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Resumo

En los tltimos afios el uso de sistemas de deteccion tandem
(MS/MS) como detectores cromatograficos se ha incrementado
notoriamente. Se explican el propdsito y las ventajas de tener mas de
un analizador de masas, en términos de sensibilidad, selectividad, y
esencialmente, especificidad, un descriptor adicional del rendimiento
incrementado que logra un sistema GC-MS/MS. Se destacan las
caracteristicas particulares de un sistema con triple cuadrupolo
(QQQ 0 QqQ) y se describen sus varios modos de operacion a fin
de explicar el origen de este mayor desempeiio. Segin el modo de
operacion, el espectrometro de masas con triple cuadrupolo puede
ser universal (full scan), un detector selectivo (SIM), o un detector
altamente especifico (MRM), con ganancias simultaneas en la
relacion sefial/ruido, con respecto al sistema GC-MS con un solo
analizador cuadrupolar.

Abstract

The purpose and advantages of having more than one
mass analyzer are explained in terms of sensitivity, selectivity and,
particularly, specificity, an additional descriptor of the enhanced
performance that a GC-MS/MS system achieves. The particular
features of the triple quadrupole (QQQ or QqQ) system are
highlighted and its various operation modes are described in order
to explain the origin of this performance enhancement. Depending
on the particular operation mode, the mass spectrometer with triple
quadrupole may be a universal detector (full scan), a selective
detector (SIM), or a highly-specific detector (MRM-mode), with
concomitant gains in the signal/noise ratio, in comparison with a
single quadrupole system.
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“Dos profesores de quimica después de sus clases, se dirigian a la cafeteria universitaria. El profesor N

comento, entre dientes, al otro: “Sabes, que el NN compro un cromatografo con un triple cuadrupolo! Ya tenia

varios GC-MS con cuadrupolos, una trampa de iones y ahora, como si le faltara, adquiere un cromatografo

de gases con un triple cuadrupolo, ;jte imaginas? . Su colega lo miro con extrafieza y solo le respondio: “No

seas envidioso, hermano, por algo seria, el triple cuadrupolo hard algo diferente o adicional, lo que no se logra

con un cuadrupolo solo; no sé exactamente qué es lo que hace diferente, pero existiria una razon de peso...".

En este instante, les alcanzo, con una sonrisa amplia, el colega NN, como siempre positivo y amistoso. Los

tres -tomando café-, conversaban y el profesor NN les describio las ventajas del triple cuadrupolo sobre el

analizador simple, y los colegas, parece, quedaron convencidos”.

1 Introduccion

Las técnicas de cromatografia de gases (GC)
yespectrometria de masas (MS), unidas en un poderoso
tandem, GC-MS, son herramientas imprescindibles
en los analisis ambiental, forense, de productos
naturales, control de doping, alimentos, toxicologia
y en muchas mas areas de investigacion'~. El manejo
de temperaturas de trabajo en el mismo rango (50-
350°C), la fase de trabajo gaseosa, comun para ambas
técnicas, las concentraciones bajas y su rango (ppt -
ppm), son comunes para GC y MS y hacen su union
casi perfecta. El pequefio inconveniente -al inicio-,
resultd en la diferencia de presiones, a saber: en la
GC, la salida del gas de la columna cromatografica
sucede a presion atmosférica, mientras que la camara
de ionizaciéon adonde ingresan los analitos, se
ionizan y se fragmentan, se halla a presion reducida
(10%-107 Torr) '. Cuando se usaban -desde hace mas
de 30 anos-, las columnas empacadas que manejaban
flujos de gases carrier altos (ca. 10-50 mL/min), se
empleaban separadores moleculares o interfaces
(separadores jet, separador de efusion molecular
diferencial, separador de membrana, separador
open-split, etc.)" para disminuir la caida de la
presion entre la columna y la cadmara de ionizacion.
Su principal funcion residia en separar el gas de
arrastre del analito, es decir, enriquecer la mezcla
gaseosa con componentes farget. La introduccion
de columnas capilares (con didmetros internos,
D.I., iguales o menores de 0.32 mm), que llevan
flujos de gas de arrastre (en GC-MS, tipicamente,
helio) muy bajos (0.5-2 mL/min), permitio
realizar un cambio esencial en el acople de ambas
técnicas, i.e., unirlas directamente, sin necesidad de
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interfaces, ni separadores, simplemente insertando
la columna capilar a la camara de ionizacidn, de
forma directa’’ (Figura 1).

El progreso alcanzado en el desarrollo
de bombas de vacio con alta capacidad (e.g.,
bombas difusoras de alta eficiencia o bombas
turbomoleculares, las ultimas, usadas hoy en dia mas
frecuentemente), contribuyd también a la unién mas
eficaz de ambas técnicas, GC y MS. Cuando en los
equipos GC-MS se emplean bombas difusoras, es
conveniente usar flujos de gas de arrastre (helio) de
ca. 1 mL/min y columnas capilares con D.I. igual
o menor de 0.25 mm; las bombas turbomoleculares
permiten el uso de columnas capilares con mayor
diametro, e.g., de 0.32 mm, y flujos de gas de arrastre
mas altos>*®. En el caso de que sea necesario el
empleo de columnas mega-bore (D.1. 0.53 mm), por
ejemplo, para el analisis de compuestos termolabiles,
entre otros, explosivos a nivel de trazas, la conexion
con el detector de masas se puede realizar a través de
un splitter unido a un pequeiio capilar, para reducir
el flujo del gas que ingresa a la fuente de iones, que
puede elevar su presion (Figura 2).

Es importante recordar algunos pequeiios
“inconvenientes” que también pueden surgir con
la inserciéon directa de la columna capilar a la
camara de ionizacion. Por ejemplo, cuando hay que
cambiar la columna, es necesario enfriar el equipo
GC-MS, “ventear” el espectrometro de masas, es
decir, nivelar las presiones externa e interna. Otro
aspecto a considerar es la presion reducida (vacio,
103-107 Torr) en la camara de ionizacion, que afecta
ligeramente la eficiencia de la columna. Ademas
los tiempos de retencion de los analitos que eluyen
de la columna se “acortan” en unos 0.5-2 min en
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Figura 1. A. La columna cromatografica capilar se inserta directamente a la camara de ionizacion del espectrometro de masas.
B. El ultimo tramo de la columna, antes de entrar a la fuente de iones, pasa por la linea de transferencia con calentamiento

independiente.

comparacion con los obtenidos en los cromatogramas
registrados con sistemas de deteccion convencionales,
por ejemplo, detectores de ionizacion en llama (FID),
detector selectivo de nitrogeno y fosforo (NPD) o de
captura de electrones (ECD), que operan a presion

atmosférica. La velocidad del flujo de gas de arrastre
que atraviesa la cdmara de ionizacioén no es constante,
ya que ¢sta depende de las dimensiones de la columna
y de la temperatura de elucion de los componentes
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Figura 2. La conexion de una columna tubular abierta de
mayor didmetro interno (D.I. > 0.32 mm), e.g., la columna
mega-bore (D.I. 0.53 mm), requerida para el andlisis de
algunos compuestos termolabiles (por ejemplo, explosivos)
puede realizarse a través de un splitter que conecta la
columna analitica con un capilar que se inserta a la fuente
de iones; el exceso de gas de arrastre se ventea.

(programacion de la temperatura de la columna)®. La
seleccion de unacolumnaanaliticaadecuada (diametro
interno, tipo o polaridad de la fase estacionaria) y la
velocidad del gas de arrastre, pueden ser limitadas por
latemperatura de operacion de la linea de transferencia
(Figura 3) y por el flujo maximo del gas de arrastre
que puede soportar el sistema de vacio empleado. Por
ejemplo, el uso de columnas “polares”, por ejemplo,
con fases estacionarias tipo poli(etilenglicol), es
restringido, ya que las temperaturas operacionales
mas comunes de la linea de transferencia
(280-320°C) y de la camara de ionizacion
(180-300°C) son mayores que las temperaturas que
pueden soportar las fases estacionarias polares, sin que
presenten un sangrado (descomposicion) excesivo 4.
Infortunadamente, el sangrado de la columna afecta
mucho mas el funcionamiento del espectrometro de
masas como sistema de deteccién cromatografica,
que cuando se usan detectores convencionales del
GC (FID, ECD, NPD, etc.). El sangrado de la fase
estacionaria introduce ‘“nuevos” iones interferentes
(e.g., en m/z 73, 147, 207, 281, 355, otros), intrusos,
en los espectros de masas de los analitos, se aumenta
sobremanera el background (fondo) y se contaminan
las partes del espectrometro de masas (camara de
ionizacion, electromultiplicador), lo que conduce a
su descalibracion y, sobre todo, a la disminucion de
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Figura 3. Un detalle de la linea de transferencia del equipo
GC-MS que conduce el ultimo tramo de la columna capilar
cromatografica a la camara de ionizacion. Es una zona de
calentamiento independiente del horno GC y de la fuente
ionica, que generalmente debe mantenerse a temperatura
alta (280-320°C), para evitar la condensacion de analitos.

Un espectrometro de masas unido al
cromatografo de gases suele llamarse también como
“detector de masas” o “detector selectivo de masas”
(MSD, Mass Selective Detector, por sus siglas en
inglés)>*. EIMSD consta de una cdmara de ionizacion
(fuente de iones o volumen i6nico): en el método
GC-MS fundamentalmente se usa la ionizacion con
electrones o impacto con electrones (El, Electron
Impact, por sus siglas en inglés), pero también
se emplea la ionizacion quimica (Cl, Chemical
lonizacion, por sus siglas en inglés) de iones positivos
o de iones negativos, como un método de ionizacion
“complementario”, “suave”. La CI se usa cuando en
los espectros de masas obtenidos por EI, no se registran
iones moleculares, puesto que su fragmentacion es
excesivamente intensa, debido a su labilidad muy
alta (tiempo de vida extremadamente corto, < 10 s)
y ello no permite realizar su determinacion *'2. Este
hecho limita mucho la obtencion de informacion
estructural de la molécula. Los iones formados en la
camara de ionizacion se extraen de ésta por medio
de una serie de electrodos, que permiten colimar
(enfocar) y acelerar el haz idnico, y dirigirlo a un
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analizador de masas (Figura 4). La energia potencial
creada por el campo acelerador (Ep) se convierte en
la energia cinética (E)) de los iones extraidos que se
dirigen acelerados y colimados hacia el analizador
de masas. La funcién del analizador es separar los
iones de acuerdo con su relacion m/z. Existen varios
tipos de analizadores de masas que se usan en los
equipos GC-MS. Entre los mas frecuentes figuran
cuadrupolo (Q) y trampa de iones (1T, lon Trap, por
sus siglas en inglés); también, hoy en dia, es frecuente
el uso de los analizadores de tiempo de vuelo (TOF,
Time-of-Flight,porsussiglaseninglés)y, iltimamente,
los analizadores de resonancia ion-ciclotronica con
trasformada de Fourier (FT-ICR, Fourier Transform
lon-Cyclotron Resonance Mass Spectrometry, por sus
siglas en inglés); sin embargo, el uso de analizadores
de masas de deflexion magnética como detectores GC
es mucho menos frecuente®'2.

Sistema

7 de lentes
Fuente de iones |

Region de aceleracion

Hacia analizador
de masas

Figura 4. Los iones que se forman en la fuente de iones
se extraen de ésta por medio de un sistema de lentes
(electrodos). El campo potencial (E) en la region de
aceleracion se convierte en la energia cinética (E ) de los
iones que ingresan en forma de un haz iénico colimado al
analizador de masas, donde sucede su separacion segun la
relacion m/z.

2 Detectores selectivos de masas
Como cualquier otro detector
cromatografico, su funcion consiste en dar respuesta

a los componentes que emergen de la columna,
verbigracia, en obtener un cromatograma; en el caso
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de MSD, es la corriente idnica total (TIC, Total
Ion Current) procesada en funcion del tiempo’?.
Las areas de los picos cromatograficos sirven de
base para la cuantificacion de los analitos, previa
la calibraciéon y la determinaciéon de los factores
de respuesta (R) que permiten obtener las areas
cromatograficas corregidas. Sin embargo, la corriente
ionica producida, inclusive en el mismo equipo,
puede variar, ya que depende mucho, entre algunos
otros factores, de la presion residual en la camara de
ionizacion. La presion en la fuente de iones, a su vez,
es variable, ya que depende de la cantidad y del tipo
de moléculas-analito que ingresan, pero también de
las moléculas del fondo (aire, humedad, solventes,
productos de sangrado de la fase estacionaria,
interferencias, contaminacion, plastificantes, etc.).
Estos factores afectan la reproducibilidad de las
mediciones cuantitativas. Por esto, frecuentemente se
recomienda para la cuantificacion usar detectores GC
convencionales, o realizar la operacion del MSD en
un detector libre de fugas y de contaminacion, y sobre
todo, usando un modo de adquisicion diferente y
medicion de la corriente ionica, por ejemplo, en modo
de monitoreo de ion(es) selectivo(s), SIM (Selected
lon Monitoring, por sus siglas en inglés), que
permita disminuir el efecto del ruido quimico. Otra,
muy interesante, opcion es el uso de los llamados
analizadores de masas en tandem '3,

El detector selectivo de masas (MSD) es un
sistema de deteccion cromatografica, pero ademas
es un dispositivo “vidente”, que a través de un
espectro de masas (junto con los indices de retencion
cromatograficos) permite elucidar la estructura del
analito '°. Lo mas interesante del MSD es su capacidad,
acorde con el modo de adquisiciéon y procesamiento
de la corriente idnica, de funcionar como un sistema
de deteccion universal, detector selectivo o detector
especifico®®. La transmision por el analizador, la
separacion y el registro de todos los iones que se
forman y emergen de la camara de ionizacidon en
funciéon de tiempo, llamado el modo de full scan
(barrido completo), permite el funcionamiento del
MSD como detector cromatografico wuniversal.
Los espectros de masas obtenidos para cada pico
cromatografico pueden ser comparados con los de las
bases de datos (bibliotecas de espectros) comerciales
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o con los de las sustancias de referencia (estandares).
Se puede supervisar la homogeneidad de cada pico
cromatografico comprobando la igualdad o no de los
espectros de masas tomados en diferentes puntos de la
ventana de elucidon de una (o varias) sustancias. En la
Figura 5, la “sustancia” que eluye a 12.97 min,
en realidad, es una mezcla de dos compuestos,
benzaldehido y oa-pineno, y sélo es posible
establecerlo si se toman espectros de masas en
diferentes puntos del pico cromatografico y no se
observa su equivalencia. Para llegar a elucidar la
estructura quimica de la sustancia, cada espectro de
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masas se estudia analizando su aspecto general, la
presencia de ion molecular, el patrén isotopico, la
ocurrencia de nitrogeno en lamolécula, los fragmentos
caracteristicos y el esquema general de la disociacion
de la molécula ionizada y sus iones-fragmento tipicos,
entre otros %1215, Cabe recordar, que la identificacion
confirmatoria (absoluta) de un compuesto por GC-MS
solo es posible cuando se emplea su patron certificado
(sustancia de referencia) analizado bajo las mismas
condiciones operacionales del equipo; estos aspectos
se discutieron detalladamente en trabajos previos '®!7.

Figura 5. A. Corriente idnica total (TIC), de una fraccion de volatiles aislada por HS-SPME de una fruta. B. Fragmento de la
TIC amplificado, donde aparecen indicados los puntos 1, 2 y 3 en los cuales se tomaron espectros de masas (EI, 70 eV) en el
pico cromatogréfico (t, = 12.97 min) no homogéneo (conformado por méas de una sustancia). C. Espectros de masas de: (1)

benzaldehido, (3) a-pineno y (2) de la mezcla de ambos.

Cuando en el espectro de masas de una
sustancia se registran Unicamente algunos iones
(preseleccionados) caracteristicos (por lo general,
1-3) o “diagnosticos”, las corrientes idnicas parciales

30

procesadas en funcion del tiempo, se denominan
fragmentogramas de masas; en €stos aparecen
exclusivamente picos cromatograficos de las
sustancias de interés (por ejemplo, hidrocarburos
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poliaromaticos, drogas o sus metabolitos, pesticidas,
biomarcadores, etc.), en cuyos espectros de masas
aparecen sélo los iones preseleccionados®®. Este
método de adquisicion de corrientes idnicas parciales
se conoce, como se mencion6 antes, con el nombre de
monitoreo de ion(es) seleccionado(s) o SIM (Selected
Ion Monitoring, por sus siglas en inglés). Cuando
se usa el modo de adquisicion SIM, el detector de
masas se convierte en un detector cromatografico
selectivo. La transformacion del detector selectivo de
masas en un detector GC especifico, por lo general,
requiere del uso de mas de un analizador, es decir, de
una configuracion multidimensional (en tiempo o en
espacio), conocida como configuracion tandem!'>'* 18,

Los detectores selectivos de masas se
dividen en dos grandes grupos’'?. El primero, lo
constituyen los analizadores de barrido (Scanning
Analyzers). Entre éstos se encuentran los analizadores
sectoriales, e.g., de deflexion magnética de un enfoque
o de dos enfoques, cuando se agrega otro analizador,
electrostatico, y los analizadores cuadrupolares. El
analizador de sector magnético histéricamente fue el
primer analizador de masas empleado. Sin embargo,
su uso en GC-MS no es tan frecuente. El segundo
grupo lo conforman analizadores de transmision de
iones simultanea. Entre éstos, figuran los de tiempo de
vuelo (TOF), diferentes tipos de trampas ionicas (IT)
y analizadores de masas con transformada de Fourier
(FT-MS, Fourier Transform Mass Spectrometers, por
sus siglas en inglés), concretamente, espectrometros
de masa de resonancia ion-ciclotronica (ICR-MS,
Ion-Cyclotron  Resonance Mass  Spectrometry,
por su siglas en inglés); los ultimos han adquirido
ultimamente popularidad en el campo de técnicas de
acoplamiento tanto de cromatografia liquida como de
gases'’.

Los detectores selectivos de masas
se diferencian entre si por sus propiedades o
especificaciones técnicas y alcances analiticos. Entre
estos parametros figuran: (1) la resolucion; (2) la
masa maxima que pueden medir y (3) la transmision
de iones. Los analizadores de masas de baja
resolucion (deflexion magnética de un solo enfoque,
cuadrupolos, trampas de iones, TOF lineales) miden
masas nominales (niimeros enteros) y no pueden
distinguir especies isobdricas, mientras que los
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analizadores de alta resolucion permiten determinar
masas exactas de iones (4-6 digitos después de la
coma), cuya medicién conduce a la determinacion
inequivoca de su composicion elemental e isotopica.
Uno de los ejemplos mas simples, clasicos, representa
la medicion de los iones isobaricos de las especies
CO*, Ny CH/, cuya “separacion” es imposible
con un analizador de baja resolucién y sélo se
alcanza con analizadores de alta resolucion (sectores
magnético y eléctrico, TOF de alta resolucion o
ICR-MS) que trabajan en la “escala” de masas
exactas” (Figura 6). Por supuesto, los gases CO,
N, y C,H, en una mezcla pueden ser separados y
cuantificados en columnas GC, tipo PLOT (Porous
Layer Open Tubular Columns, por sus siglas en
inglés), es decir, por cromatografia gas-solido (GSC)®.
El rango de masas en el que opera cada analizador
es importante, sobre todo, la masa maxima que éste
puede medir. Por ejemplo, los analizadores TOF no
tienen limites para medir masas altas (mientras que
los cuadrupolos y trampas de iones si), el rango de
masas del TOF es virtualmente infinito. El rango de
masas que pueda alcanzar cada analizador depende
de su configuracion, el mecanismo de separacion
de iones y del grado de la “monoenergetizacion” de
iones con la misma masa, es decir, de la capacidad
de disminuir su dispersion en el tiempo o en el
espacio que conduce al ensanchamiento de la sefial
(corriente ionica parcial). La transmision de iones en
analizadores masicos se mide como la relacion entre
los iones que se forman en la camara de ionizacion
y los que -después de atravesar el analizador de
masas- alcanzan el detector. Por supuesto, los
analizadores de barrido (sectoriales, cuadrupolos)
poseenvaloresmasbajosdetransmisiondeionesquelos
analizadores de transmision simultanea, verbigracia,
TOF, IT, FT-ICR-MS. Los ultimos, generalmente,
gozan de una sensibilidad mas alta''-'>1°.

3 Cuadrupolo (Q)

Quizas uno de los detectores selectivos
de masas mas usados en combinacion con la
cromatografia de gases, GC-MSD, es el analizador
Ilamado

cuadrupolar  (Q)*®,  coloquialmente
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L‘ [CO*+ N,* + C,H,']

28

|
\E co* CH,*

N v

27.9949 28.0061 28.0313

Figura 6. Medicion de masa del ion en m/z 28 (masa nominal) con: A. Analizador de masas de baja resolucion (escala de masas
nominales) y B. Analizador de masas de alta resolucion (escala de masas exactas). Para la separacion de iones CO"y C,H,* se
requiere la resolucion R > 770, mientras que para la separacion de especies moleculares CO™ y N_*, hay que tener la resolucion

por encima de 2500.

cuadrupolo o filtro de masas. En éste, los iones,
provenientes de la camara de ionizacidn, colimados
y acelerados por medio de una serie de electrodos
(potencial de aceleracion, generalmente bajo,
5-100 V) (Véase Figura 4), ingresan al espacio
entre las cuatro barras metalicas que conforman
el cuadrupolo. En la Figura 7 aparecen algunas
imagenes de analizadores cuadrupolares y un corte
transversal esquematico, por los ejes x e y, entre
los cuales suceden oscilaciones de los iones y su
movimiento (traslado o transmision) por el eje z
(perpendicular al plano), bajo el efecto del campo
eléctrico.

En el cuadrupolo, los iones de diferentes
masas (m/z) se separan con la ayuda del campo
eléctrico aplicado, en un espacio confinado por
cuatro barras metdlicas paralelas, a las cuales
se aplican las corrientes directa (DC) y alterna
(radiofrecuencia, RF). Mientras atraviesan el
campo eléctrico (combinacion de corrientes directa
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-(U + V cos @t)
+(U + V cos @t)

Figura 7. Algunas imagenes de cuadrupolos y un
“corte” transversal esquematico de barras cuadrupolares
a las cuales se aplican, con la polaridad “diagonalmente”
opuesta, los potenciales directo (U, corriente directa) y
alterno (componente de la radiofrecuencia, ¥ cos @t), con
un desplazamiento de la fase de radiofrecuencia de 180°. Se
lleva a cabo el barrido (scan) de U y V, mientras su relacion
(U/V) se mantiene constante.
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y alterna), entre las barras, los iones en un espacio
tridimensional, a lo largo de un eje central, adquieren
una trayectoria oscilatoria muy compleja. Debido a
que cada ion posee la frecuencia propia que depende
de su masa, solo aquellos iones cuya frecuencia es
resonante (coincidente) con la del cuadrupolo, podran
atravesarlo, ya que en este caso no experimentaran
la deflexion por el campo. Esto sucede tinicamente
bajo una combinacion determinada de valores de
potenciales fijo (U) y alterno (V) y la frecuencia (@)
de RF. Cuando los iones con la masa especifica (m/z)
entran “en resonancia” (iones resonantes) alcanzan a
conservar su trayectoria estable (recta, sin deflexion)
y a cruzar el espacio cuadrupolar sin sucumbir,
por choques, con las barras metalicas. Al salir del
analizador, la corriente eléctrica (corriente idnica
parcial) de estos iones se mide, por lo general, en un
electromultiplicador. Esta, después de amplificada y

Camara de ionizacion

Detector

Tiempo T,

lon no-resonante

Corriente ionica

Cémara de ionizacion

—

i | Voltajes directo y alterno
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digitalizada, se convierte en una sefial grafica, i.e.,
en la intensidad o abundancia del ion-fragmento
en un espectro de masas. La suma de todas las
corrientes i6nicas parciales medidas en funcion del
tiempo, resultard en otra grafica, verbigracia, en el
cromatograma (= corriente ionica total reconstruida,
TIC, Total lon Current, por sus siglas en inglés). En
la Figura 8 aparece, esquematicamente representado,
el proceso de barrido de RF (scan de U y V, mientras
U/V = const), en funcion del tiempo, y la
“construccién” de un pico cromatografico con base
en la integracion (suma) de las corrientes idnicas
parciales generadas por los iones-fragmento de
diferentes masas en los cuales la molécula ionizada se
disocia en la fuente de iones, acorde con su estructura
quimica y la energia interna adquirida en el proceso

de ionizacion.
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Figura 8. La separacion de iones en un cuadrupolo en funcion del tiempo, mientras se realiza el barrido (scan) de los potenciales
Uy V, componentes de las corrientes directa y alterna aplicadas a las barras cuadrupolares. Cada scan (1, 2, 3,... n) corresponde
a un espectro de masas obtenido. El pico cromatografico se construye con base en las corrientes ionicas parciales registradas
e integradas (sumadas). Si el scan se hace muy lento, habra puntos (datos) insuficientes para reconstruirlo adecuadamente, sin
“deformacion”, pero si el barrido es demasiado rapido, seran comprometidos el registro (deteccion) de algunos iones-fragmento
y la calidad del espectro de masas obtenido.
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Distintas ventajas hacen del cuadrupolo
el analizador de masas preferido en la técnica de
GC-MS. Entre éstas, se destacan las siguientes:
(a) su tamafio compacto (benchtop) y precios
relativamente bajos; (b) el barrido (scanning) de
masas rapido y con buen rango dinamico (10°);
(¢) la simplicidad de construcciéon y la operacion
computacional; (d) la robustez y la facilidad de
manejo y limpieza, acoplamiento facil con diferentes
sistemas de entrada de muestra (cromatografia de
gases, liquida, aplicacion directa); (e) los voltajes
relativamente bajos y menores exigencias para tener
muy alto o ultra alto vacio (opera sin problemas hasta
p=5-9x 107 Torr); (f) laposibilidad deregistro deiones
tanto positivos como negativos; la compatibilidad con
sistemas de ionizacion por impacto de electrones o
por ionizacién quimica; (g) mayores similitudes entre
los espectros de masas adquiridos en cuadrupolos con
los obtenidos en analizadores de deflexion magnética,
i.e., aquellos que fundamentalmente conforman las
bases de datos (bibliotecas) de espectros de masas
comerciales. Siun cuadrupolo opera tinicamente en el
modo de REF, sin la aplicacion de voltajes de corriente
directa (DC), los iones no se separaran, ya que solo
se llevara a cabo su guia o transmision; en este caso,
el cuadrupolo puede ser usado como una celda de
colisiones ion-moleculares, lo que se aprovecha
ampliamente en el estudio de iones metaestables vy,
sobre todo, en los llamados sistemas tandem?®'"-12,

4 Sistemas tdndem

cuadrupolo (QqQ).

(MS/MS). Triple

Similar a wun sistema cromatografico
unidimensional (con una sola columna) que puede
alcanzar los limites de capacidad para separar los
componentes de una mezcla muy compleja®, la
espectrometria de masas “unidimensional” (con un
solo analizador de masas) también puede alcanzar
sus limites de resolucion, sensibilidad, rango de
masas y, sobre todo, de volumen de informacion
requerida para elucidar una estructura molecular!'>!4,
Cuando los espectros de masas resultan con muy
pocas senales, representadas dominantemente por
iones moleculares o iones moleculares protonados (o
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deprotonados) y algunos iones cliister, y no se registran
iones-fragmento (iones-producto), resulta muy dificil
establecer la estructura quimica de la molécula
de manera confiable. Frecuentemente, durante un
analisis GC-MS de extractos obtenidos de muestras
biologicas, alimentos, suelos, etc., se observa en
los espectros de masas un excesivo ruido quimico.
Este impide alcanzar la especificidad requerida para
detectar ¢ identificar confiablemente los analitos de
interés, sobre todo, cuando se trata de analisis de
una mezcla compleja, con muchas interferencias o
impurezas.

Por lo general, la relacion sefial/ruido
(S/N) aumenta con el numero de pasos (etapas)
en un procedimiento analitico (Figura 9)>%.

Figura 9. Correspondencia entre la sefial (S), el ruido
(N), su relacion (S/N) y los pasos o etapas realizados en un
procedimiento analitico dado.

En analisis instrumental, éste es el caso tipico
de un sistema tdndem, por ejemplo, GC-MS o
LC-MS, cuando se incluye la espectrometria de
masas multidimensional (MS-MS) o técnicas tandem.
Igual a una operacion de limpieza (clean-up) de un
extracto, que permite aumentar la relacion S/N'™ en
el proceso de su analisis instrumental final, durante
el primer paso de separacion de iones, verbigracia,
en el primer analizador de masas (MS1), se realiza
un clean-up especifico, al distinguir -en una mezcla
compleja- los iones propios del analito y procedentes

www.scientiachromatographica.com
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de las interferencias, y registrar luego sélo las sefiales
caracteristicas del analito-target en el segundo
analizador de masas (MS2), que permitird obtener,
un espectro de masas del ion caracteristico del
analito-target, filtrado por el primer analizador (MS1).
Entre los dos analizadores se ubica un dispositivo
donde el ion seleccionado puede “activarse”, es
decir, aumentar su energia interna conducente a su
disociacién y a la formacion de iones-fragmento
(iones-producto), que se registran en el analizador
MS2. Este dispositivo funciona como una “camara”
o celda de colisiones activadas que provocan las
disociaciones (inducidas) de iones estables. La
configuracion “clasica” de un sistema de masas
tandem es el MS1, la camara de colisiones activadas
y el MS2, seguido de un sistema de deteccion y
medicion de corrientes idnicas.

Los sistemas de masas tdndem se dividen en
dos grupos grandes 2%, segtin los tipos de analizadores
de masas involucrados en la configuracion MS/MS. El
primer grupo, lo conforman espectrometros de masas
tandem en tiempo (tandem-in-time). Entre éstos,
figuran trampas de iones lineales y cuadrupolares,
trampas orbitales (orbitrap) y FT-ICR-MS. En los
equipos tipo fandem-in-time los iones producidos
en la region de ionizacion se atrapan, se aislan,
se fragmentan y luego se separan de acuerdo con
su relacion m/z en el mismo espacio fisico. La
cascada de reacciones de disociacion de iones
pre-seleccionados y luego activados y su posterior
monitoreo, vis., barrido (scan) de iones-producto,
tienen lugar en el mismo analizador, pero suceden en
funcion del tiempo, consecutivamente, permitiendo
asi el registro sucesivo de iones-hijo, iones-nieto,
iones-bisnieto, iones-tataranieto, chozno, etc., hasta
(MS)". Alegoricamente, ello se puede representar por
medio de una matrioshka, una mufieca que en sus
entrafias lleva la otra, mas pequefia (ion-fragmento) y
ésta, en su turno, a la otra, y asi sucesivamente (Véase
la Figura 10).

El segundo grupo de equipos de masas
tandem (MS/MS) lo conforman los llamados
espectrometros de masas tdndem en espacio
(tandem-in-space)'®*®. En éstos los -por lo
menos- dos analizadores son separados en el espacio.
En los equipos tandem-in-space, no solamente es

Elena Stashenko, Jairo Martinez

posible el estudio de iones-producto, sino también de
los iones precursores, de las reacciones (transiciones)
entre dos iones relacionados o el monitoreo de
la pérdida de un fragmento neutro, entre otras
posibilidades. A este grupo de analizadores en tindem,
MS/MS, pertenece un triple cuadrupolo, designado
por sus siglas como QQQ o QqQ. Las configuraciones
MS/MS  hibridas implican la combinacién de
varios analizadores de diferente naturaleza o de
distintos principios de funcionamiento, por ejemplo,
cuadrupolo (Q) o trampa de iones (IT) con un
analizador de sector magnético (B) solo o en conjunto
con un analizador electrostatico (E), o con analizador
de tiempo de vuelo (TOF). Ello da origen a diferentes
equipos tandem hibridos, por ejemplo, E-B-E,
E-B-E-B, B-Q1-Q2, Q-E-B, Q-TOF, IT-TOF, B-TOF,
E-B-TOF, E-B-E-TOF, Q-B-E y otras posibles
combinaciones de analizadores. Por supuesto, la
union de varios analizadores aumenta sobremanera el
costo del instrumento y la complejidad de su manejo,
pero, a la vez, incrementa la cantidad y la calidad
de la informacion analitica obtenida, el grado de su
confiabilidad y la especificidad®'*!°.

MDHDF>. > |

Figura 10. Una representacion alegorica -a través de una
matrioshka-, de la obtencion de iones-producto, en cascada
(iones-hijo,-nieto, -bisnieto, -tataranieto, -chozno, etc.), a
partir de un ion-precursor en un sistema tandem en tiempo
(tandem-in time), (MS)", por ejemplo, en una trampa de
iones, donde los procesos de ionizacion, fragmentacion,
seleccion de iones y su activacion, acompafiados de la
separacion segun su m/z, acontecen en funcion del tiempo,
pero en el mismo espacio.
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El acoplamiento de técnicas cromatograficas
con la espectrometria de masas incrementa -como ya
se menciond-, la cantidad de informacion analitica
obtenida, pero el uso de varios detectores, verbigracia,
analizadores de masas en configuracion tdandem,
produce un aumento considerable del volumen
de informacion obtenida (Véase Tabla 1) y una
avalancha de datos sobre las estructuras moleculares,
composiciones elementales e isobaricas, presencia de
compuestos a nivel de trazas y un incremento de la
sensibilidad y la especificidad del método analitico,
lo que permite eliminar los fenomenos de falsos
positivos y falsos negativos en un procedimiento
analitico.

Tabla 1. Volumen de informacion analitica que se obtiene
con diferentes técnicas de espectrometria de masas y
sistemas acoplados segiun R.A. Yost ? y Kaiser .

Técnica Factor
MS® 0.002
GC-MS (Columnas empacadas)® 0.12
GC-MS (Columnas capilares)® 1
MS/MS 2
GC-MS/MS (Columnas empacadas) | 118
GC-MS/MS (Columnas capilares) | 1000

a) MS: 1000 u, resolucion de unidad masica,
intensidad maxima 2'%.

b) 2 x 10° platos tedricos, tiempo de corrida
cromatografica — 30 min.

c) 1 x 10° platos tedricos, tiempo de corrida
cromatografica — 60 min.

Los equipos de espectrometria de masas
tandem, MS/MS, involucran dos etapas de analisis
de masas de iones, separadas por una reaccion de
disociacion activada o inducida de iones. Esta
sucede entre la medicion de masas antes y después
de la fragmentacion de los iones, seleccionados en
la primera etapa, provocada por la colision del ion
seleccionado con moléculas de gas inerte (He, Ar,
Xe o N, a presion de 0.1-0.3 Pa), o por el potencial
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acelerador de un campo electrostatico aplicado, en
una celda de “activacion”, de colisiones activadas
o llamada también de colisiones inducidas. Cuando
se emplean los métodos de ionizacion “suave”
(por ejemplo, la ionizacion quimica, CI) o en
el acoplamiento de cromatografia liquida con
espectrometria de masas con electrospray (ESI)
o la ionizacién quimica a presion atmosférica
(APCI, Atmospheric Pressure Chemical lonization,
por sus siglas en inglés), los iones moleculares
(o poliprotonados, multicargados) no se fragmentan
practicamente, y ello conduce a una gran carencia
de la informacion requerida para la elucidacion
estructural de la molécula. La “energetizacion” de
los iones (cationes) estables (no-disociados), por
ejemplo, iones moleculares o cuasi-moleculares,
especies multiprotonadas, clister, etc., permite
inducir forzadamente su disociacion y extraer, luego,
la informacion estructural complementaria a la de la
masa molecular o composicion elemental (cuando se
usan analizadores de masas de alta resolucion). El uso
de un sistema de deteccion con mas de un analizador
masico (espectrometria de masas multidimensional,
tandem o MS/MS), como un triple cuadrupolo
(QqQ) (Figura 11), resulta apropiado para el analisis
de compuestos farget a nivel de trazas (rango
ppt-ppb), en matrices muy complejas, con presencia
de interferencias, tal como sucede en muestras de
alimentos, fluidos bioldgicos, tejidos animales y
vegetales, suelos, aguas residuales y otras muestras
ambientales, etc.

La técnica MS/MS es de gran ayuda y es
un refuerzo analitico grande, valioso, requerido en
las situaciones cuando: (1) se observa un alto ruido
quimico (Chemical Noise) en espectros adquiridos en
el modo SIM; (2) se pone de manifiesto la coelucion
de iones caracteristicos (iones-diagnostico) con
impurezas isobaricas (la misma masa nominal);
(3) la estructura del compuesto se desconoce y se
requiere una informacion estructural adicional (a
menudo, es necesario “activar” iones moleculares,
cuasi-moleculares o protonados, o algunos
iones-fragmento estables, para extraer informacion
estructural adicional a través de los productos en
los cuales los iones-fragmento se disocian); (4) el
fragmentograma de masas obtenido en modo SIM
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requiere una informacion confirmatoria adicional
y, finalmente, (5) se requieren la sensibilidad y la
especificidad mas altas del andlisis (residuos de
pesticidas, biomarcadores en petroleo, esteroides
anabolizantes u otros agentes de doping, residuos de
pesticidas, etc.). La configuracion de triple cuadrupolo

Elena Stashenko, Jairo Martinez

proporciona una gama de experimentos analiticos
y modos de adquisicidon de corrientes idnicas
(Figura 12), cada uno de los cuales suministra una
determinada informacion. A continuacion, se describe
cada uno de los posibles modos de adquisicion del

equipo QQQ (QqQ).

.‘-l 03

g Mt

de iones

LT RIS i =

Gas de colision

o] TN

Figura 11. Aspecto general de un equipo GC-MS/MS con un analizador de masas de triple cuadrupolo (QQQ o QqQ) como
detector de cromatografia de gases (instrumento compacto, benchtop). Aspecto externo de la ubicacion de los tres cuadrupolos.
El primer cuadrupolo (analizador de masas MS1, Q1) y el tercer cuadrupolo (analizador de masas MS2, Q3) funcionan como
analizadores masicos cuadrupolares tradicionales en modos de barrido completo (fiu/l scan) y monitoreo de ion seleccionado
(SIM), en formas independientes o enlazadas (/inked). El segundo cuadrupolo (Q2 o q) tiene entrada de un gas inerte (He, Ar
o N,), funciona como una cdmara (celda) de colisiones activadas y no hace barridos (scan), ya que solo se mantiene en modo
de radiofrecuencia (RF-mode) y permite guiar los iones (transmitir) del analizador Q1 al Q3, con o sin un potencial aplicado.

Barrido completo (full scan). Este tipo de
adquisicion de corrientes ionicas es tradicional, es
decir, similar al que se emplea en los equipos con un
solo analizador cuadrupolar (filtro de masas) (Figura
8). En el equipo QQQ (QqQ), el primer analizador
MS1 (Ql) hace un barrido completo y registra
espectros de masas de cada uno de los analitos que
emergen de la columna GC o LC, se ionizan y se
fragmentan en iones moleculares y sus diferentes
iones-producto. En la técnica de GC-MS, ca.

0.05-1 ng de un compuesto son suficientes para
obtener el espectro de masas que cumpla con criterios
de calidad®'2. Este sera la base para la identificacion
presuntiva (cuando se usan bases de datos de
espectros de masas) o confirmatoria (cuando se usan
compuestos-patron certificados). Los cuadrupolos Q2
(q) v Q3 (analizador de masas MS2) operan solo en
modo de transmision de iones'®!".

Barrido de ion(es) seleccionado(s) (SIM,
Selected Ion Monitoring). Este modo de adquisicion
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también es bien conocido®® y se practica ampliamente
en equipos con un solo cuadrupolo (Figura 13). En
este caso, el primer analizador, MS1 (Q1) solo déja
pasar un ion o varios iones seleccionados (usualmente,
2-3), tipicos o caracteristicos del analito-target, que
se busca selectivamente en una mezcla compleja.
Los otros dos cuadrupolos, Q2 y Q3 (MS2), sélo
transmiten estos iones filtrados por el MS1 (Q1). Con

base en las corrientes ionicas parciales registradas se
construye el fragmentograma de masas. Debido a que
cada ion seleccionado se mide mas prolongadamente,
e.g., unos 50 ms en vez de 50 us, y el ruido quimico
se reduce (se aumenta la relacion S/N), se bajan los
niveles de deteccion, por un factor de 10-100, y ello
permite determinar analitos-farget en cantidades de

orden pg o menores.

Figura 12. Aspecto general del equipo GC-MS/MS (QQQ) y un fragmento del programa (software) que permite editar un
método de adquisicion de datos (corrientes idnicas); se observan diferentes modos posibles: fi/l scan, SIM, monitoreo de iones
productos, precursores, pérdida (o ganancia) de fragmentos neutros y de reacciones de transicion entre iones precursores ¢ hijos

(productos).

El modo SIM se usa ampliamente tanto para
el registro de un compuesto de interés en una mezcla
compleja (deben coincidir los tiempos de retencion
de este compuesto y del compuesto-patron certificado
y la relacion de abundancias de iones seleccionados
en sus respectivos fragmentogramas)'®!’, como para
su cuantificacion sensible; pero también para registrar
grupos de compuestos homdlogos, monitoreando sus
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iones caracteristicos, a saber, para n-parafinas: m/z 57,
71, 85; para metil ésteres de acidos grasos (FAMEs,
Fatty Acid Methyl Esters, por sus siglas en inglés): el
ion en m/z 74; para bencenos alquilicos: m/z 91, 105
y para ftalatos: m/z 149, 167, entre otros analitos de
interés.

Barrido de ion-fragmento (Product ion
scan). Este modo de adquisicion consiste en la
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seleccion de un ion precursor o un ion-padre en el
primer analizador o filtro de masas (MS1, Q1), que
opera en modo de monitoreo de ion seleccionado, SIM
(solo filtrando iones de interés, pre-seleccionados). El
ion-padre escogido (m_ ") por el MS1 (Q1) se dirige
luego a la camara de colisiones activadas (o celda
de colisiones), cuyo rol -en el triple cuadrupolo-, lo
cumple el segundo cuadrupolo, Q2 o “g”. Se usa a

[Pt

menudo la letra “q” minuscula para diferenciar el
segundo “cuadrupolo” -intermedio- de los otros dos,
Q1 y Q3, puesto que -en realidad- éste no funciona
como un filtro de masas sino como un sistema
de transmision de iones después de su activacion
acompafiada de la fragmentacion. El analizador
Q2 (q) opera so6lo con la radiofrecuencia aplicada
(RF-mode), que permite transmitir los iones desde
Q1 al analizador MS2 (Q3). El gas de colision,
suministrado a la celda (generalmente, He, Ar o N,),
por medio de choques con los iones seleccionados
en el MS1 (Ql), les proporciona la energia adicional
(proceso de excitacion de iones); un potencial aplicado
en el Q2 (q) permite acelerar los iones y convertir

lon resonante
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Voltajes directoy altemo
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Figura 13.

®
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parte de su energia cinética en la energia interna
adicional (rotacional, vibracional y -electronica).
El incremento de la energia interna de los iones,
verbigracia, su ‘“energetizacion” o “activacion”,
conduce a su disociacion y a la formacion de diversos
iones-fragmento (iones-producto), que se dirigen
luego al segundo analizador o filtro de masas (MS2,
Q3). En este analizador, se hace el barrido (scan)
de los componentes U y V de las corrientes directa
y alterna, en el rango de masas (m/z) menores que
la masa del ion-padre seleccionado m’, ya que
los iones-producto -evidentemente- pesan menos
que sus precursores. En la Figura 14 aparece
una representacion esquematica de este modo de
operacion. Cabe anotar, que en un espectro de masas
de iones-producto las sefiales observadas careceran
de sus acompafiantes isotopicos. Este modo de
adquisicion es quiza el mas frecuente y conocido en
el sistema de triple cuadrupolo, QqQ, y se utiliza con
diversos propdsitos y aplicaciones, algunas de las

cuales se dan a continuacion.

| Corriente idnica
parcial del ion @

Camara de ionizacién
Voltajes directo y alterno

TIC (Total fon Current)

M'&.

N
Full scan

LCCCTE

mfz

Fragmentograma de masas

Sim

Monitoreo de ion(es) selectivo(s), SIM. El analizador cuadrupolar filtra unicamente un ion o -mas a

menudo-, varios iones (2-3) pre-seleccionados, tipicos o diagnodsticos de un analito dado o de un grupo de analitos (sustancias
homologas, e.g., alquil bencenos, n-parafinas, alquil acetatos, etc.). EI monitoreo en el modo fill scan (barrido de todos los
iones) permite obtener un espectro de masas completo y una corriente iénica reconstruida (cromatogramas), mientras que la
adquisicion en el modo SIM aumenta la sensibilidad y la selectividad de registro de un analito-farget en particular y genera un
fragmentograma de masas (deteccion selectiva), que contiene el pico cromatografico de este analito.
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Figura 14. Triple cuadrupolo: modo de operacion de registro de iones-producto (Product ion scan). En el primer analizador
MS1 (Q1), que opera en modo SIM, se filtran los iones de interés, que luego se dirigen a la camara (celda) de colisiones
activadas (Q2 o q) donde se “activan” y se fragmentan; los iones-producto se analizan en el segundo analizador MS2 (Q3) que
opera en modo fill scan, haciendo barrido de masas (m/z) menores que la del ion-precursor.

El sistema QqQ permite llevar a cabo el
estudio de iones metaestables. Los iones metaestables
se definen como aquellos que tienen tiempo de
vida mayor que el tiempo de su permanencia en
la camara de ionizacion (ca. < 10° — 10¢ s), pero
menor que el necesario para llegar a ser detectados
(ca. < 10* — 10° s) y aquellos que se disocian
después de la salida de la fuente de iones -en su
camino hacia el detector- en uno de los espacios
sin campo (FFR, Field-Free Region, por sus siglas
en inglés). Historicamente, fueron llamados como
iones metaestables no los iones (precursores)
que se disocian fuera de la camara de ionizacion,
sino sus productos que se registran con una masa
aparente, asi: , donde m, es la masa del
ion-precursor y m, es la del ion-producto. Las masas
reales de los iones-producto m, formados en la
camara de ionizacion y generados fuera de ésta son
-por supuesto- iguales, pero debido a la pérdida de
la energia cinética de los iones-producto que surgen
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en el espacio sin campo, éstos se registraran con una
masa aparente, m*, menor que su masa real, m,. En la
Figura 15 se presenta un esquema simplificado de la
idea de iones metaestables y su origen.

Los iones metaestables son fundamentales
para establecer la conectividad (parentesco) entre
los iones en el espectro de masas. Infortunadamente,
no en todas las configuraciones de espectrometros
de masas se logra detectar iones metaestables o su
intensidad es extremadamente baja. En un sistema
simple Q-MS no es posible encontrar la diferencia
entre iones normales y metaestables, pero con el
sistema QqQ esta diferenciacion puede realizarse
eficientemente. En el sistema QqQ, en el primer filtro
demasas (MS1, Q1) se pueden escoger iones de interés
(estables) y activarlos (es decir, desestabilizarlos)
en la celda de colisiones activadas (Q2 o q). Los
llamados

iones-producto  (en  realidad, mal

“metaestables”, m,) seran analizados en el

segundo analizador, MS2 (Q3). Los iones m,* son
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seleccionados por Q1, pero no son filtrados por Q3;
mientras que los fragmentos m," se rechazan por el
Q1, pero se filtran por Q3. Por ello, solo los iones
disociables (verdaderos metaestables), m *, filtrados

estables

Abundancia P(N)

lones moleculares

Elena Stashenko, Jairo Martinez

por Q1, pero no por Q3, se descompondran en la celda
de colisiones activadas Q2 (q), produciran fragmentos
m,*, que se filtrardn por Q3 y se detectaran.

lones moleculares que se fragmentan
fuera de la fuente de iones

i‘:* - lones moleculares
/ ¥i LN que se fragmentan
:::4"‘ * ¢b en la fuente de iones
xi: *‘!' ‘.;#\ y generan f*
ety Ml L2

¥k
kKK

P IP - Energia (potencial)
de ionizacion

AP - Energia (potencial)
de aparicién del f*

> m* = {f')Z/M"'

Figura 15. Diferentes iones moleculares (M*): estables, metaestables y los que se fragmentan en la cdmara de ionizacion. Los
iones moleculares que son estables (tiempo de vida ca. > 10 s) se registran en los espectros de masas; los iones moleculares
no-estables, disociables, viven ca. < 10 s y decaen en la camara de ionizacion generando fragmentos (f*), que se registran en
el espectro de masas. Los iones moleculares con tiempo de vida mayor de 10 s, pero menor de 10“-107 s, se fragmentan fuera
de la camara de ionizacion en el camino hacia el detector y producen iones m*, con una masa aparente, que se llaman iones
metaestables. Son iones que permiten establecer la conectividad entre los iones precursores y sus productos.

Realizando este tipo de operaciones, se
logra establecer las rutas de fragmentacion (patron
de fragmentacion) y la relacion “genética”, o la
conectividad, parentesco, entre los iones. En Ia
celda de colisiones activadas, Q2 (q), el grado
de fragmentacion de un ion seleccionado por el
Ql, dependera de: (1) la presion en la celda; (2) la
naturaleza del gas de colision (He, Ar, Xe o N,); (3)
la energia cinética del ion; (4) el potencial aplicado
(0—100 V) y (5) la seccion transversal de la reaccion.
La energia interna adicional, adquirida por un
ion seleccionado en el QIl, durante las colisiones
activadas en el Q2 (q), sera la siguiente:

Eo - Ec X (Mgas / (Mion + Mgas))

E - Energia interna del ion, adquirida en la

o

camara de colisiones activadas, Q2 (q);

E, - Energia cinética del ion al salir del Q1;
M, - Masa molecular del gas de colision;
M - Masa del ion.
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En el sistema QqQ, las energias cinéticas de
los iones no superan 100 eV; a mayor masa del gas de
colision, mayor sera la eficiencia de la transferencia
de energia (proceso que ocurre en 1074- 101 s) y de
la fragmentacion de iones “activados”. El aumento
razonable de la presion (< 102 mm Hg) en la camara
de colisiones activadas también incrementa la
disociacion de iones (se aumentan los choques); la
eficiencia de disociacion crece también cuando el gas
de colision ingresa a la camara perpendicularmente a
la trayectoria de movimiento de los iones que transitan
del analizador de masas Q1 al Q3. Existen otros
métodos de activacion de iones-precursores'’!>!%,
seleccionados en el MS1, ademas de las colisiones
con moléculas de gases inertes o N,. Entre éstos,
figuran la fotodisociacion (activacion con fotones,
Photodissociation), la activacion con electrones
(Electron Excitation), la colisién con una superficie
metalica (SID, Surface-Induced Dissociation, por sus
siglas en inglés) o la aplicaciéon de un potencial de
aceleracion (0 — 50 eV), en presencia de un gas de
colision, para incrementar la energia interna de los
iones y provocar su fragmentacion.

El modo de registro de iones-producto
(Product lon Scan) en el sistema QqQ, puede ser usado
para el analisis de mezclas complejas o sustancias con
impurezas, sin su separacion previa en la columna
cromatografica. Si se usa el método de ionizacion
“suave”, por ejemplo, la ionizacion quimica de
iones positivos, la mezcla de sustancias ionizadas
en la fuente de iones, producira iones moleculares
protonados, MH" (M, H", M_,H*, M,H",... MH"). El
primer analizador de masas MS1 (Ql) selecciona
uno por uno los iones moleculares protonados, que
se dirigen luego a la camara de colisiones activadas,
Q2 (q), donde se disocian; posteriormente, los
iones-fragmento que se forman a partir de cada ion
MH" se separan por el analizador MS2 (Q3) y su
espectro se registra. En este caso, el primer analizador
(Q1) funciona como una “columna cromatografica”,
el Q2 (q) opera como una “camara de ionizacion” y el
analizador MS2 (Q3) cumple su papel de analizador
de masas, que hace barrido completo de iones. De
esta manera, se logra ahorrar el tiempo de separacion
de la mezcla en una columna cromatografica y el
sistema QqQ enfoca su trabajo en la busqueda de
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determinados compuestos de interés presentes en una
mezcla compleja, sin su separacion cromatografica
previa. De esta manera, el uso del triple cuadrupolo,
QqQ, operado en modo de barrido de iones-fragmento
(Product lon Scan), permite hacer el estudio de
iones metaestables, establecer rutas (patron) de
fragmentacion, aportar informacion estructural y
funcionar como un “sistema cromatografico” para
analisis de componentes de interés en mezclas
complejas, sin su separacion previa.

Barrido de ion-precursor (Parent ion
scan). Este es otro modo de operacién de un
triple cuadrupolo, QqQ, que permite encontrar
en un espectro de masas a todos aquellos iones
(precursores) que pueden generar un ion-fragmento
(ion-producto) dado. En este caso, el primer
cuadrupolo (MS1, Q1) opera en el modo de barrido
completo (scan), mientras que el tercer cuadrupolo
(MS2, Q3) trabaja en el régimen de monitoreo del
ion seleccionado (SIM). Este ion seleccionado es
el ion-producto (daughter ion), cuyos precursores
precisamente se buscan. Técnicamente, esto se lleva
a cabo asi: en el analizador MS2 (Q3) solo se filtran
iones-producto, con su masa determinada, mientras
que en el primer analizador, MS1 (Q1), se hace
el barrido de todos los iones (scan) desde la masa
superior a la del ion-producto seleccionado; estos
iones -saliendo del analizador MS1 (Q1)-, atraviesan
la camara de colisiones activadas, Q2 (q), donde se
fragmentan, generando, entre otros, los iones-producto
de interés, que se filtran luego por el analizador MS2
(Q3) operado en el modo SIM. En la Figura 16 se
refleja esquematicamente el funcionamiento del triple
cuadrupolo en el modo de barrido de ion-precursor.

Por ejemplo, en una mezcla compleja de
30-40 componentes es de interés detectar solamente
los ftalatos (plastificantes). En la Figura 17
aparecen espectros de masas (EIL, 70 eV) de algunos
ftalatos, donde se puede observar que el ion comun,
diagnostico para este grupo de compuestos, se registra
en m/z 149. Entonces, por el primer analizador MS1
(Q1), operado en modo scan, pasan todos los iones
con la relacion de masa/carga mayor de m/z 149; el
analizador MS2 (Q3) opera en el modo SIM, filtrando
solo iones con m/z 149, que se forman en la camara
de colisiones activadas cuando a ésta ingresan los
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Figura 16. Triple cuadrupolo: modo de operacion de registro de iones-precursores (Parent ion scan). El primer analizador
MS1 (Q1) opera en modo full scan, dejando pasar los iones con masas mayores que el ion-producto de interés; estos iones luego
se dirigen a la camara (celda) de colisiones activadas (Q2 o q) donde se “activan” (mas bien se desestabilizan) y se fragmentan;
entre los iones-fragmento aparecera el ion-producto de interés, éste pasara selectivamente el segundo analizador de masas MS2
(Q3), operado en modo SIM; de esta manera, se logra establecer cuales son los iones (precursores) que puedan producir el
fragmento de interés.
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Figura 17. Espectro de masas (EI, 70 eV) de: A. Dietil ftalato. B. Dioctil ftalato. En los espectros de masas de los ftalatos se
observa el ion caracteristico en m/z 149 (diagndstico de esta familia de compuestos) que puede servir para su deteccion selectiva
en sistemas GC-MS-SIM o MS/MS (por ejemplo, QQQ operado en el modo de parent ion scan).
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iones-precursores de ftalatos. En el fragmentograma
de masas, finalmente, solo se registraran los picos
cromatograficos correspondiente a los ftalatos; de
esta manera, el analizador de masas, QqQ, operado
en modo de barrido de iones precursores se convierte
en un analizador cromatografico selectivo.

Barrido de fragmento neutro (Constant
neutral loss scan). Es otro modo de operacion del
triple cuadrupolo, QqQ. Para ello, ambos analizadores
de masas, MS1 (Q1) y MS2 (Q2) operan en modo
de barrido (scan) simultaneo, enlazado (linked);
sin embargo, el barrido de masas en MS1 (Q1)
y MS2 (Q2) se hace para iones con una diferencia
(desplazamiento) fija correspondiente a la masa de

Camara de

FE A Analizador 1
ionizacion

Ms1 (Q1)

Espectrode masas completo

HE

un fragmento neutro seleccionado. Si los iones f, f,
f,, f, etc., pasan por el primer analizador MS1 (Q1)
y luego atraviesan la camara de colisiones activadas,
Q2 (q), y experimentan fragmentaciones, por el
analizador MS2 (Q3) solo pasaran aquellos iones
con la diferencia masica Am preestablecida, fija, es
decir, (f, - Am), (f, - Am), (f, - Am), (f - Am), etc.
Por ejemplo, si el primer analizador MS1 (Q1) pasa
iones 80, 81, 82,..., el segundo, MS2 (Q3) filtrara los
fragmentos con masas 52, 53, 54,..., conservando la
diferencia masica (Am), en el barrido enlazado de
28 unidades. En la Figura 18 aparece ¢l esquema
de funcionamiento del triple cuadrupolo operado en
modo de barrido de fragmento neutro.

Camara (celda) de
colisiones activadas

Detector

Analizador 2

e l l 7 -.-fcar: (rn.— Am)
I ]

Q2 (q)

MS2 (Q3)

Espectro de masas de iones gue presentan
la pérdida de un fragmento neutro comun con masa Am

Am Am

e

.

Figura 18. Triple cuadrupolo: modo de operacion de registro de iones con pérdidas de fragmentos neutros de masa constante,
preestablecida (Constant neutral loss scan). El primer analizador MS1 (Q1) opera en modo full scan, dejando pasar los iones
a la camara (celda) de colisiones activadas (Q2 o q) donde éstos se “activan” y se fragmentan; los iones-producto se analizan
en el segundo analizador MS2 (Q3), también operado en modo full scan, pero los barridos en el Q1 y Q2 se hacen de forma
enlazada (linked), de tal manera que mientras el primer analizador MS1 (Q1) deja pasar los iones con masas m,, el segundo
analizador MS2 (Q3) hace el barrido de fragmentos con masas (m — Am). Como resultado final, se registran todos los iones
que se disocian con la pérdida de un fragmento neutro (Am) de masa predeterminada.

Por ejemplo, en una mezcla compleja,
se puede selectivamente registrar la presencia de
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derivados del acido acético (ésteres), verbigracia,
acetatos de alquilo, CH,COOR; ya que durante
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la fragmentacion de sus iones moleculares M",
se observa la pérdida de 60 unidades de masa
(M- CH,COOH)". En el fragmentograma de masas,
obtenido por el QqQ operado en modo de barrido de
fragmento neutro, se observaran solo aquellos picos
cromatograficos en cuyos espectros de masas (EIL,
70 eV) se observan pérdidas de fragmentos neutros
de 60 unidades masicas, proceso caracteristico de
la ionizacion disociativa de los acetatos de alquilo.
Otro ejemplo es el analisis de una mezcla compleja
que contiene acidos carboxilicos. En sus espectros
de masas, obtenidos por ionizacién quimica de
iones negativos, NICI (Negative Ion Chemical
Ionization, por sus siglas en inglés), se registran
iones moleculares desprotonados (M-H), i.e.,
aniones-acetatos, que decaen eliminando 44 unidades
de masa (-CO,), proceso tipico de su fragmentacion
por NICI. Luego, haciendo el barrido enlazado de
iones en los analizadores MS1 y MS2 con diferencia
masica de 44 unidades, en una mezcla compleja
se pueden registran selectivamente los acidos
carboxilicos.

Monitoreo de reaccion multiple (Multiple
reaction monitoring). Este es uno de los métodos de
adquisicion de las corrientes idnicas mas interesante,
emblematico, sui generis del triple cuadrupolo, ya
que permite -explorando y usando correctamente
sus ventajas-, convertirlo en un detector de masas de
GC (o0 LC) espectfico, altamente selectivo y sensible.
Infortunadamente, cuando la  adquisicion de la
corrienteidnicasehaceenelmodo SIM, laprobabilidad
de que el ion seleccionado y una sefial procedente del
fondo (ruido quimico) coincidan, no es nula; ello,
baja no solo la sensibilidad sino la confiabilidad de
la deteccion (pueden presentarse falsos positivos
o falsos negativos). Para evitar estos problemas, en
vez de monitorear iones caracteristicos, se registran
las transiciones (o reacciones de transicion) entre los
pares de iones (precursor y producto). En el primer
analizador MS1 (Q1) se filtran iones precursores
seleccionados F, (operacion en modo SIM), mientras
que en el segundo analizador MS2 (Q3) se dejan
pasar solo iones-producto F, de la transicion o
reaccion de disociacion F, = F, (el analizador MSD2
0 Q3 opera en modo SIM) (Figura 19). Ambos iones,
F, yF,, deben serestables y, por lo general, abundantes

Elena Stashenko, Jairo Martinez

en el espectro de masas del analito. EI monitoreo
de la reaccion de transicion de iones precursor e
hijo (ion-producto), anula casi completamente la
probabilidad de coincidencias de sefiales del analito
con los del fondo (Chemical Background) y, ademas,
eleva el valor de S/N. Tipicamente, el registro
de dos transiciones independientes, junto con la
retencion cromatografica (t,), permiten confirmar
inequivocamente la ocurrencia de un analito-farget
en una mezcla compleja.

En la Figura 20 aparecen corrientes
ionicas registradas en los modos full scan, SIM y
MRM de un extracto vegetal que contiene trazas
de diazinén (insecticida organofosforado), cuyo
espectro de masas (EI, 70 eV) también se muestra.
Como se puede observar, el registro de diazinon mas
sensible, especifico y con mayor relacion de S/N
se logra en el modo de adquisicion MRM. El ruido
quimico es practicamente suprimido (linea base
nitida) (Figura 20, C), ya que es dificil encontrar
y registrar las coincidencias en las reacciones
de transicién especificas de iones-precursor e
iones-producto de una sustancia de interés (analito,
en este caso diazinéon) y de una interferencia,
contaminacion presente en la muestra (extracto
vegetal) o sangrado de la columna.

El uso del triple cuadrupolo -operado en
modo MRM-, es de particular importancia para el
analisis de compuestos (analitos-farget) presentes a
nivel traza en matrices (extractos) muy contaminadas,
complejas, con muchas interferencias, por ejemplo,
cuando se hace el analisis de residuos de pesticidas
en alimentos, vegetales o muestras bioldgicas o
ambientales®?®, Otra aplicacion importante es
el analisis de biomarcadores en petroleo”. En la
Tabla 2 se dan unos ejemplos de reacciones de
transicion (MRM) para algunos analitos especificos
(pesticidas y biomarcadores).

5 Conclusiones

El detector selectivo de masas (MSD) en
conjunto con sistemas cromatograficos (GC o LC)
funciona no solamente como un sistema de deteccion
que permite registrar y cuantificar analitos en una
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Figura 19. Triple cuadrupolo: modo de operacion de monitoreo de reacciones multiples (MRM, Multiple reaction monitoring).
Ambos analizadores de masas MS1 (Q1) y MS2 (Q3) operan en el modo SIM. El primero, filtra iones-precursores (F)) y el
segundo, iones-productos (F,), correspondientes a una reaccion de transicion F, = F,. Debe existir la conectividad (parentesco)
entre ambos iones y estos dos deben ser estables (verbigracia, en el espectro de masas obtenido en el modo ful/ scan exhibir
sefiales intensas). El monitoreo a la vez de ambos iones parientes permite aumentar la especificidad del analisis, ya que la
coincidencia de una (o dos) reaccion(es) de transicion entre los iones, precursores y productos, de un analito-farget con la misma
reaccion de transicion de una impureza, interferencia, contaminacion o la sefial de background, es practicamente imposible.
Esto evita los falsos positivos y los falsos negativos en el analisis y lo hace muy sensible gracias al aumento de la selectividad.
E1 QQQ (QqQ) en este modo actiia como un detector cromatografico especifico.
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Figura 20. Corrientes i6nicas reconstruidas de un extracto vegetal que contiene trazas de diazindn (insecticida), obtenidas
por GC-MS/MS (QQQ) operado en tres diferentes modos, a saber: A. Full scan; B. SIM (Monitoreo de iones caracteristicos
en m/z 152, 179 y 304); C. MRM (Monitoreo de las dos reacciones de transicion independientes entre iones-precursores
iones-productos, 304 > 152 y 304 > 179; D. Espectro de masas (EL, 70 eV, full scan) de diazindn. Se observa una altisima
especificidad de deteccion de diazinon en el extracto vegetal cuando éste se analiza por GC/MS/MS (QQQ) en modo MRM.
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Tabla 2. Monitoreo de reacciones de transicion especificas para el analisis por GC-MS/MS (QQQ) en modo MRM de algunos

pesticidas y biomarcadores en petroleo.

Compuesto (analito-targer)

Reaccion de transicion (MRM, EI)

Pesticidas

Heptaclor 272 > 237,274 239
Metoxiclor 227 = 169; 227 > 141
Clorfenvinfos 267 2159; 323 2267
Biomarcadores

C,, Terpano triciclico 276 > 191

C,, Terpano triciclico 374 > 191

C,, Terpano triciclico 388 > 191

C, Esterano 358 > 217

C,, Esterano 372 > 217

C,, Esterano 386 > 217

C,, Esterano 400 > 217

C,, Esterano 414 > 217

mezcla compleja, sino resulta ser una herramienta
espectral fina para obtener un vestigio estructural
fidedigno que permite elucidarlanaturalezaquimicade
la sustancia. E1 MSD puede funcionar, segtin el modo
de adquisicion de corriente idnica, como un detector
universal (modo full scan), un detector selectivo
(modo SIM) y como un sistema de deteccion altamente
selectivo y sensible, vis., especifico. El detector
de masas se convierte en un sistema de deteccion
especifica cuando opera en una configuracion
multidimensional, tindem, MS/MS (“masas-masas”
o (MS)". Entre los sistemas de deteccion de masas
tandem, polifuncionales, relativamente faciles de
operar y de costo comparativamente bajo (precio en el
mercado, mantenimiento, facilidad de manejo, etc.),
figura el triple cuadrupolo, QQQ o QqQ, que es un
espectrometro o detector de masas que posee tres
analizadores cuadrupolares, y que puede operar como
un sistema de deteccion de cromatografia de gases
o cromatografia liquida, en regimenes universal,
selectivo o especifico, segun el modo de adquisicion
de la corriente idnica, producida durante la ionizacion
y la fragmentacion de moléculas del analito-target.
Sus diversas aplicaciones en multiples areas de

investigacion, por ejemplo, en el analisis ambiental,
estudio de drogas y sus metabolitos, andlisis de
residuos de plaguicidas, para detectar compuestos
en trazas en alimentos y muestras biologicas, en el
analisis toxicoldgico y de biomarcadores en petréleo,
figuran entre otros muchos usos analiticos. La
configuracion tandem permite facilitar la elucidacion
de estructuras quimicas, determinar los mecanismos
de fragmentacion de las moléculas ionizadas y la
composicion elemental de iones-fragmento y su
conectividad con los iones precursores, estudiar
reacciones ion-moleculares y determinar diferentes
parametros cinéticos y termodinamicos y, sobre todo,
de mayor aplicacion hoy en dia, realizar un analisis
extremadamente selectivo (especifico) y sensible
(a nivel de ppr) de mezclas sumamente complejas,
biologicas, ambientales, de alimentos o extractos
naturales, entre otros.
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