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ABSTRACT

En la actualidad, la ciencia avanza a pasos agigantados, y cada vez resulta mas complicado asimilar
todos los conceptos nuevos a los que tenemos que hacer frente en el quehacer cientifico. Dentro de
este mundo, las técnicas espectroscoOpicas siempre han sido piezas fundamentales, y resulta
necesario entenderlas a la perfeccion. En este articulo se discutird sobre los fundamentos de una
técnica como la espectroscopia de masas, tanto tedricos como técnicos, explicando todos los
cambios que se han sucedido a lo largo de su corta pero intensa historia. Resulta fundamental
estudiar cuales son sus posibles aplicaciones en el mundo cientifico actual y realizar una reflexion
sobre las ventajas e inconvenientes de esta técnica frente a otras, analizando su utilidad real hoy en
dia.

PALABRAS CLAVE

Meétodos analiticos, técnicas espectroscopicas, espectrometria de masas, espectrograma, estructura
molecular, J. J. Thomson., E.M..

INTRODUCCION

La Espectrometria de Masas es una poderosa técnica microanalitica usada para identificar
compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y
propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo con
cantidades realmente pequefias (algunos pmoles) de muestra y obtener informacién caracteristica
como el peso y algunas veces la estructura del analito.

En todos los casos, alguna forma de energia es transferida a las moléculas a analizar para afectar la
ionizacion. En la técnica clasica de impacto electrénico (electron ionization EI), algunas de las
moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos ionizados, el patron de
fragmentacion resultante asi como los iones residuales constituyen el espectro de masas. En
principio, el espectro de masas de cada compuesto es tinico y puede ser usado como su “huella




quimica” para caracterizar el analito.

LOS INICIOS DE LA ESPECTROSCOPIA
DE MASAS

Corria el afio 1912 cuando el cientifico J. J. Thomson (Premio Nobel en 1906) empujado por su
afan de descubrir los secretos mas profundos de la quimica, se las ingenio para crear el primer
espectrometro de masa y obtener de él los primeros espectros de elementos como O2, N2, CO y
COClI2.

Pero el mérito no fue solo de él, ya que la espectrometria de masas comenz6 a ver la luz en el afio
1886 cuando Goldstein descubri6 los iones positivos, siguié cogiendo forma con W. Wien que
consigud analizarlos por defleccién magnética en 1898 y que dio un paso definitivo cuando W.
Kaufmam consgui6 analizar los rayos catddicos usando campos eléctricos y magnéticos paralelos
en 1901. Todos estos avances permitieron a la privilegiada mente de J. J. Thomson idear el primer
espectrometro de masas (Skoog, Hiller, Nieman, 2000, 182).

A partir de ese dia se comenzo6 a usar en los laboratorios de quimica para separar iones atbmicos y
moleculares en funcién del cociente masa/carga con la unidad Thomson (Th) como unidad
fundamental. Y aunque su avance era firme, su uso para analizar macromoléculas no fue posible
hasta la década de los 80, cuando el profesor J. B. Fenn utiliz6 el método de ionizacién por
electropulverizacion ("electrospray") de una solucién acuosa de proteinas. De esta forma consigui
producir pequefias gotas de una muestra que se reducen de tamafio al evaporarse el agua que las
transporta, mientras los iones de proteinas permanecen en forma de suspensién libre. La relacién
masa/carga de los iones asi obtenidos permite su analisis en cualquier espectrometro de masas.
Bidlogos y quimicos pueden ahora rapidamente identificar las proteinas y obtener su imagen
tridimensional (Rubinson, Rubinson, 2000, pg. 289).

La espectrometria de masas atdmicas es una herramienta muy verséatil y util para identificar los
elementos presentes en una muestra y determinar las concentraciones de cada una de las materias
que la componen. Esta técnica nos permite determinar practicamente todos los elementos del
sistema periodico.

Esta técnica ofrece numerosas ventajas frente a las técnicas espectofotométricas ya que:

* Los limites de deteccién que son, para muchos elementos, tres 6rdenes de magnitud mas
sensibles frente a los métodos dpticos.

* Espectros notablemente mas sencillos, generalmente unicos y con frecuencia facilmente
interpretables.

* Capacidad para medir relaciones isotépicas atémicas.
En cambio, también tienen una serie de desventajas que no podemos obviar como:

* El coste del instrumento es de dos a tres veces el de los instrumentos 6pticos atémicos.
* La deriva del instrumento puede ser del orden del 5 o 10%/hora.
* Contiene unas determinadas interferencias.

Con la espectrometria de masas somos capaces de proporcionar informacion acerca de:

* La composicion elemental de las muestras: de esta se encarga la espectrometria de masas
atémico.

* De la composicion de las moléculas inorganicas, organicas y biolégicas.

* De la composicion cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas.

* De la estructura y composicién de superficies sélidas.

* De las relaciones isotopicas de atomos en las muestras.

Hoy en dia se contintia avanzando y cabe citar al cientifico japonés K. Tanaka, que bombardeando



muestras de macromoléculas bioldgicas en estado sdlido o viscoso con rayos laser, consiguio su
dispersion en porciones ionizadas de pequefiisimo tamafio, aptas para su analisis por espectrometria
de masas. Un método para determinar la masa de macromoléculas en espectrometria es acelerarlas
en una camara de vacio y medir su "tiempo de vuelo". Los blancos del espectrometro son
alcanzados por las moléculas en un orden determinado por sus unidades Thomson. Las mas rapidas
son las mas ligeras y de mayor carga (Rubinson, Rubinson, 2000, pg.291)

Estos métodos poseen muchas aplicaciones como son el desarrollo de productos farmacéuticos,
control de sustancias nutritivas y diagnosticos precoces de enfermedades como la malaria, cancer de
mama, cancer de prostata, etc.

FUNDAMENTOS TEORICO- TECNICOS DE E.M.

Hoy en dia, esta técnica continda teniendo los mismos fundamentos que en su origen, aunque el
espectrometro de hoy en dia poco tenga que ver con su predecesor.
La espectrometria de masas se fundamenta en la separacion de particulas moleculares o atdmicas
por su diferente masa.
El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente cuatro etapas:

* lonizacion de la muestra.

* Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.

* Dispersion de los iones segtin su masa/carga.

* Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.
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Fig.1: Esquematizacion del paso de una muestra por los principales componentes de un
instrumento de espectroscopia de masas.

A. Ionizacion de la muestra (Oriol, 1998, 312-313)

La ionizacién de la muestra se consigue por bombardeo mediante electrones (e-) segtn el proceso:

M + e- a M+ + 2e-

B. Aceleracion de los iones por un campo eléctrico(Oriol, 1998, 313)
Convertimos una fraccion significativa de los atomos formados en la etapa 1 en un flujo de iones,
generalmente positivos y de carga tnica.
La velocidad que adquieren viene regida por la formula:
v =[2eV/m] ¥



Donde V es el potencial aplicado, “e” la carga del electrén y “m” la masa.
Cuando las particulas aceleradas se someten a la accion de un campo magnético (H) describen una
trayectoria circular de radio r alrededor de este campo, desarrollando una fuerza centrifuga mv2/r, la
cual es igual a la fuerza de atraccion del campo Hev.
De esto deducimos que el radio es igual a:

r=(2Vm/H2e) %2

C. Dispersion de los iones segtin su relacion masa/carga (Oriol, 1998, 315)
Basandonos en la ecuacion anterior podemos calcular la relacion m/e que es:
m/e = H2.r2/2V

Dado que la mayoria de los iones formados en la segunda etapa tienen una sola carga y que el resto
de parametros se mantienen constantes, la relacion m/e suele ser la masa del ion.
La utilidad analitica de un espectrometro de masas depende de la resolucion del instrumento, o
capacidad del mismo para separar dos particulas de diferente masa.

D. Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica (Oriol, 1998,
317).

El ordenador al que estd conectado el aparato recoge las distintas sefiales y las reproduce en forma
de espectrograma, formato de facil interpretacion.

INSTRUMENTACION EN E.M.

Basicamente un espectrometro de masas costa esencialmente de las siguientes partes:

* Sistema de entrada de muestras.
* (Camara de ionizacion.

* Acelerador.

e Analizadores.

* Detector.

¢ Sistema de entrada de muestras.

En el sistema de entrada de muestras, un micromol o menos de muestra se convierte al estado
gaseoso por calentamiento a unos 400°C y se introduce lentamente en la camara de ionizacion.
La finalidad del sistema de entrada es permitir la introduccién de una muestra representativa en la
fuente de iones con la minima perdida de vacio. En los espectrometros de masas mas modernos
encontramos diferentes tipos de sistemas de entrada:

» Sistemas indirectos de entrada: es el sistema mas clasico y el mas simple, en el cual la
muestra se volatiliza externamente y se introduce en la region de ionizacién que esta a baja
presion. El sistema de entrada es normalmente de vidrio para evitar posibles pérdidas por
adsorcion.

* Entrada por sonda indirecta: los liquidos y los sélidos no volatiles se pueden introducir en
la regién de ionizacién mediante un soporte para muestra o sonda, el cual se inserta a través
de un cierre de vacio. El sistema de cierre se utiliza para controlar la cantidad de aire que
entra después de la insercion de la sonda en la region de ionizacion. Las sondas también se
usan cuando la cantidad de muestra es limitada ya que se pierde mucha menos cantidad.

* Sistemas de entrada cromatrograficos y de electroforesis capilar (1): es un tipo de
sistema de entrada especial, esta indicado su uso cuando al espectrometro de masa va
acoplado un sistema de cromatrografia de gases o de liquidos de alta eficacia o a columnas
de electroforesis capilar que permiten la separacién y determinacion de los componentes de
mezclas complejas (Métodos, 2006)

e Camara de ionizacion



Las fuentes de iones de los espectrémetros de masas, tienen todas unas caracteristicas comunes,
pese a la variabilidad de tipos existente y es que todas transforman los componentes de una muestra
en iones.

En muchos casos el sistema de entrada y la fuente de iones estan combinados en un tnico
componente. En todos los casos, se obtiene un haz de iones positivos o negativos (normalmente
positivos) que posteriormente se acelera hacia el interior del analizador de masas o sistema
separador a través del acelerador.(Skoog, Hiller, Hieman, 2000, 212).

La formacién de iones del analito es el punto de arranque de arranque de un andlisis por
espectrometria de masas. El aspecto de los espectros de masas para distintas especies moleculares,
depende en gran medida del método utilizado para la formacion de los iones. Estos métodos los
podemos dividir en dos categorias:

* Fuentes de fase gaseosa: en estas primero se volatiliza la muestra y luego se ioniza.

Estan generalmente restringidas a compuestos térmicamente estables que tengan puntos de
ebullicion menores de unos 500°C. En la mayoria de los casos, estos requerimientos limitan la
utilizacion de las fuentes de fase gaseosa a compuestos con pesos moleculares menores de unos 103
Daltons.

Son aplicables a muestras no volatiles y térmicamente inestables (Harvey, 2002, 486) Normalmente
los espectrometros de masas estan equipados con accesorios que permiten intercambiar ambos tipos
de fuentes.

Son aplicables a compuestos que tienen pesos moleculares superiores de 1000 Daltons.

* Fuentes de desorcion (2): en estas las muestras en estado sélido o liquido, se transforman
directamente en iones gaseosos.

Son aplicables a muestras no volatiles y térmicamente inestables (Harvey, 2002, 486) Normalmente
los espectrometros de masas estan equipados con accesorios que permiten intercambiar ambos tipos
de fuentes.

Son aplicables a compuestos que tienen pesos moleculares superiores de 100000 Daltons.

Las fuentes de iones se pueden clasificar también en fuentes duras y fuentes blandas.

» Fuentes duras: comunican suficiente energia a las moléculas para que estén en un estado de
energia altamente excitado. La relajacion posterior, implica la rotura de las uniones
produciendo iones fragmentados. Su espectro da lugar a muchos picos y nos da informacion
acerca de la naturaleza de los grupos funcionales e informacién estructural de los analitos.

* Fuentes blandas: dan lugar a poca fragmentacion y el resultado es un espectro con muy
pocos picos dandonos informacion 1til ya que nos permite la determinacion exacta del peso
molecular de la molécula o moléculas

TIPO NOMBRE Y ACRONIMO AGENTE IONIZANTE
Impacto de electrones (EI) electrones energéticos
Fase Gaseosa Ionizacion quimica (CI) iones gaseosos reactivos
Ionizacién por campo (FI) electrodo de elevado
potencial
Desorcién por campo (FD) electrodo de elevado
potencial




Ionizacion por electronebulizaciéon (EST) campo eléctrico elevado
Desorcidn/ionizacion asistida por una matriz haz de laser
(MALDI)
Desorciéon Desorcién por plasma (PD) fragmentos de fision del
252Cf

Bombardeo con atomos rapidos (FAB) haz de atomos energéticos

Espectrometria de masas de iones haz de iones energéticos

secundarios (SIMS)
Ionizacion por termonebulizacion (TS) elevada temperatura

Fig. 1: Clasificacion de los distintos tipos de camaras de ionizacion, indicando
sus nombres y acronimos y especificando cada sus agentes ionizantes.

TIPOS DE CAMARAS DE IONIZACION;
* FUENTES DE FASE GASEOSA

* Impacto de electrones (EI).

Se somete a la muestra a una temperatura suficientemente elevada (normalmente mediante un
filamento caliente de wolframio o de renio) como para producir un vapor molecular, el cual
posteriormente se ioniza bombardeando las moléculas originadas con un haz de electrones de
elevada energia. Pese a sus desventajas, esta técnica es la que se ha usado para determinar la
mayoria de los espectros que componen las colecciones de espectros (Rouesac, Rouesac, 2003, 78)

* Fuentes de ionizaciéon quimica (CI).

En la ionizaciéon quimica los atomos gaseosos de la muestra (tanto de un sistema de entrada
indirecto como de una sonda caliente) se ionizan al colisionar con los iones producidos al
bombardear con electrones un exceso de gas reactivo (normalmente metano). Normalmente se
utilizan iones negativos, aunque la ionizacion quimica de iones negativos se utiliza ocasionalmente
en aquellos analitos que contienen atomos muy electronegativos.

* Fuentes de ionizacion por campo (FI).

En las fuentes de ionizacion por campo, los iones se forman bajo la influencia de un campo
eléctrico elevado (108 V/cm). Estos campos se producen al aplicar elevados potenciales (10 a 20
kV) a emisores especialmente construidos. Que estan formados por numerosas puntas finas cuyos
didmetros son menores a 1 pm. A menudo estos emisores adquieren la forma de un fino hilo de
wolframio en el cual se han formado dendritas o filamentos microscopicos de carbono por pir6lisis
(3) de benzonitrilo en un campo eléctrico elevado. El resultado de este tratamiento es la aparicion
de centenares de microagujas de carbon que emergen desde la superficie del hilo. En este caso el
analito adquiere poca energia vibracional y rotacional por lo que tiene poca fragmentacién
(Rouesaoc, Rouesaoc, 2003, 93-94)

« FUENTES DE DESORCION (Oriol, 1998, 378)

En las dos ultimas décadas se han desarrollado numerosos métodos de ionizacién por desercion para
tratar muestras no volatiles o termodinamicamente inestables. Estas técnicas prescinden de la
volatilizacion y de la posterior ionizacion y en su lugar se suministra energia a la muestra solida o




liquida de diversas maneras, de modo que se provoca la formacion directa de iones gaseosos. Como
consecuencia se obtienen espectros muy simplificados.

Fuentes de desorciéon por campo (FD).

Esta fuente de ionizacion usa un emisor con multiples puntas, similar al usado en las fuentes de
ionizacién por campo. En este caso el electrodo se coloca sobre una sonda que puede retirarse y
recubrirse con una disolucion de la muestra, después de reinsertarla la ionizacion se produce tras
proporcionar un potencial elevado a este electrodo. En ocasiones es necesario calentarlo haciéndole
pasar una corriente pero puede ocurrir una degradacion térmica antes de completarse la
degradacion.

Desorcion/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI).

Esta técnica de reciente descubrimiento nos permite calcular pesos moleculares exactos de extractos
de biopolimeros polares en un intervalo de masas moleculares de varios cientos de miles de
Daltons.

En esta técnica se mezcla una disolucion acuoso/alcoholica de la muestra con un exceso de una
sustancia matriz que absorbe la radiacion. La disolucién resultante se evapora en la superficie de
una sonda metalica que se utiliza para la introduccion de la muestra. La mezcla sélida se expone a
la accion de un haz de laser pulsante, provocando la sublimacion del analito a iones que son
introducidos en un espectrometro de tiempo de vuelo para el analisis de masas (Creel, Howart,
1993, 336-342).

Ionizacion por electronebulizacion (ESI/MS).

Esta técnica se ha convertido en una de las mas importantes para el analisis de biomoléculas de
pesos superiores a 100.000 Daltons.

Se realiza en condiciones atmosféricas de presion y temperatura. La disolucion de la muestra se
bombardea a través de una aguja capilar de acero inoxidable a un flujo de algunos microlitros por
minuto. Las agujas se mantienen a un potencial de varios kV con respecto al electrodo cilindrico
que rodea a dicha aguja. La niebla de finas gotitas cargadas resultantes pasa a través de un capilar
de desolvatacion donde se produce la evaporacién del disolvente y de las moléculas del analito y
donde estas adquieren la carga. Debido a que las gotitas se vuelven mas pequefias por la
evaporacion del disolvente, su densidad aumenta produciéndose la desorcion de los iones en la
atmésfera gaseosa.

Fuentes de bombardeo con atomos rapidos (FAB).

Con este tipo de fuentes, las muestras en un estado condensado, a menudo en una matriz de una
disolucidn de glicerol, se ionizan por bombardeo con atomos de xen6n o argéon de elevada energia.
Tanto los iones positivos como negativos del analito son expulsados de la superficie de la muestra
por un proceso de desorcion.

El haz de atomos rapido se obtiene al pasar iones acelerados de argén o xen6n de una fuente o
cafion de iones a través de una camara que contiene atomos de argon o xenon a una presion de unos
10-5 torr. Estos experimentan una reaccion de intercambio de electrones en resonancia con los
atomos obteniéndose un haz de atomos de alta energia. (Plascencia, 2003, 13)

Desorcion por plasma (PD).

El deterioro del 252Cf produce dos fragmentos de fision que viajan en direcciones opuestas. Un
fragmento golpea la muestra anulando entre 1-10 iones analiticos. El otro fragmento golpea un
detector y desencadena la puesta en marcha de la adquisicion de datos. Este método es
especialmente interesante para moléculas largas de origen biologico.

Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS).

Un haz de luz ionizado primitivo como 3He+,160+, o 40Ar+ es acelerado y enfocado hacia la
superficie de la muestra y chisporrotea entrando dentro de la fase gas. Aproximadamente el 1% del
material chisporroteado entra en forma ionizada, el cual ya puede ser analizado. SIMS tiene la



ventaja que puede ser continuamente chisporroteado desde la superficie y determinar las
concentraciones analiticas en funcién de la distancia desde la superficie original (perfil de
profundidad)

Ionizacion por termonebulizacion (TS).

La ionizacion por termonebulizacion se usa para elementos reflectantes. Una muestra es depositada
encima de una cinta metalica, que puede ser de Pt o Re y una corriente eléctrica calienta el metal a
altas temperaturas. La cinta es revestida de grafito que reduce la desfragmentacion.

e Sistema acelerador.

En el sistema acelerador las particulas ionizadas producidas por el impacto de los electrones son
obligados a atravesar una primera ranura aceleradora por una pequefia diferencia de potencial. Entre
esta primera y una segunda ranura existe una diferencia de potencial muy elevada que imprime a las
particulas su velocidad final. Una tercera ranura acttia como colimador del haz de particulas.

e Analizadores de masa.

Para la separacién de iones con diferente relaciéon m/e se dispone de varios dispositivos. Lo ideal es
que el analizador fuera capaz de distinguir entre diferencias muy pequefias de masa. Ademas, los
analizadores deberian de permitir el paso del numero suficiente para producir corrientes ionicas
faciles de medir. Al igual que sucede con los monocromadores (4) 6pticos, a los que los
analizadores son analogos, estas dos propiedades no son compatibles y se debe de llegar a un
equilibrio que esta regido por la resolucion del espectrémetro de masa (Skoog D., Holler J., Nieman
T., 2000, pag. 412).

Existen diferentes tipos de analizadores de masas:

* Analizadores de sector magnético: los analizadores de sector magnético utilizan un iman
permanente o un electroiman para hacer que el haz procedente de la fuente de iones se
desplace con una trayectoria circular de 180, 90 o 60°. Estos analizadores también son
llamados de enfoque simple.

Micromass IsoProbe Laminated magnet

High-Voltage Stack

Hexapol iy % 4 '
Collision Cell Collectors & “
r . Channeltrons
P == Cones/Interface Region WARP Filter &
% ™ ICP Torch (sample inlet) Daly Multiplier

Fig.3:Diagrama esquemadtico de un analizador de masas de sector
magnético equivalente a los utilizados en espectrometria de masas,
recalcar la ubicacioén del sector magnético (laminated magnet)

* Espectrometros de doble enfoque: este término se usa en los espectrometros en los cuales
las aberraciones direccionales y las aberraciones de energia de una poblacién de iones se
minimizan simultaneamente. El doble enfoque se consigue utilizando combinaciones de
campos magnéticos y electrostaticos cuidadosamente seleccionados.

* Espectrometro de masa cuadrupolar: son normalmente menos caros y mas robustos que
los de sector magnético, ademas también ofrecen la ventaja de emplear tiempos de barrido
pequefios (<100ms), lo cual es particularmente til para realizar barridos de picos
cromatrograficos en tiempo real. Son, con diferencia los mas utilizados hoy en dia



(Plasencia, 2003, 15).
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Fig.4: Diagrama de un espectrometro de masa cuadrupolar,
que es uno de los tipos de analizadores de masa mads utilizados en
espectrometria de masas dado su bajo precio y robustez.

source slit

* Analizadores de masas de tiempo de vuelo (TOF): en estos aparatos se producen los iones
positivos periédicamente por bombardeo de la muestra con impulsos de electrones, de iones
secundarios o de fotones generados por laser. Los iones producidos de esta forma son
acelerados en un tubo analizador libre de campo mediante un campo eléctrico pulsante de
103 a 104 V. La separacion de los iones en funcién de la masa se produce durante su
recorrido hacia el detector, situado al final del tubo. Estos aparatos presentan ventajas como
la robustez, simplicidad, facil acceso a las fuentes de iones y el virtualmente ilimitado
intervalo de masas, pero tienen no obstante una sensibilidad y una resolucion limitadas.

* Analizadores de trampa de iones: es un dispositivo en el que los cationes o aniones
gaseosos pueden formarse y quedar confinados durante largos periodos de tiempo por la
accion de campos eléctricos y/o magnéticos. L.os espectrémetros de trampa de iones son mas
robustos, compactos y mas econémicos que los anteriores.

* Transformada de Fourier (FT): Como sucede con los instrumentos de infrarrojo y de
resonancia magnética nuclear, los espectrometros de masas de transformada de Fourier
proporcionan mejores relaciones sefial/ruido, velocidades mayores y sensibilidad y
resolucion mas elevadas.

La parte fundamental de un instrumento de transformada de Fourier es una trampa de iones en la
cual los iones circulan en orbitas bien definidas durante largos periodos. Tales cavidades se
construyen aprovechando el fenémeno de resonancia iénica ciclotronica.

La resolucién es espectrometria de masas de transformada de Fourier esta limitada por la precision
en la medida de la frecuencia mas que por las rendijas o las medidas de campo (Plasencia, 2003, 16-
17).

Es posible alcanzar una resolucién extremadamente elevada (superior a 106) dado que las medidas
de frecuencia se pueden realizar con elevada precision.
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Fig.5: Diagrama de un analizador de masa de transformada de Fourier
donde podemos ver sus diferentes elementos, resefiar la situacion de la
pompa de iones (turbo pump) cuya funcién se sefiala arriba
y que es parte fundamental de este instrumento.

* Detectores.

Los iones procedentes del sistema acelerador llegan al detector el cual generalmente esta
constituido por un catodo emisor que al recibir el impacto producido por las particulas cargadas
emite electrones. Estos electrones son acelerados hacia un dinodo el cual emite varios electrones
mas al recibir el impacto de cada electron. Este proceso se repite varias veces hasta obtenerse una
cascada de electrones que llega al colector lograndose una corriente fuertemente amplificada, por un
procedimiento muy similar al que se utiliza en los tubos fotomultiplicadores. La corriente obtenida
puede amplificarse de nuevo por procedimientos electréonicos y se lleva a un sistema registrador.

OBTENCION Y ANALISIS DE UN ESPECTROGRAMA DE MASAS.

Como consecuencia del bombardeo electronico en la camara de ionizacion, las moléculas se rompen
en una serie de fragmentos, siempre que una misma molécula se rompa en las mismas condiciones
nos dara el mismo tipo y niimero de fragmentos y constituyen la fragmentacion patrén.

Gracias a esto se pueden determinar que es la muestra por comparacion y por otra parte, la
intensidad relativa de los distintos picos, permite deducir la proporcion en que cada componente se
encuentra en la muestra.

El pico del espectrograma que aparece con valor mas elevado de m/e corresponde a la molécula
ionizada sin fragmentar y recibe el nombre de masa patrén. Esta masa patrén nos permite
determinar con rapidez y precision la masa molecular, siempre que se opere con una tension de
ionizacion no excesivamente elevada, la cual produciria la fragmentacion total de la molécula
(Rouessac, Rouessac, 2003, 312)

El pico mayor del espectrograma de masa se llama pico base. Normalmente la altura de este pico se
toma como valor cien. Las intensidades de los demas picos se expresan en porcentajes de la
intensidad del pico base.
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Fig.6: Aspecto cldsico de un espectrograma de masas, en el que se sefialan su pico base
y su ion molecular mds importante. La tabla situada a la derecha nos indica la concentracion
y la relacion m/z de cada uno de los elementos presentes en el analito

APLICACIONES DE E.M.

Las aplicaciones son tan numerosas y abarcan tantos campos que resulta complicado citarlas todas,
a continuacion veremos las mas caracteristicas:

* FElucidacion de la estructura de moléculas organicas y biologicas.

* Determinacion del peso molecular de péptidos, proteinas y oligonucleicos.

* Identificacién de los compuestos de cromatogramas en capa fina y papel.

* Determinacion de secuencias de aminoacidos en muestras de polipéptidos y proteinas.

* Deteccion e identificacion de especies separadas por cromatrografia y electroforesis capilar.

* Identificacion de drogas de abuso y sus metabolitos en sangre, orina y saliva.

* Control de gases en enfermos respiratorios durante los procesos quirtrgicos.

* Pruebas para confirmar la presencia de drogas en sangre de caballos de carreras y en atletas
olimpicos.

* Datacion de ejemplares en arqueologia.

* Analisis de particulas en aerosoles.

* Determinacion de residuos de pesticidas en alimentos.

* Control de compuestos organicos volatiles en el agua de suministro

Vamos a ver ahora de un modo mas extenso las principales aplicaciones de esta técnica.
* Aplicaciones cualitativas (Skoog D., Holler J., Nieman T., 2000, pag. 272-285)

* Determinaciéon del peso molecular de todas las sustancias que pueden volatilizarse por la
posicion del pico correspondiente a la masa patron.

* Determinacion de la formula molecular. Si el instrumento es de gran resolucién bastara la
determinacion precisa de su masa molecular para poder atribuirle una férmula empirica.
Otras veces puede determinarse por la relacion entre las alturas del pico correspondiente a la
masa patrén y la de los picos de los is6topos. Existe una tercera forma que seria con la regla
del nitrégeno, segun la cual todas las sustancias organicas con peso molecular par deben de
contener un nimero par o ningtn atomo de N y los de nimero impar deben de contener un
nimero impar. Por el contrario los fragmentos moleculares por rotura de enlace, tienen una
masa impar si contienen cero o nimero par de atomos de N y masa par si el nimero de
atomos de N es impar.



* Identificacion de compuestos por su fragmentacion patrén: la fragmentacion de la mayor
parte de las moléculas produce un gran nimero de picos que permiten la identificacion de
numerosos compuestos y el reconocimiento de ciertos grupos funcionales de ellos. Se han
descrito una serie de reglas generales que rigen los procesos de fragmentacion, los cuales
son de gran utilidad para la determinacion de los espectros.

* Identificacion de productos de reaccion o de productos metabélicos: se usa en cinética
quimica y en farmacologia pudiéndose llegar a identificar impurezas y metabolitos a
concentraciones de pocas partes por millon.

* Caracterizacion y analisis de polimeros: el polimero se piroliza en condiciones
controladas y los productos volatiles se hacen pasar a un espectrometro para su analisis.

* Analisis de sangre: gracias ala rapidez del método, se puede emplear incluso como control
durante un proceso quirdrgico. Asi se puede determinar a gran velocidad las concentraciones
hematicas de mondxido y di6xido de carbono, oxigeno, nitr6geno, gases anestésicos (como
el NO).

* Estudiar la abundancia de isotopos: Esta fue la finalidad con la que fue creada la técnica y
en la actualidad se usa para analisis por dilucién de isétopos, estudios con trazadores
isotropicos (5), estudiar la edad de las muestras por su proporcion de is6topos con la ventaja
frente a los radiactivos que se pueden medir los is6topos no radiactivos.

* Aplicaciones cuantitativas.(Skoog D., Holler J., Nieman T., 2000, pag. 286-302)_

Para la determinacién cuantitativa de los componentes de una mezcla es conveniente que cada uno
de ellos presente por lo menos un pico que difiera claramente de los demas. La calibracion se
realiza por comparacion de los picos con patrones adecuados. Las alturas de los picos son
directamente proporcionales a las presiones parciales de los componentes volatilizados en la
muestra.

Las aplicaciones cuantitativas de la espectrometria de masas para analisis cuantitativo son de dos
tipos:

* Determinacion cuantitativa de especies moleculares o tipos de especies moleculares en
muestras organicas, biolégicas y ocasionalmente inorganicas: normalmente tales analisis
se llevan a cabo haciendo pasar la muestra a través de una columna cromatrogréfica o de
electroforesis capilar y posteriormente por el espectrometro.

* Determinacion de la concentracion de elementos en muestras inorganicas y, en menor
medida, de muestras organicas y biolégicas: las concentraciones de analito en este caso se
obtienen directamente a partir de las alturas de los picos de los espectros de masas. Se crean
curvas de calibrado que nos permiten el analisis cuantitativo gracias a la existencia de picos
Unicos para cada componente y cada valor de m/z.

CONCLUSIONES

Espero que el estudio realizado sobre la Espectrometria de masas pueda resultar de ayuda a los
lectores y les ayude a entender este complejo instrumento y poder aplicarlo con una mayor
efectividad.

De este trabajo me gustaria destacar la importancia de esta técnica desde sus comienzos hace mas
de cien afios hasta la actualidad donde nos la encontramos como un instrumento altamente
especializado y aplicable en multitud de campos.

Resulté indispensable en el conocimiento de la estructura molecular, ayudoé a sentar las bases fisico-
quimicas actuales y a derrumbar el modelo atémico de Bohr.

Pese a sus casi cien afios de edad continua siendo uno de los instrumentos mas recurridos a la hora
de analizar todo tipo de muestras ya que de ella se destaca su gran versatilidad, facilidad de uso y
fundamentalmente, porque es uno de los pocos instrumentos que te permiten realizar un analisis
cualitativo y cuantitativo de forma simultanea y de calidad.

Sus ambitos de uso se encuentran un tanto restringidos dado su elevado precio, su principal



enemigo y retractor, pero que no esta impidiendo que cada dia se imponga mas frente a otras mas
innovadoras y su demanda no haga mas que aumentar.
Vemos que el estudio exhaustivo de este instrumento es fundamental para su 6ptima utilidad, ya que
te permite combinar diferentes tipos de cada uno de sus elementos para adecuarlo a las necesidades
de cada investigacion.
Hoy en dia se continua investigando en nuevas instrumentos de mejora para esta técnica, ya que
cada dia se exigen resultados con mayor precision o simplemente porque se analizan muestras en
las que se requiere una mayor especializacion.
Esta variabilidad ha hecho que contintie vigente y se mantenga altamente adaptada en la actualidad,
unido, como no, a su alta aplicabilidad en campos tan variados como la medicina, criminalistica,
I+D farmacéutica o los laboratorios de biologia molecular entre otros.

APENDICES

GLOSARIO

* Relacion masa/carga: Esta expresion, abreviada m/z, es la relacion del numero de masa (m)
de una particula dada entre el nimero (z) de unidades cargadas electrostaticamente (e) que
posee la particula. Asi, m/z es una relacion adimensional que es el parametro medido por el
analizador de masas. La masa de una particula dada es igual a la suma de sus masas
atomicas (en Daltons) de todos los elementos que componen la particula. El simbolo para las
unidad de masa es u, y corresponde a 1/12 de la masa del 12C, al que se la ha asignado un
valor de 12.000000 por convencion.

* JIones doblemente cargados:Es posible para una molécula perder dos electrones durante el
proceso de ionizacion. Estos iones que estan doblemente cargados produciran un pico en el
espectro de masas en un valor m/z numéricamente igual a la mitad de la masa molecular del
ion. Los iones doblemente cargados son insignificantes en el espectro de masa para la
mayoria de los compuestos. Sin embargo, para aquellas moléculas que los produzcan en
forma estable, los picos correspondientes en el espectro de masas pueden ser usados en la
interpretacion de datos.

* JTon molecular: El ion molecular resulta de la ionizacién de la molécula a analizar. Este ion
representa la molécula intacta y es el ultimo precursor de todos los iones fragmentados que
componen el espectro de masas. El pico del ion molecular aparece a un valor m/z
numeéricamente igual al peso molecular del compuesto.

* Pico base: Es el pico mas intenso en el espectro de masas. Es usado como base para
normalizar las intensidades de los otros picos. Al pico base se le asigna una intensidad
relativa de 100%.

* Intensidad relativa: La intensidad relativa de un pico representa su intensidad en
comparacion con el pico base. Se representa como % respecto al pico base que es 100%. Por
convencion, este dato se indica en la izquierda del espectro de masas.

* Porcentaje total de ionizacién: Este término expresa la abundancia de un ion individual
comparado con la suma de las abundancias de todos los iones en un rango de masa
especifico. La escala de porcentaje total de ionizacion esta representada a la derecha del
espectro de masas con el simbolo (%Sn), este dato puede ser utilizado para comparar
diferentes espectros de masas de diferentes compuestos.

* Espectro de masas: Un espectro de masas es una grafica de intensidad relativa del ion
como funcién de la relacién masa/carga (m/z). El espectro de masas es frecuentemente
representado como un histograma simple. Esta forma de registro de iones y sus intensidades
sirven para establecer el peso molecular y estructura del compuesto a ser analizado. Debido
a que ocurre la fragmentacion del analito, las fracciones del ion aparecen en el espectro a
valores m/z menores que la molécula completa ionizada (ion molecular) a partir de es tos
datos se deduce la estructura y peso molecular de la molécula completa.



BIOGRAFIAS.

* J.J. Thomson (1856-1940): Nacio el 18 de diciembre de 1856 cerca de Manchester,
Lancashire. Hijo de un librero que quiso que Thomson fuera ingeniero. Con catorce
afios ingres6 en Owens Collage (hoy parte de la Universidad de Manchester)
posteriormente lo hizo en el Trinity College, de la Universidad de Cambridge, donde
también ensefi matematicas y fisica, ejerci6 como profesor de fisica experimental en
el laboratorio de Cavendish, y fue rector del Trinity College (1918- 1940). Ademas
fue presidente de la Sociedad Real (1915-1920) y profesor de filosofia natural de la
Institucion regia de Gran Bretafia (1905-1918). Le concedieron en 1906 el Premio
Nobel de Fisica, gracias a su trabajo sobre la conduccion de la electricidad a través
de los gases. Se le consider6 el descubridor del electron por sus experimentos con el
flujo de particulas (electrones) que componen los rayos catédicos. Fallecio6 el 30 de
agosto de 1940.

* Wien, Wilhem (1864-1928): Naci6 el 13 de enero de 1864 en Gaffken. Curs6
estudios en las universidades de Gotinga, Heidelberg y Berlin. En el afio 1890 fue
ayudante del fisico aleman Hermann Ludwig von Helmholtz en el Instituto Imperial
de Técnica Fisica de Charlottenburg. Desde 1900 fue profesor de fisica en las
universidades de Giessen, Wiirzburg y Munich.. Por su descubrimiento de las leyes
de la radiacion del calor fue galardonado en 1911 con el Premio Nobel de Fisica.

* Jean Baptiste Joseph Fourier (1768- 1830): Matematico Francés. Naci6 el 21 de
Marzo de 1768 en Auxerre, Bourgogne. A la edad de 30 afios fue designado por
Napoleon consejero cientifico en una expedicion a Egipto Regreso6 a Francia en 1801
donde fue nombrado prefecto del departamento de Isere por Napole6n. Publico "La
teoria analitica del calor" en 1822. Estableci6 la ecuacion diferencial parcial que
gobierna la difusiéon del calor soluciondndolo por el uso de series infinitas de
funciones trigonométricas. Introdujo la representacion de una funciéon como una serie
de senos y cosenos, ahora conocidas como las series de Fourier. Falleci6 el 16 de
marzo de 1830.
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inertes, con tamaiio alrededor de los 50 nanémetros. Los nanocoloides se marcan con 99mTc,
radioniclido que presenta grandes ventajas practicas como son su alta disponibilidad y su facil
deteccion. Estos preparados son estables in vivo y su mecanismo de accion es fisico
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