 

Sin embargo, los valores de hidrofobicidad de las proteínas (ver Tabla 9) no 

parecen explicar por si solos las diferencias observadas en los factores de 

respuesta para dichos compuestos con nebulizadores de flujo normal. De hecho, 

las diferencias de nebulización observadas en las proteínas parecen ser 

resultados de la combinación del carácter hidrofóbico con el tamaño de las 

biomoléculas. Por ejemplo, al comparar los valores obtenidos para la 

Neurokinina A, con un valor de hidrofobicidad elevado (40%) con los de las 

proteínas BSA o mAb (cuyos valores de hidrofobicidad son muy similares a los 

del péptido, 38%), la diferencia en los factores de respuesta mostrados por estos 

tres compuestos parecen venir dados por la enorme diferencia en sus tamaños 

(1,1, 66 y 145 kDa). Dichos factores de respuestas disminuyeron a medida que 

el tamaño de las biomoléculas aumenta para ambos nebulizadores de flujo 

normal  

En este punto es interesante mencionar que el cálculo del % de 

hidrofobicidad30 solamente tiene en cuenta el número de residuos hidrofóbicos 

presentes en la estructura, por tanto, la presencia de otros grupos como 

modificaciones postraduccionales o grupos prostéticos dentro de la proteína, 

que podrían aportar hidrofobicidad a la estructura, no se reflejan en este cálculo. 

Este es el caso del Citocromo C, puesto que su comportamiento no se puede 

explicar solamente teniendo en cuanta su pequeño tamaño o el carácter 

hidrofóbico. El Citocromo C posee en su estructura un grupo Hemo muy 

hidrofóbico, que además debe alojarse en una cavidad muy hidrodofóbica de la 

estructura aminoacídica,38 lo que le confiere una enorme hidrofobididad que no 

está reflejada con el cálculo de los residuos que lo componen. Este podría ser el 

motivo por el cual el factor de respuesta proporcionado por el Citocromo C fue 

inferior al de otras proteínas de mayor tamaño como la BSA o β-caseína, a pesar 

de su hidrofobicidad relativamente baja (31%). En esta misma línea, la 

incorporación de hasta 5 grupos fosfato hidrofílicos en la estructura de la β-

caseína, podría explicar los factores de respuesta relativamente altos obtenidos 
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(en el orden de los obtenidos para la BSA), a pesar de que su valor de 

hidrofobicidad calculado son los residuos que forman parte de su estructura es 

más elevado (54%). 

4.2. Evaluación de distintas condiciones de operación 

Una vez demostrada la existencia de diferencias en la eficiencia de 

nebulización de las especies en ICP-MS cuando se emplearon nebulizadores de 

flujo normal, se evaluó si estas diferencias persistían en distintas condiciones de 

operación. Para ello, se selección el nebulizador concéntrico y las proteína BSA 

como modelo para llevar a cabo el estudio, puesto que dicha proteína 

presentaba un comportamiento intermedio de todas las especies estudiadas, 

además de ser una proteína muy empleada como proteína de referencia en 

metodologías de cuantificación absoluta.39 Para estos estudios se seleccionó el 

IDA en disolución, en lugar de la IDMS en línea para minimizar la cantidad de 

análisis.  

A una disolución de concentración conocida de BSA (que contiene en su 

estructura S natural) se le añadió una cantidad conocida de disolución de 

trazador enriquecido isotópicamente en 34S (34SO42-). De esta forma, en la misma 

disolución se pudo determinar la relación isotópica 32S/34S, la cual se 

transformó directamente (empleando las ecuaciones de la dilución isotópica 

convencional descritas en el apartado 3.2.2.1 de la Introducción General) en 

concentración de S. Por lo tanto, el factor de respuesta relativo (%) se obtuvo 

directamente de la comparación de la concentración experimental de 32S 

obtenida mediante IDMS y la concentración teórica añadida inicialmente. 

4.2.1. Evaluación del flujo de gas de nebulización empleado 

En primer lugar, se evaluó la influencia del flujo de gas de nebulización 

(Argon) en la respuesta dependiente de la especie del ICP-MS. Se variaron los 

flujos de argón desde 1 hasta 1,25 L min-1 en intervalos de 0,05 L min-1, 

manteniendo constante el flujo de líquido (400 µL min-1). Como resultado de 

análisis se obtuvo la Figura 24, donde se puede ver cómo evoluciona la señal de 
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32S, procedente del S natural de la proteína BSA, y la señal de 34S, que proviene 

del trazador enriquecido añadido. 

 

Figura 24. Evolución de la señal en ICP-MS para 32S (rombos) procedente del S 
natural de la BSA y 34S (círculos) procedente del trazador enriquecido obtenidas para 
una disolución de BSA con un nebulizador concéntrico con la modificación del flujo de 
gas de nebulización.  

Como se puede observar, la señal se vio afectada por el cambio de flujo de 

gas de nebulización en ambos isótopos (32S y 34S), llegando a un máximo de 

sensibilidad con un valor de 1,15 L min-1 de Argon. Sin embargo, la diferencia 

entre las señales de los dos isótopos parece permanecer constante. De hecho, al 

tomar los datos recogidos en la Figura y transformarlos en el factor de respuesta 

relativo, es decir, al cuantificar la cantidad de 32S presente en la disolución 

empleando las ecuaciones de la dilución isotópica y referirlo a la cantidad de 32S 

teórica de la disolución, se pudo ver cómo, efectivamente, la diferencia en la 

nebulización observada para la BSA en el estudio anterior (75±3%), donde se 

comparaban las pendientes (es decir, los factores de respuesta) de rectas de 

calibrado mediante IDMS en línea, no se vio afectada por el cambio en el flujo de 

argón, obteniéndose un valor medio para este factor de respuesta de 71±4%. 
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Figura 25. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos para una disolución de 
BSA empleando un nebulizador concéntrico con distintos flujos de gas de nebulización. 
Las barras de error corresponden a un nivel de confianza del 95% (2SD).  

4.2.2. Evaluación del flujo de líquido portador 

En segundo lugar, se llevó a cabo el mismo estudio pero manteniendo en 

este caso el flujo de gas de nebulización constante (1,1 L min-1), pero 

modificando el flujo de líquido que llega al plasma. De nuevo, la cantidad de flujo 

que llega al plasma influye en la sensibilidad obtenida en el ICP-MS, es decir, la 

señal obtenida para ambos isótopos (ver Figura 26). Como se puede ver, la señal 

aumentaba cuanto mayor era el flujo de líquido empleado para la introducción 

de la muestra, aunque esta variación en la sensibilidad observada fue mucho 

menos acusada que en el caso del flujo de gas de nebulización. 
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Figura 26. Evolución de la señal en ICP-MS para 32S (rombos) procedente del S 
natural de la BSA y 34S (círculos) procedente del trazador enriquecido obtenidas para 
una disolución de BSA con un nebulizador concéntrico con la modificación del flujo de 
líquido.  

Sin embargo, igual que en el caso del gas de nebulización, esta variación en 

el flujo no modificó la diferencia de nebulización observada en los estudios 

previos para la disolución de BSA ( ver Figura 27), obteniendo de nuevo un valor 

medio muy próximo al obtenido con los análisis por FIA e IDMS de 72 ± 2%.  

 

Figura 27. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos para una disolución de 
BSA empleando un nebulizador concéntrico con distintos flujos de líquido. Las barras de 
error corresponden a un nivel de confianza del 95% (2SD). 
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4.2.3. Evaluación de la temperatura de la cámara de 

nebulización 

Otro de los factores que pueden afectar a la respuesta obtenida en ICP-MS 

es la temperatura de la cámara de nebulización. La misma disolución de BSA a 

la que se le añadió una cantidad conocida de trazador 34S se analizó variando la 

temperatura de la cámara de nebulización, de nuevo, empleando un nebulizados 

concéntrico acoplado a una cámara de nebulización de doble paso. Se evaluó la 

influencia de cuatro temperaturas diferentes (-5, 2, 10 y 20oC). Los resultados 

obtenidos en dicho análisis se recogen en la Figura 28.  

 

Figura 28. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos para una disolución de 
BSA empleando un nebulizador concéntrico con distintos temperaturas de la cámara de 
nebulización. Las barras de error corresponden a un nivel de confianza del 95% (2SD). 

De forma análoga a los estudios anteriores, donde se varió el flujo de gas de 

nebulización y el flujo de introducción de muestra, no se observaron variaciones 

en el factor de respuesta de la BSA en ninguna de las temperaturas ensayadas. 

El valor medio obtenido en este caso, fue de 73 ± 2%, muy similar al obtenido 

en los estudios de FIA-IDMS realizados previamente (75 ± 3%,). 
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4.2.4. Evaluación del contenido salino 

Por último, se evaluó el posible impacto del contenido salino en el factor de 

respuesta de la BSA en ICP-MS. Dada la pérdida de información estructural en la 

fuente de ICP-MS, como se ha comentado a lo largo de la introducción del 

presente Capítulo, para obtener una cuantificación absoluta de las distintas 

especies presentes en una muestra biológica, es necesario el uso de una 

cromatografía previa que nos permita discernir entre las especies antes de su 

atomización e ionización en el ICP. Los tipos de cromatografía más empleados 

en análisis de proteínas con ICP-MS son la cromatografía de exclusión por 

tamaños (SEC) y la cromatografía de intercambio iónico (IEC)40,41 ambas 

basadas en el uso de sales, ya sea en isocrático o en gradiente, para la elución de 

las especies. Por ello, se seleccionaron dos sales típicamente empleadas en este 

tipo de análisis, acetato de amonio y TRIS-HCl (pH 7,4), para evaluar la 

influencia de la presencia de sales en la disolución de BSA estudiada, emulando 

las condiciones que se producen a la salida de una columna cromatográfica 

antes de su entrada en el ICP-MS. 

Se empleó para el análisis, la misma disolución de BSA utilizada en los 

estudios previos con el trazador de 34S, pero en esta ocasión se le añadió una 

cantidad creciente de las sales elegidas, acetato de amonio y TRIS-HCl. De forma 

que la concentración final de las sales en la disolución de BSA se encontraba en 

un rango desde 0 hasta 1M.  
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Figura 29. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos para la disolución de BSA 
con diferente contenido salino desde 0 a 1M de dos sales distintas: acetato de amonio 
(barras negras), TRIS-HCl (barras blancas). Las barras de error corresponden a un nivel 
de confianza del 95% (2SD). 

Una vez más, el cálculo de los factores de respuesta relativos obtenido para 

la BSA en las distintas condiciones salinas empleando IDA convencional, 

permaneció inalterado (Figura 29). Los valores de precisión obtenidos para las 

distintas sales en las nueve concentraciones salinas estudiadas, fueron 

excelentes, 73 ± 4% para las disoluciones de acetato de amonio y 73 ± 1% para 

el TRIS-HCl. Dichos valores, son de nuevo muy semejantes a los obtenidos tanto 

en el estudio de los factores de respuesta de BSA mediante FIA-IDMS en línea, 

como en los realizados variando las condiciones de operación descritos 

previamente. 

4.2.5. Evaluación de la respuesta independiente de la 

especie en una digestión ácida de BSA 

Dados los resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo empleando 

una dilución de BSA a la que se le añadió una cantidad conocida de trazador 34S, 

se confirmó la necesidad de que se produzca el equilibrio isotópico para obtener 

una cuantificación absoluta apropiada empleando dilución isotópica. Este 

equilibrio isotópico se produce, evidentemente, en el plasma y la diferencia en 
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la eficiencia de nebulización observada entre la proteína y el trazador 

inorgánico puede influir en los resultados.  

A fin de demostrar esta suposición, la misma disolución de BSA utilizada 

hasta el momento, con el trazador de 34S se analizó mediante ICP-MS/MS antes 

y después de una digestión ácida. Para el análisis tanto de la disolución de 

proteína intacta, como para el de la disolución de proteína digerida, se 

emplearon dos nebulizadores distintos: el nebulizador concéntrico, donde se 

observaron diferencias en la eficiencia de nebulización cuando se analizó la 

proteína intacta, y el micronebulizador de consumo total (TCN), que demostró 

proporcionar una respuesta independiente de la especie incluso para el caso de 

las proteínas intactas. Análogamente a los estudios anteriores, la cuantificación 

de los factores de respuesta relativos se llevaron a cabo utilizando las 

ecuaciones de la IDA convencional y se determinaron como la relación entre la 

concentración de 32S (procedente de la BSA) calculada experimentalmente, 

respecto a la concentración teórica de 32S añadida inicialmente en forma de BSA. 

Los datos obtenidos como resultado del análisis se muestran en la Tabla 10. 

Tabla 10. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos en ICP-MS para las 
disoluciones de BSA intacta y digerida empleando un nebulizador concéntrico y un 
micronebulizador de consumo total. 

 Nebulizador 
concéntrico 

Micronebulizador 
de consumo total 

(TCN) 

BSA intacta 73 ± 1% 97 ± 2% 

BSA digerida 98 ± 1% 100 ± 2% 

 

Como era de esperar, el factor de respuesta obtenido para la proteína BSA 

intacta con el nebulizador concéntrico proporcionó un valor de 73 ± 1%, el cual 

se encuentra en el mismo rango que todos los factores de respuesta obtenidos 

para BSA con este nebulizador mencionados a lo largo del capítulo. Por el 

contrario, en el análisis de la disolución de proteína con el trazador de 34S tras 

su digestión con este mismo nebulizador concéntrico, el factor de respuesta 
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obtenido fue de 97 ± 2%, lo que demuestra una vez más la respuesta 

dependiente de la especie observada previamente para este tipo de 

nebulizadores de flujo convencional, puesto que la cuantificación llevada a cabo 

para la misma disolución de BSA, pero encontrándose esta en dos formas 

distintas (intacta o en forma de sulfato tras la digestión) evidenció las mismas 

diferencias en la eficiencia de nebulización para la proteína. Sin embargo, al 

utilizar un micronebulizador de consumo total, no se observaron diferencias 

significativas en los factores de respuesta relativos entre las disoluciones de BSA 

intacta y digerida.  

Los resultados obtenidos en este último experimento, fueron consistentes 

con los resultados previos, demostrando una vez más la respuesta 

independiente de la especie proporcionada por el micronebulizador de 

consumo total (TCN). 

4.3. Medida simultánea de P y S en la proteína β-

caseína 

Finalmente, para demostrar que las diferencias de nebulización observadas 

en el caso de las proteínas y compuestos con hidrofobicidad alta, es 

independiente del elemento detectado en ICP-MS y solamente depende de la 

especie analizada, se seleccionó la fosfoproteína β-caseína puestos que posee en 

su estructura al mismo tiempo S (en los aminoácidos metionina y cisteína) y P 

(en los fosfatos de los sitios de fosforilación).  

En este caso, como se mencionó en el apartado experimental, la 

comparación de los factores de respuesta de P en las disoluciones de β-caseína 

se determinó de nuevo mediante la construcción de las correspondientes rectas 

de calibrado de P con los tres nebulizadores estudiadas hasta el momento, 

representando la concentración experimental obtenida para P en cada punto del 

calibrado con respecto a la concentración experimental de P añadido. Debido a 

la imposibilidad de llevar a cabo IDMS en línea, puesto que el P a diferencia del 

S es monoisotópico, se recurrió a la cuantificación de P en cada punto del 



Capítulo 1 

 

 

117 

calibrado de β-caseína mediante calibración externa con un patrón de P 

inorgánico certificado. Los valores de pendiente y ordenada en el origen para 

las rectas de calibrado obtenidas con cada uno de los nebulizadores, así como la 

incertidumbre asociada a la pendiente (Sb) y a la ordenada en el origen (Sa) y el 

coeficiente de la regresión obtenidos para la cuantificación de Pen las 

disoluciones de β-caseína se muestran en Tabla 11. 

Tabla 11. Valores de la regresión obtenidos para las curvas de calibrado (n=10 
puntos) en la determinación de P en β-caseína utilizando los nebulizadores TCN, 
concéntrico y flujo cruzado.  

 Pendiente Sb 
Ordenada en 

el origen 
Sa 

Coeficiente de 
regresión, r2 

TCN 0,976 0,028 1,0 16 0,993 

Concéntrico 0,753 0,023 -1,7 13 0,992 

Flujo 
cruzado 

0,680 0,016 -5,9 9,2 0,996 

 

Como se puede ver, la pendiente (factor de respuesta) obtenido con el TCN 

fue de nuevo muy semejante a la unidad (0,976), mientras que los valores 

proporcionados por los nebulizadores convencionales son una vez más 

inferiores a 1, 0,753 para el nebulizador concéntrico y 0,680 para el nebulizador 

de flujo cruzado.  

Adicionalmente, se pudieron comparar los factores de respuesta relativos 

para β-caseína obtenidos en los análisis de S con los nuevos valores obtenidos 

para P en la misma proteína. Dichos factores de respuesta para P concordaban 

perfectamente con los obtenidos previamente para S, como se puede ver a modo 

de resumen en la Tabla 12, demostrando que las diferencias en la eficiencia de 

nebulización de las especies en ICP-MS no depende del elemento detectado sino 

únicamente de la forma química en la que estos estén presentes. 
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Tabla 12. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos en las determinaciones de 
S y P para las disoluciones de β-caseína en ICP-MS utilizando los nebulizadores TCN, 
concéntrico y de flujo cruzado.  

 S P 

TCN 96 ± 4% 97 ± 6% 

Concéntrico 72 ± 3% 75 ± 5% 

Flujo cruzado 63 ± 2% 68 ± 5% 
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5. Conclusiones 

En este trabajo se ofrece por primera vez, evidencias de la respuesta 

diferencial obtenida en ICP-MS empleando nebulizadores de flujo convencional 

para biomoléculas como proteínas y péptidos hidrofóbicos en comparación con 

otras moléculas biológicamente relevantes como aminoácidos, cofactores, 

hormonas o derivados del PEG, todas ellas con la condición de contener un 

heteroátomo detectable por ICP-MS (en este caso el S). No obstante, al emplear 

un sistema de introducción de muestra equipado con un micronebulizador de 

consumo total (TCN), las respuestas obtenidas en ICP demostraron ser 

independientes de la especie en la que se encuentre el heteroátomo detectado. 

Estas evidencias manifestaron que la razón detrás de la cual se obtenían 

diferencias en la respuesta cuando se empleaban nebulizadores de flujo 

convencional no se debía a diferencias en la ionización de las especies, en la 

solubilidad de las proteínas en el medio analizado o errores en le certificación 

de la concentración de los patrones de los analitos sino a diferencias en la 

eficiencia de nebulización con estos sistemas de introducción de muestra.  

En este sentido, la hidrofobicidad parece ser el parámetro más importante 

en la eficiencia de nebulización de las biomoléculas, Aunque, entre biomoléculas 

con similar carácter hidrofóbico, la magnitud de la diferencia observada en la 

nebulización está directamente relacionada con el tamaño de estas.  

Adicionalmente se han empleado distintas estrategias de cuantificación 

como el FIA con IDMS en línea o la IDA convencional de la disolución de proteína 

a la que se le añadió una cantidad conocida de trazador enriquecido 

isotópicamente, obteniéndose resultados indistinguibles, lo cual demostró la 

robustez de los resultados aquí mostrados. 

Aunque los análisis se hayan centrado en el análisis de S, debido a su 

importante presencia en moléculas biológicamente relevantes, se demostró la 

aplicabilidad del método a la determinación de otros elementos presentes en las 

mismas biomoléculas, como es el caso del P en una proteína fosforilada. De 
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forma que, las conclusiones aquí extraídas se podrían extender a otros 

elementos presentes en biomoléculas como el Se en las seleproteínas y, también, 

a cualquier metal coordinado a la estructura de las proteínas (como el caso Fe, 

Mn, V, Ti, Cu, Zn en metalproteínas o enzimas). 

Los hallazgos aquí descritos, demuestran que la cuantificación absoluta de 

biomoléculas mediante ICP-MS sin necesidad de utilizar patrones específicos, 

no se puede llevar a cabo de forma apropiada para proteínas o especies muy 

hidrofóbicas a no ser que se emplee un sistema de introducción de muestra 

basado en un micronebulizador de consumo total u otros similares 

denominados de alta eficiencia. Desafortunadamente, este no es el caso de la 

mayoría de las estrategias de cuantificación empleadas en proteómica 

cuantitativa basadas en ICP-MS, donde se emplean separaciones 

cromatográficas (normalmente SEC) con nebulizadores de flujo convencional y 

la cuantificación se lleva a cabo con patrones inorgánicos o IDMS en línea.41,42 

Por supuesto, el uso de otras moléculas que contengan el mismo heteroátomo, 

podría proporcionar valores adecuados de cuantificación. No obstante, es 

necesario asegurar en primer lugar que el factor de respuesta en ICP-MS el 

mismo para el patrón empleado durante la cuantificación y el analito. Cabe 

destacar que las conclusiones aquí mostradas no afectan a las estrategias de 

cuantificación basas en IDA específica,43,44 puesto que en ellas, se emplea para 

la cuantificación un patrón de la misma especie que se quiere determinar 

enriquecido isotópicamente, por tanto la eficiencia de nebulización será la 

misma para la especie de abundancia natural y la enriquecida.  
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1. Introducción 

Como se ha comentado a lo largo de la Introducción de la presente Tesis 

Doctoral, las excelentes propiedades electrónicas, ópticas y químicas de las 

nanopartículas, las han convertido en excelentes herramientas en multitud de 

disciplinas. Este hecho, junto con el desarrollo de las nuevas tecnologías, han da 

lugar a un incremento en el uso de NPs ya sea en sí mismas (como añadidos para 

mejorar las propiedades de un determinado producto o, incluso, en estudios de 

citotoxicidad) o como herramientas para la detección de biomoléculas de 

interés en el ámbito clínico. No obstante, para su correcta aplicación ha de 

llevarse a cabo una caracterización de dichos nanomateriales. 

En este sentido, existe una gran variedad de técnicas, empleadas para la 

caracterización de las NPs en cuanto a su morfología, tamaño y la dispersión de 

este, estructura, propiedades luminiscentes.1 Uno de los parámetros más 

importantes y, a la vez, uno de los más complicados de cuantificar es la 

concentración de nanopartículas contenidas en una dispersión. Con este 

objetivo existen diversas aproximaciones que nos permiten calcular la 

concentración de nanopartículas, haciendo uso de sus propiedades de 

absorbancia como es el caso de las AuNPs2 o CdSe QDs3, asumiendo ciertos 

parámetros de las ecuaciones utilizadas. Sin embargo, no dejan de ser cálculos 

aproximados del número de partículas. 

1.1. El ICP-MS como herramienta de caracterización de 

Nanopartículas 

Dado que la mayor parte de las NPs existentes tienen un núcleo metálico, la 

detección y cuantificación de NPs en matrices complejas en diversos campos, 

como la nanobiotecnología o en estudios medioambientales, se vería 

enormemente beneficiada por el uso de técnicas elementales. Adicionalmente, 

la gran cantidad de átomos de heteroátomos presentes en su estructura hace del 
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ICP-MS una técnica ideal para la caracterización de dichos nanomateriales.4 El 

ICP-MS ha demostrado su capacidad para ofrecer información sobre el tamaño, 

distribución de tamaños, concentración en masa y número de NPs, composición 

o, incluso, la presencia de otros elementos como impurezas a bajos niveles. 

Actualmente, la caracterización de NPs mediante ICP-MS se puede abordar de 

diferentes maneras,5 que se comentan a continuación: 

1.1.1. Cuantificación directa y caracterización elemental 

de las NPs 

La determinación directa de la concentración de NPs mediante ICP-MS suele 

requerir una digestión ácida previa. Esta determinación conlleva la necesidad 

de la combinación de la información elemental del ICP-MS con otras técnicas de 

caracterización, a fin de obtener el del número de átomos presentes en cada NP, 

dato imprescindible para transformar la cantidad del elemento en cantidad de 

partículas. Entre estas técnicas destacan la difracción de rayos X (XRD), capaz 

de proporcionar información sobre la estructura de las NPs, el microscopio 

electrónico de transmisión (TEM), que proporciona información sobre el 

tamaño y morfología.  

En este caso, la caracterización de las NPs en términos de concentración en 

masa de elemento, se lleva a cabo por comparación se la señal obtenida para un 

patrón elemental del heteroátomo (calibración externa), con la señal 

proporcionada por la digestión ácida de la muestra de NPs. Por tanto, las 

especies comparadas en ICP-MS son de la misma naturaleza, lo que como se 

demostró en el Capítulo anterior, no supone un problema en la cuantificación 

por ICP-MS, puesto que el factor de respuesta obtenido es el mismo. Esta 

estrategia se ha empleado con éxito para el cálculo de la concentración en 

número de NPs como en NPs de HgSe6 o QDs de Mn-ZnS.7  
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1.1.2. sp-ICP-MS. 

La técnica sp-ICP-MS desarrollada por Degueldre y Favarger8 se ha 

convertido en una técnica imprescindible para la caracterización de NPs. La 

medida en sp-ICP-MS se basa, como se mencionó en la introducción, en el 

empleo de una disolución lo suficientemente diluida de las NPs, que permita la 

detección de una única NP por cada pulso del detector.9 De esta forma se 

consigue información sobre el tamaño de las NPs, según la intensidad adquirida 

en cada pulso, así como el número de NPs en la disolución, según la frecuencia 

de dichos pulso. 

Esta determinación de la concentración de partículas está relacionada con 

la eficiencia de transporte, y esta eficiencia depende del nebulizador y la cámara 

de nebulización empleadas en el sistema de introducción del ICP-MS, así como 

de las condiciones de operación. Por tanto, a diferencia de lo que ocurría en el 

caso de biomoléculas de gran tamaño como las proteínas, en el caso de las NPs 

es bien sabido que la eficiencia de las partículas es distinta a la de sus 

correspondientes patrones inorgánicos.10 Además, se ha determinado que las 

propiedades físicas de las NPs pueden dar lugar a una incompleta vaporización 

en el ICP, lo que se traduce en resultados inexactos dependiendo del tamaño y 

de la naturaleza de las NPs.11 

El cálculo de la eficiencia de transporte requiere de materiales certificados 

de NPs, y consiste en la comparación de intensidades de las medidas del patrón 

certificado de NPs con su correspondiente patrón inorgánico.12 Cabe resaltar, 

que la enorme limitación asociada a este tipo de cálculos, está relacionada con 

la disponibilidad de materiales certificados de NPs. Existen muy pocos 

materiales certificados e, incluso, en muchos casos, la certificación en masa y en 

número de NPs no se proporciona. Además, solamente existen materiales 

certificados para muy poco tipos de NPs, lo que no hace más que limitar las 

posibles aplicaciones de la metodología sp-ICP-MS a un reducido grupo de NPs. 

Si bien es cierto que se ha ampliado el uso de esta técnica a otros tipos de NPs, 
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asumiendo que tienen el mismo comportamiento en cuanto a eficiencia de 

nebulización y de transporte igual al tipo de NPs utilizadas como patrón 

(normalmente AuNPs o AgNPs).  

1.1.3. Técnicas de separación 

Por último, la caracterización de NPs mediante ICP-MS se puede llevar a 

cabo utilizando técnicas de separación, que permitan aislar las distintas 

poblaciones de tamaños que existen en una misma dispersión de NPs. Las 

técnicas de separación cromatográficas, muy utilizadas para la separación de 

biomoléculas en muestras complejas, también se han empleado en la 

caracterización de NPs. De entre todas ellas, destaca la cromatografía de 

exclusión por tamaños (SEC),13 dada su capacidad para discriminar entre 

tamaños. Son numerosos los ejemplos que nos deja este tipo de cromatografía 

en la caracterización de suspensiones de NPs. 13,14. Sin embargo, una de las 

mayores limitaciones de la cromatografía líquida en este tipo de aplicaciones 

radica en el limitado rango de separación. 

Como alternativa a este tipo de separaciones, surgen como herramienta 

preferente para la separación de NPs las estrategias basadas en el 

fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico (AF4, Assymetric Flow 

Field Flow Fractionation).4 Éstas son una familia de técnicas de fraccionamiento 

que permiten separar macromoléculas, coloides, nano y micropartículas en 

función de su masa molecular/tamaño. El fraccionamiento se consigue en un 

canal estrecho, por el que circula un flujo en régimen laminar, en base a la 

interacción de las especies con un campo externo que aplica una fuerza 

perpendicular al flujo del canal.15 La separación es muy similar a la 

cromatografía de líquidos con la salvedad de que se elimina la presencia de una 

fase estacionaria. En la variación de flujo asimétrico, el campo externo es un 

segundo flujo (flujo cruzado) que empuja al analito hacia la base del canal, donde 

se coloca una membrana semipermeable, que permite la circulación del flujo 

cruzado.  
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El uso del AF4 como técnica de caracterización de suspensiones de NPs se 

ha incrementado en los últimos años y son muchos los tipos de NPs analizadas, 

como QDs de CdSe/ZnS,16 QDs de Mn-ZnS, AuNPs,17 AgNPs18, TiO2 NPs19 entre 

otros.20 

Normalmente, en todas las técnicas de separación utilizadas para la 

caracterización de NPs mediante ICP-MS, la determinación del número de NPs, 

se lleva a cabo por comparación de la señal proporcionada por las NPs en el 

correspondiente pico cromatográfico o fractográfico, con la señal de un patrón 

inorgánico del heteroátomo detectado, asumiendo que el factor de respuesta de 

cada una de las especies analizadas es indistinguible. Este hecho, como se 

demostró en el Capítulo 3, puede no ser cierto para todas las especies. Por tanto, 

existe una necesidad de evaluar hasta qué punto esta afirmación es cierta. 
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2.  Objetivos 

El aumento de aplicaciones con base en el uso de NPs, ya sea para su análisis 

directo o su empleo como herramientas para la detección de otras biomoléculas, 

hace necesaria llevar a cabo una correcta caracterización de las mismas en 

términos de concentración en número de NPs. 

A pesar de la existencia de diversas técnicas que permiten dicha 

caracterización, estas suelen basarse en la hipótesis de que el factor de 

respuesta proporcionado por distintas especies, ya sean patrones inorgánicos 

con materiales certificados, es idéntica al que presentan las NPs, aunque estás 

no sean de la misma naturaleza que la de los patrones. Además, la diferencia en 

el comportamiento de ciertas biomoléculas en función de su tamaño y carácter 

hidrofóbico, hace pensar que el tipo de NPs, su tamaño y la naturaleza de las 

especies utilizadas para su recubrimiento y estabilización pueda afectar 

también su señal en ICP-MS. Por todo ello, se requiere de la evaluación de los 

factores de respuesta de estas NPs en ICP-MS en comparación a sus 

correspondientes patrones inorgánicos.  

Para ello, se han seleccionado un tipo de nanomaterial, QDs de CdSe/ZnS 

recubiertos con un polímero anfifílico, que les confiere estabilidad en disolución 

acuosa. Análogamente al Capítulo anterior, se compararon los factores de 

respuesta obtenidos para los QDs con los obtenidos para sus correspondientes 

patrones inorgánicos, utilizando tres nebulizadores diferentes: dos de ellos de 

flujo normal (concéntrico y flujo cruzado), y uno de microflujos (TCN). 
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3. Experimental  

3.1. Selección de los analitos 

Para la evaluación de la capacidad del ICP-MS para llevar a cabo la 

cuantificación de NPs utilizando patrones genéricos se seleccionaron unos QDs 

de tipo core/Shell, que poseen un núcleo de CdSe y una corteza de ZnS 

recubiertos con un polímero que se entrecruza con las cadenas TOP/TOPO, de 

forma que los QDs sn solubles en agua. Un esquema de la estructura de estos 

QDs de CdSe/ZnS se muestra en la Figura 30. 

 

Figura 30. Esquema de la estructura de los QDs de CdSe/ZnS recubiertos con 
polímero anfifílico. 

Estos QDs están formados por cuatro elementos distintos, distribuidos en 

núcleo y corteza. Para este análisis se seleccionó el Se, como heroátomo para la 

comparación de los factores de respuesta en ICP-MS, debido a su carácter multi-

isotópico. Además, debido a la estabilidad de los QDs de CdSe/ZnS, suya 

solubilidad solamente se asegura con pH básicos, para llevar a cabo una correcta 

comparación de los factores de respuesta, se requería el uso de un elemento 

estable a estos pHs.  

Al igual que para el análisis de S, la determinación de Se en ICP se encuentra 

limitada por su bajo potencial de ionización y el elevado número de 
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interferencias poliatómicas que presentan las m/z del Se (74, 76, 77, 78 y 80). 

De entre todas ellas, la interferencia más destacable es, también, la que 

condiciona la medida de su isótopo mayoritario (80Se), la interferencia en base 

argón 40Ar2+. Por ello, se han desarrollado multitud de estrategias de corrección 

de interferencias para la determinación de Se, basadas en el uso de celdas de 

colisión/reacción con gas como el He o el H2. Sin embargo, la introducción del 

ICP-MS/MS permitió la medida de Se libre de interferencias, basándose en el uso 

de un gas de reacción para la corrección de interferencias.  

De nuevo, el uso de la tecnología MS/MS permite la determinación de Se en 

su isótopo mayoritario. Para ello, se selecciona en el primer cuadrupolo Q1 la 

m/z 80, eliminando en este punto las demás m/z que no entran en la celda de 

colisión. El analito entra en la celda de colisión, reaccionando con el O2 que se 

encuentra en ella, dando como resultado la formación de 80Se16O+ (m/z 96). De 

forma que al seleccionar en el segundo cuadrupolo Q2, la m/z 96, solamente se 

detecta el Se que ha reaccionado en la celda, eliminando las interferencias 

poliatómicas en base Ar.  

3.2. Instrumentación 

El sistema de ICP-MS empleado durante los análisis consiste en un equipo 

de tipo triple cuadrupolo 8900 ICP-MS/MS de la empresa Agilent. Para la 

comparación de los factores de respuesta los análisis se mediante análisis por 

inyección en flujo (Flow injection analysis, FIA), utilizando en el caso de los 

análisis de flujo normal una válvula de inyección de 6 vías (Rheodyne) con un 

volumen de inyección de 20 µL y unas conexiones de PEEK con un diámetro 

interno de 0.254mm. Mientras que para los análisis llevado a cabo con 

microflujos, se emplea un HPLC capilar tipo Infinity 1260 equipado con un 

automuestrador con un volumen de inyección de 1 µL de la empresa Agilent 

Technologies, con unas conexiones de nuevo de PEEK, pero en esta ocasión con 

un diámetro interno de 25 µm.  

La comparación de los factores de respuesta se lleva a cabo utilizando tres 

tipos de nebulizadores distintos, dos de ellos de flujo normal: un nebulizador 
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concéntrico Micromist de la empresa Agilent y un nebulizador de flujo cruzado 

de la empresa Savillex, ambos acoplados a una cámara de nebulización de doble 

paso tipo Scott y un micronebulizador de consumo total (TCN) de la empresa 

Agilent.  

Para la dilución isotópica en línea se utilizó una bomba peristáltica miniplus 

3 (Gibson) durante los análisis de flujo normal, mientras que para los análisis de 

flujo capilar, se empleó una bomba de jeringa kdScientific (Holliston). 

3.3. Procedimientos 

3.3.1. Síntesis y solubilización de los QDs de CdSe/ZnS 

La síntesis de los QDs de CdSe/ZnS se llevó a cabo según el protocolo 

optimizado previamente en el grupo de investigación21 basada en la tura de 

síntesis organometálica descrita por Peng et al.22 Todas las disoluciones se 

prepararon en atmósfera inerte. Un esquema del procedimiento de síntesis se 

recoge en la Figura 31. 

 

Figura 31. Procedimiento de síntesis de los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de 
polímero anfifílico.24 

En primer lugar, se depositaron en un matraz de tres bocas los moles 

correspondientes del precursor de Cd (CdO), ácido hexilfosfónico (HPA) y óxido 

de trioctilfosfina (TOPO). La mezcla se calentó hasta 300-320 oC bajo un flujo 
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conteste de Argon durante 15 minutos, de forma que se asegure que todo el CdO 

se disuelva en el HPA y el TOPO. A continuación se enfrió la disolución hasta 

270oC y se añadió rápidamente una disolución de Se preparada en TOP (Se-

TOP). Tras la adición, los nanocristales se dejan crecer durante 10-15 minutos a 

250 oC. Una vez obtenido el tamaño deseado de núcleo, se añade una disolución 

que contiene ZnS-TOP, obtenida de la mezcla de los moles correspondientes de 

Hexametildisilatiano, dietilzinc y TOP. La mezcla se calienta a 230 oC, de manera 

que se comienza a formar la corteza. A continuación se enfrió hasta 100 oC 

durante una hora. Transcurrida ese tiempo, la mezcla se dejó enfriar hasta 

temperatura ambiente y se transfirió a un vial de vidrio diluido con cloroformo 

anhidro. Finalmente, se lleva a cabo el proceso de purificación mediante la 

precipitación de los QDs en metanol. La suspensión resultante se centrifugó y se 

eliminó el exceso de reactivos por decantación del sobrenadante de la 

centrifugación. El precipitado, que contiene los QDs, fue entonces redisuelto en 

cloroformo anhidro y guardado a temperatura ambiente en oscuridad. Tras la 

síntesis el tamaño del núcleo de los QDs de CdSe-ZnS no polares obtenidos como 

resultado se estimó utilizando la ecuación de Peng.23 

Los QDs obtenidos como resultado de la síntesis descrita tienen un carácter 

hidrofóbico. Por tanto, es necesaria una etapa de estabilización en medio acuoso 

con el fin de poder utilizarlos en aplicaciones bioanalíticas. En este caso, se eligió 

una estrategia de solubilización, la encapsulación de los QDs mediante el empleo 

de un polímero anfifílico. Este polímero está formado por unas cadenas 

amfifílicas, de forma que estas pueden entrecruzarse con las cadenas 

hidrofóbicas que recubren la superficie de los QDs dejando en la parte externa 

las partes hidrofílicas del polímero, lo que le confiere solubilidad a las NPs en 

medios acuosos. Para ello, se siguió el procedimiento previamente descrito.24 

Los 200µL de la disolución se QDs de CdSe/ZnS disueltos en cloroformo se 

añaden sobre una disolución que contiene el polímero. El proceso consiste en 

una serie de etapas sucesivas de adición y evaporación del polímero y una 

disolución de entrecruzante. Los QDs de CdSe/ZnS recubiertos con polímero de 
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dispersan en una disolución regulara de  50mM de boratos (SBB) a pH 12 hasta 

su uso.  

3.3.2. Preparación de las curvas de calibrado 

De forma análoga a la comparación de factores de respuesta en 

biomoléculas, en este caso se llevó a cabo construyendo las correspondientes 

rectas de calibrado para los QDs de CdSe/ZnS a través de la medida de Se, tal y 

como se comentó en el aparatado experimental del presente capítulo, con el 

factor de respuesta obtenido para el patrón certificado de Se inorgánico. Dicha 

comparación se realizó utilizando tres nebulizadores de distinta naturaleza: uno 

de flujo concéntrico, otro de flujo cruzado y un nebulizador de microflujos de 

consumo total. De nuevo, se seleccionó la ID en línea para la normalización de la 

señal del ICP-MS, evitando así problemas con las derivas de la señal o efectos de 

matriz. El esquema utilizado (análogo al utilizado durante el Capítulo 3) se 

recoge en la Figura 32. 
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Figura 32. Diagrama de la configuración instrumental empleada para la 
determinación de los factores de respuesta de Se en QDs de CdSe/ZnSe mediante IDMS 
en línea e ICP-MS. 
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En este caso, como líquido portador se selección una disolución de H2O 

ultrapura con NH3, cuyo pH se ajustó hasta un valor de 8,5, para asegurar la 

estabilidad de los QDs durante el análisis. Asimismo, todas las disoluciones, 

tanto de patrones inorgánicos de Se natural y enriquecido, como las de los QDs 

se realizaron en la misma disolución de pH 8,5. Además, para el análisis por 

IDMS en línea, se utilizó un patrón enriquecido en 77Se en un 99,86%.  

Las condiciones instrumentales empleadas para la comparación de los 

factores de respuesta empleadas con cada uno de los nebulizadores ensayados 

se recogen en la Tabla 13. 

Tabla 13. Condiciones instrumentales empleadas para la comparación de los 
factores de respuesta de compuestos de S mediante FIA-ICP-MS e IDMS. 

 
Nebulizador 
concéntrico 

Nebulizador de 
Flujo cruzado 

Nebulizador de 
consumo total 

Potencia 1550 W 

Distancia 
antorcha 

8 mm 

Flujo gas de 
nebulización 

1,1 L min-1 1,2 L min-1 1,0 L min-1 

.Flujo fase móvil 350 µL min-1 350 µL min-1 5 µL min-1 

Flujo trazador 
77Se añadido en 

línea 
350 µL min-1 350 µL min-1 2 µL min-1 

Concentración 
trazador77Se 

100 ng mL-1 100 ng mL-1 300 ng mL-1 

Volumen de 
inyección 

20 µL 20 µL 1 µL 

 

Análogamente al Capítulo anterior, para la comparación de los factores de 

respuesta, se llevaron a cabo calibrados con concentraciones crecientes de Se en 

forma de QDs y en forma de patrón inorgánico de Se, desde 5 hasta 300 ppb de 
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Se en el caso de los análisis de flujo normal y desde 50 hasta 1300 ppb de Se en 

los análisis de microflujos, mediante análisis por inyección en flujo. De forma 

que se compararon directamente los factores de respuesta obtenidos a partir de 

las rectas de calibrado para el Se en forma inorgánica y en forma 

nanoparticulada. Un ejemplo del resultado de estos calibrados se recoge en la 

Figura 33. 

 

Figura 33. Fiagrama obtenido para el patrón inorgánico de Se empleando un 
nebulizador concéntrico. La línea naranja corresponde a la señal de 80Se procedente de 
Se presente en los QDs y la línea verde corresponde a la señal de 77Se procedente del 
trazador añadido en línea tras la inyección. Figura 14. Fiagrama obtenido para el patrón 
inorgánico de S empleando el nebulizador concéntrico. La línea azul se corresponde con 
la señal de 32S procedente el S natural presente en los analitos y la línea roja corresponde 
a la señal de 34S procedente del trazador añadido en línea tras la inyección. Además se 
representa también la concentración de S en cada punto del calibrado (n=4 réplicas por 
cada concentración) en ppb de S. 

3.3.3. Consideraciones previas 

De igual modo que para el estudio previo de las biomoléculas, en el caso de 

los QDs, es necesario conocer con exactitud la cantidad del elemento que vamos 

a determinar presente en la suspensión de los QDs. Para ello, se llevó a cabo la 

digestión ácida asistida por ultrasonidos, utilizando agua regia, se la suspensión 

de QDs, de forma que todos los elementos presentes en las NPs pasen a estar en 
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disolución en su forma inorgánica. Una vez digerida, la disolución resultante se 

diluyó con agua ultrapura, de manera que el contenido final de ácido fuera el 

apropiada para su introducción en el ICP-MS. El contenido de Se en la dilución, 

se determinó mediante calibrado externo, realizado con el correspondiente 

patrón certificado de Se inorgánico. Esta concentración de Se determinada en el 

suspensión de QDs, fue la utilizada para la construcción de las rectas de 

calibrado correspondientes.  

Cada uno de los calibrado fue de nuevo normalizado con la señal de un 

patrón elemental enriqueciso isotópicamente, en este caso 77Se, añadido en 

línea. De forma que cada calibrado, se está comparando directamente con la 

señal de un patrón inorgánico, así el factor de respuesta obtenido para los QDs 

de CdSe/ZnS es ya un factor de respuesta relatico que indica la diferencia de 

nebulización con respecto al patrón inorgánico. Es por este motivo, por el que el 

factor de respuesta obtenido para el patrón natural de Se (también inorgánico) 

tiene un valor muy cercano a la unidad para todos los nebulizadores empleados. 

3.3.4. Comparación estadística de las pendientes de 

calibrado 

La comparación de los factores de respuesta de las rectas de calibrado se 

llevó a cabo de la misma forma que en el Capítulo 3. Se compararon las 

pendientes obtenidas de las rectas de calibrado para el patrón inorgánico de Se, 

con la obtenida para los QDs mediante un test estadístico t de Student de 2 colas 

con un nivel de confianza del 95%, siguiendo el protocolo descrito en el 

apartado 3.3. Comparación estadística de las pendientes de calibrado, del 

Capítulo 3 de la presente Tesis Doctoral.  

  



Capítulo 2 

 

 

142 

4. Resultados y discusión 

4.1. Comparación de los factores de respuesta obtenidos 

para los QDs empleando un nebulizador de 

consumo total (TCN) 

En primer lugar se llevó a cabo la comparación de los factores de respuesta 

obtenidos para los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de polímero y el 

correspondiente patrón inorgánico de Se, empleando un nebulizador de 

microflujos de consumo total (TCN). Las rectas de calibrado obtenidas para las 

dos especies analizadas, tras la integración de los correspondientes Fiagramas 

y el cálculo de la concentración experimental de Se obtenida en cada punto del 

calibrado utilizando le ecuación (12), se encuentran recogidas en la Figura 34. 

 

Figura 34. Curvas de calibrado obtenidas para los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de 
polímero y el patrón inorgánico de Se utilizando el micronebulizador de consumo total. 
Las barras de error corresponden a un 95% de confianza (2SD de las 4 réplicas de cada 
punto). Los colores corresponden a: Se inorgánico (naranja), CdSe/ZnS QDs (verde). 

Como se puede ver claramente en la Figura anterior, los factores de 

respuesta obtenidos para las dos especies son idénticos, 1,013 ±0,014 para Se 

inorgánico y 1,029 ±0,014 para los QDs. Además, la precisión asociada a cada 
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punto individual de las rectas del calibrado de las distintas especies fue 

adecuada, encontrándose todos los valores ente 0,6 y 12%, con un valor medio 

de 5,0% de desviación estándar relativa (RSD)  

Adicionalmente, se llevó a cabo la comparación estadística de las pendientes 

de las rectas de calibrado para los dos compuestos de Se. Los valores 

estadísticos obtenidos siguiendo el protocolo descrito en el apartado 

experimental, así como los valores de pendiente, ordenada en el origen y 

coeficiente de regresión se muestran en la Tabla 14. 

Tabla 14. Comparación estadística de los valores de las pendientes obtenidas para 
el patrón inorgánico y los compuestos estudiados utilizando un micronebulizador de 
consumo total (TCN). Se aplicó un test t-Student de dos colas a un 95% de confianza: 
tamaño de la población en cada regression n=10, Sb: error estándar de la pendiente 
(1SD), Sa: error estándar de la ordenada en el origen (1SD), S(yx): error estándar de la 
regresión (1SD), texp se calculó según la ecuación (14). Los valores críticos de t se 
obtuvieron de las tablas de t-Student a un 95% de confianza-. 

Regresión 

Compuesto Pendiente Sb 
Ordenada en 

el orgen 
Sa 

Patrón 
inorgánico 

1,01 0,01 14 8 

QDs 1,03 0,01 -15 7 

Comparación estadística 

Compuesto S(yx) texp (ec 14 ) ttab 
Igualdad 

estadística 

Patrón 
inorgánico 

19,2 - - - 

QDs 19,4 0,902 2,101 Igual 

 

Los resultados recogidos en la Tabla anterior, confirman la igualdad entre 

los factores de respuesta de todos los compuestos de Se estudiados cuando se 

emplea un micronebulizador de consumo total. De hecho, el valor medio de 

todos los factores de respuesta obtenidos (es decir, las pendientes de calibrado) 
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es de 1,021. Además, los valores de incertidumbre asociados a las 2 pendientes 

son menores a un 1 % RSD. De forma adicional, se pueden representar en una 

misma gráfica todos los puntos de 2 rectas de calibrado recogidas en la Figura 

34 obteniendo una gráfica “multiespecie”, que se muestra en la Figura 35 con 

n=22 puntos.  

 

Figura 35. Concentración experimental de Se obtenida para las 2 especies 
analizadas a los distintos niveles de concentración (n=11) representados frente a la 
concentración teórica de Se en cada punto utilizando un nebulizador de consumo total 
(TCN). La incertidumbre asociada a cada punto individual corresponde a un 95% de 
confianza (2SD, n=4 réplicas). 

Como se puede observar, la regresión obtenida en la representación gráfica 

de todos los puntos de Se fue excelente, 1,022 x - 0,035 con un coeficiente de 

regresión de 0,998. 

Estos resultados demostraron, al igual que para los análisis de biomoléculas 

descritos en el Capítulo 1, la capacidad del ICP de proporcionar una respuesta 

independiente de la especie cuando se utiliza un TCN. Basándose en estos 

resultados, se puede asegurar que se llevó a cabo una certificación adecuada del 

contenido de Se en la disolución de los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de 

polímero mediante la digestión ácida de la dispersión de QDs. Asimismo, se 

logró una completa disolución de los QDs en el medio empleado para el análisis 
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(NH3:H2O pH 8,5), puesto que los problemas de solubilidad se habrían reflejado 

en una diferencia en los factores de respuesta. Cabe resaltar que las mismas 

disoluciones de patrones y QDs empleadas en este estudio, se utilizaron para la 

comparación de los factores de respuesta obtenidos empleando los 

nebulizadores de flujo normal. Por lo tanto, las posibles diferencias observadas 

en los factores de respuesta solamente pueden ser debidas a diferencias en su 

comportamiento en los sistemas de nebulización. 

4.2. Comparación de los factores de respuesta obtenidos 

para los QDs empleando nebulizadores de flujo 

normal. 

A continuación se evaluaron los posibles efectos en los factores de 

respuesta de ICP-MS utilizando los mismos nebulizadores que operan a flujo 

normal seleccionados en el capítulo anterior: nebulizador concéntrico y de flujo 

cruzado, ambos acoplados a una cámara de nebulización de doble paso tipo 

Scott. La comparación se llevó a cabo a través de la construcción de rectas de 

calibrado empleando el sistema FIA-IDMS en línea descrito en la Figura 32 y con 

la condiciones operaciones recogidas en la Tabla 13. Dado el aumento de masa 

inyectada en los análisis de flujo normal, el calibrado se realizó en un rango de 

concentraciones menor que para los análisis de microflujos (desde 5 hasta 300 

ppb de Se) a fin de obtener una señal adecuada. Los Fiagramas obtenidos con 

esta configuración, se integraron  y se calculó de nuevo la concentración 

experimental de Se en cada punto, según la ecuación (12), y se representaron 

frente a la concentración teórica. Las regresiones resultantes se muestran en la 

Figura 36. 
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Figura 36. Curvas de calibrado obtenidas para los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de 
polímero y el patrón inorgánico de Se utilizando: A) nebulizador concéntrico y B) 
nebulizador de flujo cruzado. Las barras de error corresponden a un 95% de confianza 
(2SD de las 4 réplicas de cada punto). Los colores corresponden a: Se inorgánico 
(naranja), CdSe/ZnS QDs (verde). 

A raíz de los resultados obtenidos para los factores de respuesta de las dos 

especies de Se, se pudo determinar que existen diferencias significativas entre 

las señales proporcionadas en ICP dependiendo de la especie analizada. Estos 

resultados corroboran de nuevo la limitación de los sistemas convencionales de 

nebulización a la hora de proporcionar una señal independiente de la especie. 

Los valores de precisión asociados a cada punto individual del calibrado fueron 

de nuevo adecuados, mostrando unos valores medios de 3,5% para el 

nebulizador concéntrico  y 2,8% para el nebulizador de flujo cruzado. 
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Análogamente, se llevó a cabo la comparación estadística de los factores de 

respuesta de los QDs y el Se del patrón certificado inorgánico. Los valores 

estadísticos obtenidos, así como los valores de las regresiones para los dos 

nebulizadores se recogen en la Tabla 15. 

Tabla 15. Comparación estadística de los valores de las pendientes obtenidas para 
el patrón inorgánico y los compuestos estudiados utilizando un nebulizador concéntrico 
y de flujo cruzado. Se aplicó un test t-Student de dos colas a un 95% de confianza: tamaño 
de la población en cada regression n=10, Sb: error estándar de la pendiente (1SD), Sa: 
error estándar de la ordenada en el origen (1SD), S(yx): error estándar de la regresión 
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(1SD), texp y t’exp se calcularon según las ecuaciones (14) y (16). Los valores críticos de t 
se obtuvieron de las tablas de t-Student a un 95% de confianza. 

 

Una vez más, los valores de incertidumbre de las pendientes de las 

regresiones, recogidos en la Tabla 15, fueron excelentes, con valores de RSD del 

1% o incluso menores. Del mismo modo, los coeficientes de regresión obtenidos 

para los dos compuestos de Se con ambos nebulizadores fue en todos los casos 

de 0,999.  
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Los resultados obtenidos tras la aplicación del test t de Student para la 

comparación de los factores de respuesta, corroboraron las diferencias 

observadas en las representaciones gráficas (ver Figura 36), puesto que los 

valores de las pendientes son claramente estadísticamente distinguibles. El 

valor de la pendiente para los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de polímero 

obtenido fue inferior a la unidad, 0,786 y 0,834 para el nebulizador de 

concéntrico y de flujo cruzado, respectivamente. 

Los resultados descritos mostraron de nuevo una evidencia clara de la 

influencia de la especie en la señal de ICP-MS, al menos cuando se emplean 

nebulizadores de flujo normal. Cabe destacar que el núcleo de estos QDs 

CdSe/ZnS tienen un núcleo con un diámetro de 3,6 nm, pero estos están 

recubiertos de cadenas hidrofóbicas TOP/TOPO y un polímero anfifílico 

entrecruzado con estas cadenas (ver Figura 30), lo que le confiere un diámetro 

hidrodinámico mayor (de alrededor de 18-20 nm). Además, se ha demostrado 

en el capítulo anterior que el carácter hidrofóbico de las biomoléculas es un 

factor determinante en su comportamiento en el sistema de nebulización. Por 

tanto, cabe esperar que el recubrimiento hidrofóbico de estos QDs influya en la 

señal obtenida en ICP-MS, abriendo las puertas a estudios de mayor 

profundidad centrados en la evaluación de la influencia del recubrimiento de 

estas NPs además de en el tipo de NPs y su tamaño. 

 

 

4.3. Comparación global de los factores de respuesta 

A modo de resumen, se calculó el factor de respuesta relativo para los QDs 

de CdSe/ZnS recubiertos de polímero con respecto al factor de respuesta del 

patrón inorgánico para los tres nebulizadores. De manera que un valor del 100 

incida que los factores de respuesta entre las dos especies son idénticos. Estos 

valores calculados se recogen en la Tabla 16. 
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Tabla 16. Factores de respuesta relativos (%) obtenidos utilizando los tres 
nebulizadores para los QDs de CdSe/ZnS recubiertos de polímero. La incertidumbre 
asociada a cada factor corresponde a un nivel de confianza de 95% (2SD) y fue propagada 
teniendo en cuenta la incertidumbre asociada a las pendientes del patrón inorgánico y 
de la correspondiente biomolécula. 

Tipo de nebulizador 
Factor de respuesta 

relativo, % 

Concéntrico 79 ± 2 

Flujo cruzado 83 ± 2 

TCN 102 ± 4 

 

Los factores de respuesta relativos vuelven a confirmar la señal 

independiente de la especie para los QDs obtenida cuando se emplea un 

micronebulizador de consumo total (102 ± 4%). Por el contrario, los datos 

mostraron una diferencia significativa en los factores de respuesta relativos 

para los QDs en estudio con los nebulizadores de flujo normal ensayados, 79 ± 

2 % para nebulizador concéntrico y 83 ± 2% para nebulizador de flujo cruzado. 

Como se comentó en el apartado anterior, a pesar del pequeño tamaño que 

presentan el núcleo de los QDs de CdSe/ZnS (3,6 nm determinado por HR-TEM), 

el volumen hidrodinámico de éstos puede jugar un papel relevante en su 

comportamiento en el sistema de nebulización y dada la influencia del carácter 

hidrofóbico en la señal del ICP-MS, evidenciada en el capítulo anterior, esta 

diferencia podría ser debida en gran medida a los grupos hidrofóbicos que se 

encuentran recubriendo la superficie de los QDs.  
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5. Conclusiones 

En este trabajo, continuando con los estudios realizados para biomoléculas, 

evidencia la respuesta diferencial obtenida en ICP-MS cuando se emplean 

nebulizadores de flujo convencional para unos QDs de CdSe/ZnS recubiertos de 

polímero, necesario para conferirle estabilidad en medio acuoso, en 

comparación con un patrón inorgánico certificado de uno de los elementos 

contenidos en la estructura de los QDs (Se). No obstante, al emplear un sistema 

de introducción de muestra equipado con un micronebulizador de consumo 

total (TCN), las respuestas obtenidas en ICP demostraron ser independientes de 

la forma en la que se encuentre el heteroátomo detectado. Estos hallazgos 

manifestaron que las diferencias observadas en la repuesta del ICP-MS para los 

QDs cuando se emplean nebulizadores de flujo convencional, se deben 

únicamente a cuestiones de nebulización, puesto las posibles diferencias en la 

ionización de las especies nanoparticuladas y su estabilidad en disolución 

fueron descartadas al obtenerse una respuesta idéntica entre el patrón genérico 

y los QDs empleando un TCN.  

Los hallazgos aquí descritos, demuestran que la cuantificación absoluta de 

de nanopartículas mediante ICP-MS sin necesidad de utilizar patrones 

específicos, no se puede llevar a cabo de forma apropiada al menos para estos 

QDs con un recubrimiento polimérico que le confiere un mayor tamaño 

hidrodinámico, a no ser que se utilice un sistema de introducción de muestra 

basado en un micronebulizador de consumo total u otros similares 

denominados de alta eficiencia. Desafortunadamente, números estrategias para 

la cuantificación de NPs basadas en ICP-MS asumen que un respuesta idéntica 

entre las NPs y el patrón inorgánico, o un comportamiento en el sistema de 

nebulización idéntico entre las NPs de interés y un patrón certificado de NPs, 

que se emplea para calibrar el equipo y determinar la “eficiencia de 

nebulización”, a pesar de que ambos tipos de NPs no sean de la misma 

naturaleza o mismo tamaño.  
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1. Introducción  

En la Introducción de la presente Tesis Doctoral, se abordó la importancia 

de la detección y cuantificación de biomarcadores. Dentro de la complejidad de 

la detección de biomarcadores, destaca la cuantificación de biomoléculas en 

muestras de interés biológico, que se encuentran en niveles muy bajos de 

concentración. Esta cuantificación es particularmente relevantes para el 

diagnóstico temprano y la evaluación de la progresión de la enfermedad.1 Por 

tanto, se hace evidente la necesidad del desarrollo de estrategias bioanalíticas 

sensibles para la detección de biomarcadores a niveles muy bajos de 

concentración. 

En este sentido, como se mención en la introducción, los inmunoensayos se 

han convertidos en una de las herramientas más empleadas para este tipo de 

fines, debido al reconocimiento específico entre antígeno y anticuerpo. 

Tradicionalmente, la detección y cuantificación de este tipo de ensayos se 

llevaba a cabo a través de la medida de fluorescencia de un fluoróforo que se 

encontraba directamente conjugado al anticuerpo de detección. Sin embargo, la 

detección de la fluorescencia procedente del fluoróforo empleada como marca 

suele llevar asociada una serie de limitaciones. Entre los inconvenientes de las 

marcas convencionales destacan, la elevada señal del fondo, procedente de otras 

especies fluorescentes presentes en la muestra analizada, e incluso, en 

ocasiones los límites de detección no eran suficientes para su aplicación en 

diagnóstico clínico.2  

1.1. Nanopartículas como marcas en inmunoensayos  

Con el rápido crecimiento de la nanotecnología y la producción nuevas 

nanopartículas con excelentes propiedades optoelectronicas, biocompatibles y 

con una elevada relación superficie volumen, se ha incrementado la aplicación 

de éstas como marcas en inmunoensayos.3,4 En este sentido, se han desarrollado 

multitud de inmunoensayos basados en las propiedades luminiscentes de las 

NPs.5,6 No obstante, cuando los biomarcadores que se quieren cuantificar se 
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encuentran en matrices muy complejas, la sensibilidad alcanzada con este tipo 

de ensayos luminiscente es en ocasiones insuficiente para los niveles de 

concentración en los que éstos se encuentran. Este es el caso del Antígeno de 

Próstata Específico (PSA), un reconocido biomarcador de cáncer de próstata. La 

PSA es segregada por la prótata y las celulas cancerosas de próstata.7 Esta 

glicoproteína de un tamaño de 33-34 kDa, se encuentra en una de 4 ng mL-1 o 

inferior, indicando una probabilidad baja de sufrir la enfermedad. Mientras que 

cuando se sufre cáncer de prostata, su concentración aumenta en suero, 

considerando que una concentración por encima de 10 ng mL-1 alta 

probabilidad de padecer la enfermedad. 8,9 Sin embargo, la detección de PSA es 

importante no solo para el diagnóstico, sino también para la monitorización de 

la recurrencia de la enfermedad una vez que se ha tratado la enfermedad con 

una cirugía. En estos casos, los niveles de PSA considerados normales se 

encuentran en valores por debajo de 0,1 ng mL-1 y con niveles superiores a 0,2 

ng mL-1 se considera que la enfermedad persiste.10 Adicionalmente, se ha 

sugerido recientemente la determinación de PSA como un posible biomarcador 

de cáncer de mama en mujeres en los primeros estados la enfermedad.11 En 

mujeres, los niveles normales de PSA se encuentran por debajo de 1 pg mL-1. Si 

bien se han desarrollado métodos con límites de detección entorno a los 0,001 

ng mL-1 PSA,12 estos siguen siendo muy poco numerosos y, en muchas 

ocasiones, no emplean técnicas accesibles en laboratorios de rutina. Dichos 

niveles, típicamente indetectables con los métodos convencionales de 

cuantificación de biomarcadores, implican la necesidad del desarrollo de 

métodos ultrasensibles para su detección.  

1.2. Técnicas de amplificación basadas en NPs 

Para la obtención de métodos ultrasensibles, como los requeridos para la 

cuantificación de biomarcadores de alarma temprana, se han desarrollado 

múltiples estrategias de amplificación de la señal analítica. Dichas estrategias, 

se basan normalmente en el empleo de reactivos y etapas complejas, que 

requieren mucho tiempo y con un elevado precio.13,14  
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Como alternativa a estos métodos complejos, se ha desarrollado una 

metodología de amplificación basada en una deposición catalítica de metales 

sobre la superficie de las nanopartículas.15,16 en este contexto, de ha 

desarrollado una metodología basada en esta simple técnica de amplificación, 

para la cuantificación ultrasensible de PSA en muestras de suero empleando 

QDs como semillas catalíticas para la deposición de Au.17 En esta, se emplea la 

espectrometría de masas elemental (ICP-MS) para la detección, debido al 

aumento del número de átomos detectables por ICP tras la deposición de Au. A 

pesar de los excelentes límites de detección conseguidos con la metodología y la 

simpleza del método de amplificación, el empleo del ICP-MS como herramienta 

de detección requiere de una etapa previa de digestión que además de conllevar 

un aumento en el tiempo de análisis es, en muchas ocasiones, incompleta. Dicha 

etapa adicional puede llevar a una cuantificación errónea de la cantidad de 

biomarcador en la muestra.18 Esto sumado al elevado precio del equipamiento 

necesario, limitan la aplicabilidad de la metodología.  

En estudios previos se ha demostrado la capacidad de las nuevas 

metodologías de imagen, basadas en técnicas ópticas, para la detección de 

nanomateriales en muestras reales.19,20 Además, la combinación del aumento de 

tamaño producido como resultado de la deposición metálica sobre la superficie 

de las NPs con la detección óptica16, abre las puertas al desarrollo de un 

inmunoensayo simple para la cuantificación de biomarcadores a niveles de 

concentración bajos, con una rápida detección en la misma superficie en la que 

se produce el inmunoensayo.  

  



Capítulo 3  

 

 

162 

2. Objetivos 

Como se ha expuesto en la introducción del presente capítulo, el desarrollo 

de metodologías ultrasensibles simples y de bajo coste para la cuantificación de 

biomarcadores proteicos en muestras complejas es una necesidad hoy en día, 

no solo para la detección temprana de enfermedades, sino también para la 

monitorización de la recurrencia de ciertas enfermedades para el tratamiento. 

Por ello, el objetivo principal de este capítulo fue el desarrollo de un 

inmunosensor de elevada sensibilidad para la detección de biomarcadores 

proteicos, basada en la deposición catalítica de metales sobre la superficie de 

NPs, una vez que se ha producido el inmunoensayo completo. Con objetivo de 

minimizar la complejidad de la metodología y dada la capacidad de las técnicas 

de imagen de detectar nanomateriales en la superficie de tejidos o incluso en la 

misma superficie donde se lleva a cabo el inmunoensayo, se eligió la 

microscopía confocal para la detección de las estructuras amplificadas que 

surgen como resultado de la deposición catalítica en la misma superficie del 

inmunoensayo.  

En primer lugar, se llevó a cabo la síntesis y caracterización exhaustiva de 

dos tipo de nanopartículas: Quantum dots de ZnS dopados con Mn recubiertas 

con L-cisteína y AuNPs recubiertas de citrato. Posteriormente, se realizó el 

intercambio de ligados de los Mn-ZnS QDs de las Cisteínas que recubrían su 

superficie por ácido dihidrolipoico (DHLA), con su correspondiente 

caracterización. Una vez obtenidos los dos tipos de NPs, se llevó a cabo la 

correcta bioconjugación de las mismas con el anticuerpo específico contra PSA, 

elegida como biomarcador modelo. 

Finalmente, se evaluó el empleo de dos tipos de nanomateriales como 

semillas catalíticas para la deposición de oro sobre su superficie. Una vez 

seleccionado el tipo de nanopartículas, se optimizó el proceso de amplificación 

modificando el tiempo y la concentración de los reactivos, a fin de buscar la 

mayor sensibilidad.  
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3. Experimental 

3.1. Instrumentación 

Durante la caracterización de las NPs, ese emplearon un Espectrofotómetro 

UV-Vis tipo Genesis 10S de la empresa Thermo Scientifics  para las medidas de 

absorbancia, y un Espectrómetro Varian Cary Eclipse de la empresa Varian 

Ibérica, para las correspondientes medidas de fosforescencia de los QDs. 

Al tratarse de medidas de fosforescencia, además de los parámetros 

instrumentales típicos de fluorescencia (como el ancho de rendijas de excitación 

y emisión, voltaje del detector) fue necesario optimizar dos nuevas variables 

intrumentales, el tiempo de demora (td) y el tiempo de integración (tg) (ver 

Figura 37). El tiempo de demora indica el tiempo a partir del cual se integra la 

señal fosforescente, este debe estar comprendido entre el pulso de la lámpara y 

el impuesto por la vida media del compuesto fosforescente (en este caso, los QDs 

de Mn-ZnS). El tiempo de integración es el tiempo durante el cual se integra la 

señal fosforescente. Ambos parámetros, han de ser correctamente optimizados 

puestos que afectan a la sensibilidad. 

 

Figura 37. Definición de los parámetros instrumentales td y tg en la medida de 
fosforescencia. 

Las medidas de morfología de las NPs se llevaron a cabo mediante un 

Microscopio de transmisión electrónica de alta resolución (HR-TEM). Por 
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último, para las medidas del contenido elemental de los QDs de Mn-ZnS, así 

como de las AuNPs, se utilizó un ICP-MS/MS Agilent 8800 ICP-MS. Para la 

correcta corrección de las interferencias poliatómicas asociadas a la medida de 

Zn, se empleó He como gas de colisión en la celda de reacción. Las condiciones 

de dichos análisis se recogen en la Tabla 17. 

Tabla 17. Condiciones de Medida del ICP-MS/MS para la determinación del %Mn y 
la concentración de los QDs de Mn-ZnS. 

Parámetro Condiciones 

Potencia plasma, W 1550 

Flujo nebulización, L min-1 1,1 

Distancia antorcha, mm 8 

Isótopos monitorizados 55Mn, 64Zn y 66Zn 

Parámetros celda Condiciones 

Gas de colisión Helio 

Flujo gas 4,5 

 

3.1.1. Microscopía láser confocal 

Por otro lado, las medidas de la caracterización cuantitativa de las muestras 

de PSA se obtuvieron empleando un Microscopio Laser Confocal Spectra Leica 

RCS-SP2-AOBS, con un objetivo de 63 aumentos de inmersión en aceite. Un 

esquema del funcionamiento de un equipo de Microscopía Confocal se 

encuentra en la Figura 38. 
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Figura 38. Diagrama del funcionamiento de un equipo de microscopía confocal. 
Adaptado del Handbook of biological confocal microscopy.21 

El principio de la microscopía de basa en eliminar la luz reflejada o 

fluorescente procedente de los planos fuera de foco, Para ello se ilumina una 

pequeña zona de la muestra t se toma la luz procedente únicamente del plano 

focal,22 eliminando con un diafragma los haces de luz que provienen de los 

planos inferiores y superiores (ver Figura 38).  

Parte de la luz procedente de la fuente de iluminación atraviesa un primer 

diafragma, esta es reflejada mediante un espejo dicroico y se enfoca en un punto 

concreto del espécimen o muestra mediante el objetivo. La señal emitida por la 

muestra iluminada, ya sea fluorescencia o luz reflejada) vuelve por el mismo 

amino óptico, atravesando en esta ocasión el espejo dicroico y se enfoca en el 

detecto, pasando por un segundo diafragme que es el que elimina la luz 

procedente de fuera del plano focal. Además de los dos diaframas, el uso de un 

láser como fuente de iluminación permite focalizar la iluminación en una región 

muy pequeña de la muestra. 

En muestras biológicas, la microscopia laser confocal es utilizada en la 

mayor parte de las aplicaciones para la detección de la fluorescencia, ya sea la 

emitida por la propia muestra o por los fluoróforos empleados para teñir la 
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muestra. Sin embargo, existe otro modo de medida basado en la medida de la 

luz reflejada por la muestra, denominado microscopía confocal de reflexión. 

Este modo se ha empleado típicamente en aplicaciones de ciencia de materiales 

con el análisis de muestras opacas. Aunque en mucho menor uso que las 

aplicaciones anteriores, el modo reflexión se puede emplear en muestras 

biológicas para obtener una información adicional a la proporcionada por la 

luminiscencia de un espécimen, sin casi preparación de muestra adicional, en 

tejidos sin teñir o con tejidos marcados con sondas que reflejen la luz.23  

Es el modo reflexión el que se eligió en este capítulo para la detección y 

cuantificación del inmunosensor, dada la capacidad de reflejar la luz que poseen 

las nanoestructuras amplificadas tras la deposición metálica. Para la adquisición 

de las imágenes, la muestra fue irradiada con un Laser de Helio-Neon de 543 

nm. El tratamiento de las correspondientes imágenes se llevó a cabo utilizando 

el software Image J Confocal Uniovi, como se explicará a continuación en el 

apartado procedimientos.  

3.2. Procedimientos 

3.2.1. Síntesis de los Quantum dots de ZnS dopados con Mn 

(Mn-ZnS QDs) recubiertos con L-Cisteína e intercambio 

de ligandos 

La síntesis de los QDs de Mn-ZnS recubiertos con L-Cisteína solubles en 

agua se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por García-Cortés et at24. Se 

siguieron los siguientes pasos, recogidos en el esquema de la Figura 39. 
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Figura 39. Esquema del procedo de síntesis de QDs de Mn-ZnS recubiertos de L-
Cisteína. 

En primer lugar, se mezclaron, 50 mL de L-cisteína 0,02 M, 5 mL de ZnCl2, 

0,15 mL de MnCl2 y 1,35 mL de agua ultrapura. A continuación, se incrementó el 

pH de la mezcla resultante hasta un valor de pH 11 con una disolución de NaOH 

1 M. Seguidamente, se vierte la mezcla en un matraz de tres bocas de fondo 

redondo y, esta, se mantiene bajo agitación constante con un flujo constante de 

Argon, para la desoxigenación de la disolución. Tras 30 minutos, se añade 

rápidamente con una jeringa 5 mL de Na2S 0,1 M, manteniendo durante 20 

minutos más la agitación y el flujo de Argon. A continuación, la temperatura de 

la disolución se elevó hasta 50oC durante 2 horas bajo atmósfera de aire y con 

agitación. Durante esta última etapa, las nanopartículas que se obtienen como 

resultado de la síntesis, están sometidas a un proceso de envejecimiento, el cual 

mejora su cristalinidad y disminuye los efectos superficiales. 

Finalmente, se llevó a cabo la purificación de los QDs resultantes por 

ultracentrifugación. Para ello, la disolución de los QDs se diluye 1:1 con EtOH, 

que favorece la precipitación delos QDs. Esta mezcla se sometió a un proceso de 

ultracentrifugación a 5000 rpm durante 5 minutos, durante 3 ciclos. Se eliminó 

el sobrenadante y el precipitado obtenido se sometió a un proceso de secado, 
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dando como resultados un polvo de color marrón pardo de Mn-ZnS QDs 

recubiertas con L-cisteína solubles en agua. 

Para el uso de los QDs sintetizados como marcas en inmunoensayos, se 

necesita que estos sean solubles en agua y estables en medios biológicos. Sin 

embargo, a pesar de la solubilidad de los QDs recubiertos con L-cisteína, es 

precisamente este recubrimiento el que hace que hace que los QDs no sean 

estables en medios biológicos. Las cisteínas se oxidan fácilmente debido a los 

grupos tioles que presentan en su estructura, además a la hora de llevar a cabo 

la bioconjugación de los QDs con el anticuerpo, podrían ocurrir problemas de 

entrecruzamiento entre distintos QDs puesto que las cisteínas presentan en su 

estructura los dos grupos funcionales involucrados en la reacción de 

bioconjugación (como se verá en el apartado siguiente). Por todo ello, se decidió 

recubrir los QDs con otro ligando que le confiera más estabilidad, el ácido 

dihidrolipoico (ya utilizado para la solubilización en medio acuoso de las NPs de 

HgSe del Capítulo 1 de la presente Tesis Doctoral).  

Análogamente al Capítulo 1, el intercambio de ligandos de los QDs se llevó 

a cabo siguiendo el protocolo descrito por Clapp et al.25 .Un esquema del 

procedo de intercambio de ligandos se recoge en la Figura 40. 

 

Figura 40. Esquema del procedimiento de intercambio de ligandos de la superficie 
de los QDs de Mn-ZnS con DHLA. 

Para ellos se adicionó un exceso de DHLA (0,4 mL) sobre el polvo de los QDs 

de Mn-ZnS (10 mg) recubiertos con L-cisteína. La temperatura de la mezcla se 

elevó hasta 80oC y se dejó con agitación durante 2 horas. A continuación, tras 
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toda la noche en agitación se precipitan los QDs con 4 mL de metanol anhidro y 

tect butóxido potádico (tBuOk) en exceso, para desprotonar los grupos carboxilo 

del DHLA. Los QDs se sedimentan mediante centrifugación (5000 rpm durante 

15 minutos) y se transfirieron a medio acuosos. Finalmente, se llevó a cabo una 

etapa de purificación adicional mediante ultrafiltración (5000 rpm durante 10 

minutos tres veces) utilizando filtros de centrifuga de 3 kDa.  

3.2.2. Síntesis de NPs de oro (AuNPs) 

Las nanopartículas de oro (AuNPs), se sintetizaron siguiendo el 

procedimiento previamente descrito.26 Se mezclaron 98 mL de agua ultrapura 

con 1 mL de 25 mM de la sal sódica de tetracloroaurato (NaAuCl4). La dosolución 

resultante se calentó hasta ebullición con agitación continua. Una vez ésta entró 

en ebullición, se añadió 1 mL de una disolución 33 mg mL-1 de citrato sódico 

tribásico. La mezcla se dejó durante 10 minutos en ebullición. Finalmente, las 

AuNPs resultantes se purificaron por centrifugación a 7500 g durante 15 min y 

4oC  (tres ciclos).  

3.2.3. Proceso de bioconjugación química de los Mn-ZnS QDs 

A lo largo de este Capítulo de la presente Tesis Doctoral, se seleccionaron 

dos procesos de bioconjugación en función del tipo de nanopartícula empleada 

para el marcaje. La vía de bioconjugación seleccionada para la unión de los Mn-

ZnS QDs con el anticuerpo monoclonal específico contra la PSA (mAb-PSA) fue 

la química de la carbodiimida. Esta ruta establece una unión covalente mediante 

la formación de un enlace amida entre la los grupos carboxilo que recubren la 

superficie de los QDS, con los grupos amida de los aminoácidos contenidos en el 

anticuerpo.27 Un esquema del proceso de bioconjugación se recoge en la Figura 

41. 
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Figura 41. Esquema de la reacción de bioconjugación de los Mn-ZnS QDs con el 
anticuerpo monoclonal via química de la carbodiimida.  

Esta reacción de bioconjugación se llevó a cabo en un vial, con agitación y a 

temperatura ambiente. En primer lugar, se añadieron las cantidades necesarias 

de QDs, en un exceso 3:1 con respecto al anticuerpo, y el exceso correspondiente 

de EDC (1500) y NHS (3000) con respecto a los QDs en este caso. Se dejó 

reaccionar durante 10 minutos, para activar los grupos carboxilo de la 

superficie de los QDs. A continuación, se añadió la cantidad correspondiente de 

anticuerpo, y se dejó agitando en las mismas condiciones de temperatura hasta 

un tiempo total de 2 horas. Cabe destacar, que las relaciones molares entre la 

biomolécula (en este caso el anticuerpo) y el nanomaterial se han optimizado, 

intentando obtener la mayor homogeneidad del bioconjugado (es decir, que 

existan el menor número de estequiometrías distintas dentro de la mezcla) y el 

mantenimiento de la funcionalidad del anticuerpo y las propiedades 

luminiscentes de la nanopartícula. Finalmente, se llevó a cabo la eliminación del 

exceso de los reactivos empleados durante la bioconjugación. Para ello, se 

emplearon filtros de centrífuga con un paso de 100 kDa, se centrifugó durante 

15 min a 13000 rpm. Posteriormente, el bioconjugado que se encontraba 

retenido en el filtro, se redispersó en una disolución 10 mM de PBS + 0,05% 

Tween 20.  
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3.2.4. Proceso de biocojugación por adsorción de las AuNPs 

Al contrario que la bioconjugación de los QDs, el procedimiento de 

bioconjugación de las AuNPs a los correspondientes anticuerpos específicos 

contra PSA se realizó por adsorción, según el protocolo descrito previamente 

con algunas modificaciones.28 Dicho protocolo se encuentra esquematizado en 

la Figura 42. 

 

Figura 42. Esquema del proceso de bioconjugación por adsorción del Anticuerpo 
sobre la superficie de las AuNPs. 

En primer lugar, se ajustó el pH de la suspensión de AuNPs a 8,5 utilizando 

una disolución de NaOH 1 M. A continuación, la suspensión se incubó con una 

disolución de anticuerpo, con una relación molar 1:1 durante 1 hora a 4oC. Una 

vez transcurrido el tiempo, se añadió la cantidad correspondiente de BSA para 

tener una concentración final de 0,25% (p/v), a fin de recubrir la superficie de 

las AuNPs que no se hubiera conjugado. La mezcla se incubó durante 20 

minutos. Posteriormente, se purificó el biocojugado resultante mediante 

ultracentrifugación a 12000 g durante 30 minutos a 4o, seguido de una 

redispersión del precipitado del bioconjugado AuNPs:Ab en un 10 mM de PBS 

con 0,25 % BSA (p/v) y 0,01 % Tween 20.  

3.2.5. Desarrollo del immunoensayo tipo sándwich para la 

detección de PSA 

Un esquema del inmunoensayo tipo sándwich llevado a cabo para la 

cuantificación de PSA se recoge en la Figura 43. A fin de llevar a cabo la detección 
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mediante microscopía confocal, la superficie seleccionada para el desarrollo del 

inmunoensayo fuero unos portaobjetos de microscopio convencionales 

recubiertos con poli-L-Lisina, para facilitar la deposición de proteínas en su 

superficie, en lugar de utilizar las placas convencionales tipo ELISA. 

 

Figura 43. Diagrama del inmunoensayo tipo sándwich para la detección de PSA 
empleando la deposición catalítica de oro sobre la superficie de las NPs utilizadas como 
marcas. 

En primer lugar, se coloca sobre el portaobjetos una pegatina de silicona 

que contiene 8 pocillos, de forma que los pocillos quedan delimitados por la 

pegatina, evitando contaminaciones entre muestras. Una vez colada la pegatina 

se procedió con el procedimiento completo del inmunoensayo tipo sándwich. 

Para ello, se tapiza la placa con el anticuerpo de captura anti-PSA (pAb-PSA) 

utilizando 100 µL de una disolución 3 µg mL-1, dejando incubar durante 6 horas 

en estufa a 37 oC. Trascurrido el tiempo correspondiente, se bloquea la 

superficie del portaobjetos que haya quedado sin recubrir por los anticuerpos 

con 150 µL de una disolución de BSA al 3% (preparada en PBS 10mM pH 7,4). 

Esta disolución de incuba durante toda la noche a 4 oC. Posteriormente, se 

elimina la disolución de bloqueo y cada uno de los pocillos, se lava con 150 µL 

de 10mM PBS + 0,05% de Tween 20, se repitió el proceso de lavado veces. 

Entonces se añadieron los 100 µL de las muestras con PSA correspondientes en 

cada pocillo, dejando que incuben durante 2 h a 37 oC. Se llevó a cabo otra etapa 

de lavado con 150 µL de 10mM PBS + 0,05% de Tween 20 y, finalmente, se 

añadieron 100 µL de la disolución de bioconjugado (Ab:NP) en una 
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concentración de 1 µg mL-1 (referida al anticuerpo). Se dejó incubar durante 2 h 

a 37 oC.  

Una vez llevado a cabo el inmunoensayo completo, se continuó el proceso 

con la etapa de amplificación. Tras el correspondiente lavado con 50 µL de 

10mM PBS + 0,05% de Tween 20, se añadió a cada pocillo una disolución 1:1 de 

los precursores de oro y el reductor necesarios para la deposición catalítica, 0.5 

mM NaAuCl4 y 5 mM hidroxilamina. Dicha mezcla se incubó durante 15 min a 60 

oC con agitación constante. Por último, se eliminó el exceso de reactivos y se 

lavaron los pocillos con agua ultrapura antes de la detección por microscopía. 

3.2.6. Tratamiento de imágenes cuantitativo de las medidas 

de Microscopía Confocal 

Las imágenes digitales adquiridas en cada uno de los pocillos de los 

portaobjetos, que contienen el inmunoensayo completo con la correspondiente 

etapa de amplificación, se trataron empleando el software Image J Confocal 

Uniovi. Con el fin de analizar la mayor cantidad posible de toda la superficie de 

los pocillos, éstos se dividieron en dos partes, tomando 4 imágenes en cada una 

de las zonas delimitadas. De forma que de cada uno de los pocillos se procesaron 

8 imágenes en total.  

Cada una de las imágenes de reflexión obtenidas se convirtieron en las 

correspondientes imágenes binarias mediante la aplicación de un segmentado. 

El cual clasifica los pixeles contenidas en cada imagen en dos tipos: fondo (que 

corresponde al fondo de los portaobjetos utilizados como superficie del 

inmunosensor) y primer plano (que corresponde a las nanoestructuras 

amplificadas). Como resultado del segmentado, se obtiene una imagen binaria 

donde todos los pixeles están clasificados como a0=1 cuando el valor del pixel es 

inferior al del segmentado utilizado o a1=255 cuando el valor del pixel es 

superior al valor del segmentado. Dicho valor se segmentado se seleccionó de 

formar que todas las partículas se contasen correctamente, asegurando que 

ningún pixel correspondiente a la señal de fondo estuviera mal clasificado. Este 
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valor, se seleccionó al principio de cada experimento y se aplicó a todas las 

imágenes obtenidas durante el mismo.  

Una vez obtenidas las imágenes binarias, se puede utilizar el software Image 

J confocal para contar todas las partículas con un tamaño inferior a uno 

impuesto, a través de la aplicación de algoritmos. En este caso, no se seleccionó 

ningún valor límite de tamaño, puesto que el tamaño de las partículas tras el 

proceso de amplificación dependía de la semilla catalítica empleada y las 

condiciones utilizadas en cada una. Como resultado, se obtuvo el número total 

de partículas de cada imagen, y se calculó, con estos datos, en el número total de 

partículas en cada zona delimitada en los pocillos.  
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4. Resultados y discusión 

4.1. Caracterización de los NPs sintetizadas y sus 

bioconjugados 

En primer lugar se llevó a cabo la caracterización luminiscente de los QDs 

de Mn-ZnS recubiertos con L-cisteína, así como de los QDs recubiertos con DHLA 

resultantes tras el intercambio de ligandos.  

El espectro de emisión de ambas suspensiones de QDs (recubiertos con L-

cisteína o con DHLA) se recogió tras su excitación a 295 nm, mostrando un 

máximo de emisión a 595 nm. Una vez obtenidos los espectros de emisión, se 

realizó un espectro de excitación, a fin de asegurar que la longitud de onda de 

excitación era la correcta, y no había sufrido ningún desplazamiento durante el 

proceso de intercambio de ligandos. Los espectros de emisión y excitación de 

los QDs de ZnS dopados con Mn recubiertos con DHLA se muestran en la Figura 

44.  

 

Figura 44. Espectros de fosforescencia de los QDs de ZnS dopados con Mn 
recubiertos con DHLA tras el intercambio de ligandos. Espectro de excitación (línea 
negra) y espectro de emisión (línea gris). 

Estos QDs tienen una emisión fosforescente centrada en 590 nm con una 

excitación a 290 nm. Además, no se observó ninguna modificación en las 
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propiedades luminiscentes tras el intercambio de los ligandos que recubren su 

superficie. 

Además, se llevó a cabo una caracterización morfológica de los QDs a través 

mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). En este caso, puesto 

que el núcleo de los QDs es el mismo para ambos, y no se espera ningún cambio 

en el tamaño tras el intercambio de ligando, se obtuvieron imágenes solamente 

de los QDs recubiertos con DHLA (puesto que serán los empleados durante el 

presente capítulo). Las imágenes de los QDs de Mn-ZnS (Figura 45) muestran un 

tamaño de 3,6 nm. 

 

Figura 45. Imágenes de HR-TEM de los QDs de Mn-ZnS recubiertos con DHLA. 

Una vez obtenida la caracterización morfológica y luminiscente de los QDs, 

para llevar una bioconjugación apropiada de los QDs con el anticuerpo 

correspondiente, es necesario conocer la concentración de dichos QDs. De 

acuerdo con las ecuaciones desarrolladas por García-Cortés et al,24 la 

concentración de QDs se puede calcular a través de la ecuación (18). 

𝐶𝑄𝐷𝑠(µ𝑚𝑜𝑙) =  
𝑀𝑍𝑛 (µ𝑔) 𝑥 𝑋𝑏𝑙𝑒𝑛𝑑𝑎

𝑛𝑍𝑛
𝑎𝑡  𝑥 𝐴𝑤

𝑍𝑛
 (18) 

Donde, MZn(µg) es la masa de Zn presente en los QDs, Xblenda es la fracción 

molar de blenda de la estructura, 𝑛𝑍𝑛
𝑎𝑡  el número de átomos de Zn por QDs y 𝐴𝑤

𝑍𝑛 

el peso atómico del Zn. El Xblenda y el 𝑛𝑍𝑛
𝑎𝑡   se obtuvo fácilmente a través de las 
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medidas de XRD, y éstos vienen dados por el % de Mn presente en la estructura 

de los QDs. En este caso, puesto que el %Mn utilizado es un 3%, la fracción molar 

de blenda en la estructura se asumió que era de un 0.97.29 De la misma forma, 

basándose en las medidas de XRD previas, se asumió un número de átomos de 

Zn por QD de 155. Para las medidas de la masa de Zn en la suspensión, se 

recurrió al ICP-MS, donde se determinó la cantidad de Zn de los QDs tras su 

correcta digestión ácida, mediante un calibrado externo. En este caso, solamente 

se realizó el cálculo de la concentración molar de la suspensión de los QDs de 

Mn-ZnS recubiertos con DHLA, puesto que son los que se emplean durante el 

desarrollo del inmunoensayo. 

A continuación, siguiendo el protocolo descrito en el aparatado 3.2.3 del 

presente Capítulo, se llevó a cabo la bioconjugación utilizando los valores de 

concentración de QDs previamente calculados con las medidas de ICP-MS. Tras 

la bioconjugación y purificación de la mezcla resultante, se llevó a cabo de nuevo 

la caracterización luminiscente, a fin de determinar si las propiedades de los 

QDs habían sufrido alguna modificación con el proceso de recubierto de su 

superficie con el anticuerpo. Los espectros de emisión y excitación fosforescente 

se recogen con las mismas condiciones utilizadas previamente durante la 

caracterización de los QDs libres, y se muestran en la Figura 46. 
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Figura 46. Espectros de fosforescencia de emisión obtenidos para: los QDs de Mn-
ZnS libres (línea negra continua) y para el bioconjugado Ab:QDs (línea gris de puntos) 
con una longitud de onda de excitación de 290 nm. 

Análogamente, se llevó a cabo la caracterización de las AuNPs y su 

correspondiente bioconjugado. En primer lugar, se obtuvo el espectro de 

absorbancia de las AuNPs, que presentaron un máximo de absorbancia a 521 

nm (ver Figura 47), así como la determinación de su tamaño mediante HR.TEM 

(figura ZZ b), mostrando un tamaño de 19nm.  

 

Figura 47. Espectro de absorbancia de las AuNPs recubiertas de citrato 
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Figura 48. Imagen de HR-TEM de las AuNPs recubiertas de citrato 

De nuevo, para llevar a cabo una correcta bioconjugación de las NPs con el 

anticuerpo, se determinó la concentración en número de NPs. En este caso, el 

número de AuNPs se determinó a través de la estimación del coeficiente de 

extinción molar de las AuNPs y las medidas de absorbancia de las mimas.30 

Posteriormente, se llevó a cabo la caracterización por absorbancia del 

bioconjugado de AuNPs:Ab (ver Figura 49). Como se puede ver, se aprecia un 

desplazamiento del máximo de longitud de onda desde 521 a 523 nm, dicho 

desplazamiento concuerda perfectamente con lo descrito en la bibliografía. 

 

Figura 49. Espectros de absorbancia de las AuNPs (línea negra continua) y del 
bioncojugado Ab:AuNPs (línea gris de puntos). 
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4.2. Deposición de oro sobre la superficie de Mn-ZnS 

QDs y AuNPs como semillas catalíticas 

La deposición catalítica de metales sobre la superficie de NPs de distinta 

naturaleza, así como su correspondiente aumento de tamaño y detección 

mediante técnicas microscópicas se ha venido desarrollando a lo largo de los 

últimos años.31 En un estudio reciente, se evaluó la deposición de Au (III) sobre 

la superficie de AuNPs depositadas en tejidos, de forma que a través de la 

medida de la luz dispersada por estas nuevas estructuras amplificadas mediante 

microscopía confocal, fueron capaces de localizar proteínas de muy baja 

abundancia en tejidos transparentes.19 Pero esta deposición metálica no se ha 

limitado únicamente al oro, sino que la deposición catalítica de plata, sobre la 

superficie de distintas nanopartículas, CdSe/ZnS QDs y AuNPs también se ha 

estudiado.28 Sin embargo, esta deposición de Ag ha demostrado ser un proceso 

rápido y sencillo, pero con una reproducibilidad muy baja ligado a la dificultad 

de controlar el proceso cinético durante la etapa de amplificación.32,33 Por el 

contrario, la deposición catalítica de oro ha demostrado en un reciente estudio, 

ser más reproducible y efectiva.17 

Por todo ello, para la detección ultrasensible de PSA, se seleccionó en este 

caso la deposición catalítica de oro empleando dos NPs como semillas catalíticas 

de distinta naturaleza y con diferentes recubrimientos, AuNPs recubiertas con 

citrato y QDs de Mn-ZnS recubiertos con DHLA.  

En primer lugar, se evaluó la capacidad de producción de estructuras de oro 

amplificadas, así como la posibilidad de detectar dichas estructuras en la misma 

superficie en la que se llevó cabo el inmunoensayo. Con este propósito, se realizó 

el procedimiento completo del inmunoensayo tipo sándwich (descrito en el 

apartado experimental del presente capítulo), utilizando una muestra dopada 

con PSA (100 pg mL-1) y otra muestra de blanco (es decir, sin PSA). El protocolo 

se repitió utilizando ambos tipos de NPs: AuNPs y QDs de Mn-ZnS. Tras la etapa 

de incubación de los bioconjugados, se llevó a cabo la amplificación mediante la 

deposición de Au sobre la superficie de las NPs catalizada por un reductor 
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(hidroxilamina). Como resultado del análisis por microscopía confocal, se 

obtuvieron las imágenes recogidas en la Figura 50. 

Como se puede ver claramente en la Figura, se formaron estructuras de Au 

con un tamaño superior al inicial en ambas semillas catalíticas. Además, la 

aplicabilidad del microcospio confocal para la detección de la luz reflejada por 

estas estructuras amplificadas quedó demostrada. Cabe resaltar en esto que la 

amplificación del tamaño de las partículas se produce una vez que todo el 

proceso de inmunoensayo ha tenido lugar, por tanto, no se comprometen las 

capacidades de reconocimiento de los anticuerpos, que sí podrían verse 

afectadas al emplear directamente partículas más grandes durante el marcaje. 

 

Figura 50. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos 
contenidos en el portaobjetos (160 x 160 µm2) obtenidas después del inmunoensayo 
completo para la detecctión de PSA seguido de la deposición catalítica de Au para 
utilizando dos tips de semillas catalíticas: (a-b) AuNPs con 0 y 100 pg mL-1 PSA y (c-d) 
Mn-ZnS QDs con 0 y 100 pg mL-1 PSA, respectivamente.   

La amplificación de tamaño observada en la Figura anterior se pudo 

cuantificar, de forma que la comparación directa con los tamaños iniciales de las 

NPs utilizadas como semillas, obtenidos mediante TEM (ver Figura 51a y c) es 

mucho más sencilla. En el caso de las AuNPs, el tamaño se incrementó desde 21 
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±1 nm hasta 1,5 ±1,1 µm. Mientras que los QDs de Mn-ZnS de 3,6 ±0,2 nm 

pasaron a tener un tamaño de 1,2 ±0,3 µm. Si bien el tamaño obtenido para las 

estructuras amplificadas de AuNPs fue superior a la de los QDs, la dispersión en 

los tamaños de las mismas, 73% para las AuNPs con respecto a un 17%, indica 

que la amplificación sobre la superficie de los QDs ocurre de manera más 

controlada. Esto puede verse fácilmente en la Figura siguiente, donde se 

muestra una ampliación de las imágenes obtenidas con cada una de las semillas 

catalíticas, así como un histograma de los tamaños de las estructuras 

amplificadas obtenidas en cada caso. 

 

Figura 51. Imágenes de microscopía confocal para a) AuNPs y c) QDs de Mn-ZnS 
tras llevar a cabo el inmunonensayo completo de PSA y la correspondiente deposición 
catalítica de Au. Distribución de tamaños de las nanoestructuras amplificadas b)AuNPs y 
d) QDs de Mn-ZnS. 

A pesar del drástico aumento de tamaño desde los pocos nm a las micras 

obtenido, el comportamiento de cada una de las NPs como semillas catalíticas 

fue claramente distinguible. El oro depositado creció con una mayor rapidez 

sobre la superficie de las AuNPs, produciendo una amplificación instantánea del 

tamaño, llegando incluso a la formación de agregados (como los mostrados en 

la Figura 51a) que se podía ver a simple vista por un cambio en el color del 
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pocillo desde transparente a un color azulado (color típico asociado a los 

agregados de AuNPs). Este crecimiento incontrolado de las NPs, se tradujo en 

una señal del blanco muy elevada (ver Figura 50a) prácticamente indistinguible 

de la señal observada para la muestra dopada con PSA (Figura 50b).  

Por el contrario, en el caso de los QDs de Mn-ZnS la deposición de Au se 

produce de una forma más controlada, dando como resultado la formación de 

partículas con tamaños mucho más similares (ver Figura 51b). Además, esto se 

tradujo en una señal de blanco mucho más baja que la presentada por las AuNPs 

(Figura 50c), que en esta ocasión si es claramente distinguible de la señal 

obtenida para la muestra dopada con PSA (Figura 50d). Además, puesto que el 

tipo de inmunoensayo seleccionado fue un tipo sándwich, el número de 

nanoestructuras obtenido en la muestra dopada con PSA fue claramente 

superior al del blanco.  

Finalmente, para demostrar la amplificación incontrolada de Au sobre las 

AuNPs en contraposición a la ocurrida sobre QDs de Mn-ZnS, se tomaron 

imágenes a lo largo de todo el pocillo, a fin de determinar si este 

comportamiento era puntual. Las imágenes tomadas de distintas zonas de los 

pocillos de AuNPs y QDs de Mn-ZnS se recogen en la Figura 52. 
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Figura 52. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo seguido de la deposición 
catalítica de Au para muestras con un contenido de PSA de 10 pg mL-1. Las imágenes se 
tomaron en distintas zonas del mismo pocillo de los dos tipos de semillas estudiadas: a) 
AuNPs y b) QDs de Mn-ZnS.  

A raíz de las imágenes anteriores, se pudo determinar que la 

heterogeneidad mostrada por la amplificación de Au sobre las AuNPs se 

mantenía a lo largo de todo el pocillo, mostrando agregados de partículas de 

gran tamaño así como una dispersión de tamaños elevada. Por el contrario, las 

imágenes tomadas de distintas zonas del pocillo de los QDs, mostraron una 

homogeneidad de la amplificación de Au y una dispersión de tamaños pequeña, 

como ya se había determinado con el histograma de distribución de tamaños.  
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4.2.1. Evaluación de la amplificación incontrolada y 

adsorciones inespecíficas 

Dada la amplificación incontrolada observada cuando se emplean AuNPs 

como semillas catalíticas han de evaluarse una serie de factores a fin de mejorar 

dicha amplificación heterogénea. En primer lugar, se evaluó la posibilidad de 

que las micropartículas se formasen de manera espontánea sobre el pocillo 

simplemente con la mezcla de los precursores (NaAuCl4 e hidroxilamina), 

incluso en ausencia de las semillas catalíticas. Para comprobarlo, se llevó a cabo 

el mismo inmunoensayo tipo sándwich, incluida la amplificación metálica, pero 

en este caso utilizando un anticuerpo específico contra PSA sin marcaje alguno. 

De forma análoga al experimento anterior, se evaluaron dos concentraciones 

distintas de PSA (0 y 5 ng mL-1). Como resultado, no se obtuvo ninguna señal en 

las imágenes de reflexión tomadas con el microscopio confocal. Lo cual indica 

que no se producía la formación de micropartículas de oro en ausencia de 

semillas catalíticas. Dicho resultado, era de esperar, indicaba que el crecimiento 

incontrolado de oro sobre AuNPs era debido al tipo de semillas catalíticas y a no 

a las condiciones de amplificación. 

El segundo factor a tener en cuenta son las adsorciones inespecíficas, típicas 

en el desarrollo de inmunoensayos basados en NPs. Estas adsorciones 

inespecíficas podrían explicar la enorme diferencia en la amplificación 

observada cuando se utilizan las AuNPs como semillas catalíticas en lugar de los 

QDs. Con objetivo de minimizar las adsorciones inespecíficas, se evaluó el 

empleo de dos agentes de bloqueo, BSA y caseína (muy empleados en 

inmunonesayos). Se llevó a cabo el mismo inmunoensayo tipo sándwich para 

detección de PSA, utilizando las mismas dos concentraciones de nuevo, con la 

correspondiente etapa de amplificación. Puesto que el objetivo de este ensayo 

era el estudio de la disminución de las adsorciones inespecíficas asociadas a la 

NP empleada como semilla catalítica, se añadió la sonda marcada con ambas NPs 

(Ab:NPs). Además, se probaron los dos agentes de bloqueo seleccionados: BSA 

3% y caseína 1%. Una vez realizado el inmunoesanyo completo y la 
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correspondiente amplificación metálica, se procedió a su detección en el mismo 

portaobjetos donde se llevó a cabo el ensayo mediante microscopía confocal de 

reflexión. Las imágenes obtenidas como resultado para ambos tipos de agentes 

de bloqueo se recogen en la Figura 53. 

 

Figura 53. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo seguido de la deposición 
catalítica de Au con distintas concentraciones de PSA y agentes de bloqueo. 
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De nuevo se formaron estructuras amplificadas en todas las condiciones 

ensayadas, sin embargo, a simple vista se puede distinguir un comportamiento 

diferencial entre ambos agentes de bloqueo y el tipo de semilla catalítica. En el 

caso de los QDs de Mn-ZnS, el empleo de BSA 3% como bloqueante, proporcionó 

una menor cantidad de estructuras amplificadas en el pocillo correspondiente 

al blanco (Figura 53a), además de un aumento en el número de partículas para 

la muestra dopada con PSA (Figura 53b), Por el contrario, el número de NPs 

observado para el bloqueo con caseína 1% es superior (Figura 53e), dificultando 

la discriminación de la muestra dopada (Figura 53f) con respecto al blanco. En 

el caso de las AuNPs, se observó un comportamiento muy similar entre los dos 

agentes de bloqueo, una mayor señal de fondos (en el pocillo de blanco) cuando 

se utiliza caseína 1% como bloqueante (Figura 53g y h), mientras que la señal 

del blanco disminuía con el uso de BSA 3% (Figura 53). Sin embargo, seguían 

existiendo una enorme cantidad de adsorciones inespecíficas que hacían muy 

complicado distinguir la señal de la muestra dopada con la obtenida para el 

blanco (Figura 53c y d).  

Dada la imposibilidad de reducir las adsorciones inespecíficas asociadas a 

la AuNPs, y por tanto, la amplificación incontrolada y heterogénea de oro sobre 

su superficie, se seleccionaron los QDs de Mn-ZnS como semillas catalíticas, 

continuando con ellos durante los estudios de optimización para la 

cuantificación de PSA. 

4.3. Optimización del proceso de amplificación de las 

nanoestructuras 

Un parámetro clave en el procedimiento es el proceso de amplificación de 

tamaño que sufren las NPs como resultado de la deposición de oro. Por tanto, 

para conseguir una mayor sensibilidad y un proceso de cuantificación 

reproducible, fue necesario optimizar las variables relacionadas con el proceso 

de amplificación. Dentro de estas variables, la más importante, es la 

concentración de los reactivos utilizada durante el proceso de amplificación. 
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Con este objetivo, se llevó a cabo el mismo inmunonesayo tipo sándwich 

descrito (ver Figura 43), en este caso únicamente con los QDs de Mn-ZnS, con 

dos concentraciones de PSA (0 y 10 pg mL-1). Se comenzó con el estudio de la 

variación de la concentración de hidroxilamina, manteniendo constante la 

concentración de la sal de Au (III), 0, 5 mM. Se ensayaron 5 concentraciones de 

hidroxilamina desde 1 hasta 15 mM, basándose en estudios previos del proceso 

de amplificación en disolución.17 Por otro lado, se optimizó la concentración de 

la sal de Au, manteniendo constante la concentración de hidroxilamina en 5 mM, 

En este caso, se varió la concentración de NaAuCl4 desde 0,1 hasta 1 mM. De 

nuevo, los resultados de la optimización se determinaron mediante microscopía 

confocal a través de la medida de la luz reflejada por la superficie de las 

partículas formadas durante el proceso de amplificación. Se tomaron imágenes 

de dos zonas de cada uno de los pocillos, que se utilizaron para el posterior 

procesado. En las Figura 54y Figura 55 se recogen las imágenes tomadas en los 

pocillos correspondientes para la optimización de la concentración de 

hidroxilamina y la del oro, respectivamente.  
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Figura 54. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo seguido de la deposición 
catalítica de Au con dos concentraciones de PSA ,variando la concentración de 
hudroxilamina durante el proceso de amplificación con una concentración constante de 
NaAuCl4 de 0,5 mM. 
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Figura 55. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo seguido de la deposición 
catalítica de Au con dos concentraciones de PSA ,variando la concentración de NaAuCl4 
durante el proceso de amplificación con una concentración constante de hidroxilamina 
de 5 mM. 
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Los resultados mostraron que con el aumento de la concentración de 

cualquiera de los precursores, aumentaba también el número de partículas 

amplificadas en los pocillos. Si bien es cierto que este aumento no ocurría solo 

en el pocillo que contenía la muestra dopada de PSA, sino que ocurría también 

en los pocillos correspondientes al blanco (0 PSA). Para facilitar la visualización 

de los datos obtenidos en cada pocillo, las imágenes recogidas en las Figura 54 

y Figura 55, se trataron siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 

experimental, utilizando el software Image J Confocal Uniovi. De este procesado 

de imágenes se obtuvo el número de NPs contenidas en cada uno de los pocillos. 

En la Figura 56, se muestra el contaje obtenido para cada una de las condiciones 

en la disolución de blanco (barras blancas) y en la muestra dopada con PSA 

(barras grises). Además, se pudo cuantificar la señal de la muestra con respecto 

a la del blanco, representada como los puntos rojos en la misma figura (S/B), 

para cada una de las condiciones ensayadas. 

 

Figura 56. Número de estructuras de Au amplificadas sobre la superficie de los QDs 
de Mn.ZnS medidas tras el desarrollo del inmunonesayo para la detección de PSA en dos 
concentraciones: 0 (barras blancas) y 10 pg mL-1(barras grises), utilizando diferentes 
condiciones de amplificación: a) variando la concentración de Hidroxilamina y b) 
variando la concentración de NaAuCl4. La relación entre la señal de la muestra dopada y 
la señal del blanco se encuentra también representada (puntos rojos). Las barras de error 
corresponden a 1SD. 

De los resultados anteriores, se pudo determinar que con el uso de las 

concentraciones más elevadas, tanto para hidroxilamina como para la sal de Au, 

la amplificación aumentaba llegando a un punto donde la señal del blanco era 

prácticamente igual a la de la muestra dopada. Este hecho se puede ver 

claramente en la S/B calculada para cada una de las condiciones (ver Figura 56a 
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y b). De esta forma, tomando la relación S/B como parámetro crítico se 

seleccionaron las concentraciones de 5 mM para hidroxilamina y 0,5 mM para 

NaAuCl4, para continuar con la optimización. 

A continuación, se evaluó la influencia del tiempo de amplificación sobre la 

el número de partículas amplificadas. Se utilizaron tiempos de amplificación de 

10, 15, 20 y 30 minutos tras el desarrollo del inmunoensayo completo, con las 

condiciones de hidroxilamina y sal de oro optimizadas previamente, utilizando 

de nuevo dos concentraciones de PSA: una disolución de blanco y una muestra 

dopada. Las imágenes obtenidas se recogen a continuación, en la Figura 57. 

De nuevo se observa un aumento de la señal obtenida con el tiempo de 

amplificación utilizado. Sin embargo, como cabía esperar, el aumento de la señal 

se produce tanto en la señal del blanco como en el de la muestra dopada. 
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Figura 57. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo seguido de la deposición 
catalítica de Au, variando el tiempo de amplificación. 
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Análogamente a la optimización anterior, se calculó el número de partículas 

en cada pocillo, siguiendo el protocolo descrito en el procedimiento 

experimental del presente Capítulo, procesando las imágenes obtenidas en cada 

una de las zonas delimitadas de cada pocillo. Como resultado se obtuvo una 

gráfica muy similar a la anterior, recogida en la Figura 58. 

 

Figura 58. Número de estructuras de Au amplificadas sobre la superficie de los QDs 
de Mn.ZnS medidas tras el desarrollo del inmunonesayo para la detección de PSA en dos 
concentraciones: 0 (barras blancas) y 10 pg mL-1(barras grises), utilizando diferentes 
tiempos de amplificación. La relación entre la señal de la muestra dopada y la señal del 
blanco se encuentra también representada (puntos rojos). Las barras de error 
corresponden a 1SD. 

Esta Figura demostró como el aumento del tiempo conllevaba un aumento 

en la señal obtenida tanto en el blanco como en la muestra dopada con PSA, 

llegando a ser estas dos muestras indistinguibles con un tiempo de 

amplificación de 30 minutos. A la vista de los resultados y tomando de nuevo del 

valor de S/B como referencia, se seleccionó un tiempo de 15 minutos como 

tiempo de amplificación. 
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4.4. Desarrollo del inmunoensayo para la detección de 

PSA mediante deposición catalítica de Au y 

Microscopía Confocal 

Una vez se han optimizado las variables correspondientes al proceso de 

amplificación, se procedió con la investigación de las características analíticas 

del inmunonesayo desarrollado. Para ello, se llevó a cabo el inmunoensayo 

completo para la detección de PSA utilizando los QDs de Mn-ZnS como semillas 

catalíticas para la deposición de Au en las condiciones óptimas, siguiendo el 

protocolo recogido en la Figura 43. Se utilizaron concentraciones crecientes de 

PSA (desde 0,01 hasta 100 pg mL-1) preparadas en 10 mM PBSA pH 7,4, para la 

construcción de la curva de respuesta. Tras el procedimiento del inmunonesayo 

y su correspondiente amplificación catalítica, los pocillos de analizaron en el 

mismo portaobjetos en el que se llevó a cabo el inmunosensor, mediante 

microscopía confocal en modo reflexión. Debido a las limitaciones del número 

de pocillos (que vienen dados por la pegatina utilizada sobre el portaobjetos), 

no se pudieron realizar réplicas de los puntos del calibrado. No obstante, se 

tomaron imágenes de dos zonas delimitadas del pocillo que se tomaron como 

réplicas del procedimiento.  
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Figura 59. Imágenes de microscopía confocal de pequeñas áreas de los pocillos (230 
x 230 µm2) obtenidas después del inmunoensayo completo con la correspondiente 
deposición catalítica de Au sobre la superficie de los QDs de Mn-ZnS con distintas 
concentraciones de PSA: a) 0 pg mL-1, b) 0,01 pg mL-1, c) 0,1 pg mL-1, d) 1 pg mL-1, e) 10 
pg mL-1 y f) 100 pg mL-1 PSA.  

La Figura 59, muestra las imágenes obtenidas de las partículas amplificadas 

para concentraciones crecientes de PSA. Como cabía esperar, el aumento de PSA 

conlleva un incremento en el número de partículas, puesto que el inmunoensayo 

utilizado es un tipo sándwich. Como ya se ha comentado, a fin de obtener un 

área representativa de los pocillos, se tomaron 8 imágenes de cada pocillo en 
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dos zonas delimitadas. Dichas imágenes se procesaron siguiendo el mismo 

protocolo utilizado hasta el momento (descrito en el apartado experimental). 

Por tanto, se calculó el número de partículas presentes en cada pocillo, pudiendo 

obtener la correspondiente curva de respuesta del inmunoensayo. la señal 

obtenida sigue una curva típica de respuesta de un inmunonesayo, con una parte 

lineal obtenida tras la aplicación de la escala logarítmica sobre el eje x (que 

contiene la concentración de PSA). Esta curva de respuesta se muestra en la 

Figura 60. 
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Figura 60. Curva de respuesta del inmunoensayo obtenida tras el procesado de 
imágenes de microscopía confocal de las estructuras de oro amplificadas con diferentes 
concentraciones de PSA, representada en escala logarítmica. Las barras de error 
corresponden a 1SD de las dos zonas delimitadas medidas en cada pocillo. 

Basándose en la curva anterior y la señal obtenida para el blanco (con su 

correspondiente desviación estándar), se calculó el límite de detección (Limit of 

detection, LOD) para la cuantificación de PSA como la señal correspondiente a la 

señal del blanco más 3 veces su desviación estándar, resultando en un LOD de 

1,1 fg mL-1. Este excelente LOD demuestra que la metodología propuesta es útil 

para la cuantificación ultrasensible de PSA en muestras de interés biológico, 

como es el caso de la determinación de PSA en muestras de suero humano en 

hombres que se han sometido a un tratamiento quirúrgico de extirpación de la 

próstata (cuyos niveles de PSA se encuentra por debajo 0,1 ng mL-1), No 
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obstante, este LOD es suficiente incluso para la determinación de PSA en 

muestras de suero de mujeres, cuyos niveles de PSA en sangre son mucho 

menores (1 pg mL-1).  

De hecho, el método propuesto es uno de los métodos más sensibles 

descritos hasta la fecha, para la cuantificación de PSA en muestras biológicas, 

con un amplio rango lineal, de cuatro órdenes de magnitud, basado en una 

simple estrategia de amplificación con detección en la misma superficie del 

inmunosensor. Existen numerosas estrategias de amplificación que presentan 

unos mejores límites de detección, pero estas requieren el empleo de técnicas 

con una mayor complejidad y de elevado precio,17,34 además de largos tiempos 

de análisis y la dificultad asociada a los procesos requierdos de amplificación de 

la señal.35  

Finalmente, para demostrar la aplicabilidad del método desarrollado para 

el análisis de PSA en una muestra real, se estudió la influencia de otra posible 

especie presente en la misma muestra sobre la señal obtenida. Dado que el 

propósito final de la metodología es la determinación de PSA es muestras que 

contienen una elevada cantidad de proteínas, se evaluó la cuantificación de PSA 

en un amuestra sintética, con PSA en dos concentraciones de 0 y 10 pg mL-1 en 

presencia de un elevado contenido de Albumina (BSA 1%). De nuevo, se llevó a 

cabo el inmunoensayo completo, pero esta vez añadiendo como muestras de 

PSA, las muestras sintetizadas con alto contenido en proteína dopadas con PSA. 

Una vez completado el inmunoensayo y la correspondiente amplificación por 

deposición catalítica de oro, se analizaron los pocillos mediante microscopía 

confocal, a fin de determinar si la presencia de una muestra con alto contenido 

proteico afectaba a la señal obtenida en el microscopio o al proceso de 

amplificación. Las imágenes obtenidas de dicho análisis se encuentran en la 

Figura 61. 
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Figura 61. Imágenes de microsocopía confocal de pequeñas áreas de los poicillos 
(230 x 230 µm2) obtenidas tras el inmunoensayo y la deposición catalítica de Au 
utilizando las condiciones óptimas para dos muestras de PSA: a) 0 pg mL-1 y b) 10 pg mL-

1, ambas en presencia de un elevado contenido de proteína (BSA 1%). Las imágenes se 
tomaron en diferentes zonas del pocillo.  
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La presencia de una proteína interferente en un elevado contenido (BSA 

1%), no indujo ningún efecto de aumento o disminución de la señal obtenida en 

los pocillos. De hecho, cuando se llevó a cabo la cuantificación del número de 

partículas presentes en cada uno de los pocillo, y se determinó la cantidad de 

PSA con la correspondiente curva de respuesta, se obtuvo una concentración de 

11,9 ± 0,8 pg mL-1 PSA, lo cual corresponde a una recuperación cuantitativa (119 

± 9%) de la cantidad de PSA añadida inicialmente sobre la muestra. Dichos 

resultados validan la metodología propuesta para la cuantificación de PSA y 

prueba su potencial aplicabilidad en muestras de interés biológico.  
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5. Conclusiones 

Se ha desarrollado un inmunoensayo tipo sándwich para cuantificar el 

biomarcador proteico PSA con una sensibilidad extremadamente elevada tras 

una simple lectura de las muestras, sobre la misma superficie empleada para el 

inmunoensayo. Para obtener esta sensibilidad elevada, se recurrió a un proceso 

de amplificación del tamaño de las partículas empleadas como marcas durante 

el inmunoensayo (QDs de Mn-ZnS). Dicho aumento de tamaño se consiguió a 

través de la deposición catalítica de oro sobre la superficie de las mencionadas 

NPs, justo antes de su detección. Este aumento de tamaño permitió su detección 

mediante la recolección de la luz reflejada por la superficie de las mismas 

mediante microscopía confocal. La plataforma desarrollada se aplicó con éxito 

a la medida de PSA en niveles desde los pocos fg mL-1 hasta los ng mL-1. 

La excelente sensibilidad conseguida con el proceso de amplificación, junto 

con la elevada especificad y robustez asociada a los inmunoensayos, podría 

permitir la detección sensible de muchos otros biomarcadores en análisis de 

rutina, basadas en la aplicación de un proceso simple de amplificación y una 

detección óptica rápida, con el único requisito de seleccionar un anticuerpo de 

captura y de reconocimiento apropiados.  
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CAPÍTULO 4: Evaluación de los efectos 

citotóxicos y determinación 

cuantitativa de la incorporación celular 

nanopartículas de Seleniuro de 

Mercurio (HgSe NPs) en líneas 

celulares humanas.  
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1. Introducción 

Como se ha mencionado en la Introducción General de la presente Tesis, las 

NPs pueden ser consideradas en sí mismas marcadores de contaminación 

ambiental. El crecimiento exponencial de la nanotecnología, ha dado lugar al 

desarrollo de nuevos nanomateriales con excelentes propiedades 

optoelectrónicas, lo que ha derivado en el empleo de dichos NMs en una gran 

variedad de productos de uso diario. No es de extrañar, por tanto, el aumento 

de la acumulación de NPs en el medioambiente. Por todo ello, el estudio del 

comportamiento de las NPs en los sistemas biológicos, sus interacciones con 

otras biomoléculas del medio y su posible toxicidad, supone hoy en día una línea 

de investigación en auge de un gran interés. En contraposición a las NPs de 

origen antropogénico, algunas NPs formadas en la naturaleza muestran una 

actividad favorable para los organismos vivos, como en el transporte de 

biomoléculas o como productos del metabolismo de detoxificación de ciertos 

metales, este último es el caso particular de los efectos tóxicos del Hg. 

1.1. Importancia de la determinación de especies de Hg 

El Hg es un reconocido contaminante medioambiental e industrial, capaz de 

inducir importantes efectos tóxicos en los tejidos biológicos tanto para humanos 

como animales, dependiendo de la forma química en la que este se encuentre. El 

Hg se encuentra principalmente formando parte de tres formas químicas: 

elemental, como sal inorgánica, o unido a moléculas orgánicas.1 La toxicidad del 

Hg, así como su migración, biodisponibilidad y transformación está relacionada  

con la forma en la que este se encuentre en el medioambiente.2 

Las distintas especies de Hg son capaces de penetrar en la membrana 

celular, de manera que este se ha introducido en la cadena alimentaria de 

diversos organismos acuáticos.3 El consumo de pescados contaminados es hoy 

en día un grave riesgo para la salud humana, de hecho se han documentado los 

efectos tóxicos asociados a una elevada exposición de los organismos vivos a 

MeHg.4,5 En este sentido, en las últimas décadas se han desarrollado numerosas 
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estrategias de especiación de las distintas especies de Hg con el objetivo de 

determinar la movilidad, toxicidad y metabolismo del Hg.  

1.2. Antagonismo Se-Hg. 

Dentro de todos los avances llevados a cabo en la comprensión del 

metabolismo del Hg, una de los posibles mecanismos de detoxificación más 

extendido está asociado al efecto protector que ejerce el Se sobre la toxicidad de 

las especies de Hg. Este efecto antagónico entre el Hg y Se se ha estudiado 

ampliamente durante las últimas décadas y se han llevado a cabo numerosos 

estudios que demuestran que diferentes especies de Se disminuyen los efectos 

tóxicos de Hg tanto en organismos vivos como en cultivos celulares.678 Hoy en 

día se conoce que la acumulación de Hg en tejidos está en numerosas ocasiones 

acompañada por la acumulación de Se en una relación molar 1:1 (ref). Sin 

embargo, el mecanismo de detoxificación en el que se estos se ven envueltos no 

se ha esclarecido todavía. 

Algunos autores han postulado la formación de partículas de HgSe como 

último metabolito en el proceso de detoxificación del Hg.91011 De hecho, se han 

encontrado minerales de HgSe y nanopartículas de Seleniuro de Mercurio (HgSe 

NPs) en tejidos de ballenas,12 grandes mamíferos acuáticos13 e, incluso, en 

cerebro humano.14 En este sentido, Gajdosechova et al.15 han demostrado el 

papel que juega el Se biodisponible en el proceso de detoxificación del MeHg. En 

estos estudios los autores describen la formación de NPs de HgSe durante 

proceso de detoxificación del MeHg en ballenas, hallando dichas NPs en tejidos 

de hígado y cerebro.  

Sin embargo, la información de la que se dispone hasta la fecha sobre la 

formación in vivo de HgSe NPs, su metabolismo y su toxicidad, es todavía 

preliminar debido en gran medida a la falta de patrones apropiados que puedan 

ser empleados en estudios de exposición tanto in vivo o in vitro. Por tanto, para 

obtener un conocimiento más profundo sobre el mecanismo de detoxificación 

de las especies de Hg, se requiere del uso de nanopartículas solubles en medios 

acuosos que permitan iniciar estudios de viabilidad celular. 
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1.3. Citotoxicidad inducida por NPs. 

Como se ha comentado previamente, es necesario llevar a cabo estudios 

rigurosos sobre la posible citotoxicidad inducida por NPs, para regular los 

posibles efectos tóxicos de las nuevas NPs sintetizadas artificialmente, así como 

para asegurar su aplicabilidad.16 En este sentido, los estudios de citotoxicidad 

de NPs suelen llevarse a cabo en cultivos celulares (in vitro) debido en gran 

medida a la facilidad de ejecución que estos suponen frente a los estudios in 

vivo.17 Para llevar a cabo estos estudios se necesitan patrones de NPs adecuados, 

solubles en medio acuoso y estables en medios biológicos. Se han desarrollado 

numerosos estudios de citotoxidad basados en el uso tanto de NPs comerciales 

como sintetizadas en los propios laboratorios, entre otras destacan las NPs de 

Au, Fe, Ag y Ti. Sin embargo, la falta de patrones de NPs de HgSe estables, 

biocompatibles y caracterizados de forma apropiada, no permitía el estudio en 

mayor profundidad del mecanismo de detoxificación de Hg propuesto, basado 

en la formación de NPs de HgSe. En este sentido, en el grupo de investigación se 

ha llevado a cabo con éxito la síntesis, estabilización en medio acuoso y la 

caracterización de NPs de HgSe recubiertas con ácido dihidrolipoico (DHLA)18, 

cuyo empleo en estudios de citotoxicidad podría suplir la falta de patrones 

estándar en este campo y ayudar a esclarecer uno de los posibles procesos de 

eliminación del Hg.  

Por tanto, una vez se poseen los patrones adecuados, los estudios de 

citotoxicidad en cultivos celulares son extremadamente importantes como 

evaluación preliminar de la toxicidad inducida por NPs en organismos vivos. 

Existen numerosas estrategias a fin de determinar la viabilidad celular tras la 

exposición de cultivos a NPs. Una de las más empleadas se basa en la 

determinación de la actividad metabólica de las células, a través de la medida de 

un indicador sensible como es el ensayo MTT 19, que se explicará a continuación 

en el apartado de procedimientos.  

Sin embargo, existen otros aspectos además de la viabilidad celular a tener 

en cuenta en la evaluación de la toxicidad inducida por NPs como son la 
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determinación de la cantidad incorporada y su localización en el interior celular. 

De entre todas las técnicas utilizadas para la determinación de la incorporación 

de NPs en células, destaca la espectroscopia de fluorescencia puesto que 

permite, haciendo uso de las propiedades luminiscentes de las NPs, determinar 

la localización de las NPs en el interior celular. No obstante, cuando se requiere 

información cuantitativa sobre la cantidad de NPs interiorizada en las células es 

necesario acudir a otro tipo de técnicas debido a que a la elevada fluorescencia 

basal presente en medios biológicos que dificulta las tareas de cuantificación. 

Con este objetivo, técnicas como la espectrometría de masas elemental (ICP-MS) 

se han empleado para llevar a cabo la determinación cuantitativa de las NPs y 

los iones liberados de la superficie de las mismas. De hecho, esta técnica ha 

demostrado ser capaz de aportar información cuantitativa exacta y sensible de 

la internalización de diferentes tipos de NPs en líneas celulares como por 

ejemplo CdSe-ZnS QDs2021, CdTe QDs22, TiO2 NPs, AgNPs23 o AuNPs24 tanto en 

estudios in vivo como en in vitro.  
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2. Objetivos 

Debido a la enorme importancia del estudio de los posibles efectos tóxicos 

de las distintas especies de Hg, así como a la necesidad de comprensión de los 

distintos mecanismos de detoxificación propuestos hasta el momento para el 

ciclo de dichas especies, el objetivo principal de este capítulo de la Tesis 

Doctoral es la evaluación de los efectos citotóxicos de nanopartículas de HgSe 

en dos líneas celulares humanas, HeLa y HEK 293. 

En primer lugar, se ha llevado a cabo la síntesis, solubilización en medio 

acuoso y la correspondiente caracterización de unas HgSe NPs recubiertas con 

ácido dihidrolipoico (Dihydrolipoic Acid, DHLA). La citotoxicidad inducida por 

estas nanopartículas (que han sido propuestas como último producto en el 

mecanismo de detoxificación de Hg en organismos vivos) se comparan con la 

citotoxicidad inducida por dos especies tóxicas de Hg ampliamente descritas en 

bibliografía, como son el Hg inorgánico (Hg2+) y Hg orgánico (metilmercurio, 

MeHg+). Con este objetivo, se estudiarán diferentes concentraciones de Hg así 

como tiempos de exposición de las células a los distintos tóxicos de Hg. Por otro 

lado, se evaluará el efecto protector del Se frente a la toxicidad inducida por el 

Hg, exponiendo las células de forma simultánea a ambas especies, utilizando 

como precursor de Se el selenito (SeO32-), cuyo efecto protector frente al Hg ha 

sido descrito previamente. 

Por último, se determinará de manera cuantitativa la incorporación del Hg 

en ambas líneas celulares tras su exposición a las diferentes especies de Hg (Hg 

inorgánico, Hg orgánico y Hg nanoparticulado). De esta manera, se podrá 

evaluar si los potenciales efectos tóxicos de las especies de Hg observados se 

deben a una mayor o menor incorporación de dicha especie por parte de las 

células.  
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3. Experimental y reactivos 

3.1. Instrumentación 

La síntesis de HgSe NPs se llevó a cabo utilizando una sonda de ultrasonidos 

de alta potencia VibraCell VC250 de la empresa Sonics & Materials. Para la 

caracterización exhaustiva de las nanopartículas sintetizadas se obtuvieron 

imágenes mediante un microscopio electrónico de transmisión de alta 

resolución (HR-TEM) JEM-2100F de la empresa JEOL provisto de una rejilla de 

cobre. Dicho Microsocopio estaba equipado con un espectrómetro de difracción 

de rayos X (Energy dispersive X-ray spectrometer, EDX) lo que permitió el análisis 

del contenido elemental de las nanopartículas. Las medidas de difracción de 

rayos X (X-ray difracción, XRD) se llevaron a cabo empleando el difractrómetro 

X´Pert Pro (PANalytical). Se empleó también para la caracterización el equipo 

de (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) Phoibos 100 hemispherical analyzer 

con un detector MCD-5 de la casa comercial SPECS. 

Las medidas de absorbancia se obtuvieron en un espectrofotótmetro 

UV/Vis Genesys 10S Spectrophotometer de la cada comercial Thermo Scientific. 

Los espectros de fluorescencia se llevaron a cabo en el equipo LS-45 

Luminescence Spectrometer de la empresa Perkin Elmer fijando la longitud de 

onda de excitación un 415 nm utilizando unas rendijas de excitación y emisión 

de 10 nm. Todas las medidas de absorbancia y luminiscencia se llevaron a cabo 

en cubetas de cuarzo convencionales. 

Las medidas elementales para la caracterización de las HgSe NPs y para los 

estudios de incorporación de las distintas especies de Hg se realizaron en un 

Espectrómetro de masas de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS/MS) de 

tipo triple cuadrupolo, 8900 ICP-MS/MS de la empresa Agilent. Adicionalmente, 

se utiliza para la digestión de las especies de Hg se utilizó un baño de 

ultrasonidos JP Selecta, para mejorar la digestión ácida de las muestras. 
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3.2. Procedimientos 

3.2.1. Síntesis y solubilización de Nanopartículas de Seleniuro 

de Mercurio (HgSe NPs) 

La síntesis de las HgSe NPs se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito 

por Bouzas-Ramos et al.18, que se encuentra resumido en la Figura 62. Para ello 

se emplearon como precursores Se en polvo y acetato de Hg (Hg(OAc)2). Se 

disolvieron 5 mmol de polvo de Se en 50 mL de hidróxido sódico (NaOH) 5M. La 

mezcla resultante se irradió con ultrasonidos utilizando una sonda de 

ultrasonidos durante 30 minutos con una potencia de 80 W cm-3, mientras que 

se añade lentamente una cantidad equimolar de Hg2+ disuelto en 0.1 M de AEDT. 

Tras la adición del Hg, se continúa con la irradiación de ultrasonidos durante 3 

horas más. Trascurrido el tiempo de irradiación, la suspensión resultante se 

centrifugó obteniendo un precipitado negro que se lavó siguiendo la secuencia 

siguiente: 0.1 M AEDT, agua y, por último, etanol absoluto. El polvo insoluble 

obtenido se secó en un vial abierto al aire. 

 

Figura 62. Esquema del proceso de síntesis de las NPs de HgSe insolubles. 

Finalmente, el polvo insoluble de NPs de HgSe se transfiere a un medio 

acuoso a través de la dispersión de dichas NPs en ácido dihidrolipoico (DHLA). 

De esta forma, las nanopartículas de recubren de moléculas de DHLA que le 

proporcionan estabilidad en medio acuoso. Para esto, se añade 1mL de DHLA 

sobre 50 mg de polvo seco de NPs de HgSe. La dispersión se calienta a 80oC 

durante  horas con agitación. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se deja a 

temperatura ambiente continuando con la agitación durante toda la noche. A 
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continuación, se añaden sobre la suspensión 5mL de metanol anhidro y un 

exceso de tert-butóxido potásico a fin de desprotonar los grupos carboxilo del 

DHLA.25 El precipitado obtenido se sedimenta mediante centrifugación y las 

HgSe NPs recubiertas con DHLA se transfieren a medio acuoso. Por último, se 

lleva a cabo una etapa adicional de purificación para eliminar el exceso de 

reactivos, empleando para ello unos filtros de centrífuga con un tamaño de poro 

de 100 kDa. 

3.2.2. Cultivos celulares 

Las líneas celulares de HeLa (células de carcinoma cervical) y HEK 293 

(células embrionarias de riñón) empleadas a lo largo de la investigación se 

obtuvieron de American Culture Colection (ATCC, EEUU). Las células fueron 

cultivadas en un medio de cultivo Dubelco,s Modified Eagle Medium (DMEM) 

suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mM de L-glutamina , 

10 mM de HEPES y una mezcla de antibióticos, que contiene 100 U/mL de 

penicilina, 10 µg/mL de estreptomicina y 0.25 µg/mL de anfotericina B, y se 

utilizó un buffer salino de fosfato (Dubelco´s buffer Phosphate saline) para los 

lavados. Las células se incubaron en una estufa con una temperatura controlada 

de 37oC y atmósfera de 5% de CO2. El medio celular se cambió cada dos días. 

3.2.3. Estudio de incorporación de las NPs de HgSe en células 

humanas mediante Microscopía Confocal 

Para comprobar la incorporación de las HgSe NPs sintetizadas y 

estabilizadas en medio acuoso se emplea un Microscopio Confocal Leica TCS-

SP5. De esta forma, haciendo uso de las propiedades luminiscentes de las HgSe 

NPs, se puede visualizar la distribución de las NPs en el interior de las células 

estudiadas (HeLa y HEK 293). Para ello las células se siembran en una placa 

estéril de 6 pocillos. A continuación se incuban con 2 mL de las nanopartículas 

de HgSe con una concentración final de 20 µM de Hg en medio de cultivo 

(DMEM). Tras la incubación celular con las NPs durante 24 horas, las células de 

lavan con PBS e, inmediatamente, son fijadas con una disolución de 
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folmaldehído al 4% en PBS. Las células se lavan de nuevo con PBS. Se toman 

imágenes de fluorescencia mediante Microscopía Confocal empleando un láser 

con una longitud de onda de excitación de 405 nm. Para el tratamiento de las 

correspondientes imágenes se utiliza el programa image J.  

3.2.4. Estudio de liberación de Hg2+ de la superficie de HgSe 

NPs 

Para el estudio de la posible liberación de iones Hg2+ de la superficie de las 

HgSe NPs en las condiciones de incubación celular, se añade sobre el medio de 

cultivo (empleado para el crecimiento celular y los estudios de viabilidad) una 

disolución de las HgSe NPs con una concentración final de Hg de 100 µM. Se 

evalúa la posible liberación de iones de Hg2+ utilizando diferentes tiempos de 

incubación (0, 2, 4, 8, 24 y 48 h) cada uno de ellos por triplicado. Para la 

incubación se emplean las mismas condiciones de incubación a las que se 

someten las células para su crecimiento (37 oC y 5% de CO2). Tras el tiempo de 

incubación, las suspensiones resultantes se centrifugan a 13000 rpm durante 

10 min a fin de separar el precipitado de las HgSe NPs, de los iones de Hg2+ 

liberados de la superficie de las NPs que se encuentran en el sobrenadante. La 

cuantificación del Hg que se encuentra en ambas fases (NPs e iones de Hg2+) se 

llevó a cabo empleando espectrometría de masas elemental tras la digestión 

ácida de cada una de las muestras. Para esto, se transfieren las muestras a tubos 

de centrífuga y se añaden 250 µL de agua regia para la completa digestión de las 

NPs. Dicha digestión se acelera mediante la inmersión de los tubos de digestión 

en un baño de ultrasonidos durante 30 min. Finalmente, las digestiones fueron 

diluidas con HNO3 1% antes de su determinación. La concentración total de Hg 

se determinó mediante calibración externa. 

3.2.5. Estudios de viabilidad celular de las diferentes especies 

de Hg 

Se determina la viabilidad celular en ambas líneas celulares (HEK 293 y 

HeLa) tras la exposición de las células a los 3 tóxicos de Hg: HgSe NPs, Hg2+ y 
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MeHg+. Para ello, se emplea un ensayo MTT de proliferación celular por la 

empresa Bioquochem.26 Este ensayo se basa en la evaluación de la actividad 

metabólica celular, debido a la capacidad de las enzimas oxidorreductasas 

presentes en las células vivas, de reducir la sal de tetrazolio MTT, bromuro de3-

(4,5-simetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, a un insoluble formazan. Dicha 

reducción de la sal de tetrazolio a formazan, recogida en la Figura 63, se 

determina colorimétricamente gracias al cabio de color producido durante la 

reacción, de amarillo a morado, Por tanto, la actividad metabólica celular, o lo 

que es lo mismo la viabilidad celular, se determina a través de la medida de 

absorbancia a 570 nm. 

 

Figura 63. Reducción de la sal de tretrazolio (amarillo) a formazan (azul) en 
presencia de enzimas reductasas mitocondriales. 

Para la determinación de la posible toxicidad de los compuestos de Hg 

ensayados en líneas celulares de HeLa y HEK 293, se siembran 20.000 

células/mL en una placa ELISA de 96 pocillos. Estas se dejan crecer durante toda 

la noche a 37oC en una atmósfera controlada de 5% de CO2. Posteriormente, 

ambas líneas celulares se incuban con las diferentes especies de Hg, utilizando 

en cada pocillo distintas concentraciones de Hg (0, 1, 5, 10, 50 y 100 µM) durante 

dos tiempos de incubación, 24 y 48 h. Cada una de las distintas condiciones de 

incubación estudiadas se realiza por triplicado. 

Adicionalmente, se evalúa el posible efecto protector del Se sobre la 

toxicidad del Hg a través de la incubación simultánea de ambas líneas celulares 

con Hg y Se. Con este fin se incuban las células con una combinación de Hg2+ y 

MeHg+ en los mismos niveles de concentración empleados en el estudio previo, 

añadiendo en este caso Se en forma de selenito a dos niveles de concentración 



Capítulo 4 

 

 

217 

distintos (5 y 50 µM). Análogamente al estudio de viabilidad celular, las células 

se incuban a 37oC en una atmósfera de 5% de CO2 durante 24 h. Cada una de las 

distintas condiciones de incubación estudiadas se realiza por triplicado. 

Finalmente, tras los distintos tiempos de incubación se añade el reactivo 

MTT en cada uno de los pocillos y se incuba durante 4 h en las mismas 

condiciones de atmósfera y temperatura. Transcurrido ese tiempo, las células se 

lisan, tras la adición de correspondiente buffer de lisado y su incubación durante 

1 h en oscuridad. Finalmente, se mide la absorbancia de cada uno de los pocillos 

a 570 nm utilizando para ello un lector de microplacas Cary 50-MPR (Agilent).  

3.2.6. Evaluación cuantitativa de la incorporación celular de 

Hg 

Finalmente, se determina de forma cuantitativa la cantidad de Hg 

incorporado por las dos líneas celulares estudiadas, en función de la especie de 

Hg empleada para la incubación (HgSe NPs, Hg y MeHg) a la que estas son 

expuestas. De forma análoga al estudio de viabilidad celular, se siembran 20.000 

células/mL en una placa de 96 pocillos durante toda la noche a 37oC en una 

atmósfera controlada de 5% CO2. Transcurrido ese tiempo, las células se 

exponen a las diferentes especies de Hg utilizando una concentración final de 

Hg de 1 µM durante 24 h. Una vez se ha cumplido el tiempo de exposición, el 

medio celular de cada uno de los pocillos se transfiere a viales para su posterior 

digestión, mientras que las células adheridas al fondo de los correspondientes 

pocillos, se lavan con PBS 10 mM pH 7.4 un total de tres veces. Cada uno de los 

lavados es recogido y guardado para su digestión.  

Posteriormente, se procede a la determinación de la cantidad de Hg total 

incorporada en la células, así como la cantidad de Hg que no se ha incorporado. 

Para ello, se digieren con agua regia tanto las células adheridas en los pocillos, 

como el medio de cultivo que se encontraba en cada pocillo con sus 

correspondientes lavados. De esta manera, se puede determinar el Hg 

incorporado por parte de las células a través de la medida del Hg presente en 
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las digestiones celulares, y el Hg no incorporado mediante la determinación en 

las digestiones del medio de cultivo y los lavados con PBS 10 mM. Además de las 

correspondientes medidas de Hg en las distintas incubaciones, se utiliza como 

blanco el medio de cultivo eliminado en los pocillos de las células control, es 

decir, las células que no habían recibido ningún tratamiento con los tóxicos de 

Hg.  
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4. Resultados y Discusión 

4.1. Síntesis y caracterización de las NPs de HgSe 

En primer lugar, se llevó a cabo la síntesis y caracterización exhaustiva de 

las NPs de HgSe. Dado que el objetivo principal de este capítulo es el empleo de 

estas nanopartículas como patrones analíticos en estudios de viabilidad celular, 

es un requisito indispensable que dichas nanopartículas sean estables en medio 

acuoso para su correcta internalización en las células. Como se ha comentado en 

el apartado experimental 3.2.1 de este Capítulo, la síntesis de nanopartículas de 

HgSe asistida por ultrasonidos, tiene como resultado un polvo de NPs de HgSe 

insoluble. Por este motivo, se recurre al recubrimiento de la superficie de las 

mismas con ácido dihidrolipoico (DHLA). Cabe resaltar que la síntesis de las NPs 

de HgSe se llevó a cabo empleando una relación 1:1 de Hg:Se,18 puesto que 

numerosos estudios han demostrado que la acumulación de Hg en organismos 

vivos se encuentra en la mayoría de los casos acompañada de una cantidad 

equimolar de Se.8,27  

Antes de proceder con el estudio de incorporación celular de las NPs de 

HgSe, es necesario llevar a cabo una caracterización exhaustiva de las mimas. En 

primer lugar, se determinó su morfología y tamaño mediante microscopía 

electrónica de transmisión HR-TEM. Como se puede ver en laFigura 64, las NPs 

de HgSe estabilizadas con DHLA obtenidas consisten en una nanopartículas casi 

esféricas con un tamaño medio de 23±2 nm. En la misma Figura, se recoge un 

histograma de la distribución de tamaños producida durante la síntesis.  
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Figura 64. A) Imagen de las NPs de HgSe recubiertas con DHLA obtenidas mediante 
HR-TEM. b) Histograma de la distribución de tamaños obtenida. 

Adicionalmente, las NPs de HgSe resultantes exhiben una intensa 

fluorescencia con una emisión centrada en 575 nm. Los espectros de emisión y 

excitación de las NPs de HgSe se recogen a continuación en la Figura 65. 

 

Figura 65. Espectro de emisión de las NPs de HgSe recubiertas con DHLA (línea 
verde) y espectro de absorbancia de las NPs (línea azul). 

4.2. Localización intracelular de las NPs de HgSe 

Como se ha comentado a lo largo de la introducción del presente Capítulo, 

la formación in vivo de nanopartículas de HgSe se ha postulado como último 

producto del metabolismo de detoxificación de las especies tóxicas de Hg. De 

hecho, estas nanopartículas se han hallado en tejidos de hígado y cerebro de 
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grandes mamíferos acuáticos como ballenas piloto o calderones Sin embargo, el 

conocimiento sobre la formación, metabolismo y distribución de estas 

nanopartículas en organismos vivos está todavía en desarrollo. Existe una 

ingente necesidad de desarrollar patrones de NPs de HgSe estables en medio 

acuoso, para su empleo como estándares en estudios de citotoxicidad.  

Una vez se ha llevado a cabo con éxito la síntesis y estabilización de las 

nanopartículas de HgSe en medio acuoso, así como su apropiada 

caracterización,18 antes de su utilización en estudios de citotoxicidad, es 

necesario demostrar la capacidad de estas NPs de atravesar la membrana 

celular y, por tanto, entrar en las células. Con este objetivo, se seleccionaron dos 

líneas celulares humanas extensamente utilizadas en estudios de 

citotoxicidad:28 una línea celular de tumoral (HeLa) y una línea celular de tejido 

sano (HEK 293). La selección de estos tipos de líneas celulares permite evaluar 

el posible comportamiento diferencial en la incorporación de los tóxicos debido 

a su diferente naturaleza.  

La internalización de las NPs de HgSe estabilizadas con DHLA por parte de 

las células se determinó mediante la adquisición de las correspondientes 

imágenes de microscopía confocal de fluorescencia, haciendo uso de las 

propiedades luminiscentes de las NPs previamente descritas. Dichas imágenes 

se adquieren empleando una fuente de luz láser a 405 nm como longitud de 

onda de excitación. Además, se pudo determinar la localización intracelular de 

estas NPs en ambas líneas celulares tras la incubación de las mismas con las NPs 

durante 24 h con un nivel de concentración de Hg de 20 µM.  
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Figura 66. Imágenes de campo abierto de las células control (a) HeLa y (b) HEK 293, que 
no fueron expuestas a las NPs de HgSe e imágenes de microscopía confocal de 
fluorescencia de las células (b-d) HeLa y (f-h) HEL 293 tras su exposición durante 24 
horas a las NPs de HgSe estabilizadas en medio acuoso. Las imágenes de la distribución 
celular de las NPs se tomaron bajo campo abierto (b, f), las imágenes de fluorescencia se 
tomaron a una longitud de onda de excitación de 405 nm (c, g) y la mezcla de la imágenes 
correspondientes al campo abierto y a la fluorescencia (d,h). La escala corresponde a 10 
µm. 
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Como se puede observar en la Figura 66, se obtiene una emisión 

fluorescente muy intensa en el interior de las células, lo cual confirma la 

capacidad de las NPs de HgSe recubiertas con DHLA de atravesar las membranas 

celulares en las condiciones estudiadas. De hecho, gracias a la intensa 

fluorescencia de las NPs, se puede determinar que las NPs tienden a acumularse 

en el citosol, sin penetrar en los núcleos celulares. Además, estas imágenes 

recogidas en la Figura 66 parecen indicar una acumulación preferente en los 

lisosomas y otros orgánulos. Por otro lado, las imágenes de las células control, 

es decir, aquellas a las que no se han incubado con las NPs, no muestran ningún 

tipo de emisión fluorescente, tal y como se puede ver fácilmente en las FIg XX y 

xx, para Hela y HEK 293, respectivamente. Por tanto, se puede concluir que la 

emisión fluorescente observada en las células tratadas con las NPs de HgSe, se 

debe únicamente a la presencia de dichas NPs. 

Finalmente, la intensa fluorescencia obtenida tras la exposición de las 

células a las NPs, parece indicar que, a pesar de las condiciones de incubación 

empleadas, la presencia de electrolitos o la elevada fuerza iónica derivada del 

uso de medio de cultivo, no se produce ninguna degradación en las NPs debida 

al entorno. Este hecho es de vital importancia de cara a los estudios de 

citotoxicidad, puesto que la liberación de iones de la superficie de las 

nanopartículas podría tener terribles consecuencias en la viabilidad celular. Sin 

embargo, se requieren estudios más exhaustivos que permitan asegurar la 

estabilidad de las NPs en las condiciones de incubación.  

4.3. Estudio de liberación de Hg2+ de la superficie de las 

NPs de HgSe en medio de cultivo 

El mantenimiento de la fluorescencia de las NPs durante el proceso de 

incubación observado mediante microscopía de fluorescencia confocal, parece 

indicar que las NPs permanecen estables en las condiciones de exposición. Sin 

embargo, ha de considerarse la posibilidad de que se produzca una posible 

degradación de las mismas, debido a procesos de fotooxidación o interacciones 

superficiales con componentes presentes en el medio, que puede desencadenar 



Capítulo 4  

 

224 

la liberación de iones de su superficie.29 Dichos iones Hg2+ liberados podrían 

inducir efectos tóxicos en las líneas celulares. Por este motivo, con el fin de llevar 

a cabo un estudio apropiado de la citotoxicidad de las NPs de HgSe, es necesario 

asegurar que los posibles efectos tóxicos inducidos por las NPs no son debidos 

a la liberación de iones tóxicos de su superficie durante el proceso de 

exposición.30 Con este objetivo, se evaluó la posible liberación de iones Hg2+ de 

la superficie de las NPs, a través de la determinación elemental de Hg tras su 

incubación en las mismas condiciones de exposición en las que se llevan a cabo 

los estudios de citotoxicidad (medio de cultivo DMEM, 37oC y atmósfera 

controlada de 5% de CO2). Se estudiaron distintos tiempo de incubación (0, 2, 4, 

8, 24 y 48 horas) con una concentración final de 100 µM Hg. 

Para ello, una vez transcurridos los distintos tiempos de incubación, la 

cantidad de Hg liberado se determinó a través de la medida de ICP-MS/MS del 

Hg presente en el medio de cultivo tras la centrifugación de las suspensiones. A 

su vez, el Hg que continúa en forma de NPs, se determinó en el precipitado 

obtenido en la centrifugación. Los resultados obtenidos para la determinación 

de Hg en el precipitado, es decir el Hg que permanece en forma de NPs, se 

encuentra recogidos en la Figura 67. 

 

Figura 67. Fracción de Hg correspondiente a las NPs de HgSe obtenido tras la 
incubación de las NPs durante diferentes tiempos de incubación en medio de cultivo 
(DMEM). Las barras de error corresponden a un nivel de confianza de 95% (2 veces la 
desviación estándar, 2SD, n= 3 réplicas. 
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Como se puede observar en la Figura anterior, el porcentaje de Hg que se 

encuentra presente en forma de NPs de HgSe tras su incubación en medio de 

cultivo y en las condiciones de exposición celular, para todos los tiempos de 

incubación estudiados, es cuantitativo y estadísticamente indistinguible entre 

las distintas condiciones. Estos resultados sugieren que no hay una liberación 

significativa de iones de Hg bajo las condiciones de exposición celular, incluso 

para los tiempos de exposición más largos de 24 y 48 horas. Estos resultados, 

en conjunto con los obtenidos mediante microscopía confocal de fluorescencia, 

confirman la estabilidad de las NPs de HgSe sintetizadas en el medio de cultivo 

y las condiciones de incubación empleadas para los estudios de citotoxicidad. 

Por tanto, cualquier efecto tóxico inducido por las nanopartículas se puede 

atribuir únicamente a la presencia de las NPs.  

4.4. Estudio de citotoxicidad de las distintas especies de 

Hg 

Una vez que se ha demostrado que las nanopartículas son capaces de 

penetrar en el interior de las células y que se produce una liberación de iones 

Hg se la superficie de NPs en las condiciones de incubación, se procede a la 

medida de la actividad metabólica celular por medio de un ensayo MTT,26 con el 

objetivo de determinar una toxicidad eventual inducida por las NPs de HgSe. 

Asimismo, se comparó la viabilidad celular de ambas líneas (HeLa y HEK 293), 

cuando estas son expuestas a las mismas concentraciones de Hg formando parte 

de dos especies distintas: Hg inorgánico (Hg2+) y el metilmercurio (MeHg+). Con 

este propósito, ambas líneas celulares se exponen durante 24 y 48 h a los tres 

tóxicos de Hg en evaluación: NPs de HgSe, Hg2+ y MgHg+. Es importante resaltar, 

que en medios biológicos tanto el Hg y el MeHg se encuentran normalmente 

unidos a biomoléculas por medio de enlaces tiol. Sin embargo, los precursores 

de Hg empleados en el presente estudio son sales de los correspondiente tóxicos 

de Hg y MeHg. En este sentido, es importante mencionar que todas las 

disoluciones empleadas para el estudio de viabilidad celular fueron preparadas 

en medio de cultivo (DMEM) en presencia de un 10% de suero fetal bovino 
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(FBS). Dicho FBS contiene proteínas, péptidos y aminoácidos con los que los 

compuestos de Hg podrían formar los enlaces tiol, por tanto, las conclusiones 

extraídas del estudio in vitro, podrías extrapolarse al comportamiento de los 

tóxicos en medios biológicos. 

En primer lugar, se evaluó la toxicidad inducida por las tres especies de Hg 

en ambas líneas celulares tras 24 y 48 h de incubación utilizando diferentes 

concentraciones de Hg: 0, 1, 5, 10, 50 y 100 µM. Se recogen a continuación en la 

Fig XX, los resultados de viabilidad celular en porcentaje, obtenidos con el 

ensayo MTT para las células HeLa (Figura 68a) y HEK 293 (Figura 68b) 

 

Figura 68. Valores de viabilidad celular (%) obtenidos para las células HeLa (a) y HEK 
293 (b) tras su incubación a 37oC con atmósfera controlada de 5% CO2 durante 24 h con 
MeHg+ (rojo), Hg2+ (azul) y las NPs de HgSe (negro) con diferentes concentraciones de 
Hg: 0, 1, 5, 10, 50 y 100 µM. El valor representado corresponde al valor de viabilidad 
celular promedio ± la desviación estándar (SD) de n=3 réplicas.  
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Como se puede ver en la Figura anterior, las NPs de HgSe no producen un 

efecto remarcable en la viabilidad celular tras 24 h de incubación en ninguna de 

las líneas celulares humanas incluso para las concentraciones más elevadas 

estudiadas (50 y 100 µM). Al contrario de lo ocurrido durante la incubación de 

las NPs de HgSe, la viabilidad celular se ve altamente afectada cuando las células 

se exponen a Hg inorgánico (Hg2+) o Hg orgánico (MeHg+). Como se muestra en 

la Figura anterior, tanto para las células de tipo HeLa como para las células HEK 

293, la viabilidad celular se reduce en un 50% tras su exposición a Hg2+ en 

concentraciones superiores a 50 µM. En el caso de las incubaciones con MeHg+, 

se observó una toxicidad todavía superior a la inducida por el Hg inorgánico. 

Puesto que con concentraciones inferiores de Hg (5 µM), la viabilidad celular se 

reduce drásticamente a valores por debajo del 50%, llegando incluso a una 

disminución de la viabilidad de un 90% para una concentración de 10 µM de Hg.  

A continuación, se evaluó la toxicidad de las mismas especies de Hg durante 

un tiempo de incubación celular de 48 h, a fin de determinar un posible 

incremento de la toxicidad de las NPs de HgSe con un mayor tiempo de 

exposición. Los resultados de viabilidad celular obtenidos para ambas líneas 

celulares se recogen en la Figura 69. 
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Figura 69. Valores de viabilidad celular (%) obtenidos para las células HeLa (a) y HEK 
293 (b) tras su incubación a 37oC con atmósfera controlada de 5% CO2 durante 48 h con 
MeHg+ (rojo), Hg2+ (azul) y las NPs de HgSe (negro) con diferentes concentraciones de 
Hg: 0, 1, 5, 10, 50 y 100 µM. El valor representado corresponde al valor de viabilidad 
celular promedio ± la desviación estándar (SD) de n=3 réplicas 

Como se puede observar, el incremento en el tiempo de exposición de 

ambas líneas celulares a las NPs de HgSe, no produce un aumento en la toxicidad 

inducida por las mismas. Análogamente a los resultados obtenidos con un 

tiempo de exposición menos, de 24 horas, la viabilidad celular permanece 

inalterada incluso en las concentraciones de Hg más elevadas (50 y 100 µM). 

Por el contrario, cuando las células HEK 293 y HeLa fueron expuestas a Hg en 

forma orgánica e inorgánica, se observó de nuevo una disminución drástica en 

la viabilidad celular. Cabe resaltar, que los datos de viabilidad celular aquí 

expuestos para los estudios de incubación con NPs de HgSe, en contraposición 

a la disminución de dicha viabilidad cuando las células son expuestas a sus 
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correspondientes iones en disolución, fue observado previamente para 

nanopartículas de diferente naturaleza como es el caso de los iones Cd (II) y sus 

correspondientes NPs de CdSe-ZnS.20 Los resultados obtenidos parecen indicar 

que la formación de especies nanoparticuladas de Hg puede ser considerado 

como uno de los posibles mecanismos de protección dentro del proceso de 

detoxificación de las especies de Hg. 

A fin de obtener un mayor conocimiento de dichos mecanismos de 

detoxificación de las especies de Hg y el papel que desempeña el Se dentro de 

estos, ambas líneas celulares humanas se expusieron de forma simultánea a 

ambas especies. Con este estudio, se pretende evaluar si el mantenimiento de la 

viabilidad celular observado en ambas líneas tras su exposición a las NPs de 

HgSe, se debe a la presencia de Se en la estructura de dichas NPs. Para ello, 

ambas líneas celulares humanas (HEK 293 y HeLa) fueron expuestas a una 

mezcla de las especies tóxicas de Hg junto con selenito. Se evaluó la viabilidad 

celular de ambas líneas tras someterlas a los dos tóxicos de Hg, Hg2+ y MeHg+ en 

las mismas concentraciones de Hg estudiadas previamente (1, 5, 10, 50 y 100 

µM), pero añadiendo en este caso, en la misma disolución, selenito utilizando 

dos concentraciones, 5 y 50 µM. 
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Figura 70. Valores de viabilidad celular (%) obtenidos para las células (a,b) HeLa y 
(c,d) HEK 293 tras su incubación a 37 oC y atmósfera controlada de 5% de C02 durante 
(a,c) 24 y (b,d) 48 h con NPs de HgSe (color negro), Hg2+ + 5 µM Selenito (color azul) y 
Hg2+ + 50 µM Selenito (color rojo) a diferentes concentraciones Hg: 1, 5, 10, 50 y 100 µM. 
Los datos mostrados corresponden a la media con su desviación estándar (n = 3 réplicas). 



Capítulo 4 

 

 

231 

 

Figura 71. Valores de viabilidad celular (%) obtenidos para las células (a,b) HeLa y 
(c,d) HEK 293 tras su incubación a 37 oC y atmósfera controlada de 5% de C02 durante 
(a,c) 24 y (b,d) 48 h con NPs de HgSe (color negro), MeHg+ + 5 µM Selenito (color azul) y 
MeHg+ + 50 µM Selenito (color rojo) a diferentes concentraciones Hg: 1, 5, 10, 50 y 100 
µM. Los datos mostrados corresponden a la media con su desviación estándar (n = 3 
réplicas). 
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Como se puede observar en las Figura 70 y Figura 71, existe una disminución 

en los valores de viabilidad celular tanto para las células HeLa como para las 

HEK, muy similar al observado durante la exposición de las mismas solamente 

a los tóxicos de Hg (ver Figura 70 y Figura 71 las dos anteriores). De hecho, 

ninguna de las combinaciones de Hg2+ o MeHg+ con selenito estudiadas mejora 

los resultados de viabilidad celular obtenidos tras la incubación de las células 

individualmente con Hg. De forma similar al caso anterior, la viabilidad se vio 

disminuida en un 50%, a pesar de la presencia de Se en forma de Selenito, para 

una concentración de Hg2+ de 50 µM y de MeHg+ de 5 µM. 

Cabe destacar, que el efecto protector del Se sobre la toxicidad de las 

especies de Hg ha sido ampliamente descrito en estudios previos.3,31 Sin 

embargo dicho efecto está íntimamente relacionado con la naturaleza de la 

especia de Se. Los resultados aquí mostrados, indican que la adición de Se en 

forma de selenito no produce ningún efecto protector significativo en la 

toxicidad del Hg en las condiciones ensayas. En esta línea, Wang et al32 

obtuvieron las mismas conclusiones, cuando expusieron simultáneamente a 

mejillones y diatomeas con distintas especies de Hg (Hg(II) y MeHg) y selenito. 

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la 

presencia de Hg y Se en cantidades equimolares en forma de NPs de HgSe ofrece 

una protección total frente a la toxicidad del Hg. 

4.5. Determinación cuantitativa de la incorporación 

celular de Hg  

Muchos de los efectos citotóxicos observados dependen del número de 

especies tóxicas que se incorporan en las células y no solamente se deben a la 

concentración que se emplea durante la exposición de las mismas. Por lo tanto, 

como complemento a los estudios previos de viabilidad celular, se evaluó de 

forma cuantitativa, la cantidad de Hg incorporado en las células, en función de 

la especie de Hg utilizada en ambas líneas celulares. Con este objetivo, se eligió 

una concentración de Hg de 1 µM y un tiempo de incubación de 24 h, puesto que 

la viabilidad celular obtenida en estas condiciones para los tóxicos de Hg en 
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estudio fue superior al 80% en ambas líneas celulares (ver Figura XX). Dicha 

concentración intracelular de Hg se determinó a través de la medida elemental 

de Hg mediante ICP-MS/MS, después de la correspondiente incubación y etapa 

de separación del Hg incorporado del Hg extracelular como se describió en el 

aparatado 3.2.6 del procedimiento experimental. De esta forma, se determinó el 

Hg no incorporado (extracelular) en las disoluciones de los sobrenadantes de 

cada pocillo así como en sus correspondientes lavados con PBS. Del mismo 

modo, se determinó experimentalmente mediante ICP-MS/MS, la cantidad de 

Hg total añadida en las mismas disoluciones de Hg utilizadas para la incubación 

tras su correspondiente digestión ácida. Estos resultados se encuentran 

recogidos en la Figura 72. 

 

Figura 72. Incorporación celular de Hg obtenida mediante ICP-MS/MS tras la 
exposición a 1 µM de Hg en forma de Hg2+, MeHg+ y NPs de HgSe de los cultivos celulares 
humanos de HeLa y HEK 293. El Hg intracelular está indicado en las barras de color 
naranja, mientras que el Hg que no se incorporó está representado en las barras de color 
azul. Así mismo, en gris se encuentra representada la cantidad de Hg total añadida para 
cada especie. La incertidumbre asociada a las barras de error corresponde a 1 desviación 
estándar y se obtuvo de la propagación de las incertidumbres individuales del proceso 
de incubación y digestión (n=3) y de las medidas de ICP-MS/MS (n=10).  

Como se puede observar en la Figura 72, la incorporación celular de Hg 

varía mucho en función de la naturaleza de la especie de Hg. Se observó una 

mayor incorporación de Hg cuando las células se exponen a Hg orgánico 
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(MeHg+) obteniéndose una cantidad de Hg en masa de 4,6 ± 0,2 y 9,6 ± 0,6 para 

las células HEK 293 y HeLa, respectivamente; en comparación con el Hg 

inorgánico (1,4 ± 0,3 y 1,8 ± 0,3 ng de Hg para las células HEK 293 y HeLa, 

respectivamente). Estos resultados concuerdan con otros previos encontrados 

en bibliografía, donde se describe una mayor bioacumulación de Hg en forma de 

MeHg+ en comparación con Hg2+. Este comportamiento diferencial se ha 

atribuido a la mayor solubilidad en medios biológicos y a una mayor 

permeabilidad del MeHg+, lo que se traduce en una mayor citotoxicidad de dicha 

especie 14,33,34(REF). Adicionalmente, se encontró una elevada incorporación de 

Hg en forma de NPs de HgSe para ambas líneas celulares (12,9 ± 0,9 y 12,2 ± 1,2 

ng de Hg para las líneas celulares de HEK 293 y HeLa, respectivamente), lo que 

se traduce en una incorporación del 43 ± 3 y 40 ± 4 del total del Hg añadido 

inicialmente. En este sentido, se ha descrito en bibliografía previa, la mayor 

facilidad de determinadas nanopartículas de penetrar en las membranas 

celulares comparadas con sus correspondientes iones en disolución.35,36 

Cabe resaltar, que a pesar de la elevada concentración intracelular de Hg 

encontrada en forma de nanopartículas, éstas no inducen ningún efecto tóxico 

en las líneas celulares humanas HEK 293 y HeLa, tal y como se ha demostrado 

previamente. Por lo tanto, la no inducción de mortalidad no puede adscribirse a 

una falta de incorporación de dichas NPs por parte de las células. De nuevo, estos 

resultados sugieren la formación de especies nanoparticuladas de Hg como 

posible mecanismo de detoxificación de Hg. Además, se pudo llevar a cabo el 

balance de masas de Hg con las 3 especies. Como se puede ver claramente en la 

Figura XX, la masa total de Hg añadida inicialmente en cada cultivo celular se 

recuperó en todos los casos (obteniendo recuperaciones desde un 85 a un 

106%, siendo el valor medio de 97%). 

Por otro lado, se pudo determinar también el número total de 

nanopartículas de HgSe introducidas en cada línea celular, utilizando las 

medidas de ICP-MS/MS. Para transformar la cantidad de Hg en número de NPs, 

es necesario conocer previamente el número de átomos por cada nanopartícula 

así como la relación de átomos Hg:Se. En primer lugar, se determinó la relación 
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molar Hg:Se en las NPs. Para ello, se llevó a cabo la medida simultánea de Hg y 

Se mediante ICP-MS de una suspensión de las NPs, para evitar posibles pérdidas 

durante el proceso de digestión, resultando en una relación molar de 1,2:2 

Hg:Se. Por otro lado, el cálculo del número de átomos por cada nanopartícula se 

obtuvo gracias a la combinación de los datos elementales aportados por las 

medidas de ICP-MS y el tamaño de las NPs (23 nm) obtenido a través de las 

medidas de HR-TEM de las mimas. De esta forma, asumiendo que las partículas 

son perfectamente esféricas, se obtuvo un valor de 222000 ± 8400 átomos (la 

incertidumbre corresponde a una desviación estándar, n= 8 réplicas).18 Por lo 

tanto, combinando la relación molar previamente obtenida con el número de 

átomo de Hg por NP, se pudo determinar fácilmente el número de átomo de Hg 

por NP (124320 ± 4928 átomos Hg/NP). Por último, teniendo en cuenta la 

cantidad de Hg incorporada por cada línea celular en forma de NPs y la cantidad 

de células sembrada, se determinó que el número de NPs incorporadas fue de 

(1,55 ± 0,05) x 104 NPs para las células HEK 293 y (1,47 ± 0,06) x 104 para las 

células HeLa. La incertidumbre asociada en cada caso se obtiene de la 

propagación de las incertidumbres individuales obtenidas de la digestión de las 

incubaciones de los correspondientes cultivos celulares (n=3) así como de las 

medidas de ICP-MS y la desviación estándar asociada al cálculo de átomos por 

NP. Si bien es cierto que la incorporación celular depende del tipo de 

nanopartículas, el tamaño y su recubrimiento, así como del tipo de línea celular, 

los resultados observados para las NPs de HgSe son consistentes con los 

obtenidos previamente en bibliografía. Por ejemplo, Hsiao et al23, encontraron 

que el número de NPs de dióxido de titanio (TiO2) por parte de la línea celular 

Neuro 2a fue de 2 x 104 NP por célula. Mientras que en un estudio posterior, 

Arnida et al37 observaron valores de incoporación de 1,4 x 104 en la línea celular 

PC-3, utilizando para el estudio nanopartículas de oro (AuNPs) de 30 nm (cuyo 

tamaño es muy similar a las NPs de HgSe empleadas en este estudio, 23 nm). Sin 

embargo, se debe ser cauteloso a pesar de la similitud de los resultados puesto 

que la incorporación de NPs por parte de las células es depende enormemente 

no solamente del tipo de celular sino también de la carga superficial de las NPs, 
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el tipo de recubrimiento o incluso el tipo de técnica utilizada para la 

cuantificación. 23,38 
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5. Conclusiones 

La síntesis y estabilización en medio acuoso de unas nanopartículas de HgSe 

recubiertas con DHLA, llevada a cabo previamente en el grupo de investigación, 

así como su correspondiente caracterización exhaustiva, ha permitido el uso de 

dichas NPs como patrones en estudios in vitro en cultivos celulares.  

En primer lugar, gracias a las propiedades fluorescentes intrínsecas de las 

NPs de HgSe sintetizadas, se ha podido demostrar por primera la vez la 

capacidad de dichas nanopartículas de penetrar en el interior de celular. 

Además, usando de nuevo la fluorescencia emitida por las NPs, se ha observado 

una acumulación preferente de las mismas en el citosol celular. Sin embargo, la 

conclusión más importar extraída de los estudios de citotoxicidad descritos en 

el presente capítulo, es que a pesar de la elevada incorporación de las NPs en el 

interior celular, éstas no han inducido ningún efecto tóxico en las líneas 

celulares estudiadas de HEK 293 y HeLa, mientras que las mimas cantidades de 

Hg administradas en forma de Hg orgánico (MeHg+) o inorgánico (Hg2+) han 

mostrado una elevada toxicidad. Dichos efectos citotóxicos de las especies de Hg 

iónicas se han mantenido inalterados incluso tras una exposición simultánea de 

los tóxicos de Hg con distintas cantidades de Se en forma de selenito. 

Los resultados expuestos en el presente capítulo, abren las puertas hacia 

una mayor comprensión de los mecanismos de detoxificación de las especies de 

Hg en organismos vivos, puesto que en numerosos estudios se ha propuesto el 

efecto protector del Se ante la toxicidad del Hg, además de la formación in vivo 

de NPs de HgSe como último producto del proceso de detoxificación. Por tanto, 

los hallazgos presentados en este estudio que demuestran un comportamiento 

citotóxico distintivo de las NPs de HgSe en comparación con otras especies de 

Hg, podrían servir de base para llevar a cabo estudios en mayor profundidad del 

comportamiento de dichas NPs de HgSe estables en medio acuoso en 

organismos vivos. 
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En esta Tesis Doctoral se ha abordado la cuantificación de dos tipos de 

analitos de gran importancia en diversas ramas de las Ciencias de la Vida: las 

biomoléculas, relevantes para el conocimiento del funcionamiento de los 

organismos vivos, y las nanopartículas, cuyo empleo se encuentra en pleno auge 

en los últimos años tanto directamente en productos de uso cotidiano, como en 

su utilización como herramientas para la cuantificación de biomoléculas, 

además de ser en sí mismas un indicador de contaminación ambiental.  

En el Capítulo 1 se evaluaron las limitaciones de la cuantificación absoluta 

de biomoléculas en ICP-MS sin necesidad de utilizar patrones específicos. El 

estudio de los factores de repuesta obtenidos en ICP-MS para 14 biomoléculas 

diferentes demostró la posibilidad de llevar a cabo una cuantificación adecuada 

con este tipo de estrategias, cuando se emplea el ICP-MS acoplado a un 

micronebulizador de consumo total. Sin embargo, se encontraron diferencias 

significativas en los factores de respuesta de ICP-MS para estas mismas 

biomoléculas cuando se emplean nebulizadores de flujo convencional, en 

función del carácter hidrofóbico del compuesto analizada y su tamaño. Estos 

hallazgos evidenciaron las limitaciones del ICP-MS para llevar a cabo una 

cuantificación absoluta apropiada para biomoléculas de gran tamaño o con 

marcado carácter hidrofóbico, como es el caso de algunos péptidos y proteínas, 

al menos cuando se emplea nebulizadores de flujo convencional. 

Basándose en estas investigaciones, en el Capítulo 2 se evaluó la capacidad 

del ICP-MS de proporcionar una cuantificación independiente de la especie en 

el caso de las Nanopartículas. De nuevo se demostró que no existían diferencias 

entre los factores de respuesta de ICP-MS para un patrón inorgánico y unos QDs 

de CdSe/ZnS recubiertos de polímero, cuando se utiliza un micronebulizador de 

consumo total. En el caso de los análisis llevados a cabo con los nebulizadores 

convencionales, se corroboró un comportamiento diferencial similar al 

observado para las biomoléculas. Las diferencias significativas observadas para 

los factores de respuesta de los QDs de CdSe/ZnS con respecto al patrón 

genérico, ponen de manifiesto de nuevo la influencia de la especie en ICP-MS 

cuando se emplean sistemas de nebulización convencionales.  
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El Capítulo 3 surge de la necesidad del desarrollo de metodologías 

bionalíticas ultrasensibles para la detección de biomarcadores proteicos, cuya 

concentración se encuentra en niveles muy bajos en etapas tempranas de una 

determinada enfermedad, de una forma rápida y con métodos de detección 

sencillos. La combinación de la elevada especificidad de los inmunoensayos con 

las extraordinarias propiedades de los nanomateriales fue la base del desarrollo 

de una plataforma ultrasensible para la detección de PSA en el mismo soporte 

sólido en el que se desarrolló el inmunoensayo. En esta metodología se ha 

evaluado y optimizado un proceso de amplificación de la señal analítica basado 

en un sencilla y rápida deposición catalítica de oro sobre la superficie de los QDs 

empleados como marcas durante el inmunoensayo (QDs de ZnS dopados con 

Mn). Además, la detección se llevó a cabo en el mismo soporte sólido sobre el 

que se desarrolla el inmunoensayo completo mediante microscopía confocal en 

modo reflexión, minimizando así el tiempo de análisis y eliminando etapas de 

preparación de muestra previas a la detección. 

Finalmente, el Capítulo 4 se centró en el estudio de la NPs como marcador 

de contaminación medioambiental. En este caso, se evaluó la citotoxicidad de 

unas NPs de HgSe en comparación con la toxicidad inducida por dos tóxicos de 

Hg bien reconocidos: metilmercurio y Hg inorgánico, en dos líneas celulares 

humanas (HeLa y HEK 293). Curiosamente, las NPs de HgSe inducen ningún 

efecto negativo en ambas celulares, mientras que pequeñas dosis de Hg en 

forma orgánica o inorgánica producen un efecto acusado en la viabilidad celular. 

Por último, se desarrolló una metodología basada en la espectrometría de masas 

elemental en combinación la información estructural proporcionada por otras 

técnicas de caracterización, para la determinación de la cantidad de NPs de HgSe 

acumuladas en el interior celular. Los resultados obtenidos podrían constituir 

la base para futuros estudios medioambientales y toxicológicos más detallados 

sobre los mecanismos de detoxificación de Hg por parte de los organismos vivos, 

que ya postulan la formación de este tipo de NPs de HgSe como último producto 

metabólico.
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The main conclusions that ca be extracted from the results of tis PhD Thesis 

focused on the development of quantitative strategies for two relevant analytes 

in many fields of Live Sciences: biomolecules, which are very important for 

clinical diagnosis and for understanding biological systems and nanoparticles, 

widely used as tags in bioanalytical applications and employs as biomarker in 

environmental analysis, have been summarized as follows:  

In Chapter 1 limitations of ICP-MS absolute biomolecule quantification 

without the needed of specific standards was evaluated. The use of a total 

consumption nebulizer led to identical response factors for all biomolecules 

under study. In contrast, differential ICP-MS response factors were obtained 

employing conventional nebulization systems for proteins and hydrophobic 

peptides. Such differential behavior only can be ascribed to species-dependent 

nebulization efficiencies, as ionization efficiency, protein solubility or error in 

the certification concentration were proved by TCN analysis. These findings 

provide compelling evidence of the limitations of species-independent ICP-MS 

quantification of intact proteins or hydrophobic species when conventional 

nebulization systems are used. 

Based on these findings, in Chapter 2 the capabilities of ICP-MS to provide 

absolute quantification of nanoparticles was investigated. Again, no differences 

were observed between ICP-MS response factors for an inorganic standard and 

polymer-coated CdSe / ZnS QDs when a total consumption nebulizer was used. 

For conventional nebulizers, differential behavior similar to those observed for 

biomolecules was corroborated. These significant differences observed for the 

response factors of the CdSe / ZnS QDs with respect to the generic standard, 

revealed the influence of the species in ICP-MS signal when conventional 

nebulization systems are used. 

Chapter 3 arises from the need for the development of ultrasensitive 

bionalytical methodologies for biomarker detection, whose concentration is 

found at very low levels in the early stages of a given disease, quickly and with 

simple detection methods. An ultrasensitive platform for the detection of PSA 

on the same solid support on which the immunoassay based on combination of 
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the high specificity of immunoassays with nanomaterials was developed. In this 

methodology, an amplification step based on a simple and rapid catalytic 

deposition of gold on the surface of the QDs used as labels during the 

immunoassay (Mn-doped ZnS QDs) has been evaluated and optimized. In 

addition, the detection was carried out on the same solid support on which the 

complete immunoassay was performed by confocal microscopy in reflection 

mode, thus minimizing the analysis time and eliminating sample preparation 

steps prior to detection. 

Finally, Chapter 4 was focused on the study of NPs as a marker of 

environmental analysis. In this case, HgSe NPs cytotoxicity was evaluated in 

comparison with toxicity induced by two well-recognized Hg toxic species: 

methylmercury and inorganic Hg, in two human cell lines (HeLa and HEK 293). 

Interestingly, any negative effect was induced by HgSe NPs, while small doses of 

Hg in organic or inorganic form produced a remarkable effect on cell viability.A 

methodology based on elemental mass spectrometry was developed in 

combination with the structural information provided by other characterization 

techniques, to determine the amount of HgSe NPs incorporated by cells. Results 

obtained could constituted the basis for future environmental and toxicological 

studies focused on the Hg detoxification mechanism, as the formation of HgSe 

NPs as the last metabolic product has been postulated. 
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