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RESUMEN

El presente trabajo, tuvo como objetivo revisar algunas aplicaciones de
sistemas de especiacion con espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS). Se ha tomado en cuenta a la cromatografia de gases
(GC) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), por ser las técnicas mas
utilizadas en los acoplamientos de especiacion. Mediante la investigacion
bibliografica en revistas cientificas, tesis doctorales, libros manuales vy
publicaciones cientificas en general, se ha logrado estudiar las técnicas
cromatograficas como medio de separacion de las diferentes formas quimicas que
presenta un elemento y la ICP-MS como instrumento de deteccion de dichas
especies quimicas. Esta monografia describe el fundamento, instrumentacion,
aplicaciones, ventajas y desventajas de estos sistemas de especiacién con ICP-
MS. Se concluyd que estos acoplamientos permiten el analisis de una gran
variedad de matrices como muestras biologicas, aguas, orina, alimentos, entre
otros, sin importar su complejidad, dando resultados con bajos limites de
deteccién y cuantificacion en un amplio rango dinamico. Sobre todo se destaca la
capacidad de obtener informacién adicional de un elemento a través de sus

formas quimicas, las cuales serian imposibles determinar con otra metodologia.



ABSTRACT

The aim of this work was to review some applications of inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) in speciation systems with special interest on
gas chromatography (GC) and high performance liquid chromatography
(HPLC)due to their widely use as hyphenated techniques. Through a bibliographic
research in scientific journals, dissertations, handbooks and scientific publications
in general, it has been possible to review the chromatographic techniques that
separate chemical forms and ICP-MS as a tool for detection of these chemical
species. This monograph described the basis, instrumentation, advantages,
disadvantages and applications of speciation systems with ICP-MS. It was
concluded that these hyphenations allow the analysis of a variety of matrices
(biological samples, water, urine, food, among others) regardless of its complexity.
Besides, these techniques are able to obtain results with low limits of detection
and quantification, within a wide dynamic range. Especially stands out on the
ability to get additional information for an element through their chemical forms,

which would be impossible to determine with another methodology.

Keywords: inductively coupled plasma (ICP), gas chromatography
(GC),speciation analysis, liquid chromatography (LC), mass spectrometry (MS),

chemical forms.



INTRODUCCION

Tradicionalmente, el analisis elemental inorganico ha sido realizado para
investigar la presencia y concentracion de elementos traza en una muestra; sin
embargo, la informacion que se puede obtener por medio de la determinacién
elemental total en relacion a caracteristicas fisico-quimicas como actividad
biolégica, toxicidad, movilidad, y biodisponibilidad es limitada. Dicha informacion
solo puede ser obtenida a través del analisis de las especies quimicas (diferentes

formas de un elemento).

El andlisis de especiacion identifica y cuantifica la cantidad de una o més
especies en una muestra, lo cual ayuda a tener una mayor comprension del
comportamiento de los elementos en el medio. La necesidad de un sistema de
especiacion es que por el momento seria la Unica manera de determinar algunas
especies como el MetHg. El analisis de especiacion se ha hecho fundamental en
las éareas: ambiental, seguridad alimentaria y farmacéutica, siendo util para
estudiar la actividad biologica, ciclo ambiental y vias metabdlicas de dichos
elementos.

En cuanto la legislacion sobre salud y medio ambiente, existen requisitos
para aguas potables y aguas residuales, debido a que se puede encontrar
elementos tanto en su forma de nutriente esencial como toxica. En la industria
alimenticia, la contaminacién puede resultar facilmente del contacto del alimento
con cualquier envase o contenedor utilizado durante la fabricacién. Ademas,

cualquier producto de exportacion, se convierte en objeto de observacion y



comprobacién del cumplimiento de los requisitos del pais de destino. Por lo tanto,
el cumplimiento de estos reglamentos requiere un analisis de especiacion para
formas toxicas de elementos tales como: cromo, arsénico y mercurio.

En términos de la industria farmacéutica, los capitulos de la Farmacopea
de los Estados Unidos 232/233 han aumentado la demanda para el rastreo
elemental en los productos farmacéuticos, sugieren que el analisis de especiacion
es un método apropiado para determinar si el arsénico y mercurio estan presentes
en su forma inorgénica u orgénica, y si superan su limite maximo permisible.

En virtud de estos requerimientos, desde la década de los ochenta, se han
ido desarrollando y perfeccionando técnicas acopladas, donde el ICP-MS se usa
como sistema de deteccion para una técnica de separacion. ElI ICP-MS es el
detector de eleccién debido a que este instrumento requiere de una interface
sencilla. Ademas, posee un amplio rango dindmico lineal, capacidad de analisis
multi-elemental de la mayoria de elementos de la tabla periddica, analisis de
isétopos, y un elevado poder de deteccidén y cuantificacion en corto tiempo. No
obstante, la complejidad en la instrumentacion y alto costo ha sido un obstaculo
para lograr una amplia estandarizacién de métodos analiticos.

Dos elementos, el arsénico y mercurio, son los principales ejemplos de la
necesidad de andlisis de especiacion. Ambos elementos presentan diferentes
toxicidades entre sus formas inorganicas y organicas. El arsénico (As) en su
forma inorganica As (lll) y As (V) ha sido considerado como altamente toxico,
mientras que la forma organica (arsenobetaina) se ha denominado como
inofensiva. Por otro lado, los compuestos organicos de mercurio, tales como el

metilmercurio (MetHg), son mucho mas téxicos que las sales de mercurio



inorganico (Hg?*). Otro elemento importante que requiere andlisis de especiacion
es el cromo; el cromo (lll) es un elemento esencial en los seres humanos,
mientras que el cromo (VI) es una forma quimica cancerigena.

Con la finalidad de facilitar la lectura y comprension de este trabajo, se

detalla el contenido a continuacion:

El contenido se desarrolla en cuatro capitulos. En el capitulo | se presentan
las generalidades, donde se define el concepto de especie quimica y de andlisis
de especiacion. También, describe la importancia del andlisis de especiacion y se
indica los analitos de interés de este trabajo. Ademas, se da a conocer las
normativas vigentes para el analisis de especies quimicas tanto a nivel nacional

como internacional.

En el capitulo Il se presenta el principio de la cromatografia y una breve
comparaciéon entre cromatografia liquida (LC) y cromatografia de gases (GC)
como técnicas de separacion. Se describe a la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente junto a su instrumentacién, y se realiza una

comparacion del ICP-MS con otras técnicas de deteccion elemental.

En el capitulo Il se dan a conocer los requerimientos generales necesarias
para acoplar sistemas de especiacion LC y GC con ICP-MS. Se estudia el sistema
de especiacién LC-ICP-MS, sus caracteristicas e interface, y del mismo modo el
sistema GC-ICP-MS. Se proponen ocho casos de estudio aplicando estos
sistemas de especiacion en tres elementos importantes: mercurio, arsénico y

cromo en diferentes matrices.

Finalmente, en el capitulo IV, se presenta las conclusiones vy

recomendaciones obtenidas en este trabajo de investigacion.



CAPITULO 1.GENERALIDADES

1.1. ESPECIE QUIMICA
Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), una
especie quimica se define como una forma de un elemento especifico con
respecto a su composicion isotopica, electronica o estado de oxidacion, y/o
complejidad o estructura molecular (IUPAC, 2006).
Las especies 0 analitos pueden ser tan simples como iones elementales de
varios estados de oxidacién en solucion, o tan complejas como mezclas de

pesticidas o bio-moléculas.

1.2.ANALISIS DE ESPECIACION

El analisis de especiacion denota las actividades de la quimica analitica
para identificar y/o medir las cantidades de una 0 mas especies quimicas en una
muestra (IUPAC, 2006).

En otras palabras, el andlisis de especiacion determina la ocurrencia de un
elemento en particular en sus diversas formas como diferentes estados de
oxidacion o en combinacion con varios ligandos, en una variedad de matrices
como alimentos, tejidos animales, o muestras ambientales (Michalski,Jablonska,
Szopaé&liko, 2011).

Un ejemplo comun podria ser la medicion de Cr (VI) (toxico), Cr (ll)
(nutriente esencial) y Cr total (muestras ambientales). Otros casos de especiacion

elemental son As (lll)/As (V), Se (IV)/Se (VI), y otros elementos que pueden existir



en diferentes estados de oxidacion estables. Asi también los elementos As y Se
pueden existir en varias formas organicas (Sperling,2015).

El analisis de especiacion tiene especial importancia en las areas de medio
ambiente, alimentos e industrias. Permite revelar informacion adicional a la dada
por las concentraciones de elementos totales, como (Li et al., 2007; Sperling,
2015):

< Biodisponibilidad

< Bioacumulacion y biomagnificacion
% Toxicidad y valor nutricional

% Movilidad ambiental y persistencia
% Volatilidad

% Reactividad

El analisis de especiacion trata de proveer dicha informacion para asegurar
la calidad de un producto y seguridad para los consumidores, eficiencia de
procesos con respecto a materias primas, energia y produccion de desechos,
seguridad en plantas de produccion y area de trabajo, cumplimiento de las
normas y legislacion, y la ausencia de riesgos para el medio ambiente y sus

habitantes.



1.3.ESPECIES DE INTERES

Las especies de interés se pueden dividir en tres categorias, en la primera
se encuentran los elementos que presentan diferentes estados redoxcomo: Se
(IV), Se (VI); As (Ill), As (V); Sb (lll), Sb (V); Cr (Ill), Cr (VI); Fe (), Fe (lll). El
segundo grupo de interés son compuestos organometalicos como: Met-As, Ge,
Hg, Sb, Se, Sn; Et-Hg, Pb; Butil-Sn; Fenil-Sn; Ciclohexil-Sn; Octil-Sn.Y finalmente
las macromoléculas como:metalproteinas, metalofdrmacos, metaloporfirinas y

metaloenzimas (Sayago,Camean, Repetto&Asuero, 2012).

A continuacion, una breve descripcion de las propiedades y efectos de las
especies de mercurio, arsénico y cromo, los cuales se seleccionaron como
elementos de interés del presente trabajo debido al gran nimero de estudios

encontrados.

1.3.1. MERCURIO

El mercurio (Hg) se presenta de forma natural en el medio ambiente, en
suelos superficiales, aguas y sedimentos. También es producido de actividades
antropogénicas, en procesos industriales, mineria, combustiéon de fésiles e
incineracion de residuos, ademas se puede liberar de productos como:
amalgamas dentales, focos fluorescentes, termémetros, baterias, entre otros. Se
presenta como mercurio elemental en su estado basal, pero es dificil encontrarlo
en este estado en la naturaleza, debido a que se evapora facilmente a
temperatura ambiente (Weinberg, 2010).

Las formas quimicas mas frecuentes del mercurio en la naturaleza estan

formando compuestos inorganicos de mercurio 0 sales de mercurio y compuestos



organicos. Algunos procesos que ocurren naturalmente, pueden convertir una
forma de mercurio a otra. Este es el caso de las reacciones quimicas en la
atmoésfera, las cuales convierten el mercurio elemental a mercurio inorganico. A
su vez, ciertos microorganismos pueden convertir el mercurio inorganico a
organico como metilmercurio (Weinberg, 2010).

Las sales de mercurio mas comunes son: sulfuro de mercurio o cinabrio
(HgS), 6xido de mercurio (HgO) y cloruro de mercurio (HgCl2). Estas especies
tienen un tiempo de permanencia en el aire menor que el mercurio elemental,

debido a que son mas reactivas y solubles en agua (ionizandose como Hg?").

El mercurio organico se obtiene al combinar mercurio con carbono y otros
elementos, denominandose compuestos organomercuricos. Por ejemplo:
dimetilmercurio, acetato de fenilmercurio y cloruro de metilmercurio. Siendo el
metilmercurio la forma quimica mas comun y toxica en el ambiente (Weinberg,

2010).

El metilmercurio (MetHg) compone un promedio del 95% del mercurio total
en los tejidos de pescado. EI mercurio no es un elemento esencial y todas sus
especies presentan toxicidad en diferente grado (Nevado et al., 2011). El MetHg
es la forma mas téxica encontrada en la naturaleza, principalmente a través de
una dieta basada en mariscos y pescados. Esta forma afecta el sistema
inmunoldgico, rifilones, pulmones, funcionamiento del cerebro, sistema
cardiovascular y por ende incrementa la posibilidad de muerte (Li et al., 2007).
Ademas, los compuestos de metilmercurio pueden ser cancerigenos segun la
Agencia Internacional de la Investigacion de Cancer (FAO, 2015) y pueden

bioacumularse y biomagnificarse, debido a que penetran muy facilmente las



10

membranas biologicas de animales marinos, acumulando concentraciones de
metilmercurio miles de veces a la encontrada en el agua de su entorno. También,
los niveles de metilmercurio se van incrementando al ir ascendiendo en la cadena
alimenticia, debido a que el mercurio no puede descomponerse en una forma mas

simple e inocua, dando lugar al proceso de biomagnificacion (Selin, 2009).

1.3.2. ARSENICO

El arsénico (As) es un metaloide toxico, ampliamente distribuido en el
medio ambiente y varios sistemas biologicos. Se encuentra sedimentado en
aguas superficiales como resultado de wuna actividad volcanica, hay
emisionesantropogénicas en la industria de acero, desechos de animales y de
combustibles fésiles (Jaklonska, 2015). Es usado como un preservante de
madera, como pesticida, como agente clarificante de vidrio, y como material en la
fabricacion de semiconductores. Ademas, el triéxido de arsénico se utiliza como
agente terapéutico para leucemia aguda (Tokumoto, Kutsukake, Katsuta, Anan&
Ogra, 2014).

La toxicidad del As depende de la forma quimica, siendo su configuracion
inorganica cien veces mas toxica que las especies organicas. Los compuestos
inorganicos de As son cancerigenos, asi mismo son fuertes contaminantes
ambientales. El arsénico inorganico existe como arsenito (As*3), arsenato (As*®) y
el arsénico organico como acido metil arsonico (MMA), acido di-metil arsinico
(DMA) y otros compuestos. ElI As (Ill) es la forma mas toxica, el As (V) y las
formas metiladas MMA y DMA son las formas menos toxicas, siendo el DMA la

forma menos téxica de las cuatro especies. Existen otros compuestos de arsénico
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organico como la arsenobetaina y la arsenocolina, pero estos se han reportado

como no toxicos en ratas (Michalskiet al., 2011).

El arsénico presenta gran movilidad en tejidos animales donde su forma
inorganica es transformado en los metabolitos metilados (MMA y DMA). Siendo la
enzima arsénico-metiltransferasa (AssMT) la que cataliza dicha metilacion

(Jaklonska, 2015; Tokumotoet al., 2014).

La exposicion prolongada al arsénico puede causar varios problemas de
salud, debido que interfiere en las reacciones enzimaticas. El efecto mas comun
se observa sobre la piel con lesiones cutdneas, cambios de pigmentacion,
callosidades e incluso cancer a la piel. Ademas, puede causar cancer de vejiga y
pulmén, problemas respiratorios en general, problemas cardiovasculares como el
infarto de miocardio, problemas reproductivos como aborto espontaneo y

malformaciones congénitas (Jaklonska, 2015; OMS, 2016).

En el afio 2004 se conocié que en la localidad de Tumbaco se distribuia
agua potable con cantidades de arsénico superiores a lo normal, ya que
habitualmente se encuentra solo pequefias cantidades de arsénico en pozos
subterraneos, no obstante hay zonas donde existe contaminacion geoldgica
natural. Se realiz6 el andlisis de cabello a los pobladores afectados, dichas
muestras fueron analizadas en Canadé, donde de 830 muestras, 320 resultaron
positivas de contaminacion de arsénico. La toxicidad de esta agua fue de 3,8
veces mayor de la norma establecida por el INEN que es 10uL/L (Boteco,

2007;Weemaels, 2006).
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1.3.3. CROMO

El interés en el cromo (Cr) se basa en las diferentes caracteristicas
toxicolégicas de sus formas quimicas. La especie Cr (lll) se encuentra en
pequefias cantidades en todos los organismos, juega un rol importante en el
metabolismo de la glucosa, siendo un nutriente esencial para el cuerpo humano
(Baralkiewiez, 2013). Ademas, el cromo trivalente es componente de algunas
enzimas que estimulan funciones importantes en el organismo. Por otro lado, la
configuracion Cr (VI), es un serio problema para el medio ambiente debido a su
elevado poder oxidante y gran facilidad de penetrar las membranas biolégicas de
los organismos (Baralkiewiez, 2013), generando problemas mutagénicos y
genotdxicos. Esta especie es muy soluble en agua, presenta mayor movilidad y

biodisponibilidad que el Cr (l1l) (Jaklonska, 2015).

Los compuestos de cromo frecuentemente se usan en diversas
aplicaciones industriales, incluyendo la metalurgia para endurecer el acero y para
la fabricacion de acero inoxidable, el 90% del cuero se curte usando cromo, en
colorantes y pigmentos (verde claro, amarillo, rojo y colores naranja), en la
galvanoplastia como es el cromado para dar un acabado de espejo al acero, y en
la sintesis organica como agente de oxidacion y catalizador (Michalskiet al., 2011;

RSC, 2016).

1.4 NORMATIVAS VIGENTES

La mayoria de laboratorios analiticos en el Ecuador llevan a cabo

determinaciones de elemento total, debido a que los limites maximos permisibles
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solo se basan en la concentracion total de elemento.De acuerdo con la Norma
Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (NTE INEN
1108:2011) pide como requisito en aguas potables la determinacion total de
cromo y arsénico; el Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio
del Ambiente (TULSMA) exige en aguas de consumo humano la determinacién
total de As, Hg, Cd, Fe, Pb, (CN), Se y solamente el cromo como especie en
forma de Cr hexavalente; el Reglamento Ambiental para las Operaciones
Hidrocarburiferas del Ecuador (RAOHE), norma el tratamiento de aguas para
descargas residuales ya sean industrializadas o aguas negras o grises, entre

otros parametros fisicoquimicos solo exige el limite de cromo y plomo total.

En cuanto a laboratorios, el Instituto Nacional de Investigacién Geoldgico
Minero y Metalargico (INIGEMM), realiza analisis elemental total de mas de 50
elementos y solo realiza andlisis de especiacibn de mercurio inorganico en
sedimentos y rocas mineralégicas. La Agencia Nacional de Regulacién, Control y
Vigilancia Sanitaria (ARCSA), realiza ensayos de plomo total, cianuro total,
plaguicidas, entre otros. En laboratorios ambientales, el Unico andlisis de
especiacion frecuente es la determinacién de cromo hexavalente por colorimetria
en aguas (NTE INEN-ISO 17075, 2014) o por espectrofotometria de absorcion
atomica por generacion de hidruros (GH-AAS) (Castelo, 2015).

A nivel regional, en América Latina cada vez se crean mas métodos de
especiaciéon debido a que los organismos BCR, NRCC y NIST aseguran la
disponibilidad de materiales de referencia certificados de la mayoria de
componentes organometalicos (Lobinsky&Szpunar, 2007), y ya existen

laboratorios de rutina especializados en el andlisis de especiacién elemental,
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cuyos servicios cubren todas las partes del mundo, como SGS e Intertek.Sin
embargo, a nivel de region y en otras partes del mundo, el analisis de especiacion
aun se sigue desarrollando debido a la gran cantidad de analitos en variedad de
matrices y por la complejidad de la instrumentacion; ademas, una de las razones
para que esto ocurra es que la mayoria de legislaciones no demanda
estrictamente el andlisis de especiacion.

La Autoridad de Seguridad Alimentaria en Europa (EFSA) por su parte, ha
declarado que requiere de estudios de especiacion en arsénico para poder
estimar el riesgo que enfrenta la poblacion al exponerse al arsénico inorganico
(Sperling, 2015).

Se ha establecido la cantidad maxima permisible de Cr (VI) en agua
potable por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de 50 ug/L (Baralkiewiez,
2013); ademas recomienda una Ingesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP) de
1,6 pgMetHg/Kg de peso corporal, la Agencia de Medio Ambiente (EPA, Food and
DrugsAdministration) establecié un valor mas restrictivo de 0,7 ug/Kg de MetHg.
Para el arsénico el limite recomendado en agua potable es de 10 pg/L (OMS,

2016).
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CAPITULO 2.ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA
ACOPLADO INDUCTIVAMENTE (ICP-MS) COMO DETECTOR

CROMATOGRAFICO

2.1. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Las técnicas cromatograficas de importancia para este estudio son la
cromatografia liquida y la cromatografia de gases, siendo las técnicas mas
utiizadas para formar sistemas de especiacion, al acoplar la técnica
cromatografica de separacién con un equipo ICP-MS, el cual detecta als especies
de interés.

Se llama cromatografia, al grupo de técnicas utilizadas para la separacion
de componentes en mezclas, la determinacion de sustancias y en la purificacion
de compuestos. Todas las técnicas cromatograficas se basan en el mismo
principio, la retencion selectiva de acuerdo a interacciones entre una fase mévil y
una fase estacionaria con el objetivo de separar los diferentes componentes en

una mezcla.

La fase movil consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que
arrastra a la muestra a través de la fase estacionaria que se trata de un sdlido o
un liquido fijado en un soélido. Los componentes de la mezcla interaccionan de
manera distinta con la fase estacionaria. De este modo, los componentes
atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando

(Gonzélez, 2012).
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2.1.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

En la cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que fluye a través de

una columna que contiene la fase estacionaria. La separacién cromatogréfica en

cromatografia liquida es el resultado de interacciones especificas entre las

moléculas de la muestra en ambas fases, movil y estacionaria. La muestra a

introducirse tiene que ser liquida, no necesita ser vaporizada, por lo que cualquier

sustancia puede ser potencialmente analizada (Skoog, West, Holler & Crouch,

2007). La HPLC posee las siguientes caracteristicas siguientes caracteristicas:

>

2
0’0

Aplicabilidad casi universal, la mayoria de muestras pueden ser separadas
por HPLC.

No esta limitada por la estabilidad térmica o volatilidad de las muestras.

Es capaz de separar macromoléculas y especies idnicas, productos
naturales labiles, polimeros y una variedad de grupos polifuncionales de
alto peso molecular.

El HPLC ofrece una gran variedad de combinaciones de fases moviles y
fases estacionarias para mejorar las interacciones selectivas.

La técnica de cromatografia liquida mas ampliamente utilizada es la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), la cual incluye varias
modalidades mostradas en la Tabla 1.

La ultima tendencia es la cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UHPLC, siglas en inglés), surgié debido a que el rendimiento de la HPLC
limitaba su eficacia. Por lo que usa columnas mas cortas con un tamafo de
particula porosa menor a 2 um permitiendo aumentar la presion de la fase

movil a través de la columnacon minima dispersion, produciendo picos mas



17

estrechos. Los beneficios son mayor eficiencia de separacion, mejor
resolucion y sensibilidad, tiempos de analisis menores y menor consumo
de eluyente (WATERS, 2017).

Un cromatografo liquido de alta resolucion esta formado por las siguientes

partes principales:

Sistema de bombas
Provee de una presion y caudal adecuado para una absorcion
reproducible de solventes y muestras. Las bombas reciprocas son las mas
utilizadas, consiste en una pequefia camara con un pistbn con movimiento en
vaivén y de dos vélvulas que se abren y cierran alternativamente para el ingreso o
salida del fluido (Gomis, 2008).
Sistema de inyeccién de la muestra
Permite la introduccién de pequefios volimenes (0,5- 500 pL) de muestra
en la columna de manera precisa, existe bucles especificos para la cantidad que
se desea inyectar (Gomis, 2008).
Columna
Las columnas son de acero inoxidable, con una longitud entre 3 y 30 cm,
en cuyo interior contienen la fase estacionaria que retiene el analito
selectivamente, generalmente son particulas porosas de silice, alimina o resinas

de intercambio i6nico (Gomis, 2008).



18

Detector
Una vez separados los componentes en la columna se requiere su deteccion,
existen dos tipos de detectores: los detectores basados en una propiedad de
disolucién que responden a una propiedad de la fase mévil (indice de refraccion,
constante dieléctrica, densidad), que se modifica por la presencia de analitos. Y el
segundo tipo son los detectores basados en una propiedad del soluto (UV de
diodos, fluorescencia, entre otros), responden a alguna propiedad del soluto, que
no son propias de la fase movil. En este estudio el cromatografo liquido usa como
sistema de deteccién un equipo ICP-MS, basado en una propiedad del soluto

(Gomis, 2008).

2.1.2. CROMATOGRAFIA DE GASES

En cromatografia de gases la muestra se volatiliza y se inyecta en la
cabeza de una columna cromatogréfica. La elucion se produce por el flujo de una
fase movil, un gas inerte, y a diferencia de la mayoria de tipos de cromatografia,
la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcion es la

de transportar el analito a través de la columna (Skoog et al., 2007).

La muestra se inyecta mediante una jeringa en una camara de
vaporizacion, lugar donde se gasifica la muestra; después, es arrastrada hacia la
columna por el gas inerte. En la cromatografia de gases se usa como fase
estacionaria un compuesto organico polimérico funcionalmente similar al analito
(polaridad similar), de baja volatilidad y reactividad, estable térmicamente y con

adecuadas condiciones de disolvente (Skoog et al., 2007).
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Un cromatégrafo de gases frente a un HPLC presenta las siguientes
ventajas (Snyder, Kirkland&Dolan, 2011):

% Dispone de detectores mucho mas universales (por ejemplo, el de
ionizacion de llama).

% Los métodos son méas simples, y mas sensibles que a los correspondientes
a la cromatografia liquida de alta resolucion.

% La instrumentacion de un GC es mas sencilla y economica.

Sin embargo, en la cromatografia de gases, la temperatura tiene una alta
influencia sobre la distribucion del equilibrio, por esto la GC presenta algunas
limitaciones frente al HPLC:

% No pueden ser separados componentes que tienen una volatilizacién sobre
los 300°C, por lo que la GC no aplica para muestras de elevados puntos de
ebullicion.

% No es Uutil para compuestos no volatiles, generalmente los de peso
molecular superior a 300 u.m.a.

« No apto para compuestos termoldbiles, los cuales son sensibles a altas
temperaturas incluso de manera moderada (compuestos de interés
biolégico).

« También se dificulta la separacion de compuestos que se encuentran en su
forma idnica, puesto que en general son poco volatiles.

La cromatografia de gases es considerada mas eficiente que el HPLC

(valores mas altos de los platos tedricos N), lo que significa que es posible
separaciones mas rapidas y/o mejores (Snyderet al., 2011). Por esta razon, la

cromatografia de gases es utilizada cuando los componentes de la mezcla son
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volétiles o semivolétiles y térmicamente estables, y en caso que la mezcla no
sea volatil se puede recurrir al proceso de derivatizacion, con el fin de obtener

compuestos volatiles.

Un cromatégrafo de gases esta formado por las siguientes partes
principales (Gonzalez, 2012):

Gas portador

Es un gas inerte que no reacciona con los componentes de la muestra, su
funcién es transportar las moléculas volatiles del soluto a través de la columna sin
tener influencia en los procesos de absorcion o de particion; los gases mas
habituales son: nitrégeno, helio e hidrogeno.

Sistema de inyeccién de muestra

Tiene como objetivo vaporizar la muestra e incorporarlo al efluente del gas
portador en direccion a la columna, consiste de un bloque metélico caliente en
cuyo interior se encuentra el sistema de inyeccion; se inyecta la muestra a través
de una micro jeringa que perfora una membrana (septum) y después se mezcla

con el gas portador en una camara de mezcla (liner).

Horno y Columna

La columna se encuentra enrollada dentro de un horno termostatizado a
temperatura controlada, es un tubo de un material inerte, dentro del cual se
encuentra la fase estacionaria. La cual puede ser un solido activo (cromatografia
gas solido), o un liquido depositado sobre las particulas de un soporte solido

(cromatografia gas liquido).
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Detector

El detector indica la elucion de un componente en la muestra, produce una
sefal proporcional a la cantidad de analito que lo atraviesa. En andlisis molecular
se utilizan los detectores: conductividad térmica, ionizacion de llama, captura
electronica, nitrogeno-fosforo, fotométrico de llama, fotoionizacion y conductividad
electrolitica, mientras que para el andlisis elemental se usa equipos de

espectrometria atbmica, como en este estudio el ICP-MS.

2.2. TECNICAS ACOPLADAS

El término técnicas acopladas fue introducido por primera vez por
Hirschfeld en los afios 80s, lo define como dos o mas instrumentos que actian de
forma automatica y conjunta, integrados en una unidad o bien a través de una
interface, cuya misioén es armonizar las limitaciones de la sefial de salida de uno
de los instrumentos, con las limitaciones de la sefial de entrada del otro. De
acuerdo a esta definicibn, una de las principales ventajas de los métodos
acoplados es que el tratamiento de la muestra, la separacion y la deteccion,
pueden llevarse a cabo en un sistema Unico. Este término se refiere generalmente
a la combinacion de una técnica de separacion cromatografica con un detector
elemental sensible y especifico (de absorcibn, emisibn 0 masas)
(Lobinski&Szpunar, 2007). Otras ventajas que se obtiene de los estos

acoplamientos son (Pallavi&Shilpa, 2013):
< Mayor grado de sofisticacion, mayor informacion, sensibilidad vy

selectividad.
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% Proveen excelente eficiencia de separacion y adquisicién de informacion
complementaria selectiva de un pico de interés en un LC o un GC.

% Mayor grado de automatizacion y exactitud.

% Mayor optimizacion de la muestra.

% Reduccion de contaminacion debido al sistema cerrado conformado.

El interés del andlisis de especies fue impulsado en la comunidad
analitica por los cromatografos de gases, lo cuales fueron los primeros en
apreciar las ventajas de un detector selectivo elemental a mediados de los afios
60s (Lobinski&Szpunar, 2007). Los siguientes sistemas fueron elaborados: GC-
AAS (Cromatografia de Gases- Espectrometria de Absorcion Atémica), GC-AES
(Cromatografia de Gases- Espectrometria de Emision Atémica), GC-MS
(Cromatografia de Gases- Espectrometria de Masas) o GC- ICP- MS- TOF
(Cromatografia de Gases- Plasma Acoplado Inductivamente- Espectrometria de
Masas- Espectrometria de Tiempo de Vuelo). En contraste a la cromatografia de
gases, los sistemas con cromatografia liquida se tardaron en aparecer en el
mercado por razones tecnoldgicas, como el HPLC- ICP- MS (Michalskiet al.,

2011).

2.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA

ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

La Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
MS) es una poderosa técnica analitica que proporciona informacion
multielemental, isotdpica y estructural; de manera rapida, precisa y exacta para

determinar y cuantificar la mayoria de elementos de la tabla peridédica a niveles
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traza en un amplio rango dindmico lineal de 9 érdenes de magnitud (ng/L - mg/L)
y con muy bajos limites de deteccion (Cuesto, 2013).

El esquema de un ICP-MS se indica en la Figura 1, basicamente esta
formado por una antorcha de plasma y un espectrémetro de masas de cuadrupolo

conectados entre si por una interface.

El ICP-MS combina dos propiedades analiticas que lo convierten en un
potente detector en el campo del andlisis de trazas. La primera es la obtencionde
una matriz libre de interferencias debido a la alta eficiencia de ionizacion del
plasma de argon y, por otra parte, presenta una alta relacion sefial-ruido,

caracteristico en las técnicas de espectrometria de masas (Cuesto, 2013).

La inyeccion de la muestra se realiza mediante un sistema nebulizador
(muestras liquidas) o ablacion laser (muestras sélidas) (Skoog et al., 2007). El
sistema de inyeccion liquido consigue la atomizacién por efecto Venturi;la muestra
entra al dispositivo por medio de una bomba peristéltica. Una vez atomizada la
muestra, entra al plasma de argdon acoplado inductivamente (formado por la
accion de un campo magnético oscilante en un flujo de argén), el cual se
encuentra a temperaturas aproximadamente de 8.000 - 10.000 K. Los iones del
plasma de argén y electrones poseen energias cinéticas extremadamente
elevadas que ionizan la mayoria de analitos con una eficiencia de mas del 90%.
De este modo, la estructura de los analitos es destruida completamente y solo se
forman iones elementales monopositivos (M*) que son transferidos a través de un
cono de muestreo y luego a un segundo cono denominado separador (skimmer)

(Cuesto, 2013).
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Después estos iones monocargados son acelerados y enfocados a través
de un sistema Optico, para ser conducidos hacia el orificio de entrada del
analizador de masas (generalmente cuadrupolo), donde los iones son separados
de acuerdo a su relacién masa / carga. Finalmente, los iones alcanzan al detector

multiplicador de electrones (Mothes&Mattusch, 2014).

2.3.1. INSTRUMENTACION

En la actualidad, existe una amplia variedad de disefios y marcas
comerciales que proveen equipos ICP-MS. Independientemente del tipo de
equipo, un ICP-MS béasicamente estad formado por los siguientes componentes:
nebulizador, camara de nebulizacion, antorcha, conos de interface, bombas de

vacio, dptica de iones, analizador de masas y detector.

> NEBULIZADOR Y CAMARA DE NEBULIZACION

La introduccién de muestra en el ICP es un proceso critico, debido a que
depende de los siguientes factores: estado fisico de la muestra, matriz de la
muestra (interferencias), concentracion de los analitos, precisiébn y exactitud
requerida y cantidad de muestra disponible. Frecuentemente las muestras se
introducen en estado liquido, como en el caso del efluente proveniente del HPLC
o la muestra podria ser gaseosa como en el caso de la cromatografia de gases,
cuyo efluente es dirigido directamente a la antorcha (Sperling, 2015).

Si se trata de una muestra liquida, ésta es aspirada y conducida a través
de una bomba peristaltica a un nebulizador, donde se genera un aerosol de gotas

de tamano pequeiio, pero de amplio rango (1 - 100 pum) (Linge&Jarvis, 2009).
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El aerosol formado en el nebulizador, se genera como consecuencia de la
interaccion entre una corriente liquida y otra gaseosa, este proceso no es
adecuado por su amplio rango de tamafio de gota, por lo que es transportado a
una camara de nebulizacién, este sitio acta como un filtro de tamafio y de
velocidad de la gota, elimina las gotas grandes porque si llegasen a la antorcha
podrian causar problemas analiticos. En la cAmara de nebulizacién se consigue
un adecuado aerosol, con un tamafio de gota de 1 - 7 um y pequefios gradientes

de velocidad entre gotas (Linge&Jarvis, 2009).

> FUENTE DE IONIZACION: ANTORCHA

Después de la obtencion del rocio, la muestra es vaporizada, atomizada y
finalmente ionizada en un plasma acoplado inductivamente, proceso que tiene
lugar en una antorcha. Generalmente ésta es de cuarzo, debido a que soporta
elevadas temperaturas, posee elevada resistencia al ataque quimico y a altos
niveles de radiacion electromagnética a longitudes de onda que se extienden a la
region ultravioleta (10 nm — 400 nm); la antorcha consiste basicamente de tres

tubos concéntricos(Linge&Jarvis, 2009).

El gas nebulizador, el cual transporta los analitos al plasma, fluye en el tubo
central o tubo inyector. El gas auxiliar fluye tangencialmente del tubo inyector y
ajusta la posicion horizontal del plasma axial relativo a la antorcha. Un tercer flujo,
el gas refrigerante o gas plasma, fluye tangencialmente a traves del tubo exterior,
sirve como gas primario del plasma para enfriar las paredes interiores de la

antorcha, centrar y estabilizar el plasma (Linge&Jarvis, 2009).
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Se inicia la ionizacién del Ar con una fuente energética auxiliar (chispa
Tesla). La ionizacion originada de esta forma se mantiene mediante la accién de
una corriente alterna de alta frecuencia (27,1 — 40 MHz), que fluye a través de
una bobina de induccién, la cual se encuentra en un extremo de la antorcha .Esta
corriente da lugar a la formacién de una corriente oscilante dentro de la bobina, lo
que origina un intenso campo electromagnético a la salida de la antorcha, cuyas
lineas de fuerza se encuentran orientadas axialmente a la bobina; dicho campo
induce a los iones y a los electrones a moverse en orbitas circulares. Las
corrientes eléctricas que se generan se cortocircuitan y provocan la continuidad
del plasma para estos dos caminos: 1) Choque de iones y electrones con las
moléculas del gas, 2) Calentamiento del gas por efecto Joule. La reaccion en
cadena de ionizacion termina en la transformacion del gas argon en plasma
(Linge&Jarvis, 2009).Las reacciones que se producen en la formacion del plasma
son las siguientes:

1. Ar+ e == Art + 2e°
2. Art + ¢ = Ar* + hy
3.Arr ™= A0 4 hy
Una vez formado el plasma argon, el proceso de ionizacién de la muestra

desde que entra al sistema se esquematiza en la Figura 2.

El plasma se define como un gas parcialmente ionizado conductor de la
corriente eléctrica, oscila entre una temperatura de 8.000 - 10.000 K. En su
composicién se encuentra una concentracion de iones y electrones relativamente

alta (Skoog et al., 2007).
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> INTERFACE

El objetivo de la interface es transportar los iones producidos a presion
atmosférica en la fuente de ionizacién (plasma) al alto vacié (10 - 10Torr) del
espectrometro de masas.

Esto se logra utilizando una interface que consiste de dos conos metalicos,
el espacio entre ellos se mantiene a una presion intermedia (10-2Torr) mediante
una bomba rotatoria, sitio conocido como camara de expansion (Linge&Jarvis,

2009).

El primer cono, conocido como cono de muestreo es hecho de niquel con
un orificio pequefio (< 1.0 mm) en el centro, estd conectado a sistemas
disipadores de calor, este cono tiene como objetivo enfriar y succionar el plasma
dentro de la camara de expansién. En esta regién se forma una corriente de iones
que se expande, tomando la forma de un cono de plasma enfriado. Una fraccion
del gas pasa al segundo cono conocido como separador (skimmer), el cual es
generalmente mas pequefio y puntiagudo que el cono muestreador. El cono
skimmer también tiene un orificio mucho mas pequefo (0,4 - 0,8 mm), su funcién
es permitir que solo la linea de iones cercanos al eje del cono formado durante la
expansion pase a la zona de lentes iénicas (Linge&Jarvis, 2009; Skoog et al.,

2007).

> LENTES IONICAS
Los iones excitados en la interface pasan a un sistema de lentes iénicos, el
cual consiste de una o mas lentes, hechos de una serie de platos metalicos,

barras o cilindros, cargados positivamente y mantenidos a una presion de vacio
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de aproximadamente 103Torr con una bomba turbomolecular(Linge&Jarvis,

2009).

Se aplica una diferencia de potencial a las lentes para lograr dos objetivos

con minima discriminacién de masa:

R0
L ¥4

Transportar el maximo nimero de iones de la interface al espectrometro de
masas, mientras rechaza en lo posible otros componentes de la matriz.
Puesto que la elevada concentracion de los elementos matriz comparados
con el analito, es uno de los factores que contribuye a una baja eficiencia
en la transmisién de iones, provocando un efecto de desenfoque del haz de
iones. Podria producirse un efecto de espacio-carga, particularmente si los
iones de la matriz son mas pesados que los iones de los analitos
(Linge&Jarvis, 2009).

Retener las especies no ibnicas como particulas, especies neutras, y
fotones. Estas especies no idnicas podrian causar inestabilidad de la sefal
e incrementar los niveles de ruido de fondo, por ende, afectando el
funcionamiento del sistema.

Se evita que las especies no idnicas alcancen el detector, usando barreras

fisicas, posicionando el detector de masas fuera de eje relativo al haz de iones o

desviando electrostaticamente los iones en un angulo de 90° en el analizador de

masas. También algunos sistemas de lentes, incorporan una lente de extracciéon

después del cono skimmer para “empujar’ electrostaticamente los iones de la

region de interface. Esto ayuda a mejorar la transmisién de iones y los limites de

deteccidén de los elementos de baja masa, los cuales tienden a ser expulsados

fuera del haz i6nico por elementos mas pesados (Linge&Jarvis, 2009).
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Por lo tanto, un buen disefio de lentes idnicas tiene la capacidad de
producir una respuesta estable en la sefal en todo el rango de masas, niveles de

ruido de fondo bajos y buenos limites de deteccion.

> CELDA DE REACCION / COLISION

Algunos equipos de ICP-MS incorporan una celda de colision / reaccion
(CRC), donde atraviesa el haz resultante de iones positivos para remover o
atenuar interferencias poliatbmicas e interferencias espectrales ocasionadas por
el argén, en su modo de colision; mientras que disocia y forma especies

secundarias, en el modo de reaccion (Michalskiet al., 2011).

Como se puede ver en la Figura 3, la celda se localiza antes de analizador
de cuadrupolo a una presiéon (10° - 10%Torr). Los iones salen de la zona de
interface y entran a la celda, un gas de colisién / reaccion como el hidrégeno o el
helio es inyectado en la celda, la cual consiste de un multipolo: cuadrupolo (4
barras), hexapolo (6 barras) u octapolo (8 barras), usualmente operado en el
rango de las radiofrecuencias (RF). Este campo de radiofrecuencias no separa las
masas como un cuadrupolo tradicional, sino que enfoca el haz de iones para que
colisionen o reaccionen con el gas inyectado. Estas reacciones ocasionan que las
especies interferentes se conviertan en especies no interferentes, o que el analito
se convierta en otro ion sin interferencias. Tras esto los iones pasan al analizador
de cuadrupolo para la separacion de masas (Agilent, 2010).

El modo de colision usa un gas inerte (helio) y un proceso llamado
discriminacion de energia cinética (KED, KineticEnergyDiscrimination) para

atenuar selectivamente las interferencias poliatdbmicas de acuerdo a su tamafo.
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La discriminacion de energia cinética se basa en el hecho de que todos iones
poliatdbmicos son mas grandes que los iones analito de misma masa, entonces
colisionan con la celda de gas en vez de atravesar la celda, saliendo con una
energia residual menor. Estos iones con baja energia son excluidos del haz de
electrones por un voltaje al final de la celda (Linge&Jarvis, 2009).

El modo de reaccién usa gases reactivos (He / Hz, NHs, Oz, CH4) y puede
remover interferencias muy eficientemente. Las interferencias poliatbmicas son
mucho mas reactivas que el analito, por lo que este modo se basa en la reaccion
de la especie interferente con el gas reactivo, permitiendo su posterior
eliminacién. También se da ocasiones en que el analito es mas reactivo y resulta
una nueva especie a una masa diferente (Agilent, 2010).

El uso de la celda de reaccion / colisién y la KED es universal porque no
necesita ninguna configuracion especifica para el analito o matriz, lo cual es
ventajoso debido a que la mayoria de veces no se conoce la composicion de la
matriz de cada muestra (Agilent, 2010). Sin embargo, los gases de reaccion no
son adecuados para el analisis multielemental en matrices complejas y de alta
variabilidad, debido a que reducen significativamente la sensibilidad de otros

elementos (Becker &Jakubowski, 2009).

> ESPECTROMETRO DE MASAS: ANALIZADOR DE MASAS DE

CUADRUPOLO

El espectrometro de masas separa los iones monocargados (M*) de
acuerdo a sus relaciones de masa y carga, de manera que el detector es un

contador de iones (Becker y Jakubowski, 2009). El analizador de masas se



31

encuentra entre la optica de iones y el detector, mantenido a una presion de
aproximadamente 10-%Torr con una bomba turbomolecular adicional a la usada en
el sistema de lentes. Diferentes tipos de analizadores de masas son combinados
con la fuente de ICP para la separacion del haz de iones, pero todos tienen un
mismo objetivo; separar los iones de interés de otros analitos monocargados,

matriz, solventes, y iones argon (Linge&Jarvis, 2009).

El cuadrupolo es el analizador de masas mas frecuentemente utilizado con
la fuente de ionizacién ICP, otros analizadores comunes son el sector magnético
de doble enfoque con colector simple y mdltiple, y el analizador de tiempo de
vuelo (Ramyalakshmi,Venkatesh, Hepcy, Ravindra,Archana&Manjuvani, 2012)

El cuadrupolo o filtro de masas consiste en cuatro barras hiperbdlicas
paralelas y equidistantes de la misma longitud y diametro, que sirven como
electrodos del filtro de masas. Estdn hechos generalmente de acero inoxidable o
molibdeno y algunos estan cubiertos de ceramica para resistir la corrosion. El
cuadrupolo usado en el ICP- MS tiene una longitud aproximada de 15 - 20 cm, y
cerca de 1 cm de diametro, y opera a una frecuencia de 2 - 3 MHz (Linge&Jarvis,
2009).

Los iones provenientes de la fuente de ionizacion son acelerados por un
potencial de 5 - 15 eV e introducidos en el espacio entre las barras. Las barras
opuestas se conectan eléctricamente, un par al polo positivo y el otro par a la
terminal negativa, en una fuente variable de corriente directa (DC).
Simultaneamente, a cada par de barras diagonales, se aplica potenciales
oscilantes de corriente alterna en el rango de radiofrecuencias (RF) de la misma

amplitud, pero de signo opuesto, es decir, con un desfase de 180° (Linge y Jarvis,
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2009). Se debe seleccionar la relacion éptima entre RF / DC en cada par de
barras, para que los iones de masa seleccionada atraviesen las barras al detector,
mientras los otros iones inestables son expulsados del cuadrupolo (Linge&Jarvis,
2009).

Debido a que cada ion tiene una frecuencia propia que depende de su
masa, solo aquellos iones que tienen frecuencia resonante (coincidente) con la
del cuadrupolo pueden atravesarla, ya que en este caso no presentan la deflexion
por el campo. Los iones con masa especifica que entran en resonancia alcanzan
a conservar su trayectoria estable y a cruzar el espacio cuadrupolar, sin sucumbir
por choques con las barras metalicas; al salir del analizador de masas, finalmente
la corriente eléctrica de estos iones se mide en un detector multiplicador de
electrones (Linge&Jarvis, 2009).

La mayoria de analizadores de cuadrupolo tienen un amplio rango de
masas, usualmente hasta 1.000 m/z, para los instrumentos de investigacion estan
disponibles hasta 4.000 m/z. Las ventajas de éste analizador es su bajo costo en
relacion al analizador de sector magnético, facilidad de uso, velocidad de escaneo
(<100 ms), lo que es particularmente Util para realizar barridos de picos
cromatograficos a tiempo real y con alta eficiencia de transmisién. Sus
desventajas son su menor sensibilidad y resolucion (500 - 1000) respecto al
analizador de sector magnético, instrumento donde al variar la intensidad de un
campo magnético es posible enfocar sucesivamente iones con diferente relacion
masa/carga, lo que permite lograr un poder de resolucion entre 1000 - 2000 y

determinar la masa nominal de un ion (Cueto, 2013).
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> DETECTOR

El detector convierte los iones en pulsos eléctricos, los cuales luego son
cuantificados usando su sistema de circuitos integrados. La magnitud de los
pulsos eléctricos corresponde al numero de iones del analito presentes en la
muestra, la cual es luego usada para la cuantificacion de elementos traza por
comparacion de la sefal i6énica con una de calibracion o de estandares de
referencia.

El detector en ICP-MS es usualmente un multiplicador de electrones, los
cuales funcionan generando una cascada de electrones secundarios a partir del
impacto de un ion en el detector, generando una corriente eléctrica proporcional a
la cantidad de impactos de iones del analito, la cual es medida y relacionada con
la concentracion del analito (Skoog et al.,, 2007). Tiempo atras se usaba el
multiplicador de electrones de Channeltron (CEM, siglas en ingles), fue usado en
los primeros instrumentos ICP-MS, actualmente este ha sido reemplazado con

detectores de dinodo discreto.

Una vez que los iones han sido separados de acuerdo a su relacién masa/
carga, pasan al detector de dinodo discreto, el cual usa un alto potencial negativo
en su superficie para atraer la carga de los iones cargados positivamente, posee
de 14-24 dinodos individuales. Una vez que el ion golpea la superficie activa del
detector o primer dinodo, un niumero de electrones secundarios se liberan, y son
atraidos por un segundo dinodo positivamente cargado, donde mas electrones
son emitidos. El proceso de emisién de electrones continua en esta manera a

traves de los dinodos individuales, amplificando la sefial (Skoog et al., 2007).
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Los detectores de dinodo discreto generalmente poseen rangos dinamicos
méas amplios que los CEMs de 8 6rdenes de magnitud, lo cual es importante en
ICP-MS asi como la concentracion analizada puede variar de ppt a ppm gracias a
que el detector de dinodo discreto también puede funcionar en dos modos, modo
de pulso y modo analogo, el primer modo se usa en sefiales de baja intensidad
(menos de 2 x 108¢cps) medidos en cuentas por segundo mientras que el segundo
modo es util en sefales de alta intensidad donde se mide en voltajes, siendo
necesario factores de conversion para transformar del modo analogo al modo de
pulsos, esta doble funcionalidad ayuda a evitar la necesidad de una elucion de

muestra adicional y protege al detector de una sefial muy alta (Skoog et al., 2007).

2.3.2. INTERFERENCIAS
Una interferencia es cualquier componente distintoa la especie de interés,la
cual puede interferir en la determinacion correcta del analito, ocasiona un error
sistematico producto de una sefial distorsionada. En las fuentes de plasma se
producen menores interferencias que en las fuentes de llama, gracias a las
elevadas temperaturas alcanzadas en la antorcha (Cueto, 2013), no obstante
existen dos tipos de interferencias que se pueden presentar en un ICP-MS:

Interferencias espectroscopicas e interferencias no espectroscoépicas:

> INTERFERENCIAS ESPECTROSCOPICAS
Las interferencias espectroscopicas que se pueden presentar en el ICP-MS
pueden ser causadas por solapamientos isobaricos, iones poliatdbmicos, iones de

oxido e hidrégeno, e iones con carga doble.
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< INTERFERENCIAS ISOBARICAS

Las interferencias isobaricas se producen por la presencia de dos
elementos con is6topos con la misma masa efectiva o cuya diferencia de masa no
puede ser discriminada por el cuadrupolo (Linge&Jarvis, 2009). En general, las
dos masas pueden diferir en menos de una unidad de masa. Con una resolucion
de 0,005 m/z del cuadrupolo, no se puede discriminar estas pequefias diferencias
de masa. Otros analizadores de masas, pueden tolerar diferencias mas

pequefias, como un sistema de resolucion de doble enfoque de masas.

El is6topo mas abundante de un elemento con frecuencia es el que tiene
solapamiento isobérico, por ende, se tiene que escoger el segundo is6topo mas
abundante. Por ejemplo, el 40Ar* se solapa con el pico mas abundante del calcio,
40Ca* (97%), entonces se utiliza el segundo isétopo mas abundante, 44Ca*
(2,1%). Los instrumentos mas modernos poseen un software adecuado que
realiza predicciones de los posibles solapamientos isobaricos, realizando

correcciones autométicas de dichas interferencias (Skoog et al., 2007).

< INTERFERENCIAS DE IONES POLIATOMICOS

Estas interferencias son mas criticas que los solapamientos isobaricos y
son las interferencias con mas incidencia. Los iones poliatbmicos son especies
moleculares formadas en el plasma con la misma relacion m/z a los analitos de

interés, por ende, se solapan con los is6topos del analito.

Los iones poliatbmicos son formados por interacciones de las especies del

plasma (Ar, H, O, Ny C) vy las especies de la matriz de la muestra, solventes,
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acidos usados en la preparacion de la muestra (N, S, Cl), y gases atmosféricos
introducidos. Estas interferencias pueden corregirse usando un blanco o

escogiendo un isétopo diferente del analito.

< INTERFERENCIAS DE OXIDO E HIDROXIDO
Estas interferencias se producen por el vapor de agua introducido en el
plasma. Los 6xidos e hidréxidos se forman a partir del mismo analito, de los
componentes de la matriz, y de disolventes (Skoog et al., 2007).
Casi todas las especies forman iones MO* y MOH*, donde M representa el

analito o el elemento de la matriz (Skoog et al., 2009).SEXTA EDICION

% IONES CON CARGA DOBLE

Estas interferencias se forman por la pérdida de dos electrones en vez de
uno, produciéndose especies M?* en el plasma, estas interferencias son comunes
en elementos con un segundo potencial de ionizacién bajo, como elementos
alcalino térreos, elementos de transicion y tierras raras (Linge&Jarvis, 2009). El
cuadrupolo separa los iones en relacion a su m/z, asi un ion doblemente cargado

tendra la masa M/2, por ejemplo, el 136Ba?* se solapa con 68Zn*.

Tanto la formacion de 6xidos como de iones con doble carga dependen de
las condiciones de ionizacién del plasma, el cual debe ser cuidadosamente
optimizado cambiando el flujo del gas de nebulizacién y energia de RF (Linge y
Jarvis, 2009).

En instrumentos ICP-MS actuales la formacién de éstas interferencias,

pueden disminuirse o, en algunos casos, eliminarse completamente, con la celda
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de reaccion/colision ubicada entre las lentes ionicas y el analizador de cuadrupolo
(Linge&Jarvis, 2009).
En la Tabla 2, se muestran las posibles interferencias para los is6topos

mas importantes de mercurio, arsénico y cromo.

> INTERFERENCIAS NO ESPECTROSCOPICAS

Las interferencias no espectroscépicas también se denominan efecto
matriz, las cuales se distinguen por un aumento o una disminucién en la sefial del

analito (Linge&Jarvis, 2009).

Este efecto tiene relacion directa con la naturaleza de la matriz, la cual
puede afectar varios procesos en el ICP-MS como la produccién del aerosol,
produccién de iones, extraccion ionica a través de la interface, y transmision del
haz i6nico positivo a través del espectrometro de masas. Las interferencias no
espectroscopicas son complejas y dificiles de mitigar (Fraser&Beauchemin, 2009).

Existen varias estrategias para minimizar los efectos de matriz

interferentes:

% La muestra puede ser diluida a tal punto que la concentracion total de
elementos matriz esté bajo el limite de la interferencia. En muchos casos,
dicha dilucion podria ser tolerada y los limites de deteccién aun ser
adecuados; sin embargo, la dilucibn empeorara relativamente el ruido de
fondo con respecto a la sefal del analito.

% Usando el método de adicion estandar, se debe escoger la misma matriz

de la muestra para los estandares de calibracién. Esta medida no es muy
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problemética si en la matriz hay predominantemente uno o dos elementos,
por lo que no es aconsejable para muestras muy complejas.

En el ICP-MS se puede utilizar la metodologia de dilucién isotépica, donde
se utiliza patrones internos (sustancias analogas al analito), pero con una
abundancia isotopica alterada, denominados comunmente trazadores o
“spikes”. La dilucién isotdpica consiste en afiadir cantidades conocidas de
estos trazadores a la muestra a analizar, de esta forma “diluye” el
enriquecimiento isotépico del estandar, este método es considerado como
de alta precision (Cueto, 2013).

Los efectos de la matriz también pueden ser eliminados utilizando un
estandar interno, para compensar pequefias cantidades de supresion de
sensibilidad. Generalmente, un buen estandar interno en un ICP-MS, es un
elemento el cual tiene masa y energia de ionizaciébn cercano a la del
analito.

Un recurso final es separar la matriz de los analitos, mediante diferentes

meétodos de extraccion (Linge&Jarvis, 2009).
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2.3.3. COMPARACION DEL ICP-MS CON OTRAS TECNICAS DE
ESPECTROMETRIA ATOMICA

Las técnicas de espectrometria atdmica, incluyen Espectrometria de
Absorcion Atomica de Llama (FAAS, siglas en ingles), Espectrometria de
Absorcion Atomica de Horno de Grafito (GFAAS, siglas en ingles), Plasma
Acoplado Inductivamente con Espectrometria de Emision Optica (ICP-AES,siglas
en ingles) y Plasma Acoplado Inductivamente con Espectrometria de Masas (ICP-
MS, siglas en inglés) (Thermo Elemental, 2011).

En la Tabla 3, se presenta una comparaciéon del ICP-MS con las técnicas
anteriormente mencionadas, si bien es cierto cualquiera de éstas técnicas podria
funcionar como detector para formar un sistema de especiacién. Sin embargo, los
acoplamientos con ICP-MS son mas faciles y frecuentes, debido a la sencilla
forma de conexion entre la salida de la columna cromatografica al sistema de
introduccién de muestra (flujo liquido) o directamente a la antorcha (flujo gaseoso)
del ICP-MS (Sperling, 2015).

El ICP-MS cuenta con excelentes limites de deteccién para la mayoria de
elementos solo comparados con los obtenidos con GFAAS, y superiores en comparacion al
ICP-AES. Posee un amplio rango dindmico (10°) mayor a cualquier otra técnica, capacidad
de analisis multielemental al igual que el ICP-AES. El ICP-MS posee modos para eliminar
las interferencias quimicas como ninguna otra técnica y capacidad de analisis isotdpico.
Estas ventajas hacen del ICP-MS la mejor opcion de deteccion en el andlisis de
especiaciéon, a pesar del elevado costo de adquisicion y mantenimiento, y relativamente

baja tolerancia a los sélidos disueltos (Thermo Elemental, 2011).
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CAPITULO 3.SISTEMAS DE ESPECIACION LC-ICP-MS Y GC-ICP-

MS

3.1. REQUERIMIENTOS PARA EL ACOPLE LC O GC CON ICP-MS

Todos los sistemas de acoplamiento a ICP-MS requieren de las siguientes

condiciones (Sperling, 2015):

R0
L X4

La interface de conexién (linea de transferencia) debe transmitir la fraccion
de la muestra cuantitativamente del sistema de separacion al plasma del
ICP-MS de una forma tal que el plasma lo pueda tolerar.

La resolucion temporal de los componentes de la muestra no tiene que ser
degradada de manera inaceptable durante la transferencia al plasma.

El ICP-MS debe ser capaz de adquirir una sefial transitoria a una suficiente
frecuencia de muestreo y sobre un suficiente rango dinamico para
acomodar la resolucion del cromatégrafo al numero requerido de
elementos o0 is6topos por pico sobre sus rangos de concentracion.

Se debe ajustar el plasma del ICP-MS bajo condiciones similares a las
encontradas durante la corrida cromatografica.

Si la muestra es gaseosa, como en GC, la linea de transferencia tiene ser
calentada, y debe terminar directamente en la antorcha del ICP-MS, con el
fin de evitar en lo posible la degradacién y condensaciéon de la muestra.

Si la muestra es liquida, la linea de transferencia terminar4d en el
nebulizador para generar un aerosol compatible con el plasma. Esto puede

requerir un modo de flujo divido (split) o un gas auxiliar (make up), para



41

hacer coincidir el flujo cromatogréfico con los requerimientos del

nebulizador y plasma del ICP-MS.

3.2. ACOPLAMIENTO DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA A ESPECTROMETRIA DE PLASMA-MASAS

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) acoplada a ICP-MS en
la deteccion elemental es la técnica mas ampliamente utilizada para el analisis de
especiacion, el esquema de dicho sistema se ve en la Figura 4.

En un principio el acoplamiento de cromatografia liquida con ICP-MS tuvo
dificultadas debido al gran volumen de disolvente que tenia que soportar el
plasma argén. Ya que un alto contenido de disolvente organico, mejora la
separacion de LC convencional. En la actualidad este acoplamiento es mas
sencillo, al reducir al minimo la carga de eluente, mediante el uso de micro
nebulizadores e incluso nano nebulizadores que pueden aceptar el efluente de
columnas capilares y nano columnas respectivamente (Lokitset al., 2009). El
HPLC ofrece gran variedad de posibilidades para la separacion de las especies
de interés, como: intercambio i6nico, afinidad, exclusibn por tamafo,
apareamiento i6nico y cualquier otra de las numerosas técnicas de fase inversa
(Michalskiet al., 2011).

El sistema LC-ICP-MS tiene importantes ventajas para el analisis de
especiacion:

« Complejos cromatogramas se pueden simplificar como simples
“‘elementogramas”; es decir, es posible obtener picos simples de cada especie

elemental de interés para su determinacion cualitativa o cuantitativa.
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% Es factible la cuantificacibn de especies elementales no conocidas con
respecto al elemento de interés, gracias a la sensibilidad independiente del

componente sin necesidad de tener estandares (Sperling, 2015).

3.2.1. INTERFACE

Acoplar un cromatégrafo liquido con un ICP-MS resulta relativamente
sencillo, puesto que se debe conectar la salida de la columna con el nebulizador
mediante una manguera de transferencia.Esta simplicidad, ha hecho que el
acoplamiento de cromatografia liquida al ICP-MS sea el sistema de especiacion
mas usado, por eso, alrededor del 75% de todas las publicaciones relacionadas a
técnicas de acoplamiento con ICP-MS hacen referencia a LC-ICP-MS (Sperling,
2015).

La conexién entre la salida de la columna y el sistema de introduccion de
muestra del ICP, usualmente nebulizacion neumética convencional, se realiza
mediante un tubo generalmente de politretraflouroetileno (PTFE) u otro material
plastico inerte. La longitud y el diametro interno de la linea de transferencia debe
ser minimo, empledndose una longitud de 20 - 50 cm y 1,5 mm de didmetro
interno, para asegurar que el ensanchamiento de los picos cromatograficos sea

minimo (Sperling, 2015).
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3.2.2. AJUSTE Y OPTIMIZACION

El ajuste del ICP-MS requiere del ajuste de las siguientes condiciones
operacionales (Duarte, 2006):

% EIl plasma para una adecuada produccion de iones (ajuste de la intensidad
de la sefial para los iones M*, ajuste para una minima produccion de iones

MO* e iones M?*).

+ El tipo de nebulizador que se adapte a la carga de flujo proveniente de la
columna.

¢ La posicion de la antorcha para mejorar la sensibilidad.

+ La celda de reaccidn (si tiene) para la 6ptima remocion de interferencias.

+ El analizador de cuadrupolo para la resolucion y calibraciéon de masa.

+ El detector para la sensibilidad y rango dinamico lineal 6ptimo.

Estas tareas son simplificadas y automatizadas en equipos modernos. El
altimo modelo de la casa comercial Agilent es el equipo 8900 ICP-MS, formado
por un triple cuadrupolo en modo tdndem MS-MS, a través de la celda de
reaccion/ colisibn ORS4 con gas helio contrala muy eficientemente la remocion de
interferencias, lo cual incrementa la sensibilidad y disminuye el ruido de fondo.
Gracias a un nuevo detector electro multiplicador se puede alcanzar 11 6rdenes
de rango dindmico lineal. Los limites de deteccion de este modelo son muy bajos
incluso para elementos dificiles como S, Siy P, No siendo suficiente este equipo
posee un potente software, el cual simplifica el trabajo del analista al automatizar
el desarrollo de métodos, y poder controlar el avance del analisis mediante un

celular inteligente (Agilent, 2017).
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En la optimizacion del cromatédgrafo liquido se debe tomar en cuenta el tipo
de elucién (gradiente o isocrética), el ajuste de pH, la velocidad de flujo y
concentracion de la fase mévil, cuyos pardmetros pueden ser estudiados con una

solucién estdndar de cada especie del analito a analizar (Duarte, 2006).

3.3. ACOPLAMIENTO DE CROMATOGRAFIA DE GASES A
ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA ACOPLADO

INDUCTIVAMENTE

La cromatografia de gases (GC) sélo es aplicable para especies volatiles
térmicamente estables y compuestos organometalicos (Sperling, 2015), a menudo
se prefiere este tipo de cromatografia frente a la cromatografia liquida, ya que
proporciona mayor resolucién cromatografica con minima sefial de fondo; el
disolvente se separa de los analitos y el gas portador es usualmente helio.

Si un andlisis requiere una elevada resolucion, a veces es preferible
realizar derivatizaciones para crear componentes volatiles a partir de especies no
volétiles. Sin embargo, el acoplamiento de GC a ICP-MS no es tan sencillo como
en LC, debido al riesgo de que los componentes del efluente cromatogréfico se

condensen por lo que se requiere de una linea de trasferencia termostatizada.

Cuando se usa el ICP-MS como detector de GC (Figura 5), éste provee
varias ventajas sobre si se usara detectores elementales tradicionales (Sperling,
2015):

s EI ICP-MS es casi universal. Elementos como el hidrégeno, helio, fltor, y
nedn no pueden ser medidos directamente debido a que sus potenciales

de ionizacién son mayores al argén del plasma.
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s EI ICP-MS puede tolerar un amplio rango de gas portador (carrier) y flujos
de GC.

s EI ICP-MS permite la calibracion de componente independiente, lo cual es
atil cuando los estandares son costosos 0 no estan disponibles.

s EI ICP-MS no sufre supresion de respuesta del analito por la coelucion de
los componentes.

% EI ICP-MS es capaz de cuantificar mediante dilucion isotopica.

3.3.1. INTERFACE

La interface entre el GC y el ICP-MS consiste en un calentador de acero
inoxidable, una linea de transferencia inerte de silice y una antorcha especial con
un tubo inyector caliente. EI gas make up (Ar) es calentado previamente dentro
del horno cromatogréafico donde estd montado el calentador de acero inoxidable.
Luego se agrega este gas al efluente de la columna, al inicio de la linea de
transferencia para arrastrar a los analitos (la linea de transferencia es
eléctricamente calentada a 300 °C para ayudar a mantener a los componentes en
fase gaseosa), evitado su condensacién o puntos frios. De ésta manera, la
muestra se mantiene a temperatura elevada constante desde el final de la

columna cromatografica al inyector del ICP (Durazo, 2015; Sperling, 2015).

3.3.2. AJUSTE Y OPTIMIZACION
A diferencia del acoplamiento con cromatografia liquida, en la
cromatografia de gases la introduccion de la muestra al ICP-MS no es un aerosol

hamedo, por lo que la optimizacion de este sistema es algo diferente de las tipicas
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condiciones de plasma humedo. Primero, porque ni agua ni acidos son
introducidos, y las interferencias poliatbmicas, particularmente Oxidos, son
mayoritariamente eliminadas; segundo, sin la introduccién de agua, mucha menos
potencia de plasma es requerida para lograr una ionizacibn completa, incluso de
elementos de alto potencial de ionizacion. Generalmente, el rendimiento éptimo
es alcanzado cuando la potencia de plasma se ajusta entre 600 a 800 watts
(McSheehy&Sperling, 2009). El ajuste de una potencia més alta de plasma es
ocasionalmente usado cuando se requiere mayor flujo de gas portador, el cual

reduce la temperatura del plasma.

En el ajuste del GC-ICP-MS, se debe usar una muestra de ajuste gaseosa.
Normalmente, esto se logra a través de la adicion de 0,05% - 0,1% de xendén en
helio o argén al gas portador o al gas make up (Ar). El xenén esta compuesto de 9
isétopos con masas entre 124 y 136, con un rango de abundancia relativa de
aproximadamente 0,1 a 26%, lo que le permite proveer de humerosos puntos de
ajuste. A parte que este gas puede ser introducido con el gas portador de GC,
también es util en la optimizacién de las posiciones horizontales y verticales de la
antorcha, lo cual es critico para la optimizacion de la sensibilidad, debido al
estrecho diametro del inyector de la antorcha de GC (Sperling, 2015).

Adicionalmente, si el xendn es introducido con el gas portador del GC,
puede ser usado como estandar interno para monitorear y corregir alguna deriva
en la respuesta del ICP-MS. Si un amplio rango de masas es requerido, otros
gases de ajuste pueden ser utilizados, o alternativamente, con masas de fondo 38
y 78. Por ejemplo, una aplicacion comun de GC-ICP-MS es el andlisis de

especies de azufre en combustibles de hidrocarburos. En este caso, usando una
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mezcla de 0,1% de sulfuro de hidrégeno en helio, se obtiene un gas ideal en el
gue se puede optimizar la sensibilidad del sulfuro (McSheehy&Sperling, 2009).

Ademas del uso del gas xendn para el ajuste, la adicion de otros gases al
plasma puede tener beneficios. Adicionando una pequefia cantidad de oxigeno,
se podria prevenir depésitos de carbono en los componentes de la interface del
ICP-MS (principalmente los conos), producidos por la oxidacion del carbén
elemental a Oxidos de carbono volatiles. Los gases opcionales nitrégeno y
oxigeno, han mostrado mejorar la sensibilidad para varios analitos elementales
comunes, incluyendo estafio, arsénico y selenio. Estos gases son tipicamente
introducidos a través de un soporte, un conector en la linea del gas make up, en
el punto donde la columna de GC entra en la linea de transferencia
(McSheehy&Sperling, 2009).

El flujo puede ser controlado por el flujo de masa auxiliar en el ICP-MS o
por un flujo de masa opcional del GC. Por ejemplo, es a veces Uutil encender el
oxigeno al inicio de la corrida para controlar la formacion de carbono durante el
pico del solvente, para luego apagarlo durante el transcurso de la corrida,
previniendo asi interferencias de azufre. La prolongada exposicion al oxigeno
puede reducir el tiempo de vida de los conos de niquel, por lo que el uso de conos

de platino es a veces recomendado en este tipo de situaciones (Sperling, 2015).
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3.4. APLICACIONES DE LOS SISTEMAS DE ESPECIACION: LC-ICP-MS Y GC-

ICP-MS

3.4.1. COMPARACION DE TECNICAS ACOPLADAS A
CROMATOGRAFIA DE GASES PARA EL ANALISIS DE ESPECIACION

DE MERCURIO

En este trabajo se comparo diferentes acoplamientos con cromatografia de
gases: espectrometro de masas (MS), espectrémetro de fluorescencia atémica
(piro-AFS) e ICP-MS, en el andlisis de especiacion de mercurio (Hg?* y MetHg) de
dos materiales de referencia certificados (MRCs) de tejidos biolégicos. En los tres
casos las muestras fueron tratadas mediante extraccion microondas, luego se
realiz6 una etilacibn acuosa con el agente de derivatizacion tetraetil borato de
sodio (NaBEt4) y se utilizd helio como gas portador (carrier). Las técnicas fueron
evaluadas principalmente segun su limite de deteccion, limite de cuantificacion,

linealidad, repetitividad y reproducibilidad (Nevado et al., 2011).

Resultados

Los resultados respecto a los limites de deteccion y limites de
cuantificacion estuvieron en el rango de 2 - 6 pg para GC-piro-AFS, 1 - 4 pg para
GC-MS, y 0,05 - 0,21 pg para GC-ICP-MS. La linealidad estuvo en el rango de 5 a
200 pg/L para las especies de GC-piro-AFS y GC-MS y en el rango de 0,25 a 10
pg/L para GC-ICP-MS.

La precision fue determinada al correr una solucion estandar de 50 pg/L de

las especies de mercurioen GC-piro-AFS y GC-MS, y de 5 ug/L para GC- ICP-MS,
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cada una en 10 repeticiones; los resultados mostraron una desviacion estandar
relativa (RSD) menor al 5% para ambos sistemas. La exactitud se evallo con las
mismas soluciones estdndar usadas para la determinacion de la precision en
réplicas de 10 en dos dias diferentes; la RSD < 5%, por lo que no hay diferencia
significativa en las determinaciones en ambos dias.

La separacion de las dos especies de mercurio fue alcanzada en menos de
5 minutos para los tres sistemas; no obstante, en GC-ICP-MS se obtuvo la elucion

de ambas especies en menos de 2 minutos.

Las diferencias en el rendimiento cromatografico entre los sistemas,
principalmente se debid a la configuracion del GC. Por ejemplo, en GC-MS y GC-
piro-AFS se usé una columna normal-bore (0,25 mm D.I) y en GC-ICP-MS una
columna wide-bore (0,53 mm D.l), en este ultimo implica un mayor flujo de gas
portador. El rendimiento de éstas técnicas fue evaluado al analizar los materiales
de referencia certificados de musculo de pescado (DOLT-3) e higado de pescado
(DORM-2). Los MRCs fueron previamente sometidos a extraccion microondas con
hidroxido de tetra-metil amonio (TMAH), y luego a derivatizacion llevada a un pH
de 3,9 con NaBEt4. Los cromatogramas obtenidos para MetHg y Hg?* en tejidos

de pescado usando etilacion acuosa se muestran en la Figura 6.

Discusion de resultados

El sistema de especiacion GC-ICP-MS mostré los mejores limites de
deteccidn. Sin embargo, todos los sistemas fueron lo suficientemente sensibles y
selectivos para la especiacion de mercurio en muestras biolégicas, GC-MS y GC-

ICP-MS tienen la capacidad de ofrecer analisis isotopico con dilucién isotopica
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(ID), y GC-piro-AFS fue la alternativa menos costosa. La desviacion estandar de
las areas de MetHg y Hg?* fue menor del 5 % para los tres sistemas. Los sistemas
GC-ICP-MS y GC-piro-AFS, brindan un alto grado de especificidad elemental y
son relativamente libres de interferencias.

La principal ventaja de GC es la transferencia cuantitativa de los analitos de
la columna al detector sin la necesidad de pasar por nebulizacién, lo que significa
un aumento en el limite de deteccion con respecto a LC. Una pequefa desventaja
es que se debe derivatizar las especies de mercurio iGnico para cambiar su
naturaleza como volatii mediante etilacion. Los mejores resultados fueron
obtenidos con GC-ICP-MS debido a su capacidad de andlisis multielemental
simultdneo y la posibilidad de usar el analisis de dilucion isotépica. Su principal
desventaja es el costo instrumental y operacional, ademas de requerir personal

cualificado para operar este equipo complejo.

3.4.2. DESARROLLO DE UN METODO DE PREPARACION DE
MUESTRA PARA LA ESPECIACION DE MERCURIO EN CABELLO POR

HPLC-ICP-MS

En el presente trabajo se aplicé un sencillo procedimiento de extraccion de
mercurio en muestras de cabello, para su posterior analisis de especiacion
mediante HPLC-ICP-MS, el objetivo fue cuantificar la cantidad de mercurio
inorganico (iHg), metilmercurio (MetHg) y etilmercurio (EtHg). Las muestras fueron
recogidas de una comunidad de la Amazonia Brasilera(5 muestras de 5
voluntarios), cuyo antecedente es un elevado consumo de pescado. Para esto se

pesod exactamente 50 mg de muestra de cabello, luego se agregd una solucion
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extractora de mercaptoetanol, L-cisteina y HCI, y se sometié a un bafio de
ultrasonido durante 10 minutos. Después de la extraccion, para el analisis se
utilizé una columna en fase reversa Cis con una fase movil que contiene 0,05% de
mercaptoetanol, 0,4% m/v de L-cisteina, 0,006 mol/L de acetato de amonio y 5%

v/v de metanol(Souza, Rodrigues, De Oliveira & Barbosa, 2009).

Resultados

La cuantificacion de las especies de mercurio en cabello se baso en la altura del
pico por calibracion externa. Se us6 soluciones madre de mercurio inorganico,
cloruro de metilmercurio y cloruro de etilmercurio, para preparar las soluciones
estandar en un rango de 0,0 a 20,0 mg/L, diluidas con la solucién movil. Los
resultados presentados en la Tabla 4, muestran la presencia solo de mercurio
inorganico y metilmercurio. Se prob6 que la exactitud del método es mayor al
95%, mediante el uso de materiales de referencia certificados de cabello humano

(MRC 085 y MRC 086).

Discusion de resultados

Un método sencillo de preparacion de muestrafue aplicado con éxito para
el analisis de especiacion de mercurio en muestras de cabello, se busco
simplificar el proceso de preparacion de muestra debido a que en estudios
anteriores se mostré que un tratamiento de muestra complejo es muy invasivo. Se
encontré que la digestion alcalina genera contaminantes (Liang&Lazoff, 1999) y
podria darse una interconversion entre las especies de mercurio durante el

tratamiento de muestra (Qvarnstrom&Frech, 2002).
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En el analisis se encontrd que el elevado contenido de metilmercurio tiene
relacion directa con la ingesta de pescado en la comunidad amazédnica. Sin
embargo, la poblacion de muestras no es representativa, con un nimero de solo
cinco, lo que podria representar un error estadistico.

Al comparar el contenido total de mercurio en cada muestra, siendo la
combinacion de mercurio inorganico y metilmercurio, con el mercurio total de las
mismas muestras analizadas por espectrometria de absorcién atomica por vapor
frio, se podria decir que no existe diferencia significativa. No obstante, la mayoria
de métodos analiticos solo distinguen entre mercurio inorganico y mercurio total,
usandose una diferencia aritmética para conocer el contenido de mercurio
organico. El andlisis por CV-AAS no se podria llamar estrictamente especiacion;
seria mas correcto describirla como fraccionamiento. Por lo tanto, es esencial una
técnica de especiacibn como es el acoplamiento de HPLC con ICP-MS, que
pueda separar e identificar las formas quimicas de mercurio para estudiar sus

riesgos toxicoldgicos.

3.4.3. ANALISIS DE ESPECIACION DE MERCURIO EN AGUA DE MAR

MEDIANTE MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA Y GC-ICP-MS

En este estudio se investigd métodos para la cuantificacion de mercurio y
metilmercurio en agua de mar usando SPME-GC-ICP-MS, con el objetivo de
obtener limites de detencion menores a 1 ng/L para ambas especies. Las
muestras de agua fueron recogidas de cuatro lugares diferentes de la costa de
Gijon y Avilés (Espafia), las muestras se colocaron en viales de teflon con la

adicion de HNOs al 1% para conservar las especies de mercurio. Luego se



53

procedio a filtrar en un tamafio de poro de 0,45 um y se ajusté el pH a 5,4 con una
solucion buffer de &cido acético/acetato de sodio. Para la micro extraccion en fase
sélida, se tom6é 3 mL de muestra, 1 mL de buffer y 0,2 mL de la solucion
derivatizante tetra-propil borato de sodio (NaBPrs) o NaBEts en un vial con
agitacion magnética durante 3 minutos. Se llevé a un volumen de 5 mL con agua
extra pura, finalmente la fibra del SPME se introdujo en el espacio cabeza del vial
durante 5 minutos, después de este tiempo la fibra se contrajo e inmediatamente
fue insertada en el sistema de inyeccién del cromatografo de gases para su
desorcién térmica y andlisis por GC-ICP-MS. Las condiciones instrumentales de
SPME-GC-ICP-MS se muestran en la Tabla 5(Bravo, Vicente, Costa, Pereiro&

Sanz, 2004).

Resultados

En experimentos iniciales en el analisis de agua de mar con SPME-GC-
ICP-MS se usO calibracion externa, la cual presentéconcentraciones de las
especies de mercurio mucho mas bajas que aquellas obtenidas por una técnica
previamente validada (Bravo et al., 2001). Dicha supresién de sefal, evidencia la
existencia de un efecto matriz en el proceso de derivatizaciéon, por lo que se optd
por la estandarizacion interna con cloruro de etilmercurio. La metodologia de

adicién estandar también se usé en paralelo.

La contaminacion de los blancos fue el factor limitante para obtener el
limite de deteccion deseado (<1 ng/L). Este problema afecté principalmente al
mercurio inorganico, se soluciono con el desarrollo de un procedimiento de

limpieza, el cual consistio en usar mini columnas (5 cm x 5 mm) empacadas con
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8-hidroxiquinolina para atrapar y remover las trazas de mercurio presentes en
todos los reactivos analiticos usados.

Los limites de deteccibn de ambos analitos y de ambos agentes
derivatizantes se muestran en la Tabla 6. También, se muestra la linealidad para
cada especie, asi como la precision, y la desviacién estandar relativa de los

factores respuesta.

Discusion de resultados

El elevado contenido de sales en las muestras de agua produjo un efecto
matriz, disminuyendo la sefial analitica. Si bien la eliminacion o reduccion de los
iones interferentes puede reducirse por procesos quimicos, estos podrian afectar
la cantidad de mercurio inicial, afectando los resultados. La razon de esta
disminucion, es que la eficiencia de los derivatizantes para la etilacion y
propilacion es significativamente menor en presencia de sales, entonces se opto
por la calibracion mediante adicion estandar la cual resultd ser confiable en la
cuantificacion de las especies de mercurio. El simple uso de un estandar interno
no fue suficiente para compensar el efecto matriz. Ademas, el tratamiento de
limpieza de los reactivos permitié que la concentracion de mercurio en los blancos
sea casi despreciable, esto hizo que la contaminacién de los blancos ya no sea un

impedimento para obtener bajos limites de deteccion.

Se obtuvieron limites de deteccibn muy bajos tanto para metilmercurio
como para mercurio inorganico de 0,11 ng/L y 1,6 ng/L respectivamente, mediante
etilacion, mientras que se obtuvieron limites de 0,17 ng/L y 0,35 ng/L mediante

propilacion. La derivatizacion de las especies de mercurio con tetra-propil borato
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de sodio, dio mayor rendimiento, probablemente debido a que posee menor
contaminacion de mercurio que el tetra-etil borato de sodio comercial.

Esta metodologia permitio el andlisisen un tiempo relativamente corto,
entre la preparacion de muestra y el analisis pasaron aproximadamente 25
minutos, ademas se requiri6 de muy poca muestra (3 mL), esto hace de SPME-
GC-ICP-MS una técnica acoplada realmente Util para la especiacién de mercurio

a niveles extremadamente bajos (<1 ng/L LD).

3.4.4. ANALISIS DE ESPECIACION DE ARSENICO EN ORINA

MEDIANTE HPLC-ICP-MS

La toxicidad y carcinogenicidad de cada especie de arsénico depende de
su forma, el arsénico en el aire y agua de consumo humano se encuentra en
forma de arsénico inorganico (iAs), mientras que los mariscos contienen altos
niveles de compuestos organoarsénicos como arsenobetaina (AsBe), acido di-
metil arsinico (DMA), arsenocolina (AsCho), y arsenoazucares (AsSugs). EI DMA
y sus derivados se consideran como los menos cancerigenos, mientras AsBe y

AsCho carecen de efectos tdxicos y cancerigenos.

En este estudio se buscé conocer la concentracion de las especies de
arsénico en orina mediante la técnica acoplada HPLC-ICP-MS, las muestras
fueron tomadas de 210 japoneses sin exposicion ocupacional a este metaloide.
Dichos individuos previamente respondieron un cuestionario acerca de sus
habitos alimenticos, debido a que la comida japonesa incluyegrandes cantidades
de mariscos en su dieta, siendo la comida una fuente mayor de arsénico que el

agua. Estudios de especiacion de arsénico de este tipo se han hecho previamente
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con espectrometria de absorcion atémica (AAS) con digestién alcalina; sin
embargo, los AsSugs fueron medidos como DMA y TMA, AsBe y, AsCho como
trimetilarsina (TMA). El sistema HPLC-ICP-MS puede medir directamente estas
especies sin pretratamiento, lo que permite obtener con exactitud los
bioindindicadores de exposicién a arsénico.

Las muestras de orina recogidas fueron almacenadas en tubos de plastico
a -80°C antes del andlisis.Estas fueron diluidas 10 veces con agua ultra pura y
fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue usado para
el andlisis. EI material de referencia certificado NIES CRM No.18 (orina humana)

fue usado para validar el procedimiento usado para el andlisis.

Los componentes se separaron en una columna cromatografica de resina
de intercambio cationico, con una fase movil compuesta de 5mM HNO3z, 6mM
NH4NOs3, 1,5 mM 2,6-4cido piridindicarboxilico, con un flujo de 1,0 mL/min, a 40°C

de temperatura, y volumen de inyeccion de 50pL(Hataet al., 2007).

Resultados

En la Tabla 7 se muestra los resultados del andlisis del material de
referencia (NIES CRM N°18), el cual esta certificado para As total, DMA y AsBe,
dichos valores se encontraron dentro del rango de tolerancia dado por el
fabricante del material de referencia, esto confirma la exactitud del sistema HPLC-

ICP-MS.

Se analizdé una solucion estandar de 10 pg/L As, la cual contiene As lll, As
V, MMA, DMA, AsBe, AsCho, TMAQO; como se puede observar en la Figura 7, el

pico de AsCho se solap6 con el pico de tetrametilarsonio, y la concentracion de
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oxido de trimetilarsina (TMAQO) se encontré a niveles de traza (informacion no
mostrada), por ello estos picos se denominaron como “otros”. La categoria otros,

incluye compuestos dimetilarsénicos como metabolitos de AsSugs.

En la Tabla 8, se puede ver los valores medios de las especies de
arsénico de las 210 muestras de orina, las especies de arsénico con la mayor
concentracion en orina fue de AsBe, seguido de DMA. Ambas especies son cerca
del 40 al 30% de la media del As total, respectivamente, mientras que el iIAs es
menos del 2%.El valor medio de creatinina urinaria fue 1,3 g/L. Por lo que se
presentan también los valores ajustados con la creatinina, la concentracion de
DMA y AsBe fue significativamente mayor en individuos que prefieren mariscos a
los que prefieren consumir carne. Ninguno de los otros valores varia

significativamente entre ambos grupos.

Discusion de resultados

El presente estudio mostré6 que la técnica HPLC-ICP-MS puede realizar
andlisis de especiacion de arsénico con gran exactitud, se consigui6 identificar
elevadas concentraciones de componentes de arsénico organico en individuos sin

exposicion laboral al arsénico, compuestos inherentes al consumo de mariscos.

Las concentraciones en orina son usualmente presentadas usando los
valores netos o los valores ajustados a la creatinina. No se encontré reportes
indicando cudl de los valores debe ser usado; sin embargo, en este estudio se
usé ambos. Los individuos que prefieren comida de mar presentaron elevados

niveles de DMA en relacion de aquellos que consumen carne.Por lo tanto, el
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analisis de especiacion es necesario para conocer el riesgo de salud que podria
conllevar la exposicion de arsénico en la alimentacion.

Puesto que el arsénico en los mariscos se encuentra principalmente en su
forma menos téxica, arsénico orgénico, se deberia considerar el agua de
consumo humano y los cultivos regados con agua contaminada como la fuente
principal de intoxicacién, debido a que posee la forma mas peligrosa de arsénico,
arsénico inorganico. La exposicion prolongada a esta forma de arsénico produce

lesiones cutaneas y cancer.

3.4.5. ANALISIS DE ESPECIACION DE ARSENICO EN ARROZ

INTEGRAL MEDIANTE HPLC-ICP-MS

Este estudio se realiz6 en Japon, previamente se conoce que en este pais
el consumo de mariscos y arroz es elevado; no obstante, como se pudo ver en el
estudio anterior, la mayor parte del arsénico encontrado en organismos marinos
se encuentra en forma organica, especies poco toxicas o nada toxicas para el ser
humano. Por ello, es importante la especiacion de arsénico en arroz debido a que
por su forma de cultivo tiene la capacidad de absorber arsénico tanto de las aguas

de riego como del suelo.

Se obtuvo cinco muestras de arroz integral con concentraciones conocidas
de arsénico como parte de una prueba interlaboratorios. La preparacion de las
muestras consistid en agregar 10 mL de agua ultra pura a 0,1 g de arroz molido,
esta mezcla fue calentada durante 4 horas a 90°C y finalmente filtrada a través de
un tamafio de poro de 0,45 um. Los estandares fueron una mezcla de DMA,

MMA, As (lll) y As (V); también, se agregdb AsBe como estandar interno. Las
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condiciones de operacion del HPLC y del ICP-MS se muestran en la Tabla

9(Kobayashi&Shikino, 2010).

Resultados

En la Tabla 10 se muestra los limites de deteccion y limites de
cuantificacion de cada especie de arsénico, y los resultados obtenidos en el
analisis de cinco muestras de arroz integral. Se encontré mayor concentracion de
mercurio inorganico, un promedio de 0,172 mg iAs/Kg arroz, en relacién al
mercurio organico, el acido mono-metil arsénico (MMA) es practicamente
inexistente. La concentracion de cada componente se determiné a través de la
medicion del area de cada pico. Los resultados del estudio de interlaboratorios
mostraron buena correlacion en todas las muestras para las cinco especies.

Se sabe que puede haber varias interferencias poliatdmicas como ArCl+ y
CaCl+ cuya m/z es coincidente con el arsénico m/z 75, por lo que fue necesario
utilizar en el ICP-MS la celda universal con gas metano para remover dichas

interferencias poliatomicas a través del modo reaccion quimica.

Discusion de resultados

La mayoria de arsénico en organismos marinos se presenta en forma de
arsenobetaina, la cual no es toxica. No en tanto, existen grandes cantidades de
consumo de arroz en Japon, es asi que es importante conocer las formas de
arsenico gque estan presentes en el arroz. A travées del estudio interlaboratorio de
las muestras de arroz integral de composicion conocida, se probé la precision del

meétodo y la aptitud de eliminar interferencias poliatbmicas por el equipo a traves
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de la celda universal.Es importante hacer una seleccion correcta del gas de
reaccion/colision de la celda, por ejemplo el uso del gas helio podria disminuir la
sensibilidad del método, por tanto se resolvié utilizar otro gas opcional como es el
metano. Por tanto, el sistema HPLC-ICP-MS con la correcta eleccion de
condiciones instrumentales tiene la capacidad de separar y cuantificar de manera
muy sensible todas las especies de arsénico a nivel de trazascon precision y

exactitud.

3.4.6. ANALISIS DE ESPECIACION DE ARSENICO EN JUGO DE

MANZANA MEDIANTE HPLC-ICP-MS

El arsénico puede infiltrarse naturalmente en las manzanas a traves del
medio ambiente o antropolégicamente por el uso de pesticidas. Por ello en el
2013, la USFDA propuso un nivel de accion de 10 pg/L de arsénico inorganico en
el jugo de manzana. Esto implica realizar analisis de especiacién, para conocer

las especies de arsénico, que podrian afectar el bienestar sobre todo de los nifios.

En este estudio se utiliz6 siete muestras de jugo de manzana comercial y
fueron filtradas a través de un poro de 0,45 um. Las mediciones se realizaron
mediante calibracion externa con estandares entre 0,1- 15 ug/L, para las especies
de As (lll), As (V), MMA y DMA. Todos los estandares fueron preparados con los
componentes de la fase movil. Las condiciones instrumentales del HPLC y del

ICP-MS se muestran en la Tabla 11(Ernstberger&Neubauer, 2012).
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Resultados vy discusiéon de resultados

Se examino el efecto matriz del jugo de manzana sin dilucién, al comparar
los cromatogramas del jugo de manzana enriquecido con 2 pg/L de todas las
especies de arsénico y un estandar de 2 pg/L preparado con los componentes de
la fase movil, como se muestran en la Figura 8. Estos cromatogramas indicaron
que casi no existe efecto matriz, solo hubo una leve variacion del tiempo de
retencion del As (lll).Para probar la estabilidad del método a corto plazo se realiz6
inyecciones consecutivas de una de las muestras de jugo de manzana durante 30
minutos y para el largo plazo se hizo inyecciones de estandares de 2ug/L y 10
Mg/L cada 30 minutos durante ocho horas, con porcentajes de RSD menores al
6%, lo que demuestra la gran estabilidad del equipo.

Mediante el método de calibracion externa, se realizé el analisis de
especiacion de arsénico en las siete muestras de jugo de manzana, cuyos
resultados se muestran en la Tabla 12. Estos resultados indicaron que todas las
muestras tienen niveles mayores de arsénico inorganico que de arsénico

organico, pero valores muy por debajo del nivel de accién de 10 ug/L.

Por el momento no existe materiales de referencia certificados de las
especies de arsénico en jugo de manzana, para medir la exactitud de este
método, por lo que se enriquecié cada muestra con estandares a dos niveles de
concentracion: 2 ug/L (nivel bajo) y 10 pg/L (nivel de accién). Las recuperaciones
estuvieron dentro del £10%, por lo que se comprueba la exactitud de éste método.

Mediante el acoplamiento de un HPLC en fase reversa a un ICP-MS, se
logro realizar el andlisis de especiacion de las formas de arsénico en muestras de

jugo de manzana en un tiempo corto de solo 3 minutos por corrida, encontrandose
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ambas especies de arsénico inorganico (As Ill y As V) y una forma de arsénico
organico (DMA) y en algunas muestras (MMA); con muy buena exactitud,
estabilidad del métodoy de las especies con una sencilla preparacion de muestra.
Al comprobarse que practicamente no existio efecto matriz en las muestras de
jugo de manzana comercial, las muestras de jugo de manzana pudieron ser

analizadas sin dilucion.

3.4.7. ANALISIS DE ESPECIACION DE CROMO EN AGUA MEDIANTE

HPLC-ICP-MS

En este trabajo se estudidé diferentes parametros para el analisis de
especiacion del cromo, puesto que el cromo existe en la naturaleza
principalmente en dos formas, como cromo trivalente (Cr*3) en forma catiénica,
siendo un nutriente esencial y como cromo hexavalente (Cr*6) en forma aniénica
como cromato (CrO2s) o dicromato (Cr20?%7), siendo toxico. Un parametro
importante es la preservacion de la muestra, puesto que puede haber una
interconversion de la especie de mayor estado de oxidacion a la especie de
menor oxidacién. Ademdas, se propone condiciones cromatograficas para
distinguir efectivamente entre Cr*3 y Cr*® en muestras de agua. Las condiciones
instrumentales del ICP-MS se muestran en la Tabla 13(Neubauer, Reuter

&Perrone, 2003).

Resultados

La separacién se llevd a cabo en condiciones isocraticas con una columna

en fase reversa (Cs) de par i6nico, usando como reactivo el hidroxido de tetra-



63

butil-amonio (TBAH) y la deteccién en un ICP-MS con celda de reaccion dinamica
(DRC). La fase movil se realiz6 combinando TBAH, sal de EDTA y metanol y los
estandares se realizaron a partir de soluciones madre 1000 mg/L de Cr*3 como Cr
(NO3)3*9H20 y Cr*® como (NH4)2Cr207.

El Cr*3 formé un complejo con EDTA y fue mayormente retenido en la
columna. El Cr*® en solucién ocurre como anién dicromato. La carga neta negativa
del complejo Cr*3-EDTA y la carga negativa del dicromato interactGian con la carga
positiva del TBAH. Luego los hidrocarbonos del grupo tetrabutil interactdan con la
fase estacionaria Cs. El objetivo de agregar metanol fue asistir la elucion de estas

especies en la columna.

Se comparé el efecto de acondicionar una columna nueva Cs en la
separacion de las especies de cromo. La columna se tratd con metanol al 100%
durante 90 min, y se evidencié que la columna sin tratamiento no permite una
buena separacion de los picos de las especies a diferencia de la columna
acondicionada. Un pico desconocido eluyé al inicio del cromatograma,
manifestandose Unicamente cuando se utilizaba viales de polipropileno. Se realizé
la misma comparacion en el condicionamiento de una columna Cis, esta columna
no fue adecuada para esta separacion, debido a que no hubo una buena

resolucioén de los picos.

Para conocer el efecto del material de los viales sobre la preservacion de
las especies, se realizd inyecciones consecutivas de un estandar con ambas
especies (10 upg/L) en viales de polipropileno. Como se ve en la Figura 9, a

medida que el tiempo avanz6 el pico de Cr*¢ disminuyé mientras el pico de
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Crt3aumento, esto significa que existié una interconversiéon de Cr*¢ a Cr*3, pero no
viceversa.

El mismo procedimiento de inyecciones consecutivas de una mezcla
estandar de las especies se realiz6 con viales de vidrio en reemplazo de los viales
de polipropileno, donde se observé que la intensidad de los picos se mantiene
constante, sugiriendo que no existe interconversion de especies a diferencia que
Si se usara viales de polipropileno.

Una importante interferencia poliatobmica en la determinacion de cromo es
40Ar12C*, debido a que solapa a la sefial del is6topo mas abundante del cromo
(52Cr*) a la misma m/z=52. El uso de metanol al 2% en la fase movil amplifica
esta interferencia. Para eliminar esta interferencia se us6 el modo de celda de
reaccion dinamica (DRC) con NHs como gas de reaccion. En la celda de reaccion
el amoniaco reacciono con ésta interferencia eliminandola. Esto se ve en la Figura
10, donde se obtuvo dos cromatogramas con 1 pg/L Cr*3y 1 ug/L Cr*®, uno sin
gas de reaccion en modo estandar y el otro con amoniaco como gas de reaccion
en el modo DRC. El cromatograma en modo estandar present6 un elevado ruido
de fondo y una baja relacion sefial/ruido (S/N), ademas un pico desconocido se
observa al inicio del cromatograma. A diferencia del cromatograma, donde se
utilizé la celda de reaccion dinamica, la linea base presenté menor ruido de fondo
y la relacién S/N fue alta.

Para determinar el limite de deteccién del cromo en modo DRC, se hicieron
inyecciones sucesivas de 50 pL de diferentes concentraciones de cromo en la

fase movil. En la Figura 11, se muestra los cromatogramas de 25, 50 y 100 ng/L
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de especies de cromo. La concentracion de 50 ng/L tuvo una relacion S/N de 3,

por lo que el limite de deteccion para cada especie fue de 50 ng/L.

Para determinar el limite de cuantificacion de cada especie, se realiz6 una
calibracion externa, inyectando 50 pL de 0.1, 0.5, 1.5, y 10 pg/L de cada especie
de cromo en la fase movil. La regresion lineal de cada especie fue de 0.999, por lo
que se demuestra la linealidad y reproducibilidad de la técnica. Luego una
muestra de agua de grifo fue analizada, dicho cromatograma no presentd ningun
pico, indicando un nivel extremadamente bajo de cromo, por lo que la muestra de
agua de grifo debié ser enriquecida con 0,5 pg/L de cada especie, en la Figura 12
se muestra el cromatograma del agua enriquecida y del estandar de calibracion
de 0,5 pg/L, los resultados dieron para Cr*3= 0.62 ug/L y para Cr*®= 0,36 ug/L.
Andlisis subsecuentes dieron los mismos resultados; aunque, el Cr*¢ se convirtié
en Cr*3 después de la adicion del estandar en la muestra. Para lograr minimizar
esta conversién se probd con la dilucion de la muestra en 5 veces con la fase
movil antes del enriquecimiento con las especies de cromo. En la Figura 13, se
puede ver el cromatograma de la muestra enriquecida y diluida y el estandar de
calibracién de 0,5 pg/L. La conversion de Cr*® a Cr*3 en la muestra enriguecida se
vio minimizada, los picos coinciden mas cerca con los de la calibracién estandar.
Los resultados de las muestras enriquecidas dieron Cr*3= 0.57 pg/L y Cr*6= 0,47

Mg/L, confirmando que la conversion se ha minimizado.
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Discusion de resultados

El sistema de especiacion HPLC-ICP-MS, demostré linealidad vy
reproducibilidad, para el andlisis de las especies de cromo. No obstante, la
interconversion de especies del cromo es un problema latente, ya que los
resultados sugieren que algun compuesto desconocido presente en las muestras
de agua ayuda a catalizar la conversion del cromo. Se logré obtener una menor
interconversion de especies gracias a la dilucién de la muestra, debido a que la

especie que cataliza este cambio también se diluye.

Este sistema de especiacion al incorporar una celda dindmica de reaccién
(DRC), fue posible eliminar cualquier interferencia de ArC*, aumentando la
sensibilidad en la cuantificaciéon. Ademas, en el modo DRC, desaparecio el pico
no identificado, por lo que se deduce que posiblemente se trataba de una

interferencia compuesta de carbono.

3.4.8. DETERMINACION SIMULTANEA DE LAS ESPECIES DE

ARSENICO Y CROMO (VI) POR HPLC-ICP-MS

En este estudio se realizé la determinacion simultanea de As (1), As (V),
acido mono-metil arsénico (MMA), acido di-metil arsinico (DMA) y Cr (VI), en
aguas superficiales de las provincias de Castellon y Valencia (Espafia), mediante
el acoplamiento de HPLC de intercambio aniénico a un espectrometro de masas
con plasma acoplado inductivamente. Se tomaron seis muestras de agua
superficial, fueron filtradas a través de una membrana de 0,45 upm, luego se
inyectaron al cromatografo a través de un lazo de 100 pL. La separacion se

realizd mediante gradiente de la fase movil NH4HCO3 a un pH de 8,0 a 1 mL/min,
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la cuantificacion se realizd por calibracion externa. La columna fue conectada
mediante una linea de transferencia de 35 cm de poliéter éter cetona (PEEK)
(0,28 mm, D.l) al nebulizador del ICP (Roing, Martinez, Lopez & Hernandez,

2001).

Resultados

Con la correcta optimizacién de las condiciones cromatogréaficas y del ICP-
MS, se logré la separacion de las cinco especies en aproximadamente 9 minutos,
usando un gradiente de elucién, como se muestra en la Figura 14.

Se estudid la linealidad del método con estandares de 0,05-1000 pg/L para
las especies de arsénico y 20-1000 ug/L para Cr (VI), cuyos resultados indicaron
una excelente linealidad (r=0,999). Los limites de deteccién fueron de 0,02-0,05
ug As/L y 5,5 ug Cr/L. La repetitividad para las especies de arsénico fue de 2- 3%
y mayor al 8% para la especie Cr (VI) debido al elevado ruido de fondo para estas

especies.

Discusion de resultados

La cromatografia liquida de intercambio anidnico acoplado a un ICP-MS fue
una forma répida para la determinacion simultanea de las especies de arsénico y
cromo; As (Ill), As (V), DMA, MMA, y Cr (VI) en agua. Entre las dos formas
existentes de cromo, se escogi0 analizar uUnicamente al Cr (VI) porque es
conocido por su toxicidad mientras que el cromo (lll) es inocuo.

Mediante la fase moévil de carbonato se alcanzoé la separacion de todas las

especies, donde los limites de deteccion para las especies de arsénico fueron
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menores a 0,05 pg/L; mientras que para el Cr (VI) fue mayor a 5 pg/L, el limite de
deteccion elevado del cromo hexavalente pudoser debido a la interferencia
poliatébmica asociada al analisis en el ICP-MS (ArC* a m/z 52 y 53) lo cual provoca
un aumento el ruido en la linea base del elemento.

A pesar de los esfuerzos para el establecimiento de condiciones 6ptimas
en la deteccion de especies de manera simultanea, es evidente la necesidad de
profundizar investigaciones al respecto, desarrollar material de referencia
adecuado y encontrar las condiciones metodolégicas que permitan un analisis

eficiente.
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CAPITULO 4.CONCLUSIONES

La especiacion elemental es util cuando se desea conocer que especies
contribuyen a la toxicidad de un elemento en particular, debido a que la
concentracion total de un elemento no brinda la informacién necesaria para
esta tarea.

Las formas quimicas de un elemento en particular varian de una matriz a
otra, elevadas concentraciones de arsénico en mariscos es poco 0 nada
dafino porque las principales especies presentes no son téxicas como
arsenobetaina, arsenocolina y arsenoazucares. Mientras que si la matriz es
arroz, aumenta la probabilidad de encontrar especies de arsénico toxicas.
Las especies de un elemento pueden presentar diferentes caracteristicas
respecto a: biodisponibilidad, bioacumulacion, biomagnificacion, movilidad,
persistencia, toxicidad, valor nutricional, volatilidad y reactividad.

El andlisis de especiacion es posible en una gran variedad de matrices,
como: tejidos bioldgicos, aguas, orina, arroz, jugo de manzana, entre otros,
siendo la toxicologia el area de mayor aplicacién para conocer de manera
confiable los niveles de concentracibn de especies peligrosas o
contaminantes, especialmente en el medio ambiente y alimentos, que
podrian llegar a afectar al ser humano.

El andlisis de especiacion obtenido al acoplar una técnica cromatografica
(liquida o gaseosa) con un ICP-MS, brinda resultados con una excelente
sensibilidad, precision, exactitud, selectividad, robustez y bajos limites de

deteccion (ng/L).
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El ICP-MS se puede considerar entre los mejores detectores
cromatograficos en el analisis de especiacion, principalmente por su
sencilla forma de acoplamiento.

La cromatografia de gases es la técnica de separacion de eleccion para
acoplar con el ICP-MS, porque permite el 100% de introduccion de

muestra.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que laboratorios especializados en el analisis elemental de
trazas, analizar la viabilidad del acoplamiento de espectrometria de masas
con plasma acoplado inductivamente (LC-ICP-MS/GC-ICP-MS), como una
herramienta potente en el andlisis de especiacion para una gran variedad
de matrices, la cual brinda informacion mas detallada de un elemento, a
través de cromatogramas simples.

Las técnicas tradicionales de espectroscopia atdmica por si solas brindan
Gnicamente informacién del elemento total, por lo que se recomienda el
empleo de los sistemas de especiacién con ICP-MS sobre todo porque es
el Unico modo para analizar ciertas especies de manera confiable.

Para implementar esta metodologia en un laboratorio se recomienda que
se tenga en cuenta si el nUmero de muestras a analizar compensa el
elevado costo de instrumentacion y mantenimiento, capacitacion de los

analistas, complejidad del sistema y de los métodos analiticos.



72

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agilenttechnologies. Collision/ReactionCell in ICP-MS [en linea]
.USA:2010.Disponible en:
https://www.agilent.com/cs/library/articlereprints/public/5990 5955EN%20HR.pdf
[fecha de consulta: 29 de mayo del 2016].

Baralkiewiez, D., Pikosz, B., Belter, M.yMarcinkowska, M. Speciation analysis of
chromium in drinking water samples by ion-pair reversed-phase HPLC—ICP-MS:
validation of the analytical method and evaluation of the uncertainty budget.
Accreditation and QualityAssurance, 18:391, 2013.

Boteco, M. Nadie responde por los intoxicados con arsénico en Tumbaco. El
Universo. [en lineal]. Ecuador: 2007. Disponible en:
http://www.eluniverso.com/2007/11/25/0001/12/B718E2BD179E4F7583F675D06
C1AC782.html [fecha de consulta: 10 de enero del 2017].

Bravo, L., Ruiz, J., Fidalgo, J. y Sanz, A. Mercury speciation analysis in sea water by
solid phase microextraction—gas chromatography—inductively coupled plasma
mass spectrometry using ethyl and propyl derivatization. Matrixeffectsevaluation.
Spectrochimica Acta Part B, 59:59-66, 2004.

Bravo, L., Vicente, B., Costa, J., Pereiro, R. y Sanz, A. Talanta, 55:1071-1078, 2001

Castelo, M. Determinacion de Arsénico en agua de consumo del cantdn
Rumifiahui por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica. Tesis (Licenciatura
en Ciencias Quimicas). Quito, Ecuador, Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador, 2015, 54 p.

Cueto, S. Desarrollo de metodologias de cuantificacion de compuestos
organicos basados en dilucion isotépica en linea de carbono-13 vy
espectrometria de masas. Tesis (Doctorado en Andlisis Quimico, Bioquimico y
Estructural Avanzado). Oviedo, Espafia, Universidad de Oviedo, 2013, 8 p.

Das, A., Guardia, M y Cervera, ML. Literature survey of online elemental
speciation in aqueous solutions. Talanta, 55(1):1-28, 2001.

Duarte, F. Determinacdo de espécies de arsénio por LC-ICP-MS [en linea]. Tesis
(Master en Quimica) Universidad Federal de Santa Maria,Brasil,2006. Disponible
en:http://livros01.livrosgratis.com.br/cp026082.pdf. [Fecha de consulta: 30 de
diciembre del 2016].

Durazo, A.The Environmental Applications of GC-ICP-MS. Department of
Chemical and EnvironmentalEngineering.TheUniversity of Arizona, USA, 2015.


https://www.agilent.com/cs/library/articlereprints/public/5990_5955EN%20HR.pdf
https://www.google.com.ec/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjT3q-i3abNAhXGKyYKHUuhBnMQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Flink.springer.com%2Fjournal%2F769&usg=AFQjCNENzybHK2oTOhaOgwDjyqSdrBwYjg&sig2=iWGpyd_kDIThag3QTuNiEQ

73

Disponible en: http://www.cosmoscience.org/blog/wp-content/uploads/2015/08/3-
Durazo.pdf .[Fecha de consulta: 30 de diciembre del 2016].

Ernstberger, H. y Neubauer, K. Accurate and Rapid Determination of Arsenic
Speciation in Apple Juice.PerkinElmer, Inc [en linea]. USA, 2012.Disponible en:
https://www.perkinelmer.com/lab-solutions/resources/docs/APP_Altus-HPLC-
NexION-350-As-Speciation-In-Apple-Juice-012244 01.pdf.

FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la
Agricultura). Programa conjunto FAO/OMS sobre normas alimentarias Comision
del Codex Alimentarius [en linea], 2015. [Fecha de consulta: 18 de abril del 2016].
Disponible en: http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/sh-
proxy/fr/?Ink=1&url=https%253A%252F%252Fworkspace.fao.org%252Fsites%25
2Fcodex%252FMeetings%252FCX-735-10%252FWD%252Fcf10_15s.pdf.

Garcia, J. Estudio de productos de fision y actinidos en combustibles nucleares
irradiados mediante la técnica LA-ICP-MS (Ablacién por laser-
espectrometria de masas con fuente ICP). Universidad Complutense de
Madrid, 69-83, 2000.

Gomis, V. Tema 4. Cromatografia de liquidos de alta resolucién [en linea] ,2008.
Disponible en: http://rua.ua.es/dspace/handle/10045/8248, 3-9. [fecha de consulta:
13 de diciembre del 2016].

Gonzélez, R. Evaluacion de un prototipo de linea de transferencia para el
acoplamiento CG-ICP-MS con nebulizacion liquida simultanea [en linea].Tesis
(Master en Ciencias Analiticas y Bio Andlisis) .Departamento de QuimicaFisica y
Analitica Universidad de Oviedo,Espafa,2012. Disponible en:
http://dspace.sheol.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/4307/6/TFM_Ram%C3%B3
N%20Gonz%C3%A1lez%20M%C3%A9ndez.pdf. [Fecha de consulta: 17 de
diciembre del 2016].

Gray, P., Mindak, W. y Cheng. Elemental Analysis Manual for Food and Related
Products.Food and DrugAdministration, 1.1: 18, 2015.

Green Facts. Consejo Cientifico sobre el Mercurio [en linea].2002. Disponible en:
http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-greenfacts.pdf [fecha de consulta:
13 de junio del 2016].

Hata, A., Endo, Y., Nakajima, Y., Ikebe, M., Ogawa, M., Fujitani, N. y Endo, G. HPLC-
ICP-MS Speciation Analysis of Arsenic in Urine of Japanese Subjects without
Occupational Exposure. Journal of Occupational Health, 49:217-223, 2007.

ICP-MS Introduction [en linea]. Manchester: The University of Manchester.School of
Earth and Environmental Sciences, 2016.Disponible en:
http://www.seaes.manchester.ac.uk/ourresearch/facilities/geochemistry/equipment
andfacilities/icp-ms/instrumentdescriptionandtheory/ [fecha de consulta: 1 mayo de
2016]


http://www.cosmoscience.org/blog/wp-content/uploads/2015/08/3-Durazo.pdf
http://www.cosmoscience.org/blog/wp-content/uploads/2015/08/3-Durazo.pdf
https://www.perkinelmer.com/lab-solutions/resources/docs/APP_Altus-HPLC-NexION-350-As-Speciation-In-Apple-Juice-012244_01.pdf
https://www.perkinelmer.com/lab-solutions/resources/docs/APP_Altus-HPLC-NexION-350-As-Speciation-In-Apple-Juice-012244_01.pdf
http://rua.ua.es/dspace/handle/10045/8248
http://dspace.sheol.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/4307/6/TFM_Ram%C3%B3n%20Gonz%C3%A1lez%20M%C3%A9ndez.pdf
http://dspace.sheol.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/4307/6/TFM_Ram%C3%B3n%20Gonz%C3%A1lez%20M%C3%A9ndez.pdf
http://www.greenfacts.org/es/mercurio/mercurio-greenfacts.pdf

74

Jablonska, M. Antimony, Arsenic and Chromium Speciation Studies in BiataPrzemsza
River (Upper Silesia, Poland) Water by HPLC-ICP-MS. International Journal of
Environmental Research and Public Health, 12:4740, 2015.

Li, Y., Chen, C., Li, B., Wang, Q., Wang, J., Gao, Y., Zhao y Chai, Z. Simultaneous
speciation of selenium and mercury in human urine samples. Journal of
Analytical Atomic Spectrometry, 22, 925, 2007.

Linge, K vy Jarvis,K. Quadrupole ICP-MS: Introduction to Instrumentation,
Measurement Techniques and Analytical Capabilities. Geostandards and
Geoanalytical Research, 33:445-510, 2009.DOI: 10.1111/.1751-
908X.2009.00039.x.

Lobinski, R. y Szpunar, J. RSC Chromatography Monographs: Hyphenated
Techniques in Speciation Analysis. Cambridge, GB: Royal Society of Chemistry,
385:12-13, 2007.

Ma M and Le XC.Efect of arsenosugar ingestion on urinary arsenic
speciation.ClimChem, 44: 539-550, 1998.

McSheehy, S. y Sperling, M. Atomic perspectives: Hyphenated ICP-MS techniques
for speciation analysis. Spectroscopy, 24(3): 14-16, 2009.

Meyer, V. Practical High Performance LiquidChromatography [en linea] 5ta. Ed.
Wiley, 2010.Disponible en:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9780470688427.ch24/summary  [fecha
de consulta: 1 mayo de 2016].

Michalski, R., Jabtonska, M., Szopa, S. y Lyko, A. Application of lon Chromatography
with ICP-MS or MS Detection to the Determination of Selected Halides and
Metal/Metalloids Species.Critical Reviews in Analytical Chemistry, 41(2):133-
150, 2011.

Mothes, S. y Mattusch, J. Practical Gas Chromatography-Helmholtz Centre for
Environmental Research. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 15:351-370, 2014.

Neubauer, K., Reuter, W. y Perrone, P. Chromium Speciation in Water by
HPLC/ICP-MS.

Pallavi, P., Shilpa, K. Review of Hyphenated Tecniques. International Journal of
Chemical.India, 1(3) 157-158, 2013.ISSN: 2321-4902

PerkinElmerLife and AnalyticalSciences [en linea]. USA: 2003. Disponible en:
http://www.perkinelmer.cl/donwload/APP_ChromiumSpectninWater.pdf [fecha de
consulta: 9 de junio del 2016].

Nevado, J., Rodriguez, R., Krupp, E., Guzman, F., Rodriguez, N., Jiménez, M.,
Wallace, D., Patifio, M. Comparison of gas chromatographic hyphenated


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9780470688427.ch24/summary
http://www.perkinelmer.cl/donwload/APP_ChromiumSpectnInWater.pdf

75

techniques for mercury speciation analysis.Journal of Chromatography A, 1218
(28): 4545-4551, 2011.

Nic, M. y Jirat, B. Compendium of Chemical Terminology. The Gold Book [en
linea], 2, 2006. [Fecha de consulta: 18 de abril del 2016]. Disponible en:
http://goldbook.iupac.org. ISBN 0-9678550-9-8.

Potter,D. A commercial perspective on the growth and development of the quadrupole
ICP-MS market.Journal of AnalyticalAtomicSpectrometry, 23: 690-693, 2008.

PNUMA (Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente). Evaluacion
Mundial para el Mercurio [en linea], 2005. [Fecha de consulta: 18 de abril del
2016]. Disponible en:
http://www.unep.org/chemicalsandwaste/Portals/9/Mercury/Documents/Publication
s/final-assessment-report-Nov05-Spanish.pdf.

Quijano, M. Desarrollo de métodos analiticos para la determinacion de selenio y
sus especies en muestras de alimentos, aguas, fluidos bioldgicos por ICP-
MS. Tesis (Doctorado en Quimica Analitica). Madrid, Espafia, Universidad
Complutense de Madrid, 2009, 29-45 p.

Qvarnstrom, J. y Frech, W. Mercury species transformations during sample pre-
treatment of biological tissues studied by HPLC-ICP-MS. Journal of Analytical
Atomic Spectrometry,17: 1486-1491, 2002.

Radbound University.ICP-MS. [en linea].Holanda: 2016. Recuperado, de:
http://www.ru.nl/science/gif/facilities/elemental-analysis/icp-ms/ [fecha de consulta:
20 de mayo del 2016].

Ramos, P. Mercurio y Pescado. RevistaEcologista, 39, 2004.

Ramyalakshmi, G., Venkatesh, P., Hepcy, D., Ravindra, K., Archana, E., Manjuvani,
S. A Review on Inductively Coupled Plasma Mass Spectrocopy.International
Journal of Drug Development and Research, 4(4):69-79, 2012.

Roing, A., Martinez, Y., Lopez, F. y Hernandez, F. Simultaneous determination of
arsenic species and chromium (VI) by high-performance liquid chromatography-
inductively coupled plasma-mass spectrometry. Journal of Chromatography A,
912:319-327, 2001.

Royal Society of Chemistry. Chromium uses and properties. [en linea]. USA: 2016.
Recuperado, de: http://www.rsc.org/periodic-table/element/24/chromium|[fecha de
consulta: 07 de enero del 2017].

Sayago, A., Camean, A; Repetto, M y Asuero, A. Importancia de la especiacion de
elementos en toxicologia alimentaria. Toxicologia Alimentaria [en linea].Madrid,
Diaz de Santos, 2012. Disponible en :
https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&Ipg=PA329&d


http://goldbook.iupac.org/
http://www.ru.nl/science/gi/facilities/elemental-analysis/icp-ms/
http://www.rsc.org/periodic-table/element/24/chromium
https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&lpg=PA329&dq=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&sig=o4kQ7k3HEscK7LA8oAQOOsfbNiY&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=onepage&q=elementos%20de%20interes%20analisis%20de%20especiacion&f=false

76

g=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&
sig=04kQ7k3HEscK7LA80AQOOsfbNiY&hl=pt-
BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=0nep
age&q=elementos%20de%20interes%?20analisis%20de%20especiacion&f=false
[fecha de consulta: 4 de diciembre del 2016].

Séby, F., Gagean, M., Garraund, H. y Castetbon, A. Development of analytical
procedures for determination of total chromium by quadrupole ICP-MS and high-
resolution ICP-MS, and hexavalent chromium by HPLC-ICP-MS, in different
materials used in the automotive industry. Journal of Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 377:685-686, 2003.

Selin, N.Global biogeochemical cycling of mercury: a review.Annual Review of
Environment and Resources, 34: 43-63, 2009.

Skoog, D., Holler, J. y Nieman, T. Principios de Analisis Instrumental.
Sextaedicion.USA: Thomson Higher Education, 2007.269-285 p.

Snyder, L., Kirkland, J. y Dolan, W. Introduction to modern Liquid
Chromatography. Tercera edicion, Wiley, 2011. Disponible en:
https://books.google.com.ec/books?hl=es&Ir=&id=taurNJuOu2AC&oi=fnd&pg=PT1
1&dg=liquid+chromatography&ots=yaGlunY-
yw&sig=m6MW prCrt9HDgUMIyAugnugligM#v=onepage&qg=Iliquid%20chromatogra
phy&f=false [fecha de consulta: 30 de mayo de 2016].

Sperling, M. Handbook of Hyphenated ICP-MS Aplications[en linea]. Segunda
edicion, USA, Agilenttechnologies, 2015. Disponible en:
https://www.agilent.com/cs/library/applications/59909473EN_icpomsSpeciationHB_|
r.pdf [fecha de consulta: 23 de abril del 2016].

Souza, S., Rodrigues, J., De Oliveira, V. y Barbosa, F. A fast sample preparation
procedure for mercury speciation in hair samples by high-performance liquid
chromatography coupled to ICP-MS. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry, 25: 79-83, 2010.

Taylor, H. Inductively Coupled Plasm-Mass Spectrometry. Practices and
Techniques [en linea]. USA: Academic Press, 2001.ISBN 0-12-683865-8.

Thermo Elemental. AAS, GFAAS, ICP or ICP-MS? Which Technique should | use?
Anelementaryoverview of elemental analysis [en linea] USA: 2011. Recuperado
de:
https://www.researchgate.net/file.PostFileLoader.html?id=536d29c3d3df3e447c8b
45a28&assetKey=AS%3A273531932217348%401442226502426 ICP-MS
comparedwithothertechniques [fecha de consulta: 12 de junio del 2016].

Thomas, R. Practical guide to ICP-MS [en linea]. New York: Marcel Dekker, Inc,
2004. Disponible en: http://algol.fis.uc.pt/jap/ICP-MS-Primer-Thomas.pdf [fecha de
consulta: 31 de mayo del 2016].


https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&lpg=PA329&dq=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&sig=o4kQ7k3HEscK7LA8oAQOOsfbNiY&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=onepage&q=elementos%20de%20interes%20analisis%20de%20especiacion&f=false
https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&lpg=PA329&dq=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&sig=o4kQ7k3HEscK7LA8oAQOOsfbNiY&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=onepage&q=elementos%20de%20interes%20analisis%20de%20especiacion&f=false
https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&lpg=PA329&dq=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&sig=o4kQ7k3HEscK7LA8oAQOOsfbNiY&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=onepage&q=elementos%20de%20interes%20analisis%20de%20especiacion&f=false
https://books.google.com.ec/books?id=AxPrCrzZ6ywC&pg=PA329&lpg=PA329&dq=elementos+de+interes+analisis+de+especiacion&source=bl&ots=uR4TztpD4Y&sig=o4kQ7k3HEscK7LA8oAQOOsfbNiY&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwiJivax9bXSAhWGQSYKHU49AgoQ6AEIOTAE#v=onepage&q=elementos%20de%20interes%20analisis%20de%20especiacion&f=false
https://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lloyd+R.+Snyder%22
https://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Joseph+J.+Kirkland%22
https://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22John+W.+Dolan%22
https://books.google.com.ec/books?hl=es&lr=&id=taurNJu0u2AC&oi=fnd&pg=PT11&dq=liquid+chromatography&ots=yaGIUnY-yw&sig=m6MWprCrt9HDgUMlyAugnugligM#v=onepage&q=liquid%20chromatography&f=false
https://books.google.com.ec/books?hl=es&lr=&id=taurNJu0u2AC&oi=fnd&pg=PT11&dq=liquid+chromatography&ots=yaGIUnY-yw&sig=m6MWprCrt9HDgUMlyAugnugligM#v=onepage&q=liquid%20chromatography&f=false
https://books.google.com.ec/books?hl=es&lr=&id=taurNJu0u2AC&oi=fnd&pg=PT11&dq=liquid+chromatography&ots=yaGIUnY-yw&sig=m6MWprCrt9HDgUMlyAugnugligM#v=onepage&q=liquid%20chromatography&f=false
https://books.google.com.ec/books?hl=es&lr=&id=taurNJu0u2AC&oi=fnd&pg=PT11&dq=liquid+chromatography&ots=yaGIUnY-yw&sig=m6MWprCrt9HDgUMlyAugnugligM#v=onepage&q=liquid%20chromatography&f=false
https://www.agilent.com/cs/library/applications/59909473EN_icpmsSpeciationHB_lr.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/applications/59909473EN_icpmsSpeciationHB_lr.pdf
https://es.wikipedia.org/wiki/ISBN
https://es.wikipedia.org/wiki/Especial:FuentesDeLibros/0-12-683865-8
http://algol.fis.uc.pt/jap/ICP-MS-Primer-Thomas.pdf

77

Tokumoto, M., Kutsukake, N., Yamanishi, E., Katsuta, D., Anan, Y. y Ogra, Y.
Arsenic (+3 oxidation state) methyltransferase is a specific. Journal of
Toxicology Reports, 1:589-590, 2014.

Tsuji, JS., Van Kerkhove, MD, Kaetzel, RS, Scrafford, CG., Mink, PJ., Barraj, LM.,
Crecelius, EA. y Goodman, M. Evaluation of exposure to arsenic in residential
soil. EnvironHealthPerspect, 113: 1735-1740, 2005.

Waters. ACQUITY UPLC. [en linea] USA: 2017. Recuperado de:
http://www.waters.com/waters/es_ES/ACQUITYUPLC/nav.htm?cid=10131966&loc
ale=es_ESJ[fecha de consulta: 04 de julio del 2017].

Weemaels, N. Estudio Sobre la Sociedad Civil del Ecuador. Comité Pro Agua sin
Arsénicolen linea], 2006. Disponible en:
http://www.iepala.es/IMG/pdf/6_ COMITE _PRO_AGUA_ SIN_ARSENICO.pdf[fecha
de consulta: 10 de enero del 2017].

Weinberg,J. Introduccion a la Contaminacidon por Mercurio para las ONG.
International POPseliminationnetwork, 1: 9-32, 2010. Disponible en:
http://ipen.org/sites/default/files/documents/ipen_mercury booklet-es.pdf [fecha de
consulta: 10 de diciembre de 2016]



http://www.iepala.es/IMG/pdf/6_COMITE_PRO_AGUA_SIN_ARSENICO.pdf
http://ipen.org/sites/default/files/documents/ipen_mercury_booklet-es.pdf

FIGURAS

- -

Ouadrupole

lon guide

Skimmer cone

Sample cone

Torch

ra
ﬁam’ber Nebulizer Pump Sample

Figura 1. Esquema general de un Espectrémetro de Masas
con Plasma Acoplado Inductivamente
(RadboundUniversity, 2016).

MO+ < M+ MX *== MX = MXn <= M(H,0)"X-

Oxides € lons ¢ Atoms & Gas ¢ Solid ¢ Liquid
90

SN NN E NN NN ENEEEEEE Sample

v aerosol

Recombination & lonisation ¢  Atomisation ¢  Vaporisation

Figura 2. Proceso de ionizacion dentro de la antorcha del ICP-
MS (RadboundUniversity, 2016).

78



8800 ICP-QQQ Caracteristicas principales

Lentes duales conicas y la

, Primer cuadrupolo Q1: Cuadrupolo N
. . :g::fng: %1;2632222;05 hiperbdlico de Alta frecuencia- Celda dg’reacclosn de 3°
High matrix i iR Selecciona los iones que entranenfa  9eneracion (ORS?) con 4
introduction g celda lineas de gases
i
technology \
&
Sistema de : \
introduccion Detector
de muestras ‘ ll multiplicador
de bajo flujo (\\g‘ i de electrones
/ A L { (EM) de 9
TS ordenes de
linealidad
Camara d
nebulizacion
refrigerada Segundo cuadrupolo

por Peltier Q2: Cuadupolo

hiperbdlico de alta

4 / ectiencia-Selecciona
| los iones que entran al

1 / » detector.
Generador RF de 27 \ = \
MHz répido y de ' .
frecuencia variable  Fuente deonizicioau0 Interfaz tolerante a matriz Sistema de vacio
plasma, robi 50 y de alta de Alta-transmision eficiente por turbo
temperatura doble

Figura 3. Esquema del espectrometro de masas con plasma
acoplado inductivamente de triple cuadrupolo (Agilent
ICP-QQQ) (Agilent Technologies, 2017).

79



nebulizer &

spray
chamber

ICF torch

7]

[ll]

U

CHpole mass filker

=

tro

4 ] molecular
i pump
rotary pump

Argas

liguid chromatograph

Sample line connector black
(Standard [CP-MS part}

Connect to column

-

Tough connector

0100-1516 Connector

Gi1820-80349

PFA tube
0.3 mm id)
GIE20-65478

Connect to nebulizer

Connector

Ferruld
G1820-20186

G1820-80349

Figura 4. Esquemadel sistema de especiacion LC-ICP-MS (Meyer, 2010).

EE_ ICPMS
e h ~— e —,
He carrier gas + Injection Heated transfar line ICP - torch B Gk :I:I?r::r
Stainless steel Ry "
capillary Arous |
L Vomeaa —/—1
e { : B =A
T-pince
Capillary Reaction call
column
Figura 5. Esquemadel sistema de especiacion GC-ICP-MS

(Mothes&Mattusch, 2014).



400

300 - Et;Hg

200 o EtMeHg

Signal

100 o

o 1 2 3 4
Time (min)

L]

80

b EtzHEg
50

40 -
EtMeHg
30 -

Signal

20 o
10 4

o . : NP,

Time {min)

1200000

H
1000000 - Et:Hg
EtMieHg

800000 -

00000 -

Signal

400000 A

200000 A L

o

o | 2 3
Time {(min)

Figura 6. Cromatogramas obtenidos para MetHg y Hg?" en tejidos de
pescado usando etilacion acuosa, después de extraccion en
microondas de los MRCs.GC-piro-AFS. (a). GC-MS (b) y GC-ICP-
MS (c) (Berzas et al., 2011).

81



180000

160000

140000+

120000

10000.0+

cps

8000.0

60000+

4000.0-

00l.20DRlE j.ui.ce + 2 ppb spike

As5

00

_applejuice

2ppbstandard ~

MMA

As3

0.00 020

0.40

S B B o
000 080 100 120 14 180
Minutes

Figura 8.

Cromatogramas de jugo de manzana sin diluir
enriguecido con 2 ppm de especies de arsénico, jugo
de manzana sin diluir y 2 ppm de una mezcla de
estandares de arsénico (Ernstberger y Neubauer,

2012).
6000 MMA
wuo AsV
4000;
] DMA
E b Asl
g 3000 | |
= \
1 { AsBe
2000 AsCho
] ,’\‘ f TMAO
! \ /
] M f | \ ["
1000 | | | \
] \ [ f / \
! | / f} 1'1 \ I\ \
0l f‘ WY a / \ \
2 1 & 8 10 12 14 16 18 20

Time [min]

82

Figura 7.Cromatogramas de una solucion estandar de arsénico por HPLC-
ICP-MS. Contiene en su composicién siete componentes de
arsénico (10 upg/L As). As lll, arsenito; As V, arsenato; MMA, &cido
monometilarsénico; DMA, acido dimetilarsinico; AsBe, arsenobetaina;

AsCho, arsenocolina; TMAO, 6xido de trimetilarsina (Hataet al., 2007).
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lo que el limite de deteccion para cada especie fue de 50
ng/L (Neubaueret al., 2003).
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Figura 12.Cromatogramas de muestra de agua enriquecida con cromo:

0,5 pg/L (negro) y estdndar de calibracion 0,5 pg/L (verde)
(Neubaueret al., 2003).



Figura 13. Cromatogramas de muestra de agua enriquecida con cromo

0,5 pg/L diluida 5x (azul) y estandar de calibracién 0,5 pg/L
(negro) (Neubauer et al., 2003).
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TABLAS

Tabla 1. Modos de separacion en HPLC (Snyderet al., 2011).

Modo
cromatografico

Descripcion

C. fasereversa
(RPC)

La columna es no polar (Cis), y la fase movil es una mezcla
polar de agua y solvente organico (acetonitrilo); RPC es el
modo mas usado, especialmente para muestras solubles en
agua.

C. fase normal
(NPC)

La columna es polar (silica), y la fase movil es una mezcla de
solventes organicos menos polares (hexano con cloruro de
metileno); NPC es principalmente usada para muestras
insolubles en agua, en HPLC preparativa y la separacion de
isdmeros.

C. fase reversa no-
acuosa (NARP)

La columna es no-polar (Cis) y la fase movil es una mezcla de
solventes orgéanicos (acetonitrilo con cloruro de metileno);
NARP es usado para muestras muy hidrofobicas e insolubles
en agua.

C. interaccion
hidrofilica (HILIC)

La columna es polar (silica o silica con grupos amino), y la
fase mdvil es una mezcla de agua con solvente organico
(acetonitrilo); HILIC es usado para muestras que tienen una
alta polaridad y por lo tanto poco retenidas en RPC.

C .intercambio de
iones (IEC)

La columna posee una resina de intercambio i6nico, tiene
grupos cargados que pueden enlazarse a iones de la muestra
cargados opuestamente, y la fase movil es usualmente una
solucién acuosa de una sal mas un buffer; IEC es usado para
separaciones de muestras ionizables como acidos o bases, y
especialmente para la separacion de grandes bio-moléculas
(proteinas y acidos nucleicos).

C. par ionico (IPC)

Se usan las mismas condiciones que en RPC, excepto que un
par iénico reactivo es afiadido a la fase movil para interactuar
con los iones de la muestra de carga opuesta; IPC es (til para
la separacién de acidos o bases que son débilmente retenidos
en RPC.

C. exclusion de
tamafo (SEC)

Una columna inerte es usada con una fase movil acuosa u
organica; SEC separa en base del peso molecular y es usada
principalmente para grandes bio-moléculas o polimeros
sintéticos.
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Tabla 2. Interferencias poli atbmicas e interferencias elementales de carga
doble para los is6topos mas importantes de cromo, arsénico y
mercurio en ICP-MS (Gray et al., 2015).

Isétopo

Abundancia

Interferencias poli atdbmicas

Interferencias
elementales carga
doble

52Cr

83.76

35CI1601H", 40Ar12C*,
36Ar1607*, 37CI15N*
,34S5180%, 36S160°,
38Ar14N*, 36Ar15N1H*,
35CI170*

104Pd** , 104Ru**

53Cr

9.51

37Cl160*, 38Ar15N™,
38Ar14N1H", 36Ar170",
36Ar1601H*, 35CI1701H",
35CI180*, 36S1707,
40Ar13C*

106Pd**, 106Cd**

75As

100.00

40Ar35CI*, 59C0160",
36Ar38Ar1H"*, 38Ar37CI*,
36Ar39K*, 43Cal602",
23Nal2C40Ar*, 12C31P1602

+

150Sm**, 150Nd**

201Hg

13.18

202Hg

29.86

186W 160"
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Tabla 3. Comparacion ICP-MS con otras técnicas de espectrometria atbmica.
Los excelentes limites de deteccion, la capacidad de analisis multi
elemental e isotépico de manera precisa, el amplio rango dindmico de
trabajo son los principales factores para la elecciéon de un espectrometro
de masas acoplado inductivamente como detector para el analisis de

especiacion (Thermo Elemental, 2001).

FAAS GFAAS ICP-AES ICP-MS
Limites de
deteccion 1-10 ppt | sub-ppb 1-10ppb sub-ppm
10-15 3-4 1-60 Mayoria de
s/elemen-| min/ele- | elementos/ elementos en <
Eficiencia to mento min 1min
Rango dindmico 1013 1012 10”6 1079-10M11
Precision 0,1-1.0% | 0.5-5% 0.1-2% 0.5-2%
Sdlidos
disueltos 0.5-5% > 20% 0-20% 0.1-0.4%
Volumen de
muestra Grande | Muy poco | Mediano | Muy poco a mediano
Analisis
semicuantitativo No No Si Si
Analisis
isotdpico No No No Si
Dificultad de uso | Muy facil | Moderado Facil Moderado
Automatizacion No Si /No Si Si
Medio a
Costo equipo Bajo alto Alto Muy alto
Costo
mantenimiento Bajo Medio Alto Alto
Interferencias Muy
espectrales pocas |Muypocas| Muchas Pocas
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Tabla 4. Especiacion de mercurio en cabello de habitantes de la Amazonia
Brasilera cuyo antecedente es el consumo de pescado (Valores
medios, n=3) (Souza et al., 2010).

Total Hg CV-

Muestra|iHg(ug/g) | MetHg(ug/g) | EtHg(ug/g) | Total Hg(ug/g) AAS(ug/g)
(Bruhnet al., 1994)

1 0,32 3,12 <0,038 3,44 3,6
2 0,37 10,93 <0,039 11,3 12,5
3 0,34 4,54 <0,040 4,88 4,6
4 0,39 5,3 <0,041 5,69 55
5 0,11 2,23 <0,042 2,34 2,2

Tabla 5. Condiciones Instrumentales del SPME-GC-ICP-MS para el analisis
de especiacion de mercurio en agua de mar (Bravo et al., 2004).

Condiciones SPME

Parametro Condicion
Recubrimiento de la fibra 100 pum polimetilsiloxano
Tiempo de extraccion 5 min

Temperatura de extraccion |25 °C

Temperatura de desorcion | 250 °C

Condiciones GC

Parametro Condicion

Modo de inyeccion Split / splitless

Tiempo de desorcion 1 min

Tiempo splitless 1 min

Temperatura de inyeccion 250 °C

Columna HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm)
Gas carrier/presion inlet He/15 psi

Temperatura programada 50 °C (1min) a 250 °C (0,5 min) en 30 °C/min

Condiciones ICP-MS

Parametro Condicion
Energia RF 1300 W

Gas carrier / flujo Ar/ 1,4 L/min
Flujo intermedio 1 L/min

Flujo del gas de salida 15 L/min
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Tabla 6. Parametros del rendimiento del método SPME-GC-ICP-MS para la
determinacion de las especies de mercurio en muestras de agua de
mar (Bravo et al., 2004).

MeHg Hg?*
Etilado |Propilado |Etilado |Propilado
LD (ng/L, n=3) 0,11 0,17 1,6 0,35
Precisiéon (R.S.D.%, n=3) 4.8 3,6 41 2,4
Linealidad r 0,9923 0,9965 0,9971 0,9996
R.S.D.f (%) 3,0 2,5 2,8 2,0

Tabla 7. Andlisis del material de referencia de orina (NIES CRM No0.18) con
HPLC-ICP-MS (Hataet al., 2007).

As total DMA AsBe
Resultados (n=5) media £SD
(Mg As/L) 131,5+1,2 | 37,2+0,5 | 70,1+1,0
Valor de referencia
rango de tolerancia (lg As/L) 137+11 36+9 69+12

Tabla 8. Valores medios de las especies de arsénico de 210 individuos

japoneses (Hataet al., 2007).
As total As llI As V
N Mg | Mg AS/L | Mg ug As/L Ug ug As/L
As/L cre As/L cre As/L cre
Media \ 210|141,3| 1149 3,5 3 0,1 0,1
MMA DMA AsBe Otros
N Mg As/L | Mg Mg As/L Mg Hg As/L Mg pg As/L
As/L cre As/L cre As/L cre As/L cre
Media \ 210| 3,1 2,6 42,6 35,9 61,3 52,1 5,2 3,5
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Tabla 9. Condiciones Instrumentales para el andlisis de especiacion de
arsénico en arroz integral (Kobayashi&Shikino, 2010).

Condiciones del HPLC Condiciones del ICP-MS
Parametro Condicién Parametro |Condicién
Instrumento Flexar HPLC Instrumento | NexION 300D ICP-MS
Columna 4.6 mm x 250 mm, 5 ym Energia RF | 1600 W

10 mmol/L acido 1- Analito As 75 m/z
butansulfénico, 4 mmol/L Celda Metano, 0.3 mL/min

hidréxido de tetrametil

o amonio, 4 mmol/L acido
Fase movil maldnico, 0.05 % metanol,
0.03% acido nitrico

Flujo 0.8 mL/min

Columna Temperatura ambiente

Vol. Inyeccion |10 pl

Tabla 10. Resultados del analisis de especiacion de arsénico en cinco
muestras de arroz integral, limites de deteccién y cuantificacidon
(Kobayashi&Shikino, 2010).

Muestra | Muestra| Muestra | Muestra | Muestra
Especies| LOD LOQ A B C D E
As (V) |0.00013|0.00044 | 0.021 0.043 0.044 0.040 0.053
As (llII) | 0.00012 | 0.00039 | 0.070 0.13 0.13 0.15 0.18
MMA 0.00014 | 0.00046 ND ND 0.0013 ND ND
DMA 0.00022 | 0.00072 | 0.0063 0.017 0.020 0.030 0.026
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Tabla 11. Condiciones Instrumentales para el andlisis de especiacion de
arsénico en jugo de manzana (Ernstberger&Neubauer, 2012).

Condiciones del HPLC Condiciones del ICP-MS
Parametro | Condicién Parametro Condicion
Columna C18, 4.6x 250 mm, 5 pm Nebulizador Vidrio Concéntrico

< . , L Céamara de Vidrio Concéntrico

_ .. | Acido octadecilsulfénico bulizacic

Fase movil | omMm) + Acido malénico | Moo 2acton

(2mM) + Metanol (1%)

4.0 (ajustado con 10%
pH NH40H) Energia RF 1600 W

Flujo Optimizado para <2%

Flujo 1.5 mL/min Nebulizador oxidos
Separacion |lsocratica Modo Estandar
Temperatura
de Columna |50 °C Is6topo 75 As
Vol.
Inyeccién 20pl Dwell time 500 ms
Viales Plastico, 1.5 mL Muestreo 2 puntos/segundo

Tabla 12. Resultados de arsénico de las muestras de jugo de manzana (ug/L)
(Ernstberger&Neubauer, 2012).

Muestra As (V) As (111 MMA DMA As total
1 0,94 0,52 <LD 0,49 1,95
2 0,76 0,64 <LD 0,38 1,78
3 15 1,1 0,09 0,33 3,02
4 0,73 0,19 0,05 0,2 1,17
5 0,82 0,98 0,56 0,43 2,79
6 0,32 0,75 0,09 0,48 1,64
7 0,75 1,1 0,18 0,42 2,45
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Tabla 13. Condiciones Instrumentales del ICP-MS para el analisis de
especiacion simultaneo de arsénico y cromo (Roig, 2001).

Condiciones ICP-MS

Condicion Pardmetro
Instrumento HP 4500
Energia RF 1250 W

Flujo gas plasma Ar 15 L/min
Flujo gas auxiliar Ar 1 L/min
Flujo gas nebulizador Ar 1,15 L/min
Profundidad de muestreo 7,8 mm
Masa de monitoreo m/z 75,53,35
Tiempo de integracibn/masa 0,5s

Detector

Multiplicador de electrones (1750 V)

Camara de nebulizacion

2°C

Flujo introduccion de muestra

1 mL/min
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