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RESUMEN 

 

El presente trabajo, tuvo como objetivo revisar algunas aplicaciones de 

sistemas de especiación con espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS). Se ha tomado en cuenta a la cromatografía de gases 

(GC) y cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), por ser las técnicas más 

utilizadas en los acoplamientos de especiación. Mediante la investigación 

bibliográfica en revistas científicas, tesis doctorales, libros manuales y 

publicaciones científicas en general, se ha logrado estudiar las técnicas 

cromatográficas como medio de separación de las diferentes formas químicas que 

presenta un elemento y la ICP-MS como instrumento de detección de dichas 

especies químicas. Ésta monografía describe el fundamento, instrumentación, 

aplicaciones, ventajas y desventajas de estos sistemas de especiación con ICP-

MS. Se concluyó que estos acoplamientos permiten el análisis de una gran 

variedad de matrices como muestras biológicas, aguas, orina, alimentos, entre 

otros, sin importar su complejidad, dando resultados con bajos límites de 

detección y cuantificación en un amplio rango dinámico. Sobre todo se destaca la 

capacidad de obtener información adicional de un elemento a través de sus 

formas químicas, las cuales serían imposibles determinar con otra metodología.  
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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. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Tradicionalmente, el análisis elemental inorgánico ha sido realizado para 

investigar la presencia y concentración de elementos traza en una muestra; sin 

embargo, la información que se puede obtener por medio de la determinación 

elemental total en relación a características físico-químicas como actividad 

biológica, toxicidad, movilidad, y biodisponibilidad es limitada. Dicha información 

solo puede ser obtenida a través del análisis de las especies químicas (diferentes 

formas de un elemento).  

El análisis de especiación identifica y cuantifica la cantidad de una o más 

especies en una muestra, lo cual ayuda a tener una mayor comprensión del 

comportamiento de los elementos en el medio. La necesidad de un sistema de 

especiación es que por el momento sería la única manera de determinar algunas 

especies como el MetHg. El análisis de especiación se ha hecho fundamental en 

las áreas: ambiental, seguridad alimentaria y farmacéutica, siendo útil para 

estudiar la actividad biológica, ciclo ambiental y vías metabólicas de dichos 

elementos.  

En cuanto la legislación 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 tóxica. En la industria 

alimenticia, la contaminación puede resultar fácilmente del contacto del alimento 

con cualquier envase o contenedor utilizado durante la fabricación. Además, 

cualquier producto de exportación, se convierte en objeto de observación y 



4 

 

   

comprobación del cumplimiento de los requisitos del país de destino. Por lo tanto, 

el cumplimiento de estos reglamentos requiere un análisis de especiación para 

formas tóxicas de elementos tales como: cromo, arsénico y mercurio. 

En términos de la industria farmacéutica, los capítulos de la Farmacopea 

de los Estados Unidos 232/233 han aumentado la demanda para el rastreo 

elemental en los productos farmacéuticos, sugieren que el análisis de especiación 

es un método apropiado para determinar si el arsénico y mercurio están presentes 

en su forma inorgánica u orgánica, y si superan su límite máximo 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 detección para una técnica de separación. El ICP-MS es el 

detector de elección debido a que este instrumento requiere de una interface 

sencilla. Además, posee un amplio rango dinámico lineal, capacidad de análisis 

multi-elemental de la mayoría de elementos de la tabla periódica, análisis de 

isótopos, y un elevado poder de detección y cuantificación en corto tiempo. No 

obstante, la complejidad en la instrumentación y alto costo ha sido un obstáculo 

para lograr una amplia estandarización de métodos analíticos. 

Dos elementos, el arsénico y mercurio, son los principales ejemplos de la 

necesidad de análisis de especiación. Ambos elementos presentan diferentes 

toxicidades entre sus formas inorgánicas y orgánicas. El arsénico (As) en su 

forma inorgánica As (III) y As (V) ha sido considerado como altamente tóxico, 

mientras que la forma orgánica (arsenobetaína) se ha denominado como 

inofensiva. Por otro lado, los compuestos orgánicos de mercurio, tales como el 

metilmercurio (MetHg), son mucho más tóxicos que las sales de mercurio 
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inorgánico (Hg2+). Otro elemento importante que requiere análisis de especiación 

es el cromo; el cromo (III) es un elemento esencial en los seres humanos, 

mientras que el cromo (VI) es una forma química cancerígena. 

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

detalla el contenido a continuación: 

El contenido se desarrolla en cuatro capítulos. En el capítulo I se presentan 

las generalidades, donde se define el concepto de especie química y de análisis 

de especiación. También, describe la importancia del análisis de especiación y se 

indica los analitos de interés de este trabajo. Además, se da a conocer las 

normativas vigentes para el análisis de especies químicas tanto a nivel nacional 

como internacional. 

En el capítulo II se presenta el principio de la cromatografía y una breve 

comparación entre cromatografía líquida (LC) y cromatografía de gases (GC) 

como técnicas de separación. Se describe a la espectrometría de masas con 

plasma acoplado inductivamente junto a su instrumentación, y se realiza una 

comparación del ICP-MS con otras técnicas de detección elemental.  

En el capítulo III se dan a conocer los requerimientos generales necesarias 

para acoplar sistemas de especiación LC y GC con ICP-MS. Se estudia el sistema 

de especiación LC-ICP-MS, sus características e interface, y del mismo modo el 

sistema GC-ICP-MS. Se proponen ocho casos de estudio aplicando estos 

sistemas de especiación en tres elementos importantes: mercurio, arsénico y 

cromo en diferentes matrices.  

Finalmente, en el capítulo IV, se presenta las conclusiones y 

recomendaciones obtenidas en este trabajo de investigación. 
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CAPÍTULO 1.GENERALIDADES 

 

1.1. ESPECIE QUÍMICA 

Según la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC), una 

especie química se define como una forma de un elemento especifico con 

respecto a su composición isotópica, electrónica o estado de oxidación, y/o 

complejidad o estructura molecular (IUPAC, 2006). 

Las especies o analitos pueden ser tan simples como iones elementales de 

varios estados de oxidación en solución, o tan complejas como mezclas de 

pesticidas o bio-moléculas.  

 

1.2. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN 

El análisis de especiación denota las actividades de la química analítica 

para identificar y/o medir las cantidades de una o más especies químicas en una 

muestra (IUPAC, 2006).  

En otras palabras, el análisis de especiación determina la ocurrencia de un 

elemento en particular en sus diversas formas como diferentes estados de 

oxidación o en combinación con varios ligandos, en una variedad de matrices 

como alimentos, tejidos animales, o muestras ambientales (Michalski,Jablonska, 

Szopa&Liko, 2011).    

Un ejemplo común podría ser la medición de Cr (VI) (tóxico), Cr (III) 

(nutriente esencial) y Cr total (muestras ambientales). Otros casos de especiación 

elemental son As (III)/As (V), Se (IV)/Se (VI), y otros elementos que pueden existir 
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en diferentes estados de oxidación estables. Así también los elementos As y Se 

pueden existir en varias formas orgánicas (Sperling,2015). 

El análisis de especiación tiene especial importancia en las áreas de medio 

ambiente, alimentos e industrias. Permite revelar información adicional a la dada 

por las concentraciones de elementos totales, como (Li et al., 2007; Sperling, 

2015):  

❖ Biodisponibilidad 

❖ Bioacumulación y biomagnificación 

❖ Toxicidad y valor nutricional 

❖ Movilidad ambiental y persistencia 

❖ Volatilidad 

❖ Reactividad 

El análisis de especiación trata de proveer dicha información para asegurar 

la calidad de un producto y seguridad para los consumidores, eficiencia de 

procesos con respecto a materias primas, energía y producción de desechos, 

seguridad en plantas de producción y área de trabajo, cumplimiento de las 

normas y legislación, y la ausencia de riesgos para el medio ambiente y sus 

habitantes. 
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1.3. ESPECIES DE INTERÉS 

Las especies de interés se pueden dividir en tres categorías, en la primera 

se encuentran los elementos que presentan diferentes estados redoxcomo: Se 

(IV), Se (VI); As (III), As (V); Sb (III), Sb (V); Cr (III), Cr (VI); Fe (II), Fe (III). El 

segundo grupo de interés son compuestos organometálicos como: Met-As, Ge, 

Hg, Sb, Se, Sn; Et-Hg, Pb; Butil-Sn; Fenil-Sn; Ciclohexil-Sn; Octil-Sn.Y finalmente 

las macromoléculas como:metalproteínas, metalofármacos, metaloporfirinas y 

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

A continuación, una breve descripción 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 número 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, minería, combustión de fósiles e 

incineración de residuos, además se puede liberar de productos como: 

amalgamas dentales, focos fluorescentes, termómetros, baterías, entre otros. Se 

presenta como mercurio elemental en su estado basal, pero es difícil encontrarlo 

en este estado en la naturaleza, debido a que se evapora fácilmente a 

temperatura ambiente (Weinberg, 2010). 

Las formas químicas más frecuentes del mercurio en la naturaleza están 

formando compuestos inorgánicos de mercurio o sales de mercurio y compuestos 
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orgánicos. Algunos procesos que ocurren naturalmente, pueden convertir una 

forma de mercurio a otra. Éste es el caso de las reacciones químicas en la 

atmósfera, las cuales convierten el mercurio elemental a mercurio inorgánico. A 

su vez, ciertos microorganismos pueden convertir el mercurio inorgánico a 

orgánico como metilmercurio (Weinberg, 2010). 

Las sales de mercurio más comunes son: sulfuro de mercurio o cinabrio 

(HgS), óxido 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 más reactivas y solubles en agua (ionizándose como Hg2+). 

El mercurio orgánico se obtiene al combinar mercurio con carbono y otros 

elementos, denominándose compuestos organomercúricos.  Por ejemplo: 

dimetilmercurio, acetato de fenilmercurio y cloruro de metilmercurio. Siendo el 

metilmercurio la forma química más común y tóxica en el ambiente (Weinberg, 

2010). 

El metilmercurio (MetHg) compone un promedio del 95% del mercurio total 

en los tejidos de pescado. El mercurio no es un elemento esencial y todas sus 

especies presentan toxicidad en diferente grado (Nevado et al., 2011). El MetHg 

es la forma más tóxica encontrada en la naturaleza, principalmente a través de 

una dieta basada en mariscos y pescados. Esta forma afecta el sistema 

inmunológico, riñones, pulmones, funcionamiento del cerebro, sistema 

cardiovascular y por ende incrementa la posibilidad de muerte (Li et al., 2007). 

Además, los compuestos de metilmercurio pueden ser cancerígenos según la 

Agencia Internacional de la Investigación de Cáncer (FAO, 2015) y pueden 

bioacumularse y biomagnificarse, debido a que penetran muy fácilmente las 



10 

 

   

membranas biológicas 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 más 

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

 

1.3.2. ARSÉNICO 

El arsénico (As) es un metaloide tóxico, ampliamente distribuido en el 

medio ambiente y varios sistemas biológicos. Se encuentra sedimentado en 

aguas superficiales como resultado de una actividad volcánica, hay 

emisionesantropogénicas en la industria de acero, desechos de animales y de 

combustibles fósiles (Jaklonska, 2015). Es usado como un preservante de 

madera, como pesticida, como agente clarificante de vidrio, y como material en la 

fabricación de semiconductores. Además, el trióxido de arsénico se utiliza como 

agente terapéutico para leucemia aguda (Tokumoto, Kutsukake, Katsuta, Anan& 

Ogra, 2014).  

La toxicidad del As depende de la forma química, siendo su configuración 

inorgánica cien veces más tóxica que las especies orgánicas. Los compuestos 

inorgánicos de As son cancerígenos, así mismo son fuertes contaminantes 

ambientales. El arsénico inorgánico existe como arsenito (As+3), arsenato (As+5) y 

el arsénico orgánico como ácido metil arsónico (MMA), ácido di-metil arsínico 

(DMA) y otros compuestos. El As (III) es la forma más tóxica, el As (V) y las 

formas metiladas MMA y DMA son las formas menos tóxicas, siendo el DMA la 

forma menos tóxica de las cuatro especies. Existen otros compuestos de arsénico 
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orgánico como la arsenobetaína y la arsenocolina, pero estos se han reportado 

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

El arsénico presenta gran movilidad en tejidos animales donde su forma 

inorgánica es transformado en los metabolitos metilados (MMA y DMA). Siendo la 

enzima arsénico-metiltransferasa (As3MT) la que cataliza dicha metilación 

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

La exposición prolongada al arsénico puede causar varios problemas de 

salud, debido que interfiere en las reacciones enzimáticas. El efecto más común 

se observa sobre la piel con lesiones cutáneas, cambios de pigmentación, 

callosidades e incluso cáncer a la piel. Además, puede causar cáncer de vejiga y 

pulmón, 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 año 2004 se conoció que en la localidad de Tumbaco se distribuía 

agua potable con cantidades de arsénico superiores a lo normal, ya que 

habitualmente se encuentra solo pequeñas cantidades de arsénico en pozos 

subterráneos, no obstante hay zonas donde existe contaminación geológica 

natural. Se realizó el análisis de cabello a los pobladores afectados, dichas 

muestras fueron analizadas en Canadá, donde de 830 muestras, 320 resultaron 

positivas de contaminación de arsénico. La toxicidad de esta agua fue de 3,8 

veces mayor de la norma establecida por el INEN que es 10µL/L (Boteco, 

2007;Weemaels, 2006). 
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1.3.3. CROMO 

El interés en el cromo (Cr) se basa en las diferentes características 

toxicológicas de sus formas químicas. La especie Cr (III) se encuentra en 

pequeñas 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). Además, el cromo trivalente es componente de algunas 

enzimas que estimulan funciones importantes en el organismo. Por otro lado, la 

configuración Cr (VI), es un serio problema para el medio ambiente debido a su 

elevado poder oxidante y gran facilidad de penetrar las membranas biológicas de 

los organismos (Baralkiewiez, 2013), generando problemas mutagénicos y 

genotóxicos. Esta especie es muy soluble en agua, presenta mayor movilidad y 

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

Los compuestos de cromo frecuentemente se usan en diversas 

aplicaciones industriales, incluyendo la metalurgia para endurecer el acero y para 

la fabricación 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 síntesis orgánica como agente de oxidación y catalizador (Michalskiet al., 2011; 

RSC, 2016). 

 

 

1.4. NORMATIVAS VIGENTES 

La mayoría de laboratorios analíticos en el Ecuador llevan a cabo 

determinaciones de elemento total, debido a que los límites máximos permisibles 
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solo se basan en la concentración total de elemento.De acuerdo con la Norma 

Técnica Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalización (NTE INEN 

1108:2011) pide como requisito en aguas potables la determinación total de 

cromo y arsénico; el Texto Unificado de la Legislación Secundaria del Ministerio 

del Ambiente (TULSMA) exige en aguas de consumo humano la determinación 

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 

Hidrocarburíferas del Ecuador (RAOHE), norma el tratamiento de aguas para 

descargas residuales ya sean industrializadas o aguas negras o grises, entre 

otros parámetros fisicoquímicos solo exige el límite de cromo y plomo total.   

En cuanto a laboratorios, el Instituto Nacional de Investigación Geológico 

Minero y Metalúrgico (INIGEMM), realiza análisis elemental total de más de 50 

elementos y solo realiza análisis de especiación de mercurio inorgánico en 

sedimentos y rocas mineralógicas. La Agencia Nacional de Regulación, Control y 

Vigilancia Sanitaria (ARCSA), realiza ensayos de plomo total, cianuro total, 

plaguicidas, entre otros. En laboratorios ambientales, el único análisis de 

especiación frecuente es la determinación de cromo hexavalente por colorimetría 

en aguas (NTE INEN-ISO 17075, 2014) o por espectrofotometría de absorción 

atómica por generación de hidruros (GH-AAS) (Castelo, 2015). 

A nivel regional, en América Latina cada vez se crean más métodos de 

especiación debido a que los organismos BCR, NRCC y NIST aseguran la 

disponibilidad de materiales de referencia certificados de la mayoría de 

componentes organometálicos (Lobinsky&Szpunar, 2007), y ya existen 

laboratorios de rutina especializados en el análisis de especiación elemental, 
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cuyos servicios cubren todas las partes del mundo, como SGS e Intertek.Sin 

embargo, a nivel de región y en otras partes del mundo, el análisis de especiación 

aún se sigue desarrollando debido a la gran cantidad de analitos en variedad de 

matrices y por la complejidad de la instrumentación; además, una de las razones 

para que esto ocurra es que la mayoría de legislaciones no demanda 

estrictamente el análisis de especiación. 

La Autoridad de Seguridad Alimentaria en Europa (EFSA) por su parte, ha 

declarado que requiere de estudios de especiación en arsénico para poder 

estimar el riesgo que enfrenta la población al exponerse al arsénico inorgánico 

(Sperling, 2015). 

Se ha establecido la cantidad máxima permisible de Cr (VI) en agua 

potable por la Organización Mundial de la Salud (OMS) de 50 µg/L (Baralkiewiez, 

2013); además recomienda una Ingesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP) de 

1,6 µgMetHg/Kg de peso corporal, la Agencia de Medio Ambiente (EPA, Food and 

DrugsAdministration) estableció un valor más restrictivo de 0,7 µg/Kg de MetHg. 

Para el arsénico el limite recomendado en agua potable es de 10 µg/L (OMS, 

2016). 
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CAPÍTULO 2.ESPECTROMETRÍA DE MASAS CON PLASMA 

ACOPLADO INDUCTIVAMENTE (ICP-MS) COMO DETECTOR 

CROMATOGRÁFICO 

 

2.1. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS 

Las técnicas cromatográficas de importancia para este estudio son la 

cromatografía líquida y la cromatografía de gases, siendo las técnicas más 

utilizadas para formar sistemas de especiación, al acoplar la técnica 

cromatográfica de separación con un equipo ICP-MS, el cual detecta als especies 

de interés. 

Se llama cromatografía, al grupo de técnicas utilizadas para la separación 

de componentes en mezclas, la determinación de sustancias y en la purificación 

de compuestos. Todas las técnicas cromatográficas se basan en el mismo 

principio, la retención selectiva de acuerdo a interacciones entre una fase móvil y 

una fase estacionaria con el objetivo de separar los diferentes componentes en 

una mezcla. 

La fase móvil consiste en un fluido (gas, líquido o fluido supercrítico) que 

arrastra a la muestra a través de la fase estacionaria que se trata de un sólido o 

un líquido fijado en un sólido. 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 

(González, 2012). 
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2.1.1. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

En la cromatografía líquida, la fase móvil es un líquido que fluye a través de 

una columna que contiene la fase estacionaria. La separación cromatográfica en 

cromatografía líquida es el resultado de interacciones específicas entre las 

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

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

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

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

 Aplicabilidad casi universal, la mayoría de muestras pueden ser separadas 

por HPLC. 

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

❖ Es capaz de separar macromoléculas y especies iónicas, productos 

naturales lábiles, polímeros y una variedad de grupos polifuncionales de 

alto peso molecular. 

❖ El HPLC ofrece una gran variedad de combinaciones de fases móviles y 

fases estacionarias para mejorar las interacciones selectivas. 

La técnica de cromatografía líquida más ampliamente utilizada es la 

cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), la cual incluye varias 

modalidades mostradas en la Tabla 1.  

La última tendencia es la cromatografía líquida de ultra alta resolución 

(UHPLC, siglas en inglés), surgió debido a que el rendimiento de la HPLC 

limitaba su eficacia. Por lo que usa columnas más cortas con un tamaño de 

partícula porosa menor a 2 µm permitiendo aumentar la presión de la fase 

móvil a través de la columnacon mínima dispersión, produciendo picos más 



17 

 

   

estrechos. Los beneficios son mayor eficiencia de separación, mejor 

resolución y sensibilidad, tiempos de análisis menores y menor consumo 

de eluyente (WATERS, 2017).  

Un cromatógrafo líquido de alta resolución está formado por las siguientes 

partes principales: 

 

Sistema de bombas 

Provee de una presión y caudal adecuado para una absorción 

reproducible de solventes y muestras. Las bombas reciprocas son las más 

utilizadas, consiste en una pequeña cámara con un pistón con movimiento en 

vaivén y de dos válvulas que se abren y cierran alternativamente para el ingreso o 

salida del fluido (Gomis, 2008).  

Sistema de inyección de la muestra  

Permite la introducción de pequeños volúmenes (0,5- 500 µL) de muestra 

en la columna de manera precisa, existe bucles específicos 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 partículas porosas de sílice, alúmina o resinas 

de intercambio iónico (Gomis, 2008). 
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Detector 

Una vez separados los componentes en la columna se requiere su detección, 

existen dos tipos de detectores: los detectores basados en una propiedad de 

disolución que responden a una propiedad de la fase móvil (índice de refracción, 

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 móvil. En este estudio el cromatógrafo líquido usa como 

sistema de detección un equipo ICP-MS, basado en una propiedad del soluto 

(Gomis, 2008). 

 

2.1.2. CROMATOGRAFÍA DE GASES 

  En cromatografía de gases la muestra se volatiliza y se inyecta en la 

cabeza de una columna cromatográfica. La elución se produce por el flujo de una 

fase móvil, un gas inerte, y a diferencia de la mayoría de tipos de cromatografía, 

la fase móvil no interacciona con las moléculas del analito; su única función es la 

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

La muestra se inyecta mediante una jeringa en una cámara de 

vaporización, lugar donde se gasifica la muestra; después, es arrastrada hacia la 

columna por el gas inerte. En la cromatografía de gases se usa como fase 

estacionaria un compuesto orgánico 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 cromatógrafo de gases frente a un HPLC presenta las siguientes 

ventajas (Snyder, Kirkland&Dolan, 2011): 

❖ Dispone de detectores mucho más universales (por ejemplo, el de 

ionización de llama). 

❖ Los métodos son más simples, y más sensibles que a los correspondientes 

a la cromatografía líquida de alta resolución. 

❖ La instrumentación de un GC es más sencilla y económica. 

Sin embargo, en la cromatografía de gases, la temperatura tiene una alta 

influencia sobre la distribución del equilibrio, por esto la GC presenta algunas 

limitaciones frente al HPLC:  

❖ No pueden ser separados componentes que tienen una volatilización sobre 

los 300ºC, por lo que la GC no aplica para muestras de elevados puntos de 

ebullición.  

❖ No es útil para compuestos no volátiles, generalmente los de peso 

molecular superior a 300 u.m.a. 

❖ No apto para compuestos termolábiles, los cuales son sensibles a altas 

temperaturas incluso de manera moderada (compuestos de interés 

biológico).  

❖ También se dificulta la separación de compuestos que se encuentran en su 

forma iónica, puesto que en general son poco volátiles.  

La cromatografía de gases es considerada más eficiente que el HPLC 

(valores más altos de los platos teóricos N), lo que significa que es posible 

separaciones más rápidas y/o mejores (Snyderet al., 2011). Por esta razón, la 

cromatografía de gases es utilizada cuando los componentes de la mezcla son 



20 

 

   

volátiles o semivolátiles y térmicamente estables, y en caso que la mezcla no 

sea volátil se puede recurrir al proceso de derivatización, con el fin de obtener 

compuestos volátiles. 

Un cromatógrafo de gases está formado por las siguientes partes 

principales (González, 2012): 

Gas portador 

Es un gas inerte que no reacciona con los componentes de la muestra, su 

función es transportar las moléculas volátiles del soluto a través de la columna sin 

tener influencia en los procesos de absorción o de partición; los gases más 

habituales son: nitrógeno, helio e hidrógeno.  

Sistema de inyección de muestra  

Tiene como objetivo vaporizar la muestra e incorporarlo al efluente del gas 

portador en dirección a la columna, consiste de un bloque metálico caliente en 

cuyo interior se encuentra el sistema de inyección; 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 cámara 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 sólido activo (cromatografía 

gas sólido), o un líquido depositado sobre las partículas de un soporte sólido 

(cromatografía gas líquido). 
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Detector 

El detector indica la elución de un componente en la muestra, produce una 

señal proporcional a la cantidad de analito que lo atraviesa.  En análisis molecular 

se utilizan los detectores: conductividad térmica, ionización de llama, captura 

electrónica, nitrógeno-fósforo, fotométrico de llama, fotoionización y conductividad 

electrolítica, mientras que para el análisis elemental se usa equipos de 

espectrometría atómica, como en este estudio el ICP-MS. 

 

2.2. TÉCNICAS ACOPLADAS 

El término técnicas acopladas fue introducido por primera vez por 

Hirschfeld en los años 80s, lo define como dos o más instrumentos que actúan de 

forma automática y conjunta, integrados en una unidad o bien a través de una 

interface, cuya misión es armonizar las limitaciones de la señal de salida de uno 

de los instrumentos, con las limitaciones de la señal de entrada del otro. De 

acuerdo a esta definición, una de las principales ventajas de los métodos 

acoplados es que el tratamiento de la muestra, la separación y la detección, 

pueden llevarse a cabo en un sistema único. Este término se refiere generalmente 

a la combinación de una técnica de separación cromatográfica con un detector 

elemental sensible y específico (de absorción, emisión o masas) 

(Lobinski&Szpunar, 2007). Otras ventajas que se obtiene de los estos 

acoplamientos son (Pallavi&Shilpa, 2013): 

❖ Mayor grado de sofisticación, mayor información, sensibilidad y 

selectividad. 
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❖ Proveen excelente eficiencia de separación y adquisición de información 

complementaria selectiva de un pico de interés en un LC o un GC. 

❖ Mayor grado de automatización y exactitud. 

❖ Mayor optimización de la muestra. 

❖ Reducción de contaminación debido al sistema cerrado conformado. 

El interés del análisis de especies fue impulsado en la comunidad 

analítica por los cromatógrafos de gases, lo cuales fueron los primeros en 

apreciar las ventajas de un detector selectivo elemental a mediados de los años 

60s (Lobinski&Szpunar, 2007). Los siguientes sistemas fueron elaborados: GC-

AAS (Cromatografía de Gases- Espectrometría de Absorción Atómica), GC-AES 

(Cromatografía de Gases- Espectrometría de Emisión Atómica), GC-MS 

(Cromatografía de Gases- Espectrometría de Masas) o GC- ICP- MS- TOF 

(Cromatografía de Gases- Plasma Acoplado Inductivamente- Espectrometría de 

Masas- Espectrometría de Tiempo de Vuelo). En contraste a la cromatografía de 

gases, los sistemas con cromatografía líquida se tardaron en aparecer en el 

mercado por razones tecnológicas, como el HPLC- ICP- MS (Michalskiet al., 

2011).  

 

2.3. ESPECTROMETRÍA DE MASAS CON PLASMA 

ACOPLADO INDUCTIVAMENTE 

La Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-

MS) es una poderosa técnica analítica que proporciona información 

multielemental, isotópica y estructural; de manera rápida, precisa y exacta para 

determinar y cuantificar la mayoría de elementos de la tabla periódica a niveles 
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traza en un amplio rango dinámico lineal de 9 órdenes de magnitud (ng/L - mg/L) 

y con muy bajos límites de detección (Cuesto, 2013). 

El esquema de un ICP-MS se indica en la Figura 1, básicamente está 

formado por una antorcha de plasma y un espectrómetro de masas de cuadrupolo 

conectados entre sí por una interface. 

El ICP-MS combina dos propiedades analíticas que lo convierten en un 

potente detector en el campo del análisis de trazas. La primera es la obtenciónde 

una matriz libre de interferencias debido a la alta eficiencia de ionización del 

plasma de argón y, por otra parte, presenta una alta relación señal-ruido, 

característico en las técnicas de espectrometría de masas (Cuesto, 2013). 

La inyección de la muestra se realiza mediante un sistema nebulizador 

(muestras líquidas) o ablación láser (muestras sólidas) (Skoog et al., 2007). El 

sistema de inyección líquido consigue la atomización por efecto Venturi;la muestra 

entra al dispositivo por medio de una bomba peristáltica. Una vez atomizada la 

muestra, entra al plasma de argón acoplado inductivamente (formado por la 

acción de un campo magnético oscilante en un flujo de argón), el cual se 

encuentra a temperaturas aproximadamente de 8.000 - 10.000 K. Los iones del 

plasma de argón y electrones poseen energías cinéticas extremadamente 

elevadas que ionizan la mayoría de analitos con una eficiencia de más 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 óptico, para ser conducidos hacia el orificio de entrada del 

analizador de masas (generalmente cuadrupolo), donde los iones son separados 

de acuerdo a su relación masa / carga. Finalmente, los iones alcanzan al detector 

multiplicador de electrones (Mothes&Mattusch, 2014). 

 

2.3.1. INSTRUMENTACIÓN 

En la actualidad, existe una amplia variedad de diseños y marcas 

comerciales que proveen equipos ICP-MS. Independientemente del tipo de 

equipo, un ICP-MS básicamente está formado por los siguientes componentes: 

nebulizador, cámara de nebulización, antorcha, conos de interface, bombas de 

vacío, óptica de iones, analizador de masas y detector. 

 

 NEBULIZADOR Y CÁMARA DE NEBULIZACIÓN  

La introducción de muestra en el ICP es un proceso crítico, debido a que 

depende de los siguientes factores: estado físico de la muestra, matriz de la 

muestra (interferencias), concentración de los analitos, precisión y exactitud 

requerida y cantidad de muestra disponible. Frecuentemente las muestras se 

introducen en estado líquido, como en el caso del efluente proveniente del HPLC 

o la muestra podría ser gaseosa como en el caso de la cromatografía de gases, 

cuyo efluente es dirigido directamente a la antorcha (Sperling, 2015). 

Si se trata de una muestra líquida, ésta es aspirada y conducida a través 

de una bomba peristáltica a un nebulizador, donde se genera un aerosol de gotas 

de tamaño pequeño, pero de amplio rango (1 - 100 µm) (Linge&Jarvis, 2009). 
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El aerosol formado en el nebulizador, se genera como consecuencia de la 

interacción entre una corriente líquida y otra gaseosa, este proceso no es 

adecuado por su amplio rango de tamaño de gota, por lo que es transportado a 

una cámara de nebulización, este sitio actúa como un filtro de tamaño y de 

velocidad de la gota, elimina las gotas grandes porque si llegasen a la antorcha 

podrían causar problemas analíticos. En la cámara de nebulización se consigue 

un adecuado aerosol, con un tamaño de gota de 1 - 7 µm y pequeños gradientes 

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

 

 FUENTE DE IONIZACIÓN: ANTORCHA 

Después de la obtención del rocío, 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 químico y a altos 

niveles de radiación electromagnética a longitudes de onda que se extienden a la 

región ultravioleta (10 nm – 400 nm); la antorcha consiste básicamente 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 posición horizontal del plasma axial relativo a la antorcha. Un tercer flujo, 

el gas refrigerante o gas plasma, fluye tangencialmente a través 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 ionización del Ar con una fuente energética auxiliar (chispa 

Tesla). La ionización originada de esta forma se mantiene mediante la acción de 

una corriente alterna de alta frecuencia (27,1 – 40 MHz), que fluye  a través de 

una bobina de inducción, la cual se encuentra en un extremo de la antorcha .Esta 

corriente da lugar a la formación de una corriente oscilante dentro de la bobina, lo 

que origina un intenso campo electromagnético a la salida de la antorcha,  cuyas 

líneas 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 reacción en 

cadena de ionización termina en la transformación del gas argón en plasma 

(Linge&Jarvis, 2009).Las reacciones que se producen en la formación del plasma 

son las siguientes: 

1. Ar + e-        Ar+ + 2e- 

2. Ar+ + e-       Ar* + hv 

3. Ar*              Ar0 + hv 

Una vez formado el plasma argón, el proceso de ionización 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 

composición se encuentra una concentración 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 presión 

atmosférica en la fuente de ionización (plasma) al alto vació (10-5 - 10-6Torr) del    

espectrómetro de masas.  

Esto se logra utilizando una interface que consiste de dos conos metálicos, 

el espacio entre ellos se mantiene a una presión intermedia (10-2Torr) mediante 

una bomba rotatoria, sitio conocido como cámara de expansión (Linge&Jarvis, 

2009).    

El primer cono, conocido como cono de muestreo es hecho de níquel con 

un orificio pequeño (< 1.0 mm) en el centro, está conectado a sistemas 

disipadores de calor, este cono tiene como objetivo enfriar y succionar el plasma 

dentro de la cámara de expansión. En esta región se forma una corriente de iones 

que se expande, tomando la forma de un cono de plasma enfriado.  Una fracción 

del gas pasa al segundo cono conocido como separador (skimmer), el cual es 

generalmente más pequeño y puntiagudo que el cono muestreador. El cono 

skimmer también tiene un orificio mucho más pequeño (0,4 - 0,8 mm), su función 

es permitir que solo la línea de iones cercanos al eje del cono formado durante la 

expansión pase a la zona de lentes iónicas (Linge&Jarvis, 2009; Skoog et al., 

2007). 

 

 LENTES IÓNICAS 

Los iones excitados en la interface pasan a un sistema de lentes iónicos, el 

cual consiste de una o más lentes, hechos de una serie de platos metálicos, 

barras o cilindros, cargados positivamente y mantenidos a una presión de vacío 
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de aproximadamente 10-3Torr con una bomba turbomolecular(Linge&Jarvis, 

2009). 

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

con mínima discriminación de masa: 

❖ Transportar el máximo número de iones de la interface al espectrómetro de 

masas, mientras rechaza en lo posible otros componentes de la matriz. 

Puesto que la elevada concentración de los elementos matriz comparados 

con el analito, es uno de los factores que contribuye a una baja eficiencia 

en la transmisión de iones, provocando un efecto de desenfoque del haz de 

iones. Podría producirse un efecto de espacio-carga, particularmente si los 

iones de la matriz son más pesados que los iones de los analitos 

(Linge&Jarvis, 2009). 

❖ Retener las especies no iónicas como partículas, especies neutras, y 

fotones. Estas especies no iónicas podrían causar inestabilidad de la señal 

e incrementar los niveles de ruido de fondo, por ende, afectando el 

funcionamiento del sistema.  

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

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

desviando electrostáticamente los iones en un ángulo de 90° en el analizador de 

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

después del cono skimmer para “empujar” electrostáticamente los iones de la 

región de interface. Esto ayuda a mejorar la transmisión de iones y los límites de 

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

fuera del haz iónico por elementos más pesados (Linge&Jarvis, 2009). 
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Por lo tanto, un buen diseño de lentes iónicas tiene la capacidad de 

producir una respuesta estable en la señal en todo el rango de masas, niveles de 

ruido de fondo bajos y buenos límites de detección. 

 

 CELDA DE REACCIÓN / COLISIÓN 

Algunos equipos de ICP-MS incorporan una celda de colisión / reacción 

(CRC), donde atraviesa el haz resultante de iones positivos para remover o 

atenuar interferencias poliatómicas e interferencias espectrales ocasionadas por 

el argón, en su modo de colisión; mientras que disocia y forma especies 

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

Como se puede ver en la Figura 3, la celda se localiza antes de analizador 

de cuadrupolo a una presión (10-5 - 10-6Torr). Los iones salen de la zona de 

interface y entran a la celda, un gas de colisión / reacción como el hidrógeno 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 separación de masas (Agilent, 2010). 

El modo de colisión usa un gas inerte (helio) y un proceso llamado 

discriminación de energía cinética (KED, KineticEnergyDiscrimination) para 

atenuar selectivamente las interferencias poliatómicas de acuerdo a su tamaño. 
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La discriminación de energía cinética se basa en el hecho de que todos iones 

poliatómicos son más grandes que los iones analito de misma masa, entonces 

colisionan con la celda de gas en vez de atravesar la celda, saliendo con una 

energía residual menor. Estos iones con baja energía son excluidos del haz de 

electrones por un voltaje al final de la celda (Linge&Jarvis, 2009). 

El modo de reacción usa gases reactivos (He / H2, NH3, O2, CH4) y puede 

remover interferencias muy eficientemente. Las interferencias poliatómicas son 

mucho más reactivas que el analito, por lo que este modo se basa en la reacción 

de la especie interferente con el gas reactivo, permitiendo su posterior 

eliminación. También se da ocasiones en que el analito es más reactivo y resulta 

una nueva especie a una masa diferente (Agilent, 2010). 

El uso de la celda de reacción / colisión y la KED es universal porque no 

necesita ninguna configuración específica para el analito o matriz, lo cual es 

ventajoso debido a que la mayoría de veces no se conoce la composición de la 

matriz de cada muestra (Agilent, 2010). Sin embargo, los gases de reacción no 

son adecuados para el análisis multielemental en matrices complejas y de alta 

variabilidad, debido a que reducen significativamente la sensibilidad de otros 

elementos (Becker &Jakubowski, 2009). 

 

 ESPECTRÓMETRO DE MASAS: ANALIZADOR DE MASAS DE 

CUADRUPOLO 

El espectrómetro 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 
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encuentra entre la óptica de iones y el detector, mantenido a una presión de 

aproximadamente 10-6Torr 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 separación del haz de iones, pero todos tienen un 

mismo objetivo; separar los iones de interés de otros analitos monocargados, 

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

El cuadrupolo es el analizador de masas más frecuentemente utilizado con 

la fuente de ionización ICP, otros analizadores comunes son el sector magnético 

de doble enfoque con colector simple y múltiple, y el analizador de tiempo de 

vuelo (Ramyalakshmi,Venkatesh, Hepcy, Ravindra,Archana&Manjuvani, 2012) 

El cuadrupolo o filtro de masas consiste en cuatro barras hiperbólicas 

paralelas y equidistantes de la misma longitud y diámetro, que sirven como 

electrodos del filtro de masas. Están hechos generalmente de acero inoxidable o 

molibdeno y algunos están cubiertos de cerámica para resistir la corrosión. El 

cuadrupolo usado en el ICP- MS tiene una longitud aproximada de 15 - 20 cm, y 

cerca de 1 cm de diámetro, y opera a una frecuencia de 2 - 3 MHz (Linge&Jarvis, 

2009). 

Los iones provenientes de la fuente de ionización 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). 

Simultáneamente, 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 relación óptima 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 deflexión 

por el campo. Los iones con masa específica que entran en resonancia alcanzan 

a conservar su trayectoria estable y a cruzar el espacio cuadrupolar, sin sucumbir 

por choques con las barras metálicas; 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 mayoría de analizadores de cuadrupolo tienen un amplio rango de 

masas, usualmente hasta 1.000 m/z, para los instrumentos de investigación están 

disponibles hasta 4.000 m/z. Las ventajas de éste analizador es su bajo costo en 

relación al analizador de sector magnético, facilidad de uso, velocidad de escaneo 

(<100 ms), lo que es particularmente útil para realizar barridos de picos 

cromatográficos a tiempo real y con alta eficiencia de transmisión. Sus 

desventajas son su menor sensibilidad y resolución (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 relación 

masa/carga, lo que permite lograr un poder de resolución entre 1000 - 2000 y 

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

 



33 

 

   

 

 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 número de iones del analito presentes en la 

muestra, la cual es luego usada para la cuantificación de elementos traza por 

comparación de la señal iónica con una de calibración o de estándares 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 concentración del analito (Skoog et al., 2007). Tiempo atrás 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 relación 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 número de electrones secundarios se liberan, y son 

atraídos por un segundo dinodo positivamente cargado, donde más electrones 

son emitidos. El proceso de emisión de electrones continua en esta manera a 

través de los dinodos individuales, amplificando la señal (Skoog et al., 2007). 
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Los detectores de dinodo discreto generalmente poseen rangos dinámicos 

más amplios que los CEMs de 8 órdenes de magnitud, lo cual es importante en 

ICP-MS  así como la concentración 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 análogo, el primer modo se usa en señales de baja intensidad 

(menos de 2 x 106cps) medidos en cuentas por segundo mientras que el segundo 

modo es útil  en señales de alta intensidad donde se mide en voltajes, siendo 

necesario factores de conversión para transformar del modo análogo al modo de 

pulsos, esta doble funcionalidad ayuda a evitar la necesidad de una elución de 

muestra adicional y protege al detector de una señal 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 determinación correcta del analito, ocasiona un error 

sistemático producto de una señal 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 espectroscópicas e interferencias no espectroscópicas: 

 

 INTERFERENCIAS ESPECTROSCÓPICAS 

Las interferencias espectroscópicas que se pueden presentar en el ICP-MS 

pueden ser causadas por solapamientos isobáricos, iones poliatómicos, iones de 

óxido e hidrógeno, e iones con carga doble.  
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 INTERFERENCIAS ISOBÁRICAS 

Las interferencias isobáricas se producen por la presencia de dos 

elementos con isótopos 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 resolución 

de 0,005 m/z del cuadrupolo, no se puede discriminar estas pequeñas diferencias 

de masa. Otros analizadores de masas, pueden tolerar diferencias más 

pequeñas, como un sistema de resolución de doble enfoque de masas. 

El isótopo más abundante de un elemento con frecuencia es el que tiene 

solapamiento isobárico, por ende, se tiene que escoger el segundo isótopo más 

abundante. Por ejemplo, el 40Ar+ se solapa con el pico más abundante del calcio, 

40Ca+ (97%), entonces se utiliza el segundo isótopo más abundante, 44Ca+ 

(2,1%). Los instrumentos más modernos poseen un software adecuado que 

realiza predicciones de los posibles solapamientos isobáricos, realizando 

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

 

 INTERFERENCIAS DE IONES POLIATÓMICOS 

Estas interferencias son más críticas que los solapamientos isobáricos y 

son las interferencias con más incidencia. Los iones poliatómicos son especies 

moleculares formadas en el plasma con la misma relación m/z a los analitos de 

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

Los iones poliatómicos son formados por interacciones de las especies del 

plasma (Ar, H, O, N y C)   y las especies de la matriz de la muestra, solventes, 
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ácidos usados en la preparación de la muestra (N, S, Cl), y gases atmosféricos 

introducidos. Estas interferencias pueden corregirse usando un blanco o 

escogiendo un isótopo diferente del analito.   

 

 INTERFERENCIAS DE ÓXIDO E HIDRÓXIDO 

  Estas interferencias se producen por el vapor de agua introducido en el 

plasma. Los óxidos e hidróxidos 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 M2+ en el plasma, estás interferencias son comunes 

en elementos con un segundo potencial de ionización bajo, como elementos 

alcalino térreos, elementos de transición y tierras raras (Linge&Jarvis, 2009). El 

cuadrupolo separa los iones en relación a su m/z, así un ion doblemente cargado 

tendrá la masa M/2, por ejemplo, el 136Ba2+ se solapa con 68Zn+. 

Tanto la formación de óxidos como de iones con doble carga dependen de 

las condiciones de ionización del plasma, el cual debe ser cuidadosamente 

optimizado cambiando el flujo del gas de nebulización y energía de RF (Linge y 

Jarvis, 2009). 

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

pueden disminuirse o, en algunos casos, eliminarse completamente, con la celda 
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de reacción/colisión ubicada entre las lentes iónicas y el analizador de cuadrupolo 

(Linge&Jarvis, 2009). 

En la Tabla 2, se muestran las posibles interferencias para los isótopos 

más importantes de mercurio, arsénico y cromo. 

 

 INTERFERENCIAS NO ESPECTROSCÓPICAS 

Las interferencias no espectroscópicas también se denominan efecto 

matriz, las cuales se distinguen por un aumento o una disminución en la señal del 

analito (Linge&Jarvis, 2009).  

Este efecto tiene relación directa con la naturaleza de la matriz, la cual 

puede afectar varios procesos en el ICP-MS como la producción del aerosol, 

producción de iones, extracción iónica a través de la interface, y transmisión del 

haz iónico positivo a través del espectrómetro de masas. Las interferencias no 

espectroscópicas son complejas y difíciles 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 concentración total de 

elementos matriz esté bajo el límite de la interferencia. En muchos casos, 

dicha dilución podría ser tolerada y los límites de detección aún ser 

adecuados; sin embargo, la dilución empeorará relativamente el ruido de 

fondo con respecto a la señal del analito. 

❖ Usando el método de adición estándar, se debe escoger la misma matriz 

de la muestra para los estándares de calibración. Esta medida no es muy 
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problemática 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 metodología de dilución isotópica, donde 

se utiliza patrones internos (sustancias análogas al analito), pero con una 

abundancia isotópica alterada, denominados comúnmente trazadores o 

“spikes”. La dilución isotópica consiste en añadir cantidades conocidas de 

estos trazadores a la muestra a analizar, de esta forma “diluye” el 

enriquecimiento isotópico del estándar, este método es considerado como 

de alta precisión (Cueto, 2013). 

❖ Los efectos de la matriz también pueden ser eliminados utilizando un 

estándar interno, para compensar pequeñas cantidades de supresión de 

sensibilidad. Generalmente, un buen estándar interno en un ICP-MS, es un 

elemento el cual tiene masa y energía de ionización cercano a la del 

analito.  

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

métodos de extracción (Linge&Jarvis, 2009).  
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2.3.3. COMPARACIÓN DEL ICP-MS CON OTRAS TÉCNICAS DE 

ESPECTROMETRÍA ATÓMICA 

Las técnicas de espectrometría atómica, incluyen Espectrometría de 

Absorción Atómica de Llama (FAAS, siglas en ingles), Espectrometría de 

Absorción Atómica de Horno de Grafito (GFAAS, siglas en ingles), Plasma 

Acoplado Inductivamente con Espectrometría de Emisión Óptica (ICP-AES,siglas 

en ingles) y Plasma Acoplado Inductivamente con Espectrometría de Masas (ICP-

MS, siglas en inglés) (Thermo Elemental, 2011).  

En la Tabla 3, se presenta una comparación del ICP-MS con las técnicas 

anteriormente mencionadas, si bien es cierto cualquiera de éstas técnicas podría 

funcionar como detector para formar un sistema de especiación. Sin embargo, los 

acoplamientos con ICP-MS son más fáciles y frecuentes, debido a la sencilla 

forma de conexión entre la salida de la columna cromatográfica al sistema de 

introducción de muestra (flujo líquido) o directamente a la antorcha (flujo gaseoso) 

del ICP-MS (Sperling, 2015). 

 El ICP-MS cuenta con excelentes límites de detección para la mayoría de 

elementos solo comparados con los obtenidos con GFAAS, y superiores en comparación al 

ICP-AES. Posee un amplio rango dinámico (109) mayor a cualquier otra técnica, capacidad 

de análisis multielemental al igual que el ICP-AES. El ICP-MS posee modos para eliminar 

las interferencias químicas como ninguna otra técnica y capacidad de análisis isotópico. 

Estas ventajas hacen del ICP-MS la mejor opción de detección en el análisis de 

especiación, a pesar del elevado costo de adquisición y mantenimiento, y relativamente 

baja tolerancia a los sólidos disueltos (Thermo Elemental, 2011).  
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CAPÍTULO 3.SISTEMAS DE ESPECIACIÓN 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): 

❖ La interface de conexión (línea de transferencia) debe transmitir la fracción 

de la muestra cuantitativamente del sistema de separación al plasma del 

ICP-MS de una forma tal que el plasma lo pueda tolerar. 

❖ La resolución 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 señal transitoria a una suficiente 

frecuencia de muestreo y sobre un suficiente rango dinámico para 

acomodar la resolución del cromatógrafo al número requerido de 

elementos o isótopos por pico sobre sus rangos de concentración. 

❖ Se debe ajustar el plasma del ICP-MS bajo condiciones similares a las 

encontradas durante la corrida cromatográfica. 

❖ Si la muestra es gaseosa, como en GC, la línea de transferencia tiene ser 

calentada, y debe terminar directamente en la antorcha del ICP-MS, con el 

fin de evitar en lo posible la degradación y condensación de la muestra. 

❖ Si la muestra es líquida, la línea de transferencia terminará 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 
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hacer coincidir el flujo cromatográfico con los requerimientos del 

nebulizador y plasma del ICP-MS. 

 

3.2. ACOPLAMIENTO DE LA CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIENCIA A ESPECTROMETRÍA DE PLASMA-MASAS 

La Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (HPLC) acoplada a ICP-MS en 

la detección elemental es la técnica más ampliamente utilizada para el análisis de 

especiación, el esquema de dicho sistema se ve en la Figura 4.  

En un principio el acoplamiento de cromatografía líquida con ICP-MS tuvo 

dificultadas debido al gran volumen de disolvente que tenía que soportar el 

plasma argón. Ya que un alto contenido de disolvente orgánico, mejora la 

separación de LC convencional. En la actualidad este acoplamiento es más 

sencillo, al reducir al mínimo 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 separación de las especies 

de interés, como: intercambio iónico, afinidad, exclusión por tamaño, 

apareamiento iónico y cualquier otra de las numerosas técnicas de fase inversa 

(Michalskiet al., 2011). 

El sistema LC-ICP-MS tiene importantes ventajas para el análisis de 

especiación: 

❖ Complejos cromatogramas se pueden simplificar como simples 

“elementogramas”; es decir, es posible obtener picos simples de cada especie 

elemental de interés para su determinación cualitativa o cuantitativa. 
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❖ Es factible la cuantificación de especies elementales no conocidas con 

respecto al elemento de interés, gracias a la sensibilidad independiente del 

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

 

3.2.1. INTERFACE 

Acoplar un cromatógrafo líquido 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 cromatografía líquida al ICP-MS sea el sistema de especiación 

más 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 conexión entre la salida de la columna y el sistema de introducción de 

muestra del ICP, usualmente nebulización neumática convencional, se realiza 

mediante un tubo generalmente de politretraflouroetileno (PTFE) u otro material 

plástico inerte. La longitud y el diámetro interno de la línea de transferencia debe 

ser mínimo, empleándose una longitud de 20 - 50 cm y 1,5 mm de diámetro 

interno, para asegurar que el ensanchamiento de los picos cromatográficos sea 

mínimo (Sperling, 2015). 
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3.2.2. AJUSTE Y OPTIMIZACIÓN 

El ajuste del ICP-MS requiere del ajuste de las siguientes condiciones 

operacionales (Duarte, 2006): 

 El plasma para una adecuada producción de iones (ajuste de la intensidad 

de la señal para los iones M+, ajuste para una mínima producción de iones 

MO+ e iones M2+). 

 El tipo de nebulizador que se adapte a la carga de flujo proveniente de la 

columna. 

 La posición de la antorcha para mejorar la sensibilidad. 

 La celda de reacción (si tiene) para la óptima remoción de interferencias. 

 El analizador de cuadrupolo para la resolución y calibración de masa. 

 El detector para la sensibilidad y rango dinámico lineal óptimo. 

Estas tareas son simplificadas y automatizadas en equipos modernos. El 

último modelo de la casa comercial Agilent es el equipo 8900 ICP-MS, formado 

por un triple cuadrupolo en modo tándem MS-MS, a través de la celda de 

reacción/ colisión ORS4 con gas helio contrala muy eficientemente la remoción de 

interferencias, lo cual incrementa la sensibilidad y disminuye el ruido de fondo. 

Gracias a un nuevo detector electro multiplicador se puede alcanzar 11 órdenes 

de rango dinámico lineal. Los límites de detección de este modelo son muy bajos 

incluso para elementos difíciles como S, Si y 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 análisis mediante un 

celular inteligente (Agilent, 2017).  



44 

 

   

En la optimización del cromatógrafo liquido se debe tomar en cuenta el tipo 

de elución (gradiente o isocrática), el ajuste de pH, la velocidad de flujo y 

concentración de la fase móvil, cuyos parámetros pueden ser estudiados con una 

solución estándar de cada especie del analito a analizar (Duarte, 2006). 

 

3.3. ACOPLAMIENTO DE CROMATOGRAFÍA DE GASES A 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS CON PLASMA ACOPLADO 

INDUCTIVAMENTE 

La cromatografía de gases (GC) sólo es aplicable para especies volátiles 

térmicamente estables y compuestos organometálicos (Sperling, 2015), a menudo 

se prefiere este tipo de cromatografía frente a la cromatografía líquida, ya que 

proporciona mayor resolución cromatográfica con mínima señal de fondo; el 

disolvente se separa de los analitos y el gas portador es usualmente helio.  

Si un análisis requiere una elevada resolución, a veces es preferible 

realizar derivatizaciones para crear componentes volátiles a partir de especies no 

volátiles. 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 cromatográfico se 

condensen por lo que se requiere de una línea 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): 

 El ICP-MS es casi universal. Elementos como el hidrógeno, helio, flúor, y 

neón no pueden ser medidos directamente debido a que sus potenciales 

de ionización son mayores al argón del plasma.  
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 El ICP-MS puede tolerar un amplio rango de gas portador (carrier) y flujos 

de GC. 

 El ICP-MS permite la calibración de componente independiente, lo cual es 

útil cuando los estándares son costosos o no están disponibles. 

 El ICP-MS no sufre supresión de respuesta del analito por la coelución de 

los componentes. 

 El ICP-MS es capaz de cuantificar mediante dilución isotópica. 

 

3.3.1. INTERFACE 

La interface entre el GC y el ICP-MS consiste en un calentador de acero 

inoxidable, una línea de transferencia inerte de sílice y una antorcha especial con 

un tubo inyector caliente. El gas make up (Ar) es calentado previamente dentro 

del horno cromatográfico donde está montado el calentador de acero inoxidable. 

Luego se agrega este gas al efluente de la columna, al inicio de la línea de 

transferencia para arrastrar a los analitos (la línea de transferencia es 

eléctricamente calentada a 300 °C para ayudar a mantener a los componentes en 

fase gaseosa), evitado su condensación o puntos fríos. De ésta manera, la 

muestra se mantiene a temperatura elevada constante desde el final de la 

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

 

3.3.2. AJUSTE Y OPTIMIZACIÓN 

A diferencia del acoplamiento con cromatografía líquida, en la 

cromatografía de gases la introducción de la muestra al ICP-MS no es un aerosol 

húmedo, por lo que la optimización de este sistema es algo diferente de las típicas 
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condiciones de plasma húmedo. Primero, porque ni agua ni ácidos son 

introducidos, y las interferencias poliatómicas, particularmente óxidos, son 

mayoritariamente eliminadas; segundo, sin la introducción de agua, mucha menos 

potencia de plasma es requerida para lograr una ionización completa, incluso de 

elementos de alto potencial de ionización. Generalmente, el rendimiento óptimo 

es alcanzado cuando la potencia de plasma se ajusta entre 600 a 800 watts 

(McSheehy&Sperling, 2009). El ajuste de una potencia más 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 adición de 0,05% - 0,1% de xenón en 

helio o argón al gas portador o al gas make up (Ar). El xenón está compuesto de 9 

isótopos con masas entre 124 y 136, con un rango de abundancia relativa de 

aproximadamente 0,1 a 26%, lo que le permite proveer de numerosos puntos de 

ajuste. A parte que este gas puede ser introducido con el gas portador de GC, 

también es útil en la optimización de las posiciones horizontales y verticales de la 

antorcha, lo cual es crítico para la optimización de la sensibilidad, debido al 

estrecho diámetro del inyector de la antorcha de GC (Sperling, 2015). 

Adicionalmente, si el xenón es introducido con el gas portador del GC, 

puede ser usado como estándar 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 aplicación común de GC-ICP-MS es el análisis de 

especies de azufre en combustibles de hidrocarburos. En este caso, usando una 
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mezcla de 0,1% de sulfuro de hidrógeno en helio, se obtiene un gas ideal en el 

que se puede optimizar la sensibilidad del sulfuro (McSheehy&Sperling, 2009). 

Además del uso del gas xenón para el ajuste, la adición de otros gases al 

plasma puede tener beneficios. Adicionando una pequeña cantidad de oxígeno, 

se podría prevenir depósitos de carbono en los componentes de la interface del 

ICP-MS (principalmente los conos), producidos por la oxidación del carbón 

elemental a óxidos de carbono volátiles. Los gases opcionales nitrógeno y 

oxígeno, han mostrado mejorar la sensibilidad para varios analitos elementales 

comunes, incluyendo estaño, arsénico y selenio. Estos gases son típicamente 

introducidos a través de un soporte, un conector en la línea del gas make up, en 

el punto donde la columna de GC entra en la línea 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 útil encender el 

oxígeno al inicio de la corrida para controlar la formación de carbono durante el 

pico del solvente, para luego apagarlo durante el transcurso de la corrida, 

previniendo así interferencias de azufre. La prolongada exposición al oxígeno 

puede reducir el tiempo de vida de los conos de níquel, 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 ESPECIACIÓN: LC-ICP-MS Y GC-

ICP-MS 

 

3.4.1. COMPARACIÓN DE TÉCNICAS ACOPLADAS A 

CROMATOGRAFÍA DE GASES PARA EL ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN 

DE MERCURIO 

En este trabajo se comparó diferentes acoplamientos con cromatografía de 

gases: espectrómetro de masas (MS), espectrómetro de fluorescencia atómica 

(piro-AFS) e ICP-MS, en el análisis de especiación de mercurio (Hg2+ y MetHg) de 

dos materiales de referencia certificados (MRCs) de tejidos biológicos. En los tres 

casos las muestras fueron tratadas mediante extracción microondas, luego se 

realizó una etilación acuosa con el agente de derivatización tetraetil borato de 

sodio (NaBEt4) y se utilizó helio como gas portador (carrier). Las técnicas fueron 

evaluadas principalmente según su límite de detección, límite de cuantificación, 

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

 

Resultados 

Los resultados respecto a los límites de detección y límites de 

cuantificación 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 µg/L para las especies de GC-piro-AFS y GC-MS y en el rango de 0,25 a 10 

µg/L para GC-ICP-MS.  

La precisión fue determinada al correr una solución estándar de 50 µg/L de 

las especies de mercurioen GC-piro-AFS y GC-MS, y de 5 µg/L para GC- ICP-MS, 
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cada una en 10 repeticiones; los resultados mostraron una desviación estándar 

relativa (RSD) menor al 5% para ambos sistemas. La exactitud se evalúo con las 

mismas soluciones estándar usadas para la determinación de la precisión en 

réplicas de 10 en dos días diferentes; la RSD < 5%, por lo que no hay diferencia 

significativa en las determinaciones en ambos días.  

La separación 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 elución 

de ambas especies en menos de 2 minutos.  

Las diferencias en el rendimiento cromatográfico entre los sistemas, 

principalmente se debió a la configuración del GC. Por ejemplo, en GC-MS y GC-

piro-AFS se usó una columna normal-bore (0,25 mm D.I) y en GC-ICP-MS una 

columna wide-bore (0,53 mm D.I), en este último implica un mayor flujo de gas 

portador. El rendimiento de éstas técnicas fue evaluado al analizar los materiales 

de referencia certificados de músculo de pescado (DOLT-3) e hígado de pescado 

(DORM-2). Los MRCs fueron previamente sometidos a extracción microondas con 

hidróxido de tetra-metil amonio (TMAH), y luego a derivatización llevada a un pH 

de 3,9 con NaBEt4. Los cromatogramas obtenidos para MetHg y Hg2+ en tejidos 

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

 

Discusión de resultados 

El sistema de especiación GC-ICP-MS mostró los mejores límites de 

detección. Sin embargo, todos los sistemas fueron lo suficientemente sensibles y 

selectivos para la especiación de mercurio en muestras biológicas, GC-MS y GC-

ICP-MS tienen la capacidad de ofrecer análisis isotópico con dilución isotópica 
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(ID), y GC-piro-AFS fue la alternativa menos costosa. La desviación estándar de 

las áreas de MetHg y Hg2+ 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 nebulización, lo que significa 

un aumento en el límite de detección con respecto a LC. Una pequeña desventaja 

es que se debe derivatizar las especies de mercurio iónico para cambiar su 

naturaleza como volátil mediante etilación. Los mejores resultados fueron 

obtenidos con GC-ICP-MS debido a su capacidad de análisis multielemental 

simultáneo y la posibilidad de usar el análisis de dilución isotópica. Su principal 

desventaja es el costo instrumental y operacional, además de requerir personal 

cualificado para operar este equipo complejo.  

 

3.4.2. DESARROLLO DE UN MÉTODO DE PREPARACIÓN DE 

MUESTRA PARA LA ESPECIACIÓN DE MERCURIO EN CABELLO POR 

HPLC-ICP-MS 

En el presente trabajo se aplicó un sencillo procedimiento de extracción de 

mercurio en muestras de cabello, para su posterior análisis de especiación 

mediante HPLC-ICP-MS, el objetivo fue cuantificar la cantidad de mercurio 

inorgánico (iHg), metilmercurio (MetHg) y etilmercurio (EtHg). Las muestras fueron 

recogidas de una comunidad de la Amazonía Brasilera(5 muestras de 5 

voluntarios), cuyo antecedente es un elevado consumo de pescado. Para esto se 

pesó exactamente 50 mg de muestra de cabello, luego se agregó una solución 
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extractora de mercaptoetanol, L-cisteína y HCl, y se sometió a un baño de 

ultrasonido durante 10 minutos. Después de la extracción, para el análisis se 

utilizó una columna en fase reversa C18 con una fase móvil que contiene 0,05% de 

mercaptoetanol, 0,4% m/v de L-cisteína, 0,006 mol/L de acetato de amonio y 5% 

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

 

Resultados 

La cuantificación de las especies de mercurio en cabello se basó en la altura del 

pico por calibración externa. Se usó soluciones madre de mercurio inorgánico, 

cloruro de metilmercurio y cloruro de etilmercurio, para preparar las soluciones 

estándar en un rango de 0,0 a 20,0 mg/L, diluidas con la solución móvil. Los 

resultados presentados en la Tabla 4, muestran la presencia solo de mercurio 

inorgánico y metilmercurio. Se probó 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). 

 

Discusión de resultados 

Un método sencillo de preparación de muestrafue aplicado con éxito para 

el análisis de especiación de mercurio en muestras de cabello, se buscó 

simplificar el proceso de preparación de muestra debido a que en estudios 

anteriores se mostró que un tratamiento de muestra complejo es muy invasivo. Se 

encontró que la digestión alcalina genera contaminantes (Liang&Lazoff, 1999) y 

podría darse una interconversión entre las especies de mercurio durante el 

tratamiento de muestra (Qvarnstrom&Frech, 2002).   
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En el análisis se encontró que el elevado contenido de metilmercurio tiene 

relación directa con la ingesta de pescado en la comunidad amazónica. Sin 

embargo, la población de muestras no es representativa, con un número de solo 

cinco, lo que podría representar un error estadístico. 

Al comparar el contenido total de mercurio en cada muestra, siendo la 

combinación de mercurio inorgánico y metilmercurio, con el mercurio total de las 

mismas muestras analizadas por espectrometría de absorción atómica por vapor 

frío, se podría decir que no existe diferencia significativa. No obstante, la mayoría 

de métodos analíticos solo distinguen entre mercurio inorgánico y mercurio total, 

usándose una diferencia aritmética para conocer el contenido de mercurio 

orgánico. El análisis por CV-AAS no se podría llamar estrictamente especiación; 

sería más correcto describirla como fraccionamiento. Por lo tanto, es esencial una 

técnica de especiación como es el acoplamiento de HPLC con ICP-MS, que 

pueda separar e identificar las formas químicas de mercurio para estudiar sus 

riesgos toxicológicos. 

 

3.4.3. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN DE MERCURIO EN AGUA DE MAR 

MEDIANTE MICROEXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA Y GC-ICP-MS 

En este estudio se investigó métodos para la cuantificación de mercurio y 

metilmercurio en agua de mar usando SPME-GC-ICP-MS, con el objetivo de 

obtener límites de detención menores a 1 ng/L para ambas especies. Las 

muestras de agua fueron recogidas de cuatro lugares diferentes de la costa de 

Gijón y Avilés (España), las muestras se colocaron en viales de teflón con la 

adición de HNO3 al 1% para conservar las especies de mercurio. Luego se 
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procedió a filtrar en un tamaño de poro de 0,45 µm y se ajustó el pH a 5,4 con una 

solución buffer de ácido acético/acetato de sodio. Para la micro extracción en fase 

sólida, se tomó 3 mL de muestra, 1 mL de buffer y 0,2 mL de la solución 

derivatizante tetra-propil borato de sodio (NaBPr4) o NaBEt4 en un vial con 

agitación magnética durante 3 minutos. Se llevó 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 inyección del cromatógrafo de gases para su 

desorción térmica y análisis 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 análisis de agua de mar con SPME-GC-

ICP-MS se usó calibración externa, la cual presentóconcentraciones de las 

especies de mercurio mucho más bajas que aquellas obtenidas por una técnica 

previamente validada (Bravo et al., 2001). Dicha supresión de señal, evidencia la 

existencia de un efecto matriz en el proceso de derivatización, por lo que se optó 

por la estandarización interna con cloruro de etilmercurio. La metodología de 

adición estándar también se usó en paralelo.  

La contaminación de los blancos fue el factor limitante para obtener el 

límite de detección deseado (<1 ng/L). Este problema afectó principalmente al 

mercurio inorgánico, se solucionó con el desarrollo de un procedimiento de 

limpieza, el cual consistió 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 analíticos usados.  

Los límites de detección de ambos analitos y de ambos agentes 

derivatizantes se muestran en la Tabla 6. También, se muestra la linealidad para 

cada especie, así como la precisión, y la desviación estándar relativa de los 

factores respuesta.  

 

Discusión de resultados 

El elevado contenido de sales en las muestras de agua produjo un efecto 

matriz, disminuyendo la señal analítica. Si bien la eliminación o reducción de los 

iones interferentes puede reducirse por procesos químicos, estos podrían afectar 

la cantidad de mercurio inicial, afectando los resultados. La razón de esta 

disminución, es que la eficiencia de los derivatizantes para la etilación y 

propilación es significativamente menor en presencia de sales, entonces se optó 

por la calibración mediante adición estándar la cual resultó ser confiable en la 

cuantificación de las especies de mercurio. El simple uso de un estándar interno 

no fue suficiente para compensar el efecto matriz. Además, el tratamiento de 

limpieza de los reactivos permitió que la concentración de mercurio en los blancos 

sea casi despreciable, esto hizo que la contaminación de los blancos ya no sea un 

impedimento para obtener bajos límites de detección. 

Se obtuvieron límites de detección muy bajos tanto para metilmercurio 

como para mercurio inorgánico de 0,11 ng/L y 1,6 ng/L respectivamente, mediante 

etilación, mientras que se obtuvieron límites de 0,17 ng/L y 0,35 ng/L mediante 

propilación. La derivatización de las especies de mercurio con tetra-propil borato 
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de sodio, dio mayor rendimiento, probablemente debido a que posee menor 

contaminación de mercurio que el tetra-etil borato de sodio comercial.  

Esta metodología permitió el análisisen un tiempo relativamente corto, 

entre la preparación de muestra y el análisis pasaron aproximadamente 25 

minutos, además se requirió de muy poca muestra (3 mL), esto hace de SPME-

GC-ICP-MS una técnica acoplada realmente útil para la especiación de mercurio 

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

 

3.4.4. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO 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 inorgánico (iAs), mientras que los mariscos contienen altos 

niveles de compuestos organoarsénicos como arsenobetaína (AsBe), ácido di-

metil arsínico (DMA), arsenocolina (AsCho), y arsenoazúcares (AsSugs). El DMA 

y sus derivados se consideran como los menos cancerígenos, mientras AsBe y 

AsCho carecen de efectos tóxicos y cancerígenos. 

En este estudio se buscó conocer la concentración de las especies de 

arsénico en orina mediante la técnica acoplada HPLC-ICP-MS, las muestras 

fueron tomadas de 210 japoneses sin exposición ocupacional a este metaloide. 

Dichos individuos previamente respondieron un cuestionario acerca de sus 

hábitos 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 especiación de arsénico de este tipo se han hecho previamente 
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con espectrometría de absorción atómica (AAS) con digestión 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 exposición a arsénico. 

Las muestras de orina recogidas fueron almacenadas en tubos de plástico 

a -80°C antes del análisis.Estas fueron diluidas 10 veces con agua ultra pura y 

fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue usado para 

el análisis. El material de referencia certificado NIES CRM No.18 (orina humana) 

fue usado para validar el procedimiento usado para el análisis. 

Los componentes se separaron en una columna cromatográfica de resina 

de intercambio catiónico, con una fase móvil compuesta de 5mM HNO3, 6mM 

NH4NO3, 1,5 mM 2,6-ácido piridindicarboxílico, con un flujo de 1,0 mL/min, a 40°C 

de temperatura, y volumen de inyección de 50µL(Hataet al., 2007). 

 

Resultados 

En la Tabla 7 se muestra los resultados del análisis del material de 

referencia (NIES CRM N°18), el cual está 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 analizó una solución estándar de 10 µg/L As, la cual contiene As III, As 

V, MMA, DMA, AsBe, AsCho, TMAO; como se puede observar en la Figura 7, el 

pico de AsCho se solapó con el pico de tetrametilarsonio, y la concentración de 
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óxido de trimetilarsina (TMAO) se encontró a niveles de traza (información no 

mostrada), por ello estos picos se denominaron como “otros”. La categoría 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 

concentración 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 iAs 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 concentración de 

DMA y AsBe fue significativamente mayor en individuos que prefieren mariscos a 

los que prefieren consumir carne. Ninguno de los otros valores varía 

significativamente entre ambos grupos. 

 

Discusión de resultados 

El presente estudio mostró que la técnica HPLC-ICP-MS puede realizar 

análisis de especiación de arsénico con gran exactitud, se consiguió identificar 

elevadas concentraciones de componentes de arsénico orgánico en individuos sin 

exposición 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 encontró reportes 

indicando cuál de los valores debe ser usado; sin embargo, en este estudio se 

usó ambos. Los individuos que prefieren comida de mar presentaron elevados 

niveles de DMA en relación de aquellos que consumen carne.Por lo tanto, el 
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análisis de especiación es necesario para conocer el riesgo de salud que podría 

conllevar la exposición de arsénico en la alimentación. 

Puesto que el arsénico en los mariscos se encuentra principalmente en su 

forma menos tóxica, arsénico orgánico, se debería considerar  el agua de 

consumo humano y los cultivos regados con agua contaminada como la fuente 

principal de intoxicación, debido a que posee la forma más peligrosa de arsénico, 

arsénico inorgánico. La exposición prolongada a esta forma de arsénico produce 

lesiones cutáneas y cáncer.  

 

3.4.5. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO EN ARROZ 

INTEGRAL MEDIANTE HPLC-ICP-MS 

Este estudio se realizó en Japón, previamente se conoce que en este país 

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 orgánica, especies poco tóxicas o nada tóxicas para el ser 

humano. Por ello, es importante la especiación 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 preparación de las 

muestras consistió 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 tamaño de poro de 0,45 µm. Los estándares fueron una mezcla de DMA, 

MMA, As (III) y As (V); también, se agregó AsBe como estándar interno. Las 
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condiciones de operación del HPLC y del ICP-MS se muestran en la Tabla 

9(Kobayashi&Shikino, 2010).  

 

Resultados 

En la Tabla 10 se muestra los límites de detección y límites de 

cuantificación de cada especie de arsénico, y los resultados obtenidos en el 

análisis de cinco muestras de arroz integral. Se encontró mayor concentración de 

mercurio inorgánico, un promedio de 0,172 mg iAs/Kg arroz, en relación al 

mercurio orgánico, el ácido mono-metil arsónico (MMA) es prácticamente 

inexistente. La concentración de cada componente se determinó a través de la 

medición del área de cada pico. Los resultados del estudio de interlaboratorios 

mostraron buena correlación en todas las muestras para las cinco especies. 

Se sabe que puede haber varias interferencias poliatómicas 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 poliatómicas a través del modo reacción química. 

 

Discusión de resultados 

La mayoría de arsénico en organismos marinos se presenta en forma de 

arsenobetaína, la cual no es tóxica. No en tanto, existen grandes cantidades de 

consumo de arroz en Japón, es así que es importante conocer las formas de 

arsénico que están presentes en el arroz. A través del estudio interlaboratorio de 

las muestras de arroz integral de composición conocida, se probó la precisión del 

método y la aptitud de eliminar interferencias poliatómicas por el equipo a través 
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de la celda universal.Es importante hacer una selección correcta del gas de 

reacción/colisión de la celda, por ejemplo el uso del gas helio podría disminuir la 

sensibilidad del método, por tanto se resolvió utilizar otro gas opcional como es el 

metano. Por tanto, el sistema HPLC-ICP-MS con la correcta elección de 

condiciones instrumentales tiene la capacidad de separar y cuantificar de manera 

muy sensible todas las especies de arsénico a nivel de trazascon precisión y 

exactitud. 

 

3.4.6. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO EN JUGO DE 

MANZANA MEDIANTE HPLC-ICP-MS 

El arsénico puede infiltrarse naturalmente en las manzanas a través del 

medio ambiente o antropológicamente por el uso de pesticidas. Por ello en el 

2013, la USFDA propuso un nivel de acción de 10 µg/L de arsénico inorgánico en 

el jugo de manzana. Esto implica realizar análisis de especiación, para conocer 

las especies de arsénico, que podrían afectar el bienestar sobre todo de los niños. 

En este estudio se utilizó siete muestras de jugo de manzana comercial y 

fueron filtradas a través de un poro de 0,45 µm. Las mediciones se realizaron 

mediante calibración externa con estándares entre 0,1- 15 µg/L, para las especies 

de As (III), As (V), MMA y DMA. Todos los estándares fueron preparados con los 

componentes de la fase móvil. Las condiciones instrumentales del HPLC y del 

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

Se examinó el efecto matriz del jugo de manzana sin dilución, al comparar 

los cromatogramas del jugo de manzana enriquecido con 2 µg/L de todas las 

especies de arsénico y un estándar de 2 µg/L preparado con los componentes de 

la fase móvil, como se muestran en la Figura 8. Estos cromatogramas indicaron 

que casi no existe efecto matriz, solo hubo una leve variación del tiempo de 

retención del As (III).Para probar la estabilidad del método a corto plazo se realizó 

inyecciones consecutivas de una de las muestras de jugo de manzana durante 30 

minutos y para el largo plazo se hizo inyecciones de estándares de 2µg/L y 10 

µg/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 calibración externa, se realizó el análisis de 

especiación 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 inorgánico que de arsénico 

orgánico, pero valores muy por debajo del nivel de acción de 10 µg/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 enriqueció cada muestra con estándares a dos niveles de 

concentración: 2 µg/L (nivel bajo) y 10 µg/L (nivel de acción). 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 

logró realizar el análisis de especiación de las formas de arsénico en muestras de 

jugo de manzana en un tiempo corto de solo 3 minutos por corrida, encontrándose 
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ambas especies de arsénico inorgánico (As III y As V) y una forma de arsénico 

orgánico (DMA) y en algunas muestras (MMA); con muy buena exactitud, 

estabilidad del métodoy de las especies con una sencilla preparación de muestra. 

Al comprobarse que prácticamente no existió efecto matriz en las muestras de 

jugo de manzana comercial, las muestras de jugo de manzana pudieron ser 

analizadas sin dilución. 

 

3.4.7. ANÁLISIS DE ESPECIACIÓN DE CROMO EN AGUA MEDIANTE 

HPLC-ICP-MS 

En este trabajo se estudió diferentes parámetros para el análisis de 

especiación del cromo, puesto que el cromo existe en la naturaleza 

principalmente en dos formas, como cromo trivalente (Cr+3) en forma catiónica, 

siendo un nutriente esencial y como cromo hexavalente (Cr+6) en forma aniónica 

como cromato (CrO-2
4) o dicromato (Cr2O-2

7), siendo tóxico. Un parámetro 

importante es la preservación de la muestra, puesto que puede haber una 

interconversión de la especie de mayor estado de oxidación a la especie de 

menor oxidación. Además, se propone condiciones cromatográficas para 

distinguir efectivamente entre Cr+3 y Cr+6 en muestras de agua. Las condiciones 

instrumentales del ICP-MS se muestran en la Tabla 13(Neubauer, Reuter 

&Perrone, 2003). 

 

Resultados 

La separación se llevó a cabo en condiciones isocráticas con una columna 

en fase reversa (C8) de par iónico, usando como reactivo el hidróxido de tetra-
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butil-amonio (TBAH) y la detección en un ICP-MS con celda de reacción dinámica 

(DRC). La fase móvil se realizó combinando TBAH, sal de EDTA y metanol y los 

estándares se realizaron a partir de soluciones madre 1000 mg/L de Cr+3 como Cr 

(NO3)3*9H20 y Cr+6 como (NH4)2Cr2O7. 

El Cr+3 formó un complejo con EDTA y fue mayormente retenido en la 

columna. El Cr+6 en solución ocurre como anión dicromato. La carga neta negativa 

del complejo Cr+3-EDTA y la carga negativa del dicromato interactúan con la carga 

positiva del TBAH. Luego los hidrocarbonos del grupo tetrabutil interactúan con la 

fase estacionaria C8. El objetivo de agregar metanol fue asistir la elución de estas 

especies en la columna. 

Se comparó el efecto de acondicionar una columna nueva C8 en la 

separación de las especies de cromo. La columna se trató con metanol al 100% 

durante 90 min, y se evidenció que la columna sin tratamiento no permite una 

buena separación de los picos de las especies a diferencia de la columna 

acondicionada. Un pico desconocido eluyó al inicio del cromatograma, 

manifestándose únicamente cuando se utilizaba viales de polipropileno. Se realizó 

la misma comparación en el condicionamiento de una columna C18, esta columna 

no fue adecuada para esta separación, debido a que no hubo una buena 

resolución de los picos. 

Para conocer el efecto del material de los viales sobre la preservación de 

las especies, se realizó inyecciones consecutivas de un estándar con ambas 

especies (10 µg/L) en viales de polipropileno. Como se ve en la Figura 9, a 

medida que el tiempo avanzó el pico de Cr+6 disminuyó mientras el pico de 
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Cr+3aumentó, esto significa que existió una interconversión de Cr+6 a Cr+3, pero no 

viceversa. 

El mismo procedimiento de inyecciones consecutivas de una mezcla 

estándar de las especies se realizó con viales de vidrio en reemplazo de los viales 

de polipropileno, donde se observó que la intensidad de los picos se mantiene 

constante, sugiriendo que no existe interconversión de especies a diferencia que 

si se usara viales de polipropileno. 

Una importante interferencia poliatómica en la determinación de cromo es 

40Ar12C+, debido a que solapa a la señal del isótopo más abundante del cromo 

(52Cr+) a la misma m/z=52. El uso de metanol al 2% en la fase móvil amplifica 

esta interferencia. Para eliminar esta interferencia se usó el modo de celda de 

reacción dinámica (DRC) con NH3 como gas de reacción. En la celda de reacción 

el amoniaco reaccionó con ésta interferencia eliminándola. Esto se ve en la Figura 

10, donde se obtuvo dos cromatogramas con 1 µg/L Cr+3 y 1 µg/L Cr+6, uno sin 

gas de reacción en modo estándar y el otro con amoniaco como gas de reacción 

en el modo DRC. El cromatograma en modo estándar presentó un elevado ruido 

de fondo y una baja relación señal/ruido (S/N), además un pico desconocido se 

observa al inicio del cromatograma. A diferencia del cromatograma, donde se 

utilizó la celda de reacción dinámica, la línea base presentó menor ruido de fondo 

y la relación S/N fue alta. 

Para determinar el límite de detección del cromo en modo DRC, se hicieron 

inyecciones sucesivas de 50 µL de diferentes concentraciones de cromo en la 

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

por lo que el límite de detección para cada especie fue de 50 ng/L. 

Para determinar el límite de cuantificación de cada especie, se realizó una 

calibración externa, inyectando 50 µL de 0.1, 0.5, 1.5, y 10 µg/L de cada especie 

de cromo en la fase móvil. La regresión 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 presentó ningún 

pico, indicando un nivel extremadamente bajo de cromo, por lo que la muestra de 

agua de grifo debió ser enriquecida con 0,5 µg/L de cada especie, en la Figura 12 

se muestra el cromatograma del agua enriquecida y del estándar de calibración 

de 0,5 µg/L, los resultados dieron para Cr+3= 0.62 µg/L y para Cr+6= 0,36 µg/L. 

Análisis subsecuentes dieron los mismos resultados; aunque, el Cr+6 se convirtió 

en Cr+3 después de la adición del estándar en la muestra. Para lograr minimizar 

esta conversión se probó con la dilución de la muestra en 5 veces con la fase 

móvil 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 estándar de 

calibración de 0,5 µg/L. La conversión de Cr+6 a Cr+3 en la muestra enriquecida se 

vio minimizada, los picos coinciden más cerca con los de la calibración estándar. 

Los resultados de las muestras enriquecidas dieron Cr+3= 0.57 µg/L y Cr+6= 0,47 

µg/L, confirmando que la conversión se ha minimizado. 
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Discusión de resultados 

El sistema de especiación HPLC-ICP-MS, demostró linealidad y 

reproducibilidad, para el análisis de las especies de cromo. No obstante, la 

interconversión de especies del cromo es un problema latente, ya que los 

resultados sugieren que algún compuesto desconocido presente en las muestras 

de agua ayuda a catalizar la conversión del cromo. Se logró obtener una menor 

interconversión de especies gracias a la dilución de la muestra, debido a que la 

especie que cataliza este cambio también se diluye.  

Este sistema de especiación al incorporar una celda dinámica de reacción 

(DRC), fue posible eliminar cualquier interferencia de ArC+, aumentando la 

sensibilidad en la cuantificación. Además, en el modo DRC, desapareció el pico 

no identificado, por lo que se deduce que posiblemente se trataba de una 

interferencia compuesta de carbono.  

 

3.4.8. DETERMINACIÓN SIMULTÁNEA DE LAS ESPECIES DE 

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

En este estudio se realizó la determinación simultánea de As (III), As (V), 

ácido mono-metil arsónico (MMA), ácido di-metil arsínico (DMA) y Cr (VI), en 

aguas superficiales de las provincias de Castellón y Valencia (España), mediante 

el acoplamiento de HPLC de intercambio aniónico a un espectrómetro de masas 

con plasma acoplado inductivamente. Se tomaron seis muestras de agua 

superficial, fueron filtradas a través de una membrana de 0,45 µm, luego se 

inyectaron al cromatógrafo a través de un lazo de 100 µL. La separación se 

realizó mediante gradiente de la fase móvil NH4HCO3 a un pH de 8,0 a 1 mL/min, 
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la cuantificación se realizó por calibración externa. La columna fue conectada 

mediante una línea de transferencia de 35 cm de poliéter éter cetona (PEEK) 

(0,18 mm, D.I) al nebulizador del ICP (Roing, Martínez, López & Hernández, 

2001). 

 

Resultados 

Con la correcta optimización de las condiciones cromatográficas y del ICP-

MS, se logró la separación de las cinco especies en aproximadamente 9 minutos, 

usando un gradiente de elución, como se muestra en la Figura 14. 

Se estudió la linealidad del método con estándares de 0,05-1000 µg/L para 

las especies de arsénico y 20-1000 µg/L para Cr (VI), cuyos resultados indicaron 

una excelente linealidad (r=0,999). Los límites de detección fueron de 0,02-0,05 

µg As/L y 5,5 µg 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.  

 

Discusión de resultados 

La cromatografía líquida de intercambio aniónico acoplado a un ICP-MS fue 

una forma rápida para la determinación simultánea de las especies de arsénico y 

cromo; As (III), As (V), DMA, MMA, y Cr (VI) en agua. Entre las dos formas 

existentes de cromo, se escogió analizar únicamente al Cr (VI) porque es 

conocido por su toxicidad mientras que el cromo (III) es inocuo. 

Mediante la fase móvil de carbonato se alcanzó la separación de todas las 

especies, donde los límites de detección para las especies de arsénico fueron 
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menores a 0,05 µg/L; mientras que para el Cr (VI) fue mayor a 5 µg/L, el límite de 

detección elevado del cromo hexavalente pudoser debido a la interferencia 

poliatómica asociada al análisis en el ICP-MS (ArC+ a m/z 52 y 53) lo cual provoca 

un aumento el ruido en la línea base del elemento. 

A pesar de los esfuerzos para el establecimiento de condiciones óptimas 

en la detección de especies de manera simultánea, es evidente la necesidad de 

profundizar investigaciones al respecto, desarrollar material de referencia 

adecuado y encontrar las condiciones metodológicas que permitan un análisis 

eficiente. 
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CAPÍTULO 4.CONCLUSIONES 

 

1. La especiación elemental es útil cuando se desea conocer que especies 

contribuyen a la toxicidad de un elemento en particular, debido a que la 

concentración total de un elemento no brinda la información necesaria para 

esta tarea. 

2. Las formas químicas de un elemento en particular varían de una matriz a 

otra, elevadas concentraciones de arsénico en mariscos es poco o nada 

dañino porque las principales especies presentes no son tóxicas como 

arsenobetaina, arsenocolina y arsenoazúcares. Mientras que si la matriz es 

arroz, aumenta la probabilidad de encontrar especies de arsénico tóxicas. 

3. Las especies de un elemento pueden presentar diferentes características 

respecto a: biodisponibilidad, bioacumulación, biomagnificación, movilidad, 

persistencia, toxicidad, valor nutricional, volatilidad y reactividad. 

4. El análisis de especiación es posible en una gran variedad de matrices, 

como: tejidos biológicos, aguas, orina, arroz, jugo de manzana, entre otros, 

siendo la toxicología el área de mayor aplicación para conocer de manera 

confiable los niveles de concentración de especies peligrosas o 

contaminantes, especialmente en el medio ambiente y alimentos, que 

podrían llegar a afectar al ser humano. 

5. El análisis de especiación obtenido al acoplar una técnica cromatográfica 

(líquida o gaseosa) con un ICP-MS, brinda resultados con una excelente 

sensibilidad, precisión, exactitud, selectividad, robustez y bajos límites de 

detección (ng/L).  
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6. El ICP-MS se puede considerar entre los mejores detectores 

cromatográficos en el análisis de especiación, principalmente por su 

sencilla forma de acoplamiento.  

7. La cromatografía de gases es la técnica de separación de elección para 

acoplar con el ICP-MS, porque permite el 100% de introducción de 

muestra. 
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RECOMENDACIONES 

 Se recomienda que laboratorios especializados en el análisis elemental de 

trazas, analizar la viabilidad del acoplamiento de espectrometría de masas 

con plasma acoplado inductivamente (LC-ICP-MS/GC-ICP-MS), como una 

herramienta potente en el análisis de especiación para una gran variedad 

de matrices, la cual brinda información más detallada de un elemento, a 

través de cromatogramas simples. 

 Las técnicas tradicionales de espectroscopía atómica por si solas brindan 

únicamente información del elemento total, por lo que se recomienda el 

empleo de los sistemas de especiación con ICP-MS sobre todo porque es 

el único modo para analizar ciertas especies de manera confiable. 

 Para implementar esta metodología en un laboratorio se recomienda que 

se tenga en cuenta si el número de muestras a analizar compensa el 

elevado costo de instrumentación y mantenimiento, capacitación de los 

analistas, complejidad del sistema y de los métodos analíticos. 
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Figura 1. Esquema general de un Espectrómetro de Masas 
con    Plasma Acoplado Inductivamente 
(RadboundUniversity, 2016). 

Figura 2. Proceso de ionización dentro de la antorcha del ICP-
MS (RadboundUniversity, 2016). 
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Figura 3. Esquema del espectrómetro de masas con plasma 
acoplado inductivamente de triple cuadrupolo (Agilent 
ICP-QQQ) (Agilent Technologies, 2017). 
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Figura 4. Esquemadel sistema de especiación LC-ICP-MS (Meyer, 2010). 

 

Figura 5. Esquemadel sistema de especiación GC-ICP-MS 

(Mothes&Mattusch, 2014). 
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos para MetHg y Hg2+ en tejidos de 
pescado usando etilación acuosa, después de extracción en 
microondas de los MRCs.GC-piro-AFS. (a). GC-MS (b) y GC-ICP-

MS (c) (Berzas et al., 2011). 
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Figura 7.Cromatogramas de una solución estándar de arsénico por HPLC-
ICP-MS. Contiene en su composición siete componentes de 
arsénico (10 µg/L As). As III, arsenito; As V, arsenato; MMA, ácido 
monometilarsónico; DMA, ácido dimetilarsínico; AsBe, arsenobetaína; 
AsCho, arsenocolina; TMAO, óxido de trimetilarsina (Hataet al., 2007). 

Figura 8. Cromatogramas de jugo de manzana sin diluir 
enriquecido con 2 ppm de especies de arsénico, jugo 
de manzana sin diluir y 2 ppm de una mezcla de 
estándares de arsénico (Ernstberger y Neubauer, 
2012). 
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Figura 9.Efecto del uso de viales de polipropileno para la 
separación de Cr+3 y Cr+6. A medida que corre el tiempo, 
existe una interconversión entre Cr+6 a Cr+3 (Neubaueret 
al., 2003). 

Figura 10. Comparación entre el modo DRC y el modo estándar de 
1ppb de Cr+3 y Cr+6. En el cromatograma superior en modo 
estándar presenta un elevado ruido de fondo y una baja 
relación S/N, además un pico desconocido se observa al 
inicio del cromatograma. A diferencia del cromatograma de 
abajo donde se utilizó una celda de reacción dinámica, la 
línea base presenta menor ruido (background bajo) y la 
relación S/N es alta (Neubaueret al., 2003). 
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Figura 11.Cromatogramas de 25, 50 y 100 ng/L de especies de 
cromo para determinar el límite de detección.La 
concentración de 50 ng/L tuvo una relación S/N de 3, por 
lo que el límite de detección para cada especie fue de 50 
ng/L (Neubaueret al., 2003). 

Figura 12.Cromatogramas de muestra de agua enriquecida con cromo: 
0,5 µg/L (negro) y estándar de calibración 0,5 µg/L (verde) 
(Neubaueret al., 2003). 
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Figura 13. Cromatogramas de muestra de agua enriquecida con cromo 
0,5 µg/L diluida 5x (azul) y estándar de calibración 0,5 µg/L 
(negro) (Neubauer et al., 2003).    
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Figura 14.Cromatograma obtenido con un HPLC-ICP-
MS de una mezcla de estándares con una 
columna Hamilton PRP-X100.Las 
concentraciones de todas las especies fue 3,4 
µg/L para las especies de arsénico y 200 µg/L 
para Cr (VI) (Roig et al., 2001). 
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TABLAS 

 

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

 

 

Modo 
cromatográfico 

Descripción 

C. fase reversa 
(RPC) 

La columna es no polar (C18), y la fase móvil es una mezcla 
polar de agua y solvente orgánico (acetonitrilo); RPC es el 
modo más usado, especialmente para muestras solubles en 
agua. 

C. fase normal 
(NPC) 

La columna es polar (sílica), y la fase móvil es una mezcla de 
solventes orgánicos menos polares (hexano con cloruro de 
metileno); NPC es principalmente usada para muestras 
insolubles en agua, en HPLC preparativa y la separación de 
isómeros. 

C. fase reversa no-
acuosa (NARP) 

La columna es no-polar (C18) y la fase móvil es una mezcla de 
solventes orgánicos (acetonitrilo con cloruro de metileno); 
NARP es usado para muestras muy hidrofóbicas e insolubles 
en agua. 

C. interacción 
hidrofílica (HILIC) 

La columna es polar (sílica o sílica con grupos amino), y la 
fase móvil es una mezcla de agua con solvente orgánico 
(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 iónico, tiene 
grupos cargados que pueden enlazarse a iones de la muestra 
cargados opuestamente, y la fase móvil es usualmente una 
solución acuosa de una sal más un buffer; IEC es usado para 
separaciones de muestras ionizables como ácidos o bases, y 
especialmente para la separación de grandes bio-moléculas 
(proteínas y ácidos nucleicos). 

C. par iónico (IPC) 

Se usan las mismas condiciones que en RPC, excepto que un 
par iónico reactivo es añadido a la fase móvil para interactuar 
con los iones de la muestra de carga opuesta; IPC es útil para 
la separación de ácidos o bases que son débilmente retenidos 
en RPC. 

C. exclusión de 
tamaño (SEC) 

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

 

Isótopo Abundancia Interferencias poli atómicas 
Interferencias 

elementales carga 
doble 

52Cr 83.76 

35Cl16O1H+, 40Ar12C+, 
36Ar16O+, 37Cl15N+ 
,34S18O+, 36S16O+, 

38Ar14N+, 36Ar15N1H+, 
35Cl17O+ 

104Pd++ , 104Ru++ 

53Cr 9.51 

37Cl16O+, 38Ar15N+, 
38Ar14N1H+, 36Ar17O+, 

36Ar16O1H+, 35Cl17O1H+, 
35Cl18O+, 36S17O+, 

40Ar13C+ 

106Pd++ , 106Cd++ 

75As 100.00 

40Ar35Cl+, 59Co16O+, 
36Ar38Ar1H+, 38Ar37Cl+, 
36Ar39K+, 43Ca16O2+, 

23Na12C40Ar+, 12C31P16O2 
+ 

150Sm++ , 150Nd++ 

201Hg 13.18 ---  ---  

202Hg 29.86 186W 16O+ --- 
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Tabla 3. Comparación ICP-MS con otras técnicas de espectrometría atómica. 

Los excelentes límites de detección, la capacidad de análisis multi 
elemental e isotópico de manera precisa, el amplio rango dinámico de 
trabajo son los principales factores para la elección de un espectrómetro 
de masas acoplado inductivamente como detector para el análisis de 
especiación (Thermo Elemental, 2001). 

 

 FAAS GFAAS ICP-AES ICP-MS 

Límites de 
detección 1-10 ppt sub-ppb 1-10ppb sub-ppm 

Eficiencia 

10-15 
s/elemen-

to 

3-4 
min/ele-
mento 

1-60 
elementos/

min 

Mayoría de 
elementos en < 

1min 

Rango dinámico 10^3 10^2 10^6 10^9-10^11 

Precisión 0,1-1.0% 0.5-5% 0.1-2% 0.5-2% 

Sólidos 
disueltos 0.5-5% > 20% 0-20% 0.1-0.4% 

Volumen de 
muestra Grande Muy poco Mediano Muy poco a mediano 

Análisis 
semicuantitativo No No Si Si 

Análisis 
isotópico No No No Si 

Dificultad de uso Muy fácil Moderado Fácil Moderado 

Automatización No Si /No Si Si 

Costo equipo Bajo 
Medio a 

alto Alto Muy alto 

Costo 
mantenimiento Bajo Medio Alto Alto 

Interferencias 
espectrales 

Muy 
pocas Muy pocas Muchas Pocas 
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Tabla 4. Especiación de mercurio en cabello de habitantes de la Amazonía 
Brasilera cuyo antecedente es el consumo de pescado (Valores 
medios, n=3) (Souza et al., 2010). 

 

 

Muestra iHg(µg/g) MetHg(µg/g) EtHg(µg/g) Total Hg(µg/g) 
Total Hg CV-

AAS(µg/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 5,5 

5 0,11 2,23 <0,042 2,34 2,2 

 

 

 

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

 

Condiciones SPME 

Parámetro  Condición 

Recubrimiento de la fibra 100 µm polimetilsiloxano 

Tiempo de extracción 5 min 

Temperatura de extracción 25 °C 

Temperatura de desorción 250 °C 

Condiciones GC 

Parámetro  Condición 

Modo de inyección Split / splitless 

Tiempo de desorción 1 min 

Tiempo splitless 1 min 

Temperatura de inyección 250 °C 

Columna HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 µm) 

Gas carrier/presión inlet He/15 psi 

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

Condiciones ICP-MS 

Parámetro  Condición 

Energía 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. Parámetros del rendimiento del método SPME-GC-ICP-MS para la 
determinación de las especies de mercurio en muestras de agua de 
mar (Bravo et al., 2004). 

 

 

 MeHg Hg2+ 

 Etilado Propilado Etilado Propilado 

LD (ng/L, n=3) 0,11 0,17 1,6 0,35 

Precisión (R.S.D.%, n=3) 4,8 3,6 4,1 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. Análisis del material de referencia de orina (NIES CRM No.18) con 
HPLC-ICP-MS (Hataet al., 2007). 

 

 
As total DMA AsBe 

Resultados (n=5) media ±SD 
(µg As/L) 131,5±1,2 37,2±0,5 70,1±1,0 

Valor de referencia 
rango de tolerancia (µg As/L) 137±11 36±9 69±12 

 

 

Tabla 8. Valores medios de las especies de arsénico de 210 individuos 
japoneses (Hataet al., 2007). 

 

N 
As total As III As V 

  µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

  Media 210 141,3 114,9 3,5 3 0,1 0,1 
  

N 
MMA DMA AsBe Otros 

µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

µg 
As/L 

µg As/L 
cre 

µg 
As/L 

µg 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 análisis de especiación de 
arsénico en arroz integral (Kobayashi&Shikino, 2010). 

 

 

Condiciones del HPLC Condiciones del ICP-MS 

Parámetro Condición Parámetro Condición 

Instrumento Flexar HPLC Instrumento NexION 300D ICP-MS 

Columna 4.6 mm x 250 mm, 5 µm Energía RF 1600 W 

Fase móvil  

10 mmol/L ácido 1-
butansulfónico, 4 mmol/L 
hidróxido de tetrametil 
amonio, 4 mmol/L ácido 
malónico, 0.05 % metanol, 
0.03% ácido nítrico 

Analito  As 75 m/z 

Celda Metano, 0.3 mL/min 

  

  

  

  

  

Flujo 0.8 mL/min   

Columna Temperatura ambiente   

Vol. Inyección 10 µl   

 

 

Tabla 10. Resultados del análisis de especiación de arsénico en cinco 
muestras de arroz integral, límites de detección y cuantificación 
(Kobayashi&Shikino, 2010). 

 

 

Especies LOD LOQ 
Muestra 

A 
Muestra 

B 
Muestra 

C 
Muestra 

D 
Muestra 

E 

As (V) 0.00013 0.00044 0.021 0.043 0.044 0.040 0.053 

As (III) 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 análisis de especiación de 
arsénico en jugo de manzana (Ernstberger&Neubauer, 2012). 

 

Condiciones del HPLC Condiciones del ICP-MS 

Parámetro Condición Parámetro  Condición 

Columna C18, 4.6x 250 mm, 5 µm Nebulizador Vidrio Concéntrico 

Fase móvil 
Ácido octadecilsulfónico 
(2mM) + Ácido malónico 
(2mM) + Metanol (1%) 

Cámara de  
nebulización           

Vidrio Concéntrico 

pH 
4.0  (ajustado con 10% 
NH4OH) Energía RF 1600 W 

Flujo 1.5 mL/min 
Flujo 
Nebulizador 

Optimizado para <2% 
óxidos 

Separación Isocrática Modo Estándar 
Temperatura 
de Columna 50 °C Isótopo 75 As 
Vol. 
Inyección 20µl Dwell time 500 ms 

Viales Plástico, 1.5 mL Muestreo 2 puntos/segundo 

 

 

 

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

 

Muestra As (V) As (III) 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 1,5 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 análisis de 
especiación simultáneo de arsénico y cromo (Roig, 2001). 

 

Condiciones ICP-MS 

Condición Parámetro 

Instrumento HP 4500 

Energía 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 integración/masa 0,5 s 

Detector Multiplicador de electrones (1750 V) 

Cámara de nebulización 2 ° C 

Flujo introducción de muestra 1 mL/min 
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