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Espectrometría de masas

Técnica analítica que permite obtener información sobre:
 el peso molecular
 la estructura química
 cantidades de compuestos examinados

Técnica analítica que permite separar e identificar iones
en función de su relación masa/carga (m/z)



Etapas del proceso analítico basado en la espectrometría de masas

ionización de la muestra [en la fuente de iones]

↓ 
separación de los iones obtenidos [en el analizador]

↓
identificación de iones [en el detector]

↓

interpretación de espectros de masas

MS



Espectrómetro de masas

Componentes
principales →

DetectorAnalizador de 
masas

Fuente de 
ionización

Sistema de alto vacío
Bombas turbomoleculares
Bombas vacío preliminar

Bombas rotatorias

MS



Flujos de trabajo de la MS

1. Ionización del analito

2. Separación de las moléculas ionizadas según su m/z

3. Detección de los iones

4. Análisis e interpretación del espectro de masas
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Métodos de ionización

 ionización por electroionización (impacto de electrones) [EI]

 ionización por electrospray [ESI]

 ionización por desorción láser asistida por matriz [MALDI]

 ionización química a presión atmosférica [APCI]

ionización suave – el producto principal - ion molecular
 ESI
MALDI
 APCI

ionización dura – productos:  ion molecular +   elemento fragmentado  

 EI

MS



Electroionización (EI)

M M •
+••

electrones acelerados 
fragmentación

ion molecular

con carga 
detectable

A• + B+

con carga detectable

sin carga
indetectable

Mecanismo de ionización con electrones y fragmentación subsiguiente

técnicas de ionización

MS



 Analitos habituales:
• relativamente pequeños, 
• no polares, 
• volátiles,
• termoestables

 Rango de masas:
• <1 kDa

 Introducción de la muestra:
• GC o líquido/sólido

 Ventajas:
• analitos no polares,
• no hay supresión de iones,
• fácilmente acoplables mediante GC,
• librerías de espectros

 Inconvenientes:
 análisis

 compuestos volátiles,
 compuesto térmicamente 

estables,
 compuestos de bajo peso molecular,

 ionización dura

Electroionización (EI) técnicas de ionización

MS
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El mecanismo de la ionización por electrospray

Ionización por electrospray (ESI)

1- producción de iones,      
2- formación de un spray de gotitas cargadas,      
3- desolvatación, 
4- «fisión de Coulomb»,      
5 - generación de iones en estado gaseoso

técnicas de ionización

MS



 Analitos habituales:
• compuestos polares

p. ej. péptidos, proteínas, azúcares, nucleótidos
 Rango de masas:

• <200 kDa
 Introducción de la muestra:

• LC o disolución

 Ventajas:

• compuestos termolábiles
• compuestos de alto PM
• iones multicargados
• sensibilidad
• fácil interacción con LC
• método de ionización suave

 Inconvenientes:

• analitos ionizables
• sensible a sales
• supresión de iones

Ionización por electrospray (ESI) técnicas de ionización

MS



Rayo láser
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El mecanismo de la ionización por desorción láser asistida por matriz

Ionización por desorción láser asistida por matriz 
(MALDI)

técnicas de ionización

MS



 Analitos habituales:
• compuestos polares

p. ej. péptidos, proteínas, azúcares, nucleótidos
 Rango de masas:

• <500 kDa

 Introducción de la muestra:
• muestra mezclada con una matriz sólida

 Ventajas:
• compuestos termolábiles,
• compuestos de alto PM,
• sensibilidad,
• menos sensible a sales,
• método de ionización suave

 Inconvenientes:
• una amplia variedad de 

matrices,
• dificultades en el análisis 

cuantitativo,
• supresión de iones

Ionización por desorción láser asistida por matriz 
(MALDI)

técnicas de ionización

MS



Ionización química a presión atmosférica 
(APCI)

 Analitos habituales:
• compuestos polares

p. ej. péptidos, proteínas, azúcares, nucleótidos
 Rango de masas:

• <1 kDa
 Introducción de la muestra:

• LC o disolución

 Ventajas:
• compuestos termoestables,
• sensibilidad,
• permite velocidades de flujo mayores,
• fácil interacción con LC,
• técnica de ionización suave

 Inconvenientes:
• necesita solubilidad en disolventes

polares,
• sensible a sales,
• supresión de iones

técnicas de ionización

MS



Analizadores de masas

Separan iones en función de su relación masa/carga (m/z)

 funcionan en alto vacío

 características fundamentales:
• resolución
• exactitud de masa
• sensibilidad
• rango dinámico

analizadores de masas

MS



Resolución 

capacidad para diferenciar entre señales estrechamente relacionadas

R = ∆m/m

donde el poder de resolución se define como:

m1/(m2-m1)

donde m1 es el ion más ligero y (m2-m1) es la diferencia entre dos iones consecutivos

Exactitud de masa 
la proximidad de la masa experimental (masa exacta) 

y el valor verdadero (masa exacta)

(masa exacta monoisotópica – masa medida exacta) 
masa exacta monoisotópica x 106

• se calcula en [ppm]

analizadores de masas

MS 
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analizadores de masas

MS



Sensibilidad

Rango dinámico

la respuesta del detector en relación con la concentración de un analito 
que llega al detector

determina el límite de detección (LOD)

el rango sobre el que la señal de iones es directamente proporcional
a la concentración de analitos

• esencial para medidas exactas (análisis de cuantificación)

analizadores de masas

MS



MS

Analizadores de masas más utilizados

Analizadores de masas analizadores de masas

Cuadropolo (Q) Trampa de iones (IT)

Tiempo de vuelo (TOF) Orbitrap



Cuadropolo (Q):

• se compone de cuatro barras paralelas
• utiliza una combinación de voltajes RF y DC para funcionar como filtro de masas
• dispone de modalidades de transmisión de iones variables: 

 escaneo de iones (SCAN), 
 monitorización de iones seleccionado (SIM)

• baja resolución
• máxima sensibilidad (análisis cuantitativo)

Esquema de un analizador de masas de cuadrupolo

Analizadores de masas analizadores de masas

MS

Fuente de ionización

Ion no transmitido Ion transmitido

Detector de iones



Caracterización Cuadropolo

Velocidad de adquisición 
(Hz) 2-10

Exactitud de masa (ppm) baja

Rango de masas
(m/z) <3000

Resolución unitaria

Analizadores de masas

Cuadropolo (Q):

analizadores de masas

MS



Trampa de iones (IT):

• trampas de iones que utilizan campos cuadrupolares
• dos tipos: 

 trampa de iones 2D (trampa de iones lineal) 

 trampa de iones 3D (trampa de iones cuadrupolo)
• baja resolución 
• alta velocidad de escaneo

Esquema de un analizador de masas de trampa de iones 3D

Analizadores de masas analizadores de masas

MS

Fuente de 
ionización

Detector 



Caracterización Trampa de 
iones

Velocidad de adquisición 
(Hz) 2-10

Exactitud de masa (ppm) baja

Rango de masas
(m/z) <6000

Resolución unitaria

Analizadores de masas
analizadores de masas

MS

Trampa de iones (IT)



Tiempo de vuelo (TOF)
• los iones se forman en pulsos
• mide el tiempo que los iones tardan en alcanzar el detector
• los iones pequeños alcanzan el detector antes que los grandes
• alta resolución
• alta exactitud de masa
• alta sensibilidad

El mecanismo de separación de iones en el analizador de masas de TOF

Analizadores de masas
analizadores de masas

MS



Caracterización TOF

Velocidad de adquisición 
(Hz) 10-100

Exactitud de masa (ppm) 1-10 ppm

Rango de masas
(m/z)

<100.000
ilimitado

Resolución <50.000

Analizadores de masas

Tiempo de vuelo (TOF)

analizadores de masas

MS



Orbitrap:

• consiste en un electrodo con forma de barril

• los valores m/z se calculan rápidamente mediante la transformada de 
Fourier a partir de las frecuencias de oscilación de los iones atrapados

• alta resolución
• alta exactitud de masa
• alta sensibilidad

Analizadores de masas analizadores de masas

MS 



Caracterización Orbitrap

Velocidad de adquisición 
(Hz) 1-18

Exactitud de masa (ppm) 1-5 ppm

Rango de masas
(m/z) <6.000

Resolución <500.000

Analizadores de masas
analizadores de masas

MS 

Orbitrap



Comparación de los distintos analizadores de MS

Analizador Q IT TOF Orbitrap

Ventajas

fácil interacción con 
varias técnicas de 

ionización,

mayor rango dinámico,

bajo coste

fácil interacción 
con varias técnicas 

de ionización, MSn

bajo coste

escaneo 
rápido,

alto rango de 
masas,

alta exactitud 
de masa, 

alta exactitud de 
masa,

cambio rápido de 
polaridad

Inconvenientes

baja resolución,

baja exactitud de 
masa,

bajo rango de masas,

baja velocidad de 
escaneo,

MS/MS requiere 
múltiples analizadores

baja resolución,

baja exactitud de 
masa, 

bajo rango de 
masas, 

baja velocidad de 
escaneo

rango 
dinámico 

menor que Q, 

alto coste

velocidad de 
escaneo menor que 

QTOF,

rango dinámico 
menor que Q,

alto coste

analizadores de masas

MS 



Espectrometría de masas en tándem (MS/MS)

Espectrómetros de masas en tándem

Triple cuadrupolo [QqQ]

Cuadrupolo tiempo de vuelo [QqTOF]

Trampa de iones [IT]

Cuadrupolo Orbitrap [QqOrbitrap]

analizadores de masas

MS 



Espectrometría de masas en tándem

Q1 Q2
(CID)

Fuente de 
ionización

Q3

La espectrometría de masas en tándem basada en el funcionamiento de un triple cuadrupolo [QqQ]

Análisis MS/MS:

• monitorización de reacción seleccionada o de reacción múltiple (SRM/MRM)
• escaneo del ion producto
• escaneo del ion precursor
• escaneo de pérdida neutra 

analizadores de masas

MS 



Técnicas de separación acopladas a la espectrometría de masas

La espectrometría de masas se combina normalmente con

 cromatografía líquida  [LC]

 cromatografía de gases [GC]

 electroforesis capilar [CE]



Introducción a la LC-MS

La LC permite la separación de 
muchos compuestos en función de 

su tiempo de retención (tR)

La LC-MS permite diferenciar 
muchos compuestos de tR similar, 
pero con distinto m/z o patrón de 

fragmentación

Combinación de la capacidad de separación física de la cromatografía líquida (LC) 
y la capacidad de análisis de masas de la espectrometría de masas (MS)

cromatografía
líquida espectrómetro de masas

Muestra

LC-MS



Introducción a la cromatografía líquida [LC]

Debido a la distinta interacción entre fase estacionaria/móvil y la polaridad de los 
compuestos de la muestra, sus moléculas se mueven a distinta velocidad y se eluyen de 

la columna en momentos distintos. 

Muestra
Columna

interacción
fuerte

interacción
débil

FASE MÓVIL

FASE ESTACIONARIA

Mecanismo de separación

LC - cromatografía en la que la fase móvil es un líquido («eluyente»)         

LC-MS



Cromatografía líquida  (LC)

Un sistema cromatográfico habitual contiene los siguientes 
componentes principales: 

1 – contenedor de fase móvil, 
2--bomba, 
3-- inyector, 
4 – columna cromatográfica, 
5 - detector, 
6 – ordenador

LC-MS



Selección de la técnica

Muestra

masa molecular

H2O

>2000 >2000

solubilidad
disolventes
orgánicos H2O

solubilidad

• Filtración en gel
• Cromatografía de intercambio iónico (IEC)
• Cromatografía de fase inversa (RP)

Cromatografía en gel

• Cromatografía de intercambio iónico (IEC)
• Cromatografía de fase inversa (RP)
• Cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC)

• Cromatografía de fase inversa (RP)
• Cromatografía de fase normal (NP)

disolventes
orgánicos

LC-MS



Bomba de LC

La tarea principal de la bomba es proporcionar un flujo estable, que varía dependiendo de 
la interfaz que se utilice en la LC-MS 

y 
los parámetros de la columna cromatográfica. 

La bomba proporciona fase móvil al sistema cromatográfico en:

• modo isocrático
(composición eluyente constante)

• modo gradiente
(composición eluyente variable)

Tiempo de análisis prolongado

Separación de baja 
calidad 

Disolvente 1 / Disolvente 2 = 6 /4

Disolvente 1 / Disolvente 2 = 8 /2

LC-MS



Inyector de LC

En la LC se utiliza casi exclusivamente un inyector conocido como el «inyector de bucle» (o 
inyector de válvula de seis puertos). 

1. Se introduce la muestra con una
microjeringa en una fase móvil
que llena un bucle de un 
volumen nominal. 

El inyector debe operar con
 gran reproducibilidad, 
 exactitud, 
 evitando la presencia de burbujas de aire y pulsos.

de la jeringa

residuos

de la bomba

a la columna

CARGA 
del bucle de muestra

de la jeringa

residuos

de la bomba

a la columna

INYECCIÓN
de la muestra

2. Cuando el bucle esté lleno, se 
bombea la fase móvil a través de la 
válvula a la columna para mantener la 
columna en equilibrio con la fase 
móvil.

LC-MS



El formato de una columna de LC incluye la información:
 la longitud de la columna, 
 el diámetro de la columna
 el tamaño de partícula de la fase estacionaria

Columna de LC

Tamaño de la 
columna

[mm]

Diámetro de 
la columna

[mm]

Diámetro 
de la 

partícula 
[um]

Velocidad de 
flujo óptima 

[µl/min]

Presión
[bares]

Columna calibre nano 50-1000 0,05-0,1 1-3 0,3 <300

Columna Capilar 50-1000 0,3 1-5 5 <500

Columna calibre 
micro

50-1000 0,5-1 1-5 10-50 <800

Columna de calibre 
estrecho (pequeño)

50-250 2,1 2-5 400 <1200

Columna de calibre 
normal

30-250 4,6 2-5 1000 <400

LC-MS



interacción entre el analito y la columna

Columna de LC

Materiales de empaque de la 
columna LC

• tipo C18 (ODS)
• tipo C8 (octil)
• tipo C4 (butil)
• tipo fenil 
• tipo TMS
• tipo de ciano

tipo C18 (ODS)

Columna

Sensibilidad

Estabilidad química

Selectividad

Retención

Rendimiento muestra

Escalabilidad

LC-MS



Fases móviles y estacionarias

Modo LC Fase móvil Fase estacionaria Tipo de compuestos 
separados

NP
orgánicos: 

diclorometano, 
acetato de etilo

sílice, amino, ciano, diol compuestos orgánicos 
no solubles en agua

RP
agua/disolvente 

orgánico con o sin 
aditivos

C18, C8, C4, ciano, 
amino

neutros, ácidos 
débiles, 

bases débiles

HILIC acetonitrilo con agua, 
aditivos iónicos sílice polar, pura compuestos polares

IEC soluciones tampón 
acuosas

anión o catión, 
resina de intercambio

iónicos, iónicos 
inorgánicos

La naturaleza del analito/de los compuestos que van a ser separados 
determina la selección de la fase estacionaria y la fase móvil.

LC-MS



Cromatografía de fase normal (NP)

La separación cromatográfica en NP es el resultado de las interacciones de compuestos 
separados con fase estacionaria polar y fase móvil no polar

Fase estacionaria utilizada en NP:
• gel de sílice: -Si-OH
• tipo de ciano: -Si-CH2CH2CH2 CN
• tipo de amino: -Si-CH2CH2CH2 NH2
• tipo de diol: -Si-CH2CH2CH2OCH(OH)-CH2 OH

columna

interacción
fuerte

interacción
débil

Fase móvil
POLAR NO POLAR

Fase móvil usada en NP:
• hidrocarburos
• diclorometano 
• acetato de etilo 
• otro disolvente inmiscible con agua

LC-MS



Cromatografía de fase inversa (RP)

La separación cromatográfica en RP es el resultado de las interacciones de compuestos 
separados con fase estacionaria no polar y fase móvil polar

Tanto la NP-LC como la RP-LC se utilizan con distintas finalidades en análisis de muestras biológicas:

• La NP-LC se aplica para separar clases individuales de lípidos basándose en los grupos de cabeza polar,
• La RP-LC se usa para la separación de especies de lípidos basándose en sus distintas hidrofobicidades

(cadenas de acilos grasos)
• La cromatografía RP en gradiente también resulta útil para la determinación de perfiles de metabolitos 

en los estudios metabolómicos

Fase estacionaria utilizada en RP:
(hidrocarburos de cadena larga enlazados 
covalentemente a la superficie de la sílice)

• C18
• C8
• C4
• ciano
• amino

La fase móvil en RP:
agua o solución tampón, y disolventes orgánicos, 
entre los cuales, los más utilizados son:

• metanol
• acetonitrilo

La cromatografía RP es el método más común de los utilizados en HPLC

LC-MS



Cromatografía de intercambio iónico (IEC)

Debido a un fenómeno de supresión iónica, resulta relativamente difícil acoplar directamente la IEC, 
que utiliza una alta fortaleza iónica en la fase móvil, a una espectrometría de masas.

fase estacionaria 
aniónica 

fase estacionaria 
catiónica

La fase móvil es altamente polar, 
basada con más frecuencia en agua, 

con algún tampón o sales.

El incremento de la fortaleza iónica 
de la fase móvil es el factor 

principal responsable de la elución 
de compuestos de la columna de 

IEC.

La IEC resulta útil para las separaciones de biomoleculas grandes 
y pequeñas, como aminoácidos, ácidos carboxílicos o aminos.

separación de cationes o 
moléculas cargadas 

positivamente

La separación cromatográfica en la fase de intercambio iónico es resultado de 
las interacciones de compuestos iónicos e ionizables con 

grupos funcionales iónicos de la fase estacionaria,
normalmente con cargas opuestas a las de los analitos

separación de aniones o 
moléculas cargadas negativamente

LC-MS



Cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC)

El modo HILIC se puede adaptar fácilmente a la MS
El uso de disolventes orgánicos aumenta la sensibilidad de la MS 

debido a una disminución de la supresión iónica

Esquema de interacciones entre 
diferentes tipos de analitos polares y una 

fase estacionaria en modo HILIC

HILIC para la separación de compuestos polares

El mecanismo de separación HILIC se basa en un sistema de extracción líquido/líquido
con una formación de capas de agua sobre la superficie de la fase estacionaria polar y la fase móvil orgánica

• hidrofílicas
• Normalmente las columnas de HILIC 

contienen superficies polares de sílice o se 
pueden derivatizar a fases ligadas a aminos o 
amidas

fases estacionarias

• sistema disolvente normal para RP, el más 
utilizado el acetonitrilo, con una pequeña 
cantidad de agua

• Con frecuencia se añaden a la fase móvil 
acetato o formiato de amonio para 
incrementar la polaridad y la fortaleza iónica

fase móvil

LC-MS



Detectores

Espectrómetros de masa - detectores ideales tanto para análisis cualitativos como cuantitativos

selectividad

• capacidad de determinar un analito de interés sin interferencias derivadas de la 
matriz, los disolventes u otras sustancias presentes en el sistema

límite de 
detección

• la concentración más pequeña de un analito que resulta suficiente para ser 
detectada con una probabilidad fija

sensibilidad

• la respuesta del detector que esté relacionada con la concentración de un analito que 
llega al detector.
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Detectores de LC:
o UV, 
o de fluorescencia, 
o electroquímicos, 
o de conductividad, 
o de índice de refracción, 
o detectores de MS

LC-MS



La cromatografía de gases (GC) es una técnica de separación
capaz de separar mezclas altamente complejas basadas principalmente en diferencias de 

punto de ebullición/presión de vapor y de polaridad

En GC:
 la fase móvil es un gas (Ar, He, N2 o H2)
 la fase estacionaria puede ser:

• un sólido (adsorbente)- Cromatografía Gas Sólido (GSC) o bien
• un líquido polimérico inmovilizado - Cromatografía Gas Líquido (GLC)

La separación en GC depende de 
La transferencia de una sustancia (como vapor) empleando un gas portador (fase móvil) a 
través de una columna.

En GC, el índice y el grado en el que se produce la
partición de los compuestos depende de:
 la afinidad química del analito para la fase

estacionaria
y  

 la presión de vapor del analito– que depende
de la temperatura de la columna

Introducción a la GC-MS
GC-MS



Estrategias para la determinación por GC

Recogida de 
muestras
gaseosas
líquidas
sólidas

Pretratamiento
secado

filtración
homogeneización

…
Preparación

de la muestra
SPE

SPME
…

Análisis
GC, GCxGC

FID
MS
…

Derivatización
sililación

alquilación
…

N
OSi(CH3)3

O

F

F

F

F

F

O
OH

4-HNE
PFBHA*HCl
BSTFA:TMCS

4-HNE-PFB-TMS

GC-MS



Recogida de muestras

GC-MS

La muestra a a analizar por GC puede ser:
 un gas
 un líquido
 moléculas absorbidas en una superficie después de la microextracción en fase sólida

(SPME)

La estabilización de la composición y las propiedades de las 
muestras se obtiene normalmente añadiendo los compuestos 
apropiados, que:

- inhiben la actividad biológica de organismos presentes en las 
muestras

- eliminan la incidencia de absorción de componentes de la 
muestra en paredes vasculares

- eliminan la volatilización, descomposición térmica, 
reacciones químicas, etc. Esquema de la SPME



Pretratamiento de la muestra
GC-MS

Sólido

Muestra

Sólido+líquido
y/o gas Líquido Gas

trituración 
pulverización 

digestión 
disolución

…

filtración 
separación

cortado
homogeneización 

centrifugación
…

dilución 
filtración

extracción 
adsorción
filtración

separación

extracción 
adsorción
filtración

Líquido + gas



Preparación de muestras

Métodos de extracción de muestras líquidas y gaseosas

GC-MS

Esquema de SPME

Equipo de SPE



Métodos de extracción de muestras sólidas

Preparación de muestras
GC-MS

Equipo desorción térmica

Sistema de extracción por microondas



Derivatización

El análisis directo de mezclas de compuestos en GC es complicado debido a:
 la volatilidad demasiado baja de los compuestos analizados
 la estabilidad térmica demasiado baja de los compuestos analizados
 las interacciones entre los compuestos
 las interacciones entre los compuestos y la fase estacionaria de la columna de GC
 una sensibilidad o especificidad del ensayo demasiado bajas

Por tanto, la forma principal de preparar una muestra para el análisis es
convertir los analitos en productos derivatizados

La derivatización de analitos se realiza mediante
 sililación
 alquilación
 acetilación

GC-MS

Reacción de sililación

OH
cholesterol

TMSO
cholesterol TMS

+ BSTFA:TMCS, 60
o
C/60 min



Procedimiento Grupo funcional -
Tipo de compuesto

Derivado Reactivo

Sililación -OH - alcoholes, fenoles
-CO -cetonas, esteroides
-COOH - aminoácidos , 
ácidos grasos, 
esteroides
-(CH2OH)n -azúcares
-NH, -NH2 -aminas, urea
-CONH, -CONH2 -
imidas, proteínas

Trimetilsilil éteres

Trimetilsilil amidas

Bistrimetilsililfluoroacetamida (BSTFA)
N- metil-N-t-butildimetilsilil-
trifluoroacetamida (MTBSTFA)
N-metiltrimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA)
Trimetilsililimidazol (TMSI)
Reactivos halo-metilsililos

Alquilación -OH - alcoholes, fenoles
-CO -aldehídos
-COOH - aminoácidos, 
ácidos grasos
-NH, -NH2 -aminas, 
aminoazúcares
-CONH -amidas
-SH -mercaptanos

Ésteres metílicos (DMF)
Trifluoroacetatos (TFAA)
Ésteres metílicos (BF3-metanol)
Éteres de pentafluorobencilo 
(PFBBr)
Metilamidas (TMAH)
Ésteres metílicos (DMF)

Bromuro de Bencilo
Trifluoruro de boro (BF3) en metanol o 
butanol 
Dimetilformamida (DMF)
Pentafluorobencil-hidroxilamina clorhidrato 
(PFBHA)
Hidróxido de tetrabutilamonio (TBH) 
Anhidrido trifluoroacético (TFAA)

Acilación -OH - alcoholes, fenoles
-(CH2OH)n -azúcares
-NH, -NH2 -aminas
-CONH -amidas
-SH -mercaptanos

Pentafluoropropiónico (PFPA)
Trifluoroacetamidas (TFAI)
Trifluoroacetamidas (MBTFA)
Trifluoroacetamidas (TFAA)
Trimetilsilil éteres (MBTFA)

Anhídrido heptafluorobutírico (HFBA)
N-Metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA) 
Cloruro de pentafluorobenzoílo (PFBCI) 
Pentafluoropropanol (PFPOH)
Anhidrido trifluoroacético (TFAA)

Derivatización
GC-MS



Figura. Diagrama del equipo GC 
(modificado de de.leco-europe.com)

El cromatógrafo de gases se compone de

 inyector
se inyecta la muestra en el puerto de inyección caliente, 
donde se volatiliza y transporta hasta la columna a través 
del gas portador inerte pureza ≥ 99,9995% (Ar, He, N2 o H2)

 Columna de GC

la muestra se separa dentro de la columna

 detector
responde a alguna propiedad fisioquímica del  
analito y genera una señal electrónica que mide la 
cantidad de analitos presentes

cromatograma - resultado de la separación 
cromatográfica Cromatograma de GC de componentes del plasma humano

GC-MS

Cromatógrafo de gases



Inyector de GC

Etapas de la inyección
1. Se inyecta la muestra en el puerto de inyección caliente 
2. En el puerto de inyección, la muestra se volatiliza 
3. El gas portador atrapa la muestra volatilizada en la corriente portadora que se introduce en 

la columna de GC

Tipos de inyectores GC: Split/Splitless (SSI)
Inyección split
solo una pequeña parte de la muestra vaporizada se 
aplica a la columna (normalmente entre 1/20 y 1/500) 
- se utiliza principalmente para análisis que no sean de 
trazas de muestras volátiles

Inyección Splitless
la totalidad de la muestra alcanza la columna 
- se utiliza principalmente para análisis de trazas y de 
ultra trazas

GC-MS



Columna de GC

Columna empaquetada (analíticas, microempaquetadas) llenas de partículas sólidas 
• adsorbentes de carbono 
• sílice 
• alúmina 
• tamices moleculares 
• polímeros sintéticos porosos

Los adsorbentes son fases estacionarias menos habituales debido a:
• la baja reproducibilidad de los resultados
• mayor tiempo de retención
• aparición de «colas» con eficiencias de separación mucho más bajas

Columna capilar (capilar, microcapilar)
 tubos capilares tubulares abiertos integrados con un líquido 

• siliconas 
• escualeno 
• polietilenglicol

 la fase estacionaria líquida debería ser:
• químicamente inerte
• capaz de disolver componentes separados
• altamente selectivas para los componentes de la mezcla
• poco volátiles 
• y poseer estabilidad térmica bajo las condiciones de operación de la columna
• especialmente aptas para la separación de componentes gaseosos 

con una alta eficacia de separación
 se utilizan con frecuencia

GC-MS



Fases de columna
GC-MS

Metilpolisiloxano

Metilpolisiloxano + 5% fenil 

Metilpolisiloxano + 50% fenil 

Metilpolisiloxano + 7% cianopropil + 7% fenil 

Metilpolisiloxano + 25% cianopropil + 25% fenil 

Polietilenglicol (PEG)

Metilpolisiloxano + 70% cianopropil 

Polisiloxano + ≥90% cianopropil 
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Mecanismo de separación

El índice y el grado en el que se produce la separación de los compuestos en la columna 
de GC se corresponde con una función de la distribución de dichos compuestos en dos 
fases (móvil y estacionaria) en equilibrio.

La separación es el resultado de distintas velocidades de migración provocadas por 
distintos valores del coeficiente de reparto (Ks)

La ecuación de Nernst puede expresar el coeficiente de reparto:

KS = CL/CG

CL - la concentración de las sustancias en la fase estacionaria
CG - la concentración de las sustancias en la fase móvil

Cuanto mayor sea la afinidad para el material de la fase estacionaria, mayor será el valor 
de Ks y mayor será el valor del tiempo de retención (tR).

Kslower > Kfaster

GC-MS



Detectores de GC
GC-MS

Características del detector de GC ideal

 alta sensibilidad

 buena estabilidad y reproducibilidad

 amplio rango de respuesta lineal a solutos que se extiende a lo largo de varias órdenes 
de magnitud (propósitos de calibración)

 amplio rango de temperatura

 tiempo de respuesta corto con independencia de la velocidad de flujo

 alta fiabilidad y facilidad de uso

 similitud en respuesta a todos los solutos

 el detector debería ser no destructivo



Detectores de GC

Tipo Tipo de 
respuesta

LOD 
[g/seg]

Rango lineal Comentarios

Conductividad térmica 
(TCD)

universal 10-5-10-6 103-104 mide cambios en la conducción del calor

Ionización en llama
(FID)

universal 10-12 106-107 mide corrientes iónicas de la pirólisis

Captura electrónica
(ECD)

selectiva 10-14 102-103 detector de compuestos que contienen 
átomos con altas afinidades de electrones

Fotométrico de llama 
(FPD)

selectiva 10-13 102 detector de compuestos que contienen S, 
P

Nitrógeno-fósforo (NPD) selectiva 10-8 - 10-14 105-107 selectiva para compuestos que contienen 
N, P

Fotoionización
(PID)

selectiva 10-8 - 10-12 105 selectividad debido a la identificación de 
gas en la lámpara

Infrarrojo con 
transformada de Fourier 
(FTIR)

selectiva 10-10 depende del grupo
funcional

moléculas polares

Espectrómetro de masas 
(MS)

universal 10-12 depende del tipo de 
analizador de MS, 

del modo de 
operación y del 

compuesto

detector no destructivo, 
una de las herramientas más exactas y 
eficientes para analizar muestras 
orgánicas 
los detectores más potentes para GC

GC-MS



Comparación de la sensibilidad y el rango dinámico de detectores de GC

10-15 10-12 10-9 10-6 10-3

fg pg ng μg                     mg
1 ppt                      1 ppb                     1 ppm                     0,1%                    100%

TCD
FID

μECD
FPD-S

FPD-P
NPD-P

NPD-N
PID

MS
(SIM) (SCAN)

Detectores de GC
GC-MS



GC-MS

 herramienta versátil para:
• separar
• identificar
• cuantificar sustancias desconocidas

 es la técnica más efectiva para el análisis de compuestos orgánicos volátiles de matrices
complejas en una amplia variedad de concentraciones (desde ppb a ppm)

 se caracteriza por una alta selectividad y sensibilidad y por presentar una amplia gama
de aplicaciones:

Cromatografía de gases - espectrometría de 
masas (GC-MS)

- aplicaciones médicas y farmacéuticas
- análisis biológico
- aplicaciones forenses y criminológicas
- monitorización medioambiental
- seguridad y detección de agentes químicos bélicos
- análisis de alimentos/sabor/fragancia
- aplicaciones químicas/industriales
- investigación geoquímica
- análisis petroquímico

GC-MS



Instrumentación GC-MS

Sustancia 
analizada

Fuente de 
ionización Analizador Detector

Técnicas de ionización

EI - electro-ionización - la técnica de ionización más empleada en GC-MS, ionización dura 

CI - ionización química- relativamente suave (denominada «ionización suave»)

otras técnicas de ionización utilizadas en GC-MS:

• fotoionización (PI) 
• ionización de campo (FI) 
• desorción de campo (DI) 
• desorción láser (LD) 
• bombardeo con átomos acelerados (FAB) 
• desorción por plasma (PD) 
• espectrometría de masas de iones secundarios (SIMS) 
• ionización por desorción láser asistida por matriz

(MALDI)

GC-MS



Analizador- separar iones cargados de acuerdo con su relación m/z 

 Q - cuadrupolo (simple Q, tripleQ)
 IT – trampas de iones (lineales, esféricas)
 TOF – «tiempo de vuelo»
 analizadores híbridos de MS:

• QqQ 
• Q/IT 
• Q/TOF 
• Orbitrap

 otros analizadores utilizados en GC-MS:
• sector magnético (B)
• sector eléctrico (E)
• sector eléctrico y magnético 
• resonancia ciclotrónica de iones (ICR)
• espectrometría de masas de resonancia ión-ciclotrón con transformada de Fourier (FT-ICR 

MS)

Instrumentación GC-MS
GC-MS

Sustancia 
analizada

Fuente de 
ionización Analizador Detector

Detector - registro de datos
 Colector de Faraday
 multiplicador de electrones
 placas microcanal
 fotomultiplicador



Ventajas

 Análisis rápido

 Alta eficiencia que conlleva una alta resolución

 Detectores sensibles (ppb)

 Gran exactitud cuantitativa (<1% RSD)

 No destructiva - (acoplada a MS) 

 Requiere muestras pequeñas (<1 mL)

 Técnicas sólidas y fiables

 Respaldada por una bibliografía extensa y 
múltiples aplicaciones

Inconvenientes

 Limitada a muestras volátiles o se requiere 
derivatización

 No es adecuada para muestras térmicamente 
lábiles que se degraden a temperaturas 
elevadas - se requiere derivatización

 No es apta para la cromatografía preparativa

 Requiere un detector de MS para la elucidación 
estructural de analitos (caracterización)

 La mayoría de los detectores que no son de MS 
son destructivos

 Capacidad de picos muy límitada en el análisis 
de muestras muy complejas – se requiere 
separación por GCxGC

GC-MS

GC-MS



Cromatografía de gases bidimensional
(GC×GC; 2D GC)

Diagrama del sistema GC×GC (de.leco-europe.com).

Parámetros Columna 1D Columna 2D
longitud 15-30 m 0,5-2m
diámetro interior 0,25 mm 0,1 mm
grosor de la película de 
la fase estacionaria 0,25-1 µm 0,1-0,25 µm

tipo de fase estacionaria no polar
100% polidimetilsiloxano o

5% fenil/95% dimetilsiloxano

polar
50% fenil/50% dimetilsiloxano o

polietilenglicol (Carbowax)

Columnas GC×GC

Detectores GCxGC
 FID (máx. 300 Hz)
 TOFMS (máx. 500 Hz)
 µ-ECD (50-100 Hz)

Velocidad de adquisición

GC-MS



GC-MSGC×GC



Cromatograma de la mezcla de compuestos volátiles (alcanos, alcoholes, 
aldehídos, cetonas, aminas) analizados en GC 2D [Pegasus 4D; Leco].

GC-MS
GC×GC



Cromatograma de lípidos 
de plasma humano
Análisis GCxGC-TOFMS

GC-MSGC×GC



Ventajas

 Capacidad de picos incrementada -
posibilidad de separación de mezclas 
complejas

 Separación total de todos los componentes

 Límites de detección (relación señal/ruido) 
mejorada (en comparación con la GC 1D)

 Se obtienen cromatogramas estructurados

 El cromatograma de GC 2D contiene mucha 
más información que el GC 1D
- identificación más sencilla y fiable de 
sustancias desconocidas

 La naturaleza ordenada de los 
cromatogramas hace que el análisis de 
grupos sea mucho más sencillo

Inconvenientes

 Se requieren detectores con una alta 
velocidad de adquisición (TOF, μECD, FID)

 Amplia capacidad de datos registrados -el 
procesamiento de datos puede resultar 
muy largo

 Equipo muy costoso 

GC-MS

GC×GC



e-materials de  

Proyecto de Química Analítica Avanzada en Ciencias de la Vida [AACLifeSci]

Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comisión Europea.

La presente publicación recoge únicamente las opiniones de los autores, por lo que la 
Comisión no se hace responsable de cualquier uso que se haga de la información 

contenida en ella.



Electroforesis Capilar-
Espectrometría de Masas (CE-MS)
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Electroforesis Capilar

• Separación basada en la movilidad electroforética 
• Instrumentación simple
• Principales aplicaciones en el bioanálisis

– Secuenciación de ADN
– Análisis de fragmentos de ADN

• Múltiples modalidades para mejorar la selectividad con 
metabolitos neutros
– MEKC
– CEC



Ventajas
Ofrece nueva selectividad, una alternativa a la HPLC 
Selectividad sencilla y predecible 
Alta eficacia de separación (de 105 a 106 platos teóricos) 
Tamaños de muestras pequeños (1-10 ul) 
Separaciones rápidas (de 1 a 45 min) 
Se puede automatizar
Cuantificación (lineal) 
Distintas «modalidades» (a discutir)

Inconvenientes
No se pueden realizar separaciones a escala preparativa
Problemas con bajas concentraciones y grandes volúmenes
Compuestos pegajosos («sticky»)
Especies que son difíciles de disolver
Problemas de reproducibilidad

Ventajas e inconvenientes de la CE



Aplicaciones de la CZE

• Gran variedad de aplicaciones
– Pequeñas moléculas
– Macromoléculas (proteínas, péptidos)

• Limitaciones
– Debe tener distintas cargas
– Muestra con baja fortaleza iónica

• Ventajas
– Simple
– Análisis directo de sistemas complejos



Electroforesis Capilar (CE)

muestratampón tampón

+ _

Sílice fundida

1-30 kV

Detección



Modalidades de CE

• Electroforesis Capilar Zonal (CZE)
– Modalidad básica que utiliza canales abiertos

• Cromatografía Electrocinética Micelar (MEKC)
– Separa compuestos con micelas

• Electroforesis Capilar en Gel (GCE)
– Exclusión de tamaño que utiliza geles de filtración

• Electrocromatografía Capilar (CEC) 
– Híbrido entre CE y HPLC

• Isoelectroenfoque Capilar (CIEF)
• CE enantiomérica



Electroforesis Capilar Zonal (CZE)



Flujo electroosmótico

• Mecanismo de flujo capilar basado en el potencial y el pH 
aplicados

• Proporciona un flujo de solución global («bulk») dentro de los 
capilares donde se utilizan tampones con concentración 
moderada o baja

• Gran dependencia de la fortaleza iónica de la solución y la 
química de superficies

FLUJO ELECTROOSMÓTICO

++++++++

+++++++++
+ + +

+
+ +

---- ---- -- ---- ----

---- ---- -- ---- ----
-

CÁTODOÁNODO

Capa fija
Plano de corte Capa móvil

+



m= movilidad electroforética
Q= carga en la partícula
ηη= viscosidad de la solución
r = Radio de Stokes de la 

partícula

Movilidad Electroforética

r6
q
πη

=µ



Electroforesis y Electroosmosis
Representación gráfica del efecto combinado en un capilar 
cuando la electroosmosis (EO) es más rápida que la 
electroforesis (EP) (lo más habitual):

( ) ( )
L
VE eoepeoep µµµµν +=+= Imagen de R. N. Zare, Stanford



Diagramas de flujo en CE y HPLC



Opciones de Detección

Limite de detección (M)CaracterísticasVentajasDetector

-10-3

-10-6 para compuestos
aromáticos

-Universal-Posibilidad de detección directa
e indirecta
-Muy común

Absorbancia UV/vis

-10-6 - 10-9  -Selectivo-Muy sensible y selectivo 
-Analitos fluorescentes o 
derivados

LIF (Fluorescencia
inducida por láser)

-≈10-5 (depende del tipo
de MS y del tipo de 
metabolito)

-Universal
-Selectivo

-Información qualitativa y 
cuantitativa
-Muy sensible y selectivo 

Espectrometría de 
masas MS



Optimizar las Separaciones en CE
PARÁMETROS

• pH
– Primer parámetro que controlar
– Afecta al EOF y a la movilidad (carga)

• Disolvente orgánico
– Solvatación del analito

• Agente interactuante
– Pares iónicos, solvatación, etc.

• Condiciones no acuosas
– Solvatación y carga

• Temperatura
– Solvatación, equilibrios químicos



INSTRUMENTACIÓN EN CE-MS

* SE REQUIERE OPTIMIZACIÓN

cartucho

Capilar*

muestra/tampón
vial

Bandeja
muestras

Tampón 
BGE*

N2

Líquido sellado*

ESI*
Calibrante

TOF

Espectrómetro de masas



CE-MS CON FUENTE DE ESI



CE-MS: Interfaz eléctrica

imagen proporcionada por Agilent Technologies



Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comisión Europea.

La presente publicación recoge únicamente las opiniones de los autores, por
lo que la Comisión no se hace responsable de cualquier uso que se haga de la
información contenida en ella.
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La investigación «ómica», nuevo campo emergente (que incluye la genómica, proteómica y
metabolómica), se ocupa de la caracterización completa de los pequeños metabolitos
moleculares presentes en sistemas biológicos.

Metabolómica

Ómica y Biología de Sistemas



Anexo: Definición de Metabonómica

• Medida de la respuesta metabólica dinámica y multiparamétrica de 
un sistema vivo a estímulos patofisiológicos o modificaciones 
genéticas (Nicholson, 1999)
– medida cuantitativa de la respuesta metabólica «total» en 

relación con el tiempo a estímulos patofisiológicos 
(nutricionales, xenobióticos, quirúrgicos o tóxicos)

• MetaboLómica - el cuadro / MetaboNómica - la película
• Hoy en día, todo es Metabolómica



Definición de Metaboloma

• «… el conjunto completo de 
metabolitos/sustancias intermedias 
con bajo peso molecular, que 
dependen de un contexto y que varían 
en función de la fisiología, el estado de 
desarrollo o patológico de la célula, 
tejido, órgano u organismo...» (Oliver 
2002)

• Origen: Endometaboloma, Microbioma, 
Xenobioma, Nutribioma…

• Naturaleza: Glicoma, lipidoma, 
esfingolipidoma, peptidoma…

• Metaboloma ↔ Fenotipo

Hospedador



Lo que puede aportar la metabolómica (I)

• Perspectiva global del estatus metabólico y de los eventos bioquímicos globales 
asociados a un sistema celular o biológico. 

– Situaciones patológicas sin mecanismo conocido, como la relación entre la obesidad 
y la resistencia a la insulina



Lo que puede aportar la metabolómica (II)

• Identificación (propuesta) de nuevos biomarcadores, 
importantes en el proceso de descubrimiento de nuevos 
fármacos o como herramientas de diagnóstico in vitro. 
– Por ejemplo, nuevos biomarcadores diagnósticos para la 

agresividad en la leucemia linfática crónica



La metabolómica sirve para...

• buscar diferencias metabólicas entre grupos de muestras (caso vs. control; pre-
tratamiento vs. post-tratamiento; una condición vs. otra)

• identificar compuestos que sean significativos y proponer los mecanismos
• averiguar información sobre el fenotipo
• observar los efectos de un tratamiento 
• encontrar nuevos objetivos farmacológicos

• un método para revelar el destino de un metabolito o un fármaco
• un método de cuantificación 
• el uso de un simple kit para cuantificar un grupo de metabolitos (se requiere 

NMR, MS...)
• posible sin una comparación simultánea de muestras

La metabolómica NO es...



Definición de Metabolismo

El grupo completo 
de procesos 
(bio)químicos dentro 
de un orgánulo. 
célula, tejido, 
órgano u 
organismo, 
esenciales para la 
vida



Enfoques analíticos en la metabolómica



Tres maneras de hacer metabolómica



FLUJO DE TRABAJO EN METABOLÓMICA 



• GC/MS: Compuestos polares pequeños
– Principalmente solubles en agua (algunos hidrofóbicos)
– Tratamiento de muestras: Derivatización
– Fragmentación reproducible - bases de datos

• NMR
– Soluble en agua
– Prácticamente sin tratamiento de muestra
– LOD alto

• LC/MS
– metabolitos de tamaño pequeño a grande (<1500 Da), y de 

polaridad media a nula
• CE/MS: Compuestos polares pequeños-medianos

– Aminoácidos, acilcarnitinas, poliaminas, etc.
– Sin derivatización

TÉCNICAS ANALÍTICAS



Plataformas analíticas basadas en la MS en la metabolómica

Técnica Analítica Aplicación Ventajas Desventajas
GC-MS Separación, identificación, 

y cuantificación de 
metabolites poco polares, 
volátiles y térmicamente 
estables

Elevada resolución, 
posibilidad de librerias de 
metabolites de amplio 
espectro para identificación. 

Imporibilidad de analizar 
metabolitos termoestables. 
Se require la derivatización 
de metabolitos no volátiles 
de elevado peso molecular

LC-MS Separación, identificación, 
y cuantificación de 
numerosos grupos de 
metabolitos, dependiendo   
del tipo de columna y fase 
móvil

Alta sensibilidad, alta 
capacidad de carga de 
muestra, no necesaria 
derivatización, posibilidad 
de analizar compuestos 
termolábiles. 

Disponibilidad limitada 
de librerías comerciales, 
restricción de eluyentes en 
LC, efecto matriz, limitado 
potencial de identificación a 
menos que se utilice como 
detección MS-MS

CE-MS Separación, identificación, 
y cuantificación de 
metabolites polares e 
ionizados, volúmenes de 
muestra muy pequeño.

Elevada resolución y 
análisis rápido, útil para 
muestras biológicas 
complejas, incluso con muy 
poco volumen

Disponibilidad limitada 
de librerías comerciales. 
Incompatibilidad de BGE, 
límites de detección. 
Limitado potencial de 
identificación a menos que 
se utilice como detección 
MS-MS



Procedimiento de Control de Calidad y Garantía de 
Calidad en la metabolómica

A: QC (puntos rojos) agrupadas B: QC dispersas 



TRATAMIENTO DE DATOS EN METABOLÓMICA: 
Procesamiento de señales



• Cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas
• Criterio de referencia

– Altamente sensible y reproducible
– Información: Calidad y Cantidad
– Librerías de espectros para propósitos de identificación
– El 10-20% de los compuestos conocidos se pueden analizar mediante GC

• Alta relevancia metabólica 

TÉCNICA ANALÍTICA: GC-MS

(a) Datos 3D de GC/MS; (b) Cromatograma de ion extraído para el ion seleccionado 
(c) Un único punto de datos en el tiempo proporciona un único espectro de masas 
extraído de Chromatography Today



Deconvolución

a) Antes y b) Después del proceso de deconvolución 
extraído de https://www.agilent.com/cs/library/Support/Documents/f05017.pdf

Abril 2009Page 64

TIC

Component 1
Component 2

Component 3

Coelution of 3 compounds

matrix

target

interference

a) b)

After deconvolution

interferencias

matriz

analito

Tras la deconvolución

Coelución de 3 compuestos

Componente 2

Componente 3

Componente 1



Deconvolución en LC-ESI-MS y CE-ESI-MS

• Métodos basados en picos 
• A la hora de determinar si los distintos iones son del mismo “posible compuesto” 

(feature) el Molecular Feature Extractor (Agilent) considera la exactitud de las 
medidas de masas para iones relacionados en un grupo por su estado de carga, 
distribución isotópica, y las posibles relaciones químicas. 

• También puede considerar iones vinculados como aductos: aductos de protón, 
sodio, potasio y amonio en la ionización positiva o pérdida de un protón, aductos 
con formiato, etc., en el modo de ionización negativa. 



Después de la deconvolución 

a) Cromatograma de Iones Totales 
b) Cromatogramas de cada uno de los compuestos obtenidos después de la deconvolución



¿Cromatograma o lista de características? 



Preprocesamiento de datos
• Alineamiento

– Los desplazamientos de los picos se observan a través del eje del RT 
– Dos grupos: 

• se alinean los datos antes de la detección de picos
• métodos de alineamiento basados en el pico: se alinean en todas las muestras los picos espectrales 

detectados 
• programas:

– MetaboAnalyst (metaboanalyst.ca)
– mzmine and mzmine2 (http://mzmine.sourceforge.net/) 
– metAlign 
– BinBase (fiehnlab.ucdavis.edu) 
– xcms and xcms2 (Scripps) 
– metaXCMS (Scripps)
– XCMS Online (Scripps) 

• Valores en blanco
– Problemas en nuevos análisis
– Distintas estrategias

• Sustituir por la mitad del mínimo, por media/mediana, el k vecino-más-cercano (KNN), el PCA 
probabilístico (PPCA), el método PCA bayesiano (BPCA), o la Descomposición en Valores 
Singulares (SVD), etc.

• Filtración
– Variables de tamaños muy pequeños - detectados usando la media o la mediana
– Variables que son prácticamente constantes - detectadas usando la desviación estándar (SD)
– Variables que muestran baja repetibilidad - medidas usando la muestra QC



Pretratamiento de datos

• Normalización
– Normalización específica de muestra

(i.e. peso, volumen)
– Normalización por suma o mediana
– Normalización pormuestra de referencia
– Normalización mediante muestra combinada

a partir de un grupo de control
– Normalización por característica de referencia
– Normalización por cuantiles

• Transformación de datos
– Transformación logarítmica
– Transformación de raíz cúbica

• Escalado de datos
– Centrado a la media
– Autoescalado (centrado a la 

media y dividido por la desviación 
estándar de cada variable)

– Escalado Pareto (centrado a la 
media y dividido por la raíz 
cuadrada de la desviación 
estándar de cada variable)

– Escalado por rango (centrado a la 
media y dividido por el rango de 
cada variable)



Objetivos:

o detectar diferencias entre grupos de muestras a nivel químico
o categorizar compuestos de acuerdo a su importancia relativa para la 

diferenciación de muestras

o variable dependiente: representa el resultado o 
el efecto, o se evalúa para comprobar si existe
un efecto, p. ej.: abundancia de metabolito

o variable independiente: representa las
entradas o las causas, o se evalúan para 
determinar si son las causas, p. ej.: condiciones
de tratamiento dentro del experimento

VARIABLES

Estadística para Metabolómica

o Análisis univariante UVA: 
o Distribución normal: Prueba t de Student, ANOVA 
o Distribución no normal: prueba de la U de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis

o Análisis multivariante MVA: PCA, PLS-DA, OPLSDA

TIPOS



o utilizado como herramienta en análisis 
exploratorio de datos

o cada punto representa gráficamente 
cada muestra medida

o el algoritmo no tiene conocimiento de 
las asociaciones en grupo de las 
muestras - análisis no supervisado

o el primer compuesto principal explica la 
mayor parte de la variación 

o las cargas de compuestos indican el 
impacto del compuesto en el análisis 

o cada punto es la suma de las cargas de 
compuestos de una muestra

o la densidad de la agrupación refleja la 
variación de las muestras

PCA



• el algoritmo tiene conocimiento de las
asociaciones en grupo de las muestras -
análisis supervisado

• algoritmos habituales
– Análisis discriminante por

mínimos cuadrados parciales
(PLS-DA)

– Máquinas de soporte vectorial
– Árbol de decisión
– Bayesiano ingenuo
– Red neuronal

un algoritmo que utiliza datos previos para 
predecir los resultados de observaciones futuras

Predicción de clases



un método estadístico que guarda cierta relación con el análisis de compuestos principales (PCA), 
pero siendo un análisis supervisado

o crea un modelo de regresión lineal proyectando las variables predichas y observables en un nuevo 
espacio

o muy adecuado para cuando existen más indicadores (compuestos) que observaciones (muestras)
o cada compuesto posee un t-score que representa su impacto en la predicción
o se asigna un valor de confianza de la predicción al ejecutar el modelo

Análisis Discriminante por Mínimos Cuadrados Parciales 
Análisis Discriminante por Proyección en Estructuras Latentes 

Predicción de clases: PLS-DA



:Análisis estadístico univariante y multivariante



se evalúa la exactitud de la regla de predicción que se crea y proporciona

una indicación de modelos de sobreajuste:

o se utilizan todas las muestrasdel conjuntode entrenamientoexceptounapara construir la reglade predicción
o utilizandoesta regla, se predice la clasede muestraquese ha dejado fuera
o la muestrase devuelveal conjuntode entrenamientoy se deja fueraunamuestradiferente, volviendoa 

elaborar la reglade prediccióncon las muestrasque quedan
o se repiteesteprocesohasta quese hayapredichocadamuestradel conjuntode entrenamientoexactamente

unavez
o se recuentaentoncesel númerode prediccionescorrectase incorrectaspara determinarel porcentajede éxito

1. las muestrasdel conjuntode entrenamientose dividenaleatoriamenteen N subconjuntos iguales, 
manteniendouna frecuenciade clases relativa

2. N-1 subconjuntosse combinanentoncespara el entrenamientoy el conjuntosobrantese utilizapara el ensayo
3. se repitepasoa pasodejandoun grupo fueracadavez
4. se repiteel paso1, 2, 3 M veces
5. cadamuestrase prediceM vecesy se comunica la claseque hayasido predichamás vecesa lo largo de 

esas M vecesen los resultadosde validación

dejando uno fuera 
(leave one out)

N ‐ fold

Predicción de clases: Validación del modelo



Identificación
1. Búsqueda en base de datos con 

medida de masa exacta 
2. Búsqueda en base de datos 

comparando el patrón isotópico
3. Búsqueda en base de datos 

comparando el patrón isotópico 
y el tiempo de retención

4. Búsqueda en librerías de 
MS/MS 

5. Búsqueda en librerías de 
MS/MS y tiempo de retención

C
onfianza



CLASIFICACIONES DE BASES DE DATOS

• Basadas datos espectrales
– Principalmente pequeñas moléculas y no solo metabolitos
– NMR 
– MS o MS/MS 

• Basadas en información de compuestos 
– Nombre de compuesto, estructuras, propiedades físicas, identificación

• Basadas en base de datos de rutas metabólicas
– Rutas de metabolitos, xenobióticos, proteínas y de señalización 

• Base de datos metabolómica completa
– Una combinación de las anteriores



Lista de Bases de Datos en 2018

Nombre URL Nombre URL

ARALIP
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/pathw
ays KEGG http://prime.psc.riken.jp/?action=metabolites_index

AtIPD http://www.atipd.ethz.ch/ KEGG Glycan http://www.genome.jp/kegg/glycan/
BiGG http://bigg.ucsd.edu/ KNApSAcK  http://prime.psc.riken.jp/?action=metabolites_index
BioCyc http://biocyc.org/ LipidMaps http://www.lipidmaps.org/
BioNumbers http://bionumbers.hms.harvard.edu/ MarkerDB http://www.markerdb.ca/users/sign_in
BML‐NMR http://www.bml‐nmr.org/ MassBank http://www.massbank.jp/
BioMagResBank http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/ MetaboAnalyst http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/
BMDB http://www.cowmetdb.ca/cgi‐bin/browse.cgi MetaboLights http://www.ebi.ac.uk/metabolights/index
ChEBI http://www.ebi.ac.uk/chebi/ MetaCrop http://metacrop.ipk‐gatersleben.de/apex/f?p=269:111:
ChEMBL https://www.ebi.ac.uk/chembl/about# MetaCyc http://metacyc.org/
ChEBI http://www.ebi.ac.uk/chebi/ METAGENE http://www.metagene.de/program/a.prg
ChemMine http://chemminedb.ucr.edu/ METLIN https://metlin.scripps.edu/index.php
ChemSpider http://www.chemspider.com/ MMCD http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/
CCD http://ccd.chemnetbase.com/intro/index.jsp#about mzCloud https://mzcloud.org/
CSF Metabolome Database  http://www.csfmetabolome.ca/ OMIM  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
CyberCell Database  http://ccdb.wishartlab.com/CCDB/ OMMBID http://ommbid.mhmedical.com/
DrugBank http://www.drugbank.ca/ Oryzabase http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/
ECMDB http://www.ecmdb.ca/ PepBank http://pepbank.mgh.harvard.edu/
ExPaSy Pathways http://web.expasy.org/pathways/ PharmGKB http://www.pharmgkb.org/

Fiehn GC‐MS Database
http://fiehnlab.ucdavis.edu/Metabolite‐Library‐
2007/ PMN http://www.plantcyc.org/

FooDB http://www.foodb.ca PubChem http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
GMDB http://gmd.mpimp‐golm.mpg.de/ Reactome http://www.reactome.org/
HMDB http://metabolomics.pharm.uconn.edu/iimdb/ RiceCyc http://pathway.gramene.org/gramene/ricecyc.shtml

HumanCyc http://www.genome.jp/kegg/
Serum Metabolome 
Database http://www.serummetabolome.ca/

IIDMB http://www.genome.jp/kegg/glycan/ SetupX & BinBase http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/binbase_setupx



• Dedicado a la anotación de metabolitos.
• Realiza búsquedas en compuestos unificados 

de distintas fuentes.
• Aplica conocimiento basado en la información 

de entrada proporcionada por el usuario.
• Ayuda a identificar lípidos oxidados.
• http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator





Metil-lisina

Ácido pipecólico

Confirmación mediante Adición estándar



De Listas a Rutas

 

Compound  

Retention  
Time  
(min)  

Conc. in  
Urine 
(µM)  Compound  

Retention  
Time  
(min)  

Conc. in  
Urine 
(µM)  

Dns-o-phospho -L-serine  0.92  <D.L. * Dns-Ile 6.35  25 
Dns-o-phospho -L-tyrosine  0.95  <D.L.  Dns-3-aminosalicylic  acid  6.44  0.5  
Dns-adnosine monophosphate  0.99  <D.L.  Dns-pipecolic acid  6.50  0.5  
Dns-o-phosphoethanolamine  1.06  16 Dns-Leu  6.54  54 
Dns-glucosamine  1.06  22 Dns-cystathionine  6.54  0.3  
Dns-o-phospho -L-threonine  1.09  <D.L.  Dns-Leu -Pro 6.60  0.4  
Dns-6-dimet hylamine purine  1.20  <D.L.  Dns-5-hydroxylysine  6.65  1.6  
Dns-3-methyl -histidine  1.22  80 Dns-Cystine  6.73  160  
Dns-taurine  1.25  834  Dns-N-norleucine  6.81  0.1  
Dns-carnosine  1.34  28 Dns-5-hydroxydopamine  7.17  <D.L.  
Dns-Arg  1.53  36 Dns-dimethylamine  7.33  293  
Dns-Asn  1.55  133  Dns-5-HIAA  7.46  18 
Dns-hypotaurine  1.58  10 Dns-umbelliferone  7.47  1.9  
Dns-homocarnosine  1.61  3.9  Dns-2,3 -diaminoproprionic acid  7.63  <D.L.  
Dns-guanidine  1.62  <D.L.  Dns-L-ornithine  7.70  15 
Dns-Gln  1.72  633  Dns-4-acetyamidophenol  7.73  51 
Dns-allantoin  1.83  3.8  Dns-procaine  7.73  8.9  
Dns-L-citrulline  1.87  2.9  Dns-homocystine  7.76  3.3  
Dns-1 (or 3 -)-methylhistamine  1.94  1.9  Dns-acetaminophen  7.97  82 
Dns-adenosine  2.06  2.6  Dns-Phe-Phe 8.03  0.4  
Dns-methylguanidine  2.20  <D.L.  Dns-5-methyo xysalicylic acid  8.04  2.1  
Dns-Ser 2.24  511  Dns-Lys 8.16  184  
Dns-aspartic acid amide  2.44  26 Dns-aniline  8.17  <D.L.  
Dns-4-hydroxy -proline  2.56  2.3  Dns-leu -Phe 8.22  0.3  
Dns-Glu  2.57  21 Dns-His 8.35  1550  
Dns-Asp  2.60  90 Dns-4-thialysine  8.37  <D.L.  
Dns-Thr 3.03  157  Dns-benzylamine  8.38  <D.L.  
Dns-epinephrine  3.05  <D.L.  Dns-1-ephedrine  8.50  0.6  
Dns-ethanolamine  3.11  471  Dns-tryptamine  8.63  0.4  
Dns-aminoadipic acid  3.17  70 Dns-pyrydoxamine  8.94  <D.L.  
Dns-Gly 3.43  2510  Dns-2-methyl -benzylamine  9.24  <D.L.  
Dns-Ala  3.88  593  Dns-5-hydroxytrptophan  9.25  0.12  
Dns-aminolevulinic acid  3.97  30 Dns-1,3 -diaminopropane  9.44  0.23  
Dns-r-amino-butyric acid  3.98  4.6  Dns-putrescine  9.60  0.5  
Dns-p-amino -hippuric acid  3.98  2.9  Dns-1,2 -diaminopropane  9.66  0.1  
Dns-5-hydroxymethyluricil  4.58  1.9  Dns-tyrosinamide  9.79  29 
Dns-tryptophanamide  4.70  5.5  Dns-dopamine  10.08  140  
Dns-isoguanine  4.75  <D.L.  Dns-cadaverine  10.08  0.08  
Dns-5-aminopentanoic acid  4.79  1.6  Dns-histamine  10.19  0.4  
Dns-sarcosine  4.81  7.2  Dns-3-methoxy -tyramine  10.19  9.2  
Dns-3-amino -isobutyrate  4.81  85 Dns-Tyr  10.28  321  
Dns-2-aminobutyric acid  4.91  17 Dns-cysteamine  10.44  <D.L.  

metabolómica



• Excelente fuente de datos biológicos que sirve para 
relacionar metabolitos con genes, proteínas y 
enfermedades, señalando eventos y procesos

• Ofrece distintas herramientas que permiten la visualización
y el mapeo de genes/metabolitos

• Normalmente cubre múltiples especies
• KEGG (www.genome.jp/kegg/), BioCyc/MetaCyc

(https://biocyc.org/), SMPDB (www.smpdb.ca), Reactome
(www.reactome.org), WikiPathways
(http://www.wikipathways.org)...

• «De forma estricta, se podría afirmar que no existen las
rutas metabólicas... son solo redes.» (WikiPathways.org)

Bases de datos de rutas metabólicas



KEGG – Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto

http://www.genome.jp/kegg/



El enfoque MSEA (Metabolite Set Enrichment Analysis)



Empezar con una lista de compuestos



Comparación con la concentración



Análisis de Enriquecimiento Cuantitativo
(Quantitative enrichment analysis)



RESULTADO



Metaboanalyst
Metabolic Pathway Analysis (MetPA)

• Objetivo: extender y potenciar el MSEA para rutas metabólicas mediante 
– La consideración de las estructuras de ruta metabólicas 
– La visualización dinámica de las rutas metabólicas

• Actualmente admite aprox.1500 rutas que comprenden 17 organismos (basadas 
en KEGG)
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Ventana de 
datos brutos
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sampleName  class  polarity  sampleType  batch  injectionOrder  diet 
QC  one  positive  pool  B1  1  NA 
C1  one  positive  sample  B1  7  C 
HC3  one  positive  sample  B1  10  HC 
BL  one  positive  blank  B1  12  NA 
...  …  …  …  …  …  … 
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Listas de picos 
independientes

Iones del grupo por 
m/z

Iones del grupo 
por RT

Matriz 
resultante
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Agrupación de picos en bin de masa: 337.975 – 338.225 m/z 
(mzwid) 

Agrupación de picos en bin de masa: 337.975 – 338.225 m/z (mzwid) 



Agrupación de picos en bin de masa: 337.975 – 338.225 m/z (mzwid) 

4 muestras en 
cada grupo
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Group.dataMatrix.ts
v

Group.variableMetadata.
tsv

Group.Rpl
ots.pdf
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Un paso 
en grupo
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Un paso 
en grupo
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variableMeta
data.tsv

dataM
atrix.tsv
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Matriz de 
datos exportada
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Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comisión Europea.

La presente publicación recoge únicamente las opiniones de los autores, por
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Lipidómica

- La caracterización completa de las especies moleculares lipídicas 

y de sus funciones biológicas con respecto a la expresión y 

función de las proteínas que intervienen en el metabolismo 

lipídico, en particular la regulación génica (AOCS Lipids Library)

- Análisis de perfil lipídico y su relación con la fisiología y la 

patofisiología celular

Lipidómica

Aislamiento de 
lípidos

Análisis 
lipídico

Estudio de 
rutas 

metabólicas

interacciones
lípido-proteínas



➢ Determinación del perfil del lipidoma celular

➢ Dominios y dinámicas de los lípidos de membranas

➢ Funciones regulatorias (ej. de señalización) de los lípidos 

➢ Integración de las ómicas + interacción del complemento 
celular + mecanismos para la formación de células/organismos

Lipidómica



¿Por qué son tan importantes los lípidos?

Metabolismo Energético/Reservas

Membranas

Regulación Celular
mensajeros de 

señalización, hormonas, …

Membranas 

celulares

La disfunción de la señalización y el metabolismo lipídicos 
desempeña un papel fundamental en la salud y las enfermedades



Lípidos - Membrana Celular

Asimetría de la membrana

Dominios de la 
membrana 

Balsas lipídicas 



Elaboración de perfiles lipídicos en células, tejidos y biofluidos

% of total acyl lipid content

Glycerolipids

Chloroplast

thylakoid

inner

mitochondrial

membrane

plasma

membrane

MGDG 51% 0 0

DGDG 26 0 0

SQDG 7 0 0

PC 3 27 32

PS 0 25 0

PG 9 0 0

PE 0 29 46

PI 1 0 19

CL 0 20 0

Cada tipo de célula, tejido y fluido corporal tiene un perfil 
lipídico característico con una composición lipídica definida

Identificación de todos los lípidos celulares -



Perfil de clases fosfolipídicas

Línea celular de cardiomiocitos

Líneas celulares
de cáncer de mama

Phospholipid classes quantification

Main classes of phospholipids
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Perfil de ácidos grasos

Efectos de la composición de ácidos grasos fosfolipídicos en propiedades de la membrana





¿Cuáles son los grandes retos de 
la lipidómica?



Complejidad estructural de los lípidos



Fosfolípidos

También denominados 
glicerofosfolípidos

Especies Moleculares de Fosfolípidos/Glicerolípidos



Especies Moleculares de Fosfolípidos/Glicerolípidos
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PC, PE, PS, NPE, PG, CL, PI, PIP, PIP2, PIP3, LisoPL……



Forma y membranas fosfolipídicas
Composición de los fosfolípidos y ácidos grasos y propiedades de la membrana



Biosíntesis de los Fosfolípidos

Definir y regular
firmas lipidómicas específicas



Desviaciones en el lipidoma

Patología
– Alteración en las rutas metabólicas
– Modificación oxidativa de algunos lípidos 

Otros:
– Dieta –fuente de distintos lípidos

Importancia:
Nuevos biomarcadores
Nuevas técnicas terapéuticas
Nuevas aplicaciones biotecnológicas



Estrategias analíticas lipidómicas para 
abordar la complejidad del lipidoma



Enfoque lipidómico

Liposomas TejidosCélulas

Extracción de lípidos

Fraccionamiento/Separación por 
Cromatografía: TLC, HPLC o SPE

Análisis de Espectrometría de Masas (MS)

Análisis no dirigido

Análisis dirigido



Flujo de trabajo de la lipidómica

Tejido y células

Bligh & Dyer

Folch

MTBE

LC- MS

Lipidómica basada en 
análisis por

Espectrometría de Masas 
(MS)



Muestras biológicas

Cromatografía en capa fina TLC Cromatografía de líquidos

y/o

Fraccionamiento de lípidosExtracción en fase líquida
Metanol/cloroformo

Adquisición de datos en Espectrometría de Masas

Fase inversa
Fase normal
Interacción hidrofílica

Análisis de iones DetecciónIonización

Resolución de masa baja
Resolución de masa alta



Extracción de lípidos

Extracción química usando disolventes orgánicos:

 Método Folch (CHCl3:CH3OH 2:1)

 Bligh y Dyer (CHCl3:CH3OH 1:2)

 otros



Extracción de lípidos

Analyzed Matrices Extration protocols

Cajka and Fiehn, Trens in Analytical chemistry, 2014



Extracción de lípidos

Extracción selectiva de fosfolípidos del 
plasma utilizando Hybrid SPE



Fraccionamiento de extractos lipídicos

Extracción de fase sólida
Para separar lípidos neutros de polares
Lípidos neutros (TG) de polares (PL)

Métodos cromatográficos
TLC (Cromatografía en capa fina)

HPLC (cromatografía líquida de alta eficacia)

Para separar clases de lípidos/especies moleculares

A



Separación de clases fosfolipídicas

TLC HPLC
l 

Las clases fosfolípidas se pueden separar, en función de 
su polaridad, mediante:



TLC – Cromatografía en capa fina

CL-Cardiolipina

PA-Ácido fosfatídico

PE-Fosfatidiletanolamina

PS-Fosfatidilserina

PI-Fosfatidilinositol

PC-Fosfatidilcolina

SM-Esfingomielina

LPC-Lisofosfatidilcolina

Diferentes sistemas de elución - diferentes perfiles TLC



TLC 2-D 

Dos sistemas disolventes distintos

Prof Valerian Kagan lab



HPLC-MS

Cajka and Fiehn, Trends in Analytical 
chemistry, 2014



on-line HPLC-MS

MS Analysis

off -lineTLC-MS

Lipid Extraction

MS Analysis
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ANÁLISIS DE DATOS DE MS:

Iones formados durante la ionización de lípidos



Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011 Sep; 3(9): a004614. doi:   10.1101/cshperspect.a004614

 Alta exactitud de masa:

 cálculo de peso molecular

 composición elemental y determinación de la fórmula molecular

 estructura molecular

 Podrían distinguirse iones moleculares de especies isobáricas

(mismo valor m/z pero distintas fórmula y estructura moleculares)

Espectrometría de Masas de Alta Resolución (HRMS)



Análisis de datos de Espectrometría de Masas en Tándem (MS/MS)

Fragmentación:
▪ Selección del ion de interés en MS 

▪ Formación de iones fragmento en MS/MS

▪ Información estructural

MS Spectrum

 MS/MS Spectrum

La interpretación del espectro de MS/MS es 
como resolver un puzle

↓
Nos permite obtener información 

estructural sobre el compuesto inicial



Espectrometría de masas 
en tándem (MS/MS) 
Glicerofosfolípidos 



Glicerofosfolípidos o fosfolípidos (PL)

O O
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Fatty acyl
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undefined alkyl groups at the sn-1 

and sn-2 positions, respectively
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-H Hidrógeno

Información necesaria para 

confirmar:

- Grupo de cabeza polar

- Ácidos grasos

La fragmentación depende de:

- El tipo de ion precursor

- La energía de colisión

- otros
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• Modo Positivo [M+H] +

• Modo Negativo [M-H] –
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R1COO-

R2COO- [M-H]-

[M-H]-

Fosfatidiletanolamina – MS/MS

Espectro MS/MS en modo negativo

• Ion R1COO-

• Ion R2COO-

R2COO-

R1COO-

-O

ESI-MS/MS  [M-H]-
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Clases de fosfolípidos yMS/MS

Información sobre la composición de acilos grasos

– Modo positivo
• Pérdida de RCOOH y R=C=O

– Modo negativo
• Formación de aniones carboxilados RCOO-
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Herramientas bioinformáticas:
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Compound Discover
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Otros

Análisis de Lipidómica no Dirigida



Lipidómica por Infusión Directa

Análisis de Lipidómica Dirigida



Cuantificación mediante LC MS

Estándar 
Interno

Antes del 
Análisis MS

• Especies de lípidos distintas presentan distintas 

respuestas cuantitativas 

• Un estándar interno por cada clase de fosfolípido

Normalización de cada especie molecular al

estándar interno de la clase correspondiente 

posibles pérdidas que
pueden ocurrir durante la 

extracción

di-C14 di-C15
di-C17

Antes de la 
extracción 

Estándar Interno

Especies 
Moleculares 

de Fosfolípidos 

Especies de PL

Estándar 
Interno

Cromatograma de 
Ion extraído 



Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comisión Europea.

La presente publicación recoge únicamente las opiniones de los autores, por lo
que la Comisión no se hace responsable de cualquier uso que se haga de la
información contenida en ella.
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Proteoma

S. Cerevisiae

Número de proteínas (proteoma): 5.858

Proteínas/células totales: 42 millones



Proteómica



Muestra

Tejido o cultivo celular

Extracción de proteínas y 

purificación

Digestión de la proteína y 

purificación de péptidos

Análisis por LC-MS
Análisis de datos y 

automatización

Proteómica



Proteómica basada en MS



Error =              x106 = 6,3 ppm

• Sensibilidad

• Respuesta del sistema en una curva de calibración

• Límite de detección

• Relación señal/ruido (S/N)

• Depende de la matriz

Sensibilidad
N

ú
m

er
o

 d
e 

p
ro

te
ín

as

Proteínas en una muestra

Proteínas detectadas

Sensibilidad = 
nº resultados verdaderos no rechazados

nº total de verdaderos

• En las ómicas:





Enfoque basado en péptidos vs. basado en proteínas



Tecnología Multidimensional para la 

Identificación de Proteínas 

(MuDPIT)

Enfoque basado en péptidos (por infusión directa)

Muestra

Digestión 

del péptido
1D 

C18RP

MS MS/MS2D 

SCX

C18RPPéptidos

Extracto

bruto

Extracto 

purificado

Mezclas

Complejas de 

Proteínas



LC-MS 

C18RP

MS MS/MS

Análisis 

directo 

(MALDI)

Enfoque basado en la proteína (Electroforesis)

Muestra

Digestión 

del péptido

Péptidos

Extracto

bruto

Extracto

purificado

Electroforesis en 

gel

Mezclas 

Complejas de 

Proteínas



Identificación de proteínas a partir de MS: concepto

PMF - Huella Peptídica PFF - Huella de 
Fragmentación
Peptídica

Analizador
de masas

fragmentación
Analizador
de masas



Digestión de

la proteasa

Datos MS teóricos

Base de 

datos de 

secuencias

m/z

Datos MS experimentales

Identificación de proteínas a partir de MS: concepto PMF

Secuencia(s) de proteínasMuestra de proteína

Secuencias de fragmentos de 

proteínas

Digestión in 

silico

Fragmentos de 

proteínas

softwareMS

software

Mejor(es) 
coincidencia(s)



Bases de datos de secuencias de proteínas

*

*

* base de datos de proteínas curada y no 
redundante



Bases de datos de secuencias de proteínas - UniProt



Digestión proteica (in silico)



La tripsina corta las proteínas principalmente en el extremo
carboxílico (o «extremo C-terminal») de los aminoácidos:
- lisina (K) y 
- arginina (R) 
- excepto cuando una de ellas está unida a una prolina (P) 

C-terminal.



 +TOF MS: 50 MCA scans from Sample 1 (BSA Digest 100 fmol) of BSA Digest 100 fmol MS ...
a=3.56217430068478150e-004, t0=3.64725878201043440e+001, Thresholded

Max. 1305.0 counts.
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Lista de picos extraída (m/z)

PMF (Huella Peptídica)

COM=10 pmol digest of Sample BSA

MASS=Monoisotopic

USERNAME=Pedro Domingues

USEREMAIL=p.domingues@ua.pt

TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min
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Motores de búsqueda de identificación

• Mascot

• X!Tandem,

• MS-GF+,

• MS Amanda,

• MyriMatch,

• Comet,

• Tide,

• Andromeda

• OMSSA

• ProteinProspector

• Sequest

• PEAKS

• PRIDE

• etc.



PMF (Huella Peptídica)

Motores de búsqueda 

de proteínas



Lista de picos extraída (m/z)

PMF (Huella Peptídica)

847,50413

868,97220

922,46673

923,48150

927,49393

1022,45510

1050,45330

1163,63123

1164,65310

1193,60273

1249,62173

1250,71030

1296,75560

1297,74990

1305,71663

1416,79290
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1639,93833
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PMF (resultados de Mascot)

Señuelo 

1.Durante la búsqueda, cada vez que se 

evalúa una secuencia proteica de la base de 

datos objetivo, se genera automáticamente y 

se evalúa una secuencia señuelo de la misma 

longitud. 

1. Secuencia inversa

2. Secuencia aleatoria

2.Las coincidencias y puntuaciones de las 

secuencias señuelo se registran por separado 

en el archivo de resultados. 

3.Cuando se completa la búsqueda, los 

números de coincidencias y la tasa de 

descubrimientos falsos se registran en el 

encabezado de resultados.

Expect es el número de veces que cabe 

esperar que se obtenga una puntuación 

igual o mayor, por simple azar

(cuanto menor, mejor)

Contaminantes

Secuecias de contaminantes comunes, como 

queratinas, BSA y tripsina.



PMF (Puntuación Mascot)

• La Puntuación Mascot se representa mediante S = -10*Log(P), donde 

• P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento aleatorio

• P=E*N-1

• E=valor esperado

• N=número de proteínas en la base de datos

• La importancia de ese resultado depende del tamaño de la base de datos que esté siendo 

examinada.  Mascot sombrea en verde los resultados irrelevantes utilizando un umbral de E=0,05

En este ejemplo, 

las puntuaciones menores

de 60 son irrelevantes

Puntuación Mascot

100 = 1x10-10



PMF (resultados de Mascot)



 +TOF MS: 50 MCA scans from Sample 1 (BSA Digest 100 fmol) of BSA Digest 100 fmol MS ...
a=3.56217430068478150e-004, t0=3.64725878201043440e+001, Thresholded

Max. 1305.0 counts.
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TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min
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Valores de masa 
buscados:

22

Valores de masa 
compatibles:

11

PMF (Huella Peptídica)



• Análisis rápido y sencillo

• Alta sensibilidad

• No adecuado para mezclas

• especialmente un componente secundario

• Se necesita una alta exactitud de masa

PMF (Huella Peptídica)



Digestión de

la proteasa

(Tripsina)

Datos MS/MS teóricos  

Base de 

Datos de 

secuencias

m/z

Datos MS/MS experimentales  

Identificación de proteínas a partir de MS: concepto PFF

Secuencia(s) de proteínasMuestra de proteína

Secuencias de fragmentos de proteínas 

software

Fragmentos de proteínas

software
MS

MS/MS

software

Mejor(es) coincidencia(s)

Masas exactas calculadas 

de péptidos

Espectro de fragmentación 

calculado de cada péptido 



MS/MS QTOF

m/z

A



MS/MS QTOF

m/z

A

Ion precursor Iones fragmentoActivación



Roepstorff P. and Fohlman J (1984)

Biemann, 1988 

X3

A1

Y3

B1

Z3

C1

X2

A2

Y2

B2

Z2

C2

X1

A3

Y1

B3

Z1

C3

CID

Cadena polipeptídica

Fragmentación de péptidos



Fragmentación dirigida por la carga

H2N    CH    C    NH    CH    C    NH    CH    C    NH    CH    C    OH

R1 R2 R3 R4

O O O O

H

b3

b formación de ion

NH    CH    C    OH

R4

O

H

+
H y1

y formación de ion

+

Neutro bombeado mediante sistema de vacío

y/o

H2N    CH    C    NH    CH    C    NH    CH    C 

R1 R2

O O O

R3

zHz+

+

+

Neutro bombeado mediante sistema de vacío

+



[ANELK+2H]2+

Pares de iones complementarios b/y 

(múltiples iones cargados)

[ANE+H]+

[LK+H]+

[ANELK+2H]2+

[ANE+H]+ +    [LK+H]+

[ANE+H]2+ LK+H

ANE [LK+H]2+

[ANELK+H]2+



Lis (K)

Pares de iones complementarios b/y

L



http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/

FragIonServlet.html

Modelos de fragmentación peptídica in silico

AEFVEVTK

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FragIonServlet.html


(1) correlaciones entre iones fragmento; 

Modelación precisa de la fragmentación 

peptídica 

Método de ionización Método de fragmentación

N-terminal aa C-terminal aa
Región del 

péptido

a b y

y2

y-NH3

y-H2O

y-H2O-NH3y-H2O-H2O

b-NH3
b-H2O

b-H2O-NH3 b-H2O-H2O

a-NH3

a-H2O

b2

(3) influencia de aminoácidos complementarios en el extremo de corte.

(2) dependencias debidas a la posición relativa del extremo de corte del péptido; 

Energía de fragmentación



Motores de búsqueda de identificación

• Mascot

• X!Tandem,

• MS-GF+,

• MS Amanda,

• MyriMatch,

• Comet,

• Tide,

• Andromeda

• OMSSA

• ProteinProspector

• Sequest

• PEAKS

• PRIDE

• ….



Identificación de la proteína



PFF (Huella de Fragmentación Peptídica)

COM=10 pmol digest of Sample BSA

MASS=Monoisotopic

USERNAME=Pedro Domingues

USEREMAIL=p.domingues@ua.pt

BEGIN IONS

TITLE= Cmpd 7, +MSn(461.8), 16.8 min

PEPMASS=461.7491 18565

CHARGE=2+

147.05 229

154.98 787 1+

172.95 1734 1+

183.87 410 1+

200.91 2479 1+

218.92 144

248.16 150

347.22 250

347.96 200

476.17 670 1+

548.13 180

575.33 672

576.37 393 1+

675.33 231

722.45 13125 1+

723.14 357 1+

759.39 159

833.47 141

851.45 149

904.13 432 1+

END IONS  

MS/MS 461.7

Umbral



PFF (Mascot)



PFF (resultados de Mascot)



PFF (resultados de Mascot)



PFF (resultados de Mascot)



2-PFF (resultados de Mascot)



• Conjuntos de datos ortogonales y niveles de confianza

• Db : 100.000 secuencias

• 500 espectros

• Probabilidad de que un espectro (cualquiera) coincida 
«accidentalmente» con un secuencia (coincidencia errónea) : 

• 1/100.000 x 500 = 5,10-3 (0,005)

• Probabilidad de que dos espectros coincidan «accidentalmente» con 
la misma secuencia (coincidencia errónea): 

• 5,10-3 x 5,10-3= 2,5 x 10-5

• Confianza de identificación mucho mayor al coincidir al menos 2 
péptidos con la misma secuencia proteica

PFF (Conjuntos de datos ortogonales y niveles de confianza)



Espectrometría de Masas en Tándem Dependiente de Datos



• Fácilmente automatizada para alto rendimiento

• Puede obtener coincidencias a partir de datos
marginales

• Puede resultar lenta

• Extenso conjunto de datos

• MS/MS es identificación peptídica

• Proteínas por inferencia.

2-PFF





Bioinformática Práctica



Transformación de datos a mzML con MSConverter en 

ProteoWizard

1) Para ver los datos en la aplicación mMass, aunque se pueda leer el formato de archivo mgf que se utilice en 

SearchGUI, es preferible convertir los datos BRUTOS a formato mzML.



Datos observados en la aplicación mmass

1) Observa la frecuencia de espectros MS y MS/MS en la lista de adquisición

2) Observa el espectro MS con un RT de 47,50

3) Busca MSMS con m/z 1216,56(+2) con un RT de 47,53

4) Busca MS/MS en Mascot





Busca MS/MS en Mascot









mmass

• Herramientas

• Mass calculator

• Mass to formula



Generación de base de datos FASTA a partir de UniProt 

(SwissProt)

1) Descarga ahora el archivo FASTA del proteoma de HOMO sapiens. 

a) Esto se debe hacer en la página de taxonomía del sitio web de Uniprot y buscando Homo Sapiens

2) A continuación debes descargar el archivo FASTA 

(de Swiss-Prot) revisado



Herramienta de procesamiento Dbtoolkit dataBase

Puedes ver y editar la información del archivo FASTA con la dataBase Processing Tool 

(herramienta de procesamiento de bases de datos) de Dbtoolkit



• Utiliza MSConverter en ProteoWizard para convertir los datos de HPC-MS adquiridos en la 

Orbitrap (archivo de datos BRUTOS) a un formato que se pueda leer con SearchGUI 

(archivo de datos MGF). 

Transformación de datos a MGF con MSConverter en ProteoWizard



Motores de búsqueda: SearchGUI

1) Abre SearchGUI. 

2) En los ajustes de la búsqueda, edita 

y cubre el formulario del modo que 

se muestra. 

3) Se escogieron modificaciones de 

variables (¿por qué?).

4) Puedes configurar también el 

mezclador de péptidos para abrir el 

archivo de resultados, tal y como se 

muestra abajo. 

5) SearchGUI preguntará si quieres 

crear un archivo fasta 

concatenated_target_decoy. Di sí 

(¿por qué es importante hacerlo?).



Selecciona las opciones de 

búsqueda y la base de 

datos FASTA

Se escogieron 

modificaciones de 

variables (¿por qué?)







Selecciona las opciones de peptideshaker



Generación y evaluación de resultados: PeptideShaker para la

visualización, y validación, de péptidos y proteínas.  Análisis PTM

I) Después de realizar la búsqueda con searchGUI

• (+/- 3 minutos aproximadamente con un Intel I7-6700K de 16MB de 
RAM), se abrirá la ventana de resultados en la plataforma peptideshaker. 

2) Aquí podrás ver que se han identificado en torno a 700 proteínas, aunque 
373 han sido clasificadas como dudosas (¿por qué?). 

3) Podrás ver además información sobre los péptidos identificados para cada 
proteína y los espectros de masas con el patrón de fragmentación anotado.



Una asignación 

espectro-péptido (PSM)



Análisis de datos: información proteica, análisis de 

rutas metabólicas y ontología de genes

Explora las opciones avanzadas de análisis de datos del peptideshaker abriendo 

la pestaña de modificaciones, y la pestaña «GO Analysis». 



Análisis de datos: información proteica, análisis de 

rutas metabólicas y ontología de genes

En la pestaña «Annotation» podrás anotar información para cada proteína.  

No obstante, si quieres realizar anotaciones de varias proteínas, será necesario 

que exportes tus resultados (informe de proteínas por defecto) y que hagas 

clic en el enlace web que hay al lado del recurso, y que sigas las instrucciones 

que aparecen en la página web del recurso. 



Informe

Muestra los resultados de este análisis:

• Número de proteínas identificadas

• Las 3 proteínas más abundantes

• Selecciona un grupo basado en el análisis GO

• Muestra el análisis String (redes funcionales de asociación de proteínas) de 
este grupo

• Anota una proteína importante (nodo central) 
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