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ESI-QTOF-MS Espectrometría de masas con fuente de ionización por electronebulización y 

separador de masas de tiempo de vuelo y quadrupolo. 

FDA Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. 

HCCA Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico. 

HPLC Cromatografía de líquidos de alta resolución. 

HPLC-DAD Cromatografía de líquidos de alta resolución con detección 

espectrofotométrica de arreglo de diodos. 

HPLC-ICP-MS Cromatografía de líquidos de alta resolución con detección por espectrometría 

de masas de plasma acoplada inductivamente 

HR-MS Espectrometría de masas de alta resolución. 

ICP-MS Espectrometría de masas de plasma acoplada inductivamente. 

LDI Desorción/ionización por láser. 

MALDI Desorción/ionización láser asistida por matriz. 

MALDI-HRMS Espectrometría de masas de alta resolución con ionización/desorción de laser 

asistida por matriz. 
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MALDI-TOF-MS Espectrometría de masas de alta resolución con ionización/desorción de laser 

asistida por matriz y separador de masas de tiempo de vuelo. 

MP-AES Emisión atómica con excitación en plasma de nitrógeno sostenido por 

microondas. 

MS Espectrometría de masas. 

MS/MS Espectrometría de masas en tándem. 

OMS Organización Mundial de la Salud. 

ORC Celda de colisión/reacción octapolo. 

PLS2 Método de regresión de mínimos cuadrados parciales. 

SELDI Ionización por desorción láser mejorada en superficie. 

SF-MS Espectrometría de masas de sector de campo. 

SIDMS Espectrometría de masa de dilución isotópica especiada. 

TOF-MS Espectrometría de masas de tiempo de vuelo. 

UE Unión Europea. 

UV Radiación ultravioleta 

UV/Vis Región ultravioleta-visible del espectro electromagnético 

DDTC Dietilditiocarbamato 
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RESUMEN 
 

 Los metales y metaloides se encuentran en la naturaleza en diferentes estados de oxidación, 

como compuestos inorgánicos, asociados a materia orgánica. Debido a diferentes propiedades 

fisicoquímicas de estas formas y especies, su determinación tiene relevancia ambiental y biológica. 

En este sentido, el objetivo de la reciente área de investigación denominada metalómica, es 

caracterizar de la manera más completa posible la cantidad y el comportamiento de la totalidad de 

metales/metaloides en un sistema dado. En estos estudios, se enlaza la información sobre distribución 

y especiación analítica de los elementos con el impacto que ejercen en los organismos vivos. En 

cuanto a las herramientas utilizadas en metalómica, se deben mencionar diferentes tipos de técnicas 

de separación y técnicas de espectrometría de masas atómica y molecular con el fin de obtener la 

cuantificación de los elementos de interés y la caracterización molecular de sus especies o 

biomoléculas con las que forman diferentes tipos de unión.  

 El presente trabajo de tesis ha sido enfocado al desarrollo de procedimientos analíticos y su 

aplicación en el área de matalómica. En este sentido, se han elegido cuatro elementos de interés en 

esta área: Hg, Cr, Cu y Pb. En cuanto al tipo de muestras, se planteó analizar tejidos de pescado y 

tequilas, además de llevar a cabo el estudio mecanístico de la reducción de Cr(VI) en soluciones 

modelo. Para lograr dicho propósito, se utilizaron diferentes herramientas analíticas, incluyendo: ICP-

MS, MP-AES, espectrometría UV/Vis y espectrometría de masas con ionización suave (ESI-QTOF-

MS y MALDI-TOFMS). 

 Se decido trabajar con pescado fresco y atún enlatado debido a que los organismos marinos 

tienden a acumular contaminantes medioambientales y forman una fuente importante de estos 

xenobióticos (además de algunos elementos esenciales) en la cadena alimenticia del hombre. Con 

este enfoque, se determinó mercurio total, las especies de mercurio (Hg2+ y MeHg+) y cobre total. Por 

otro lado, se realizó la determinación de cobre y plomo en tequila, ya que son dos de los metales 

regulados por la Norma Oficial Mexicana; esta bebida mexicana tradicional es de amplio consumo 

tanto en el país como en el extranjero y se requieren procedimientos analíticos que permitan controlar 

el cumplimiento de la norma. Finalmente, también dentro del tema principal de metalómica, se realizó 

un estudio de reducción de cromo hexavalente por el ácido oxálico en presencia de Mn(II), para 

entender el papel de manganeso en este proceso y abrir una posibilidad de desarrollar un método de 

remediación amigable al medioambiente.  
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CAPÍTULO I 

I.1. Introducción 
 

I.1.1. Metalómica 

 La metalómica es un área relativamente reciente que apenas se está estableciendo en el campo 

de interdisiplina adoptando de manera provisional la siguiente definición: “metalómica es un estudio 

integral de metales/metaloides en un sistema biológico (célula, tejido, órgano, organismo) u de otra 

índole (sistema geoquímico, ecosistema, medioambiente), incluyendo las posibles interacciones con 

otros componentes del sistema con el fin de conocer los mecanismos responsables de sus efectos en 

organismos vivos” [1-3]. Las herramientas utilizadas en los estudios metalómicos abarcan diferentes 

técnicas de separación y sus acoplamientos principalmente con espectrometría de masas atómica y 

molecular, ya que estas plataformas permiten la caracterización estructural de diversos compuestos y 

su cuantificación con base en el contenido de los elementos de interés [2]. En este sentido, los estudios 

metalómicos abarcan diferentes temas que se relacionan con la evaluación y con un mejor control del 

impacto que tienen los elementos traza en organismos vivos. Asimismo, es necesario conocer posibles 

fuentes de elementos para organismos vivos, su captación, distribución, rutas de biotransformación e 

interacciones con biomoléculas u otros componentes del sistema vivo. Es por ello que las tareas 

analíticas en el área de metalómica incluyen:  
 

- Determinación de concentraciones totales 

- Distribución de elementos entre compartimientos del sistema (órganos, tejidos, fracciones 

subcelulares, etc.) 

- Análisis de especiación 

- Identificación/cuantificación de especies químicas que juegan un papel en el impacto del(los) 

elemento(s) de interés en el sistema estudiado. 
 

 Aunque término metalómica se refiere a estudio de metales/metaloides en sistemas vivos, las 

muestras que son de interés incluyen no solamente tejidos y fluidos biológicos sino también 

materiales medioambientales y alimentos debido a que estas son principales fuentes de formas y 

especies de elementos para seres vivos. En este contexto, las biociencias relacionadas con el estudio 

integral de metales/metaloides se han estudiado de forma independiente en muchos campos 

científicos, los cuales se muestran en la Fig. 1 en tres grupos: (i) ciencias básicas como física, química, 

biología, etc; (ii) ciencias aplicadas como toxicología, ciencia en alimentos, ciencia nutricional, 

higiene publica y otras; (iii) ciencias futuras que consisten en ciencia de la salud y ciencia 

medioambiental verde. Donde estas últimas son campos muy importantes para la sustentabilidad de 
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los seres humanos y la naturaleza. En este sentido y como se muestra en la Fig. 1 la metalómica es 

una ciencia integrada, enfocada a metales y vinculada con todas las ciencias básicas y aplicadas lo 

cual la convierte en una ciencia multidisciplinaria y con una amplia diversidad [4]. 

 

Fig. 1. Diversos campos científicos estudiados en relación con la metalómica [4]. 

 

 Como ya se mencionó, todos los campos científicos que se muestran en la Fig. 1 están 

relacionadas con al menos un punto común de interés que es la elucidación del papel de 

metales/metaloides. Por lo tanto, es deseable que metalómica, se promueva con el trabajo cooperativo 

de los campos científicos relacionados con el estudio de metales/metaloides en las diversas áreas. 
 

 Dentro del dominio de metalómica, el presente trabajo de tesis aborda tres siguientes 

enfoques: 

1. Desarrollo y aplicación de nuevos procedimientos para la determinación total de 

concentraciones totales de algunos elementos en alimentos y bebidas. 

2. Avance en la metodología analítica para la especiación de mercurio con aplicación en el 

análisis de tejidos de pescado, como resultado de contaminación medioambiental. 

3. Desarrollo y aplicación de procedimientos analíticos para estudiar mecanismo de reducción 

de Cr(VI) por el ácido oxálico, en el contexto de remediación medioambiental. 
 

I.1.2. Metales contaminantes de interés en este trabajo 
Mercurio 
 El mercurio (Hg) es un metal pesado que se encuentra localizado en el grupo 12 de la tabla 

periódica, su número atómico es 80 y su masa atómica es 200.59 g mol-1. El Hg está clasificado en el 

67mo lugar en orden de abundancia de los elementos en la corteza terrestre. Es un metal que es líquido 

a temperatura ambiente. El Hg tiene siete isótopos naturales estables: 196Hg(0.15%), 198Hg(9.97%), 

Metalómica
(Ciencia biometal integrada)

Ciencias de la salud
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199Hg(16.87%), 200Hg(23.1%), 201Hg(13.18%),  202Hg(29.86%) y 204Hg(6.87%), entre los cuales el 

más abundante 202Hg corresponde a menos de un tercio del mercurio total [5]. En la naturaleza, el 

mercurio se presenta en las formas orgánicas e inorgánicas. Como inorgánico, se encuentra 

principalmente como mercurio elemental y sales de Hg2+, mientras que las especies orgánicas, 

consideradas las especies más toxicas de este elemento, son los alquilcompuestos con cadenas cortas 

y largas de grupos alquilo y arilo [6]. 

 La contaminación con mercurio puede ocurrir por las emisiones naturales geoquímicas y/o 

antropogénicas [7]. Algunas fuentes antropogénicas de mercurio son la producción del metal, las 

industrias de producción de pulpas y álcali-clorados, tratamiento de lodos y la quema de composta 

entre otras. Las entradas naturales a la atmósfera incluyen la desgasificación y encapsulamiento de 

algunas partículas, principalmente en áreas mercuriales, las erupciones volcánicas, incendios 

forestales, emisiones biogénicas de compuestos y partículas volátiles y la desgasificación de algunas 

superficies acuáticas [8]. En la actualidad las principales fuentes de contaminación de mercurio son 

las industrias de papel, agricultura y farmacéutica [9]. 

 El mercurio elemental (Hg0) es transportado en forma gaseosa alrededor de la tierra, 

convirtiéndose en un contaminante global y lo podemos encontrar en el agua y sedimentos  en su 

forma mayoritaria como mercurio iónico o inorgánico (Hg2+) y sus sales (formando enlaces con Cl-, 

S2- y ácidos orgánicos) y el mercurio orgánico como metilmercurio (CH3Hg+) que se encuentra en 

pescado y mamíferos marinos [6, 10]. Asi mismo, el mercurioesta presente como agente blanqueador 

en productos de cuidado personal, en productos farmacéuticos; las soluciones de limpieza para lentes 

de contacto pueden contener etilmercurio (CH3CH2Hg+). Los compuestos órgano-mercuriales son de 

especial importancia debido a su fácil penetración a través de las membranas biológicas, su eficiente 

acumulación, su alta estabilidad y por consiguiente su permanencia por largo tiempo en tejidos, 

haciendo difícil su eliminación [7, 8]. 

 Desde el momento en que el Hg0 es inhalado, es rápidamente oxidado por la corriente 

sanguínea a Hg2+ (el cual exhibe un diferente grado de toxicidad) y subsecuentemente, mediante 

proceso de biometilación, es convertido a metilmercurio (CH3Hg+) la cual es una especie de mercurio 

más tóxica [11]. Muchos compuestos derivados del mercurio inorgánico son nefrotóxicos, es decir, 

pueden llegar a deteriorar el funcionamiento de los riñones; comparado con el CH3Hg+ (donde la 

mayoría de los compuestos órgano-mercuriales son neurotóxicos, es decir, actúan a nivel del sistema 

nervioso) [10]. En este sentido, la toxicidad, el proceso bioquímico y la biodisponibilidad del 

mercurio dependen significativamente de la forma fisicoquímica del elemento, presente el medio de 

estudio [12]. Las diferentes especies de mercurio tienen diferentes efectos toxicológicos y por tanto 

distintas rutas de detoxificación en el cuerpo humano. Así, el Hg0 puede penetrar dentro de las células 



18 
 

donde posteriormente se oxida produciendo las formas de Hg2+ provocando daños en el riñón [7]. Por 

otro lado, el CH3Hg+ se absorbe fácilmente en el tracto gastrointestinal y subsecuentemente se 

distribuye entre varios de los tejidos corporales, incluyendo el cerebro, a través del sistema de 

transporte de aminoácidos neutrales, induciendo daño a las células neuronales [7, 11]. Las formas 

más tóxicas y abundantes de mercurio en el medioambiente se encuentran como CH3Hg+.  

 Asimismo, la toxicidad de metilmercurio está bien documentada y en términos generales se 

relaciona con el carácter liposoluble de la especie, los cual facilita su permeación a través de las 

membranas biológicas y su posterior acumulación en diferentes órganos y tejidos (hígado, riñones, 

cerebro) [11-13]. El monitoreo de Hg2+ y CH3Hg+ en el ambiente y en muestras biomédicas es 

fundamental para poder determinar el grado de contaminación y su impacto para la salud humana. En 

este contexto, las muestras de interés incluyen aguas naturales, suelos, lodos, diferentes tipos de 

organismos marinos y también muestras clínicas. En particular, el Hg2+ y CH3Hg+ se encuentran 

principalmente en pescado y otros organismos marinos los cuales se convierten en la primera fuente 

de suministro de metilmercurio para el ser humano al ser consumidos por este. Una vez que se han 

verificado y reconocido los riesgos tanto toxicológicos como ambientales producidos por las especies 

naturales,: diferentes agencias gubernamentales han establecido concentraciones máximas 

permisibles de mercurio en productos comestibles marinos y derivados [14]. En particular, la US 

Food and Drug Administration (FDA) ha regulado el nivel de concentración permitida en pescado a 

1 mg kg-1 de masa fresca [15]. De acuerdo con esto, existe una fuerte demanda por procedimientos 

analíticos que puedan proveer de información precisa y confiable concerniente a estas dos especies 

mercuriales, del mercurio total y de sus especies químicas en los complejos formados en matrices 

biológicas.  
 

Cromo 
 El cromo (Cr) es un metal de transición que se encuentra localizado en el grupo 6 de la tabla 

periódica, su número atómico es 24 y su masa atómica es 51.996 g mol-1. El Cr es el 17mo elemento 

más abundante en la superficie de la tierra  [16]. En estado metálico es color blanco plateado, duro y 

quebradizo. Es relativamente suave y dúctil cuando no está tensionado o se encuentra muy puro. El 

cromo posee cuatro isótopos estables: 50Cr (4.35%), 52Cr (83.78%), 53Cr (9.050%) y 54Cr (2.37%) 

[17]. El cromo elemental no se encuentra en la naturaleza, sus estados de oxidación van desde -2 hasta 

+6. El cromo divalente (Cr(II)) es inestable, debido a que es fácilmente oxidado a la forma trivalente 

por el oxígeno atmosférico [18, 19]. Por tanto, las formas trivalente (Cr(III)) y hexavalente (Cr(VI)) 

son los estados de oxidación más estables del cromo en la naturaleza. Dependiendo de su estado de 

oxidación, el cromo puede ejercer diferentes efectos en los organismos vivos. Se ha demostrado que, 

los compuestos de Cr(VI) son de diez hasta cien veces más tóxicos que los de Cr(III), además de que 
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se tiene reportado que el Cr(VI) es mutagénico y carcinogénico [20, 21]. En este sentido, la 

contribución relativa de Cr(III) y de Cr(VI) en los diferentes comportamientos del medioambiente 

depende de la fuente del elemento (minerales naturales o fuentes antropogénicas), y de los parámetros 

químicos del medio, tales como el potencial redox, el pH, la presencia de agentes acomplejantes, etc. 

[22]. El equilibrio entre los estados hexavalente y trivalente de cromo está descrita por la siguiente 

ecuación [18]: 

Cr2O7
2- + 14H+ + 6e = 2Cr3+ + 7H2O               E0 = 1.33 eV 

 De esta manera, el potencial estándar de reducción de Cr(VI) se ve reflejado en el alto poder 

oxidante de este ión (E0 = 1.33 eV). Es por ello que, en solución las especies de Cr(III) son 

termodinámicamente más estables que las de Cr(VI), en sistemas biológicos rara vez ocurre la 

oxidación de Cr(III). En contraste, la reducción de Cr(VI) por efectos biológicos, se encuentra 

ampliamente documentada en la literatura [16, 23]. 

 En cuanto a la distribución de cromo en ambientes naturales, en el caso de aguas naturales, 

la variedad de especies de Cr(III) incluye iones libres (Cr(H2O)6
3+), hidroxicomplejos (Cr(OH)2+, 

Cr(OH)2
+, Cr(OH)3(S) ó Cr(OH)4

-), complejos mono- y poli-nucleares (Cr2(OH)2
4+ Cr3(OH)4

5+ ó 

Cr4(OH)6
6+, así como especies aniónicas (CrO2

-, CrO3
3-) [16]. En relación al pH, a pH < 3.6 la especie 

mayoritaria de Cr(III) es Cr(H2O)6
3+. A medida que incrementa el pH, las moléculas de agua son 

remplazadas sucesivamente con iones hidróxido, hasta que se produce la precipitación [17, 24]. De 

esta manera, el Cr(III) tiende a precipitar a pH > 4 como hidróxido (Cr(OH)3) (pKSP estándar de 

Cr(OH)3 es 30) [25], o en forma de hidróxidos mixtos en combinación con otros metales como hierro 

y aluminio [22, 26, 27]. Sin embargo, se ha demostrado que ciertos compuestos, tales como ácido 

cítrico, el ácido dietilenetriaminopentacético (DTPA), ácido etilendiaminotetraacetico (EDTA) y el 

ácido fúlvico, tiene la de formar complejos solubles de Cr(III) a pH > 4 (pH entre 6 y 7) [28]. 

 Por su parte, los compuestos de Cr(VI) son más solubles en agua que los de Cr(III). El Cr(VI) 

puede existir en el medio ambiente en forma de oxianiones tales como cromato (CrO4
2-), bicromato 

(HCrO4
-) y dicromato (Cr2O7), entre los cuales pueden haber diferentes especies con diferentes grados 

de protonación dependiendo de pH del medio [29]. Con respecto al pH, a pH < 6.5 las especies 

mayoritarias de Cr(VI) son HCrO4
- y Cr2O7

2-; a pH > 6.5 la especie principal es CrO4
2- [24]. 

 Los valores típicos de cromo total en suelo no contaminado se encuentran en un rango de 30 

a 300 µg g-1 [30]. Sin embargo, los niveles de Cr(III) y Cr(VI) pueden incrementar, principalmente a 

causa de la inadecuada disposición de los desechos industriales que contienen cromo. En el supuesto 

de que los compuestos de Cr(III) son termodinámicamente estables, una práctica comúnmente 

realizada en varios países a los desechos de las tenerías, es su confinado al aire libre [31]. Sin 

embargo, se han detectado niveles elevados de Cr(VI) en aguas superficiales y subterráneas de este 
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tipo de depósitos en India, china y Australia [16]. Por otra parte, en el aire los niveles normales de 

cromo, se hallan entre 10 – 50 g m-3 [30] aunque en capas de aire próximas a zonas contaminadas con 

cromo o industrias que utilizan compuestos de cromo, se han detectado partículas de Cr(VI) y Cr(III) 

de aproximadamente 0.2 – 10.0 µm de diámetro. Al estar expuesta la población humana, se tiene el 

riesgo de que estas partículas al ser inhaladas se pueden acumular en los pulmones de los seres vivos.  

 En este sentido y debido a que la presencia de Cr(VI) constituye un riesgo para la salud de la 

población, es necesario contar con estrategias de remediación que sean eficientes en disminuir los 

niveles de cromo en los diferentes compartimentos del medioambiente. Entre los mecanismos 

empleados para tratar los compuestos de Cr(VI), los procesos basados en agentes reductores han sido 

estudiados extensivamente ya que el Cr(VI) puede reaccionar con varias especies químicas, 

reduciéndose al estado de oxidación Cr(III), el cual se estabiliza fácilmente en fase sólida. Sin 

embargo, aún muy poco se sabe sobre las especies de cromo intermediarias formadas durante dicha 

reducción, por lo cual es necesario conocer estos mecanismos de reacción como un punto clave en el 

desarrollo de un procedimiento de remediación lo cual requiere el uso de herramientas de metalómica.   
 

Cobre 
 El cobre (Cu) es un metal de transición que se encuentra localizado en el grupo 11 de la tabla 

periódica, su número atómico es 29 y su masa atómica es 63.546 g mol-1. El Cu ocupa el 25vo lugar 

en abundancia en la corteza terrestre. En estado metálico es maleable y dúctil, se caracteriza por su 

brillo y color rojizo y después de la plata, es el elemento con mayor conductividad eléctrica y térmica. 

El cobre se encuentra principalmente en forma de compuestos minerales y posee dos isotopos estables 
63Cu (69.1 %) y 65Cu (30.9 %). Los estados de oxidación del cobre varían desde 0 hasta +4. Los 

compuestos en el estado de oxidación +3 y +4 soy muy poco estables reduciéndose  con mucha 

facilidad [32]. En este sentido, en la naturale se conocen compuestos en estados de oxidación +2 y 

+1. El Cu(II) es el más estable, dando lugar a numerosos compuestos simples y de coordinación. El 

Cu(I) es menos estable oxidándose con facilidad a Cu(II) [33, 34]. En general, los haluros forman una 

amplia variedad de complejos, predominando los iones Cl-, Br- y I- frente al Cu(I), mientras que en el 

caso del Cu(II) el ligando Cl- es el más común. Asimismo, para el Cu(II) son más  frecuentes los 

ligandos con O, N y S, mientras que para el Cu(I) son más frecuentes los ligandos con P y S [32]. 

 La estabilidad relativa de ambos estados de oxidación en disolución acuosa viene 

determinada, en principio, por los siguientes valores de potencial: 

Cu+
Caq) + e � Cu(s)           E0 = 0.52 V 

Cu2+
(aq) + e � Cu+

(aq)          E0 = 0.153 V 

 De acuerdo con esto, el proceso de dismutación del Cu(I) en agua y la correspondiente 

constante de equilibrio son los siguientes:  
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2Cu+
(aq)  Cu(s) + Cu2+

(aq)         E0 = 0.37      K=(Cu2+
(aq))/(Cu+

(aq))2 = ~ 106 

 Por tanto, en disolución acuosa sólo pueden existir bajas concentraciones de Cu+
(aq) (< 10-2 

M) debido a su tendencia a dismutarse para dar Cu2+
(aq) y el metal libre [33]. 

 El cobre está ampliamente distribuido en la naturaleza y forma parte de la mayoría de los 

organismos vivos. Aunque puede encontrarse en forma elemental, comúnmente, está presente en 

minerales que contienen sulfuros, arsénidos, cloruros y carbonatos [35]. Aparte, el Cu se emplea 

principalmente en la plomería y en las industrias eléctrica y electrónica. Algunos compuestos de Cu 

son también usados como componentes de fungicidas e insecticidas, como pigmentos y como 

catalizadores en diversas industrias. La mayor fuente de contaminación ambiental por Cu es, 

precisamente, la minería para su extracción. El Cu liberado al ambiente, generalmente se adhiere a la 

materia orgánica del suelo y en sedimentos. Sin embargo, algunos compuestos de cobre son solubles 

por lo cual puede encontrarse también en el agua [36]. Además, se puede encontrar en el aire, liberado 

por procesos naturales (tormentas de polvo o incendios forestales) o por procesos antropogénicos 

como la actividad industrial o minería.  

  Por otro lado, el cobre es un elemento esencial del metabolismo humano y es necesario como 

micronutriente para los seres humanos, animales y plantas, jugando un papel importante en diversas 

funciones enzimáticas; sin embargo, tanto su exceso como su déficit producen una variedad de efectos 

tóxicos. Las concentraciones de cobre fuera del intervalo de esencialidad se asocian con el aumento 

de estrés oxidativo [37]. De manera de ejemplo, la concentración promedio de cobre en aguas 

naturales de ríos, lagos y océanos, es de 4-10 µg l-1 [38]. No obstante, mediante procesos biológicos 

el cobre pude ser bioacumulado por los organismos vivos aumentando su concentración en varios 

órdenes de magnitud respecto a nivel fisiológico. Cabe señalar que  los organismos marinos han 

desarrollado varias estrategias adaptativas como lo son la regulación activa de la absorción del metal, 

la distribución, el metabolismo y su excreción [39]; sin embargo si estas estrategias fallan o hay una 

ingesta excesiva de Cu,  la toxicidad del cobre está directamente relacionada con la actividad de los 

iones libres del cobre y el ciclo redox Cu(II)/Cu(I). Aunado a esto, se ha observado un efecto sinérgico 

entre toxicidad de cobre en presencia de otros metales como cadmio, plomo, zinc o mercurio. Es por 

ello que es importante avanzar el desarrollo de nuevos procedimientos analíticos para la 

determinación de cobre junto con otros metales pesados en materiales pertenecientes a la cadena 

alimenticia del hombre.  
 

Plomo 
 El plomo (Pb) es un metal pesado, que se encuentra localizado en el grupo 14 de la tabla 

periódica, su número atómico es 82 y su masa atómica es 207.2 g mol-1.  El Pb ocupa el 36vo lugar de 

abundancia en la corteza terrestre. En estado metálico es de color gris azulado, flexible, inelástico y 
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se funde con facilidad. El Pb posee cuatro isotopos estables 204Pb (1.48 %), 206Pb (23.6 %), 207Pb (22.6 

%) y 208Pb (52.3 %) [40]. El Plomo forma compuestos en los que su estado de oxidación es de +2 y 

+4, el más común de ellos es de +2. Los compuestos de Pb4+ presentan enlaces covalentes, mientras 

que los de Pb2+, son iónicos principalmente. El Pb se encuentra de forma natural en el medio ambiente, 

y rara vez se encuentra en su estado elemental, sino formando parte de algunos minerales, el más 

común es el sulfuro de plomo (PbS, galena), y otros minerales de interés comercial como el carbonato 

de plomo (PbCO3, cerusita) y el cromato de plomo (PbCrO4, crocoita) [41]. Además de formas 

inorgánicas, el plomo también forma compuestos organometálicos y de coordinación. El plomo 

inorgánico (Pb2+) es, en general, muy tóxico para el metabolismo ya que es un inhibidor de enzimas, 

sin embargo las especies orgánicas, consideradas las especies más toxicas de este elemento, son los 

alquilcompuestos con cadenas cortas como el tetraetilo y el tetrametilo de plomo [42].  

 Entre las principales fuentes de contaminación medioambiental por plomo, destacan la 

explotación minera, la metalurgia, las actividades de fabricación y reciclaje de pinturas, y la 

persistencia de alquil-plomo debido a extensivo uso de gasolinas con plomo en el pasado [43]. Más 

de tres cuartas partes del consumo mundial de plomo corresponden a la fabricación de baterías de 

plomo-ácido para vehículos de motor. Además, este metal también se utiliza en muchos otros 

productos, como pigmentos, pinturas, materiales de soldadura, vidrieras, vajillas de cristal, 

municiones, esmaltes cerámicos y medicamentos tradicionales [44, 45]. Asimismo, puede contener 

plomo el agua potable transportada a través de tuberías de plomo o con soldadura a base de este metal. 

En este sentido, las personas pueden verse expuestas al plomo en su trabajo o en su entorno, 

principalmente a través de la inhalación de partículas de plomo generadas por la combustión de 

materiales que contiene este metal o por la ingestión de polvo, agua o alimentos contaminados (por 

ejemplo, alimentos envasados en recipientes con esmalte de plomo o soldados con este metal) [46].  

 Cabe destacar que el plomo está considerado como uno de los elementos químicos más 

tóxicos para el hombre, el cual se acumula en los huesos y en el tejido adiposo y es difícil de eliminar 

de estos depósitos [47-49]. Los niños son especialmente vulnerables a los efectos tóxicos del plomo, 

llegando a consecuencias graves y permanentes en su salud, afectando en particular al desarrollo del 

cerebro y del sistema nervioso [50-53]. El plomo también causa daños duraderos en los adultos, por 

ejemplo aumentando el riesgo de hipertensión arterial y de lesiones renales [54, 55]. En las mujeres 

embarazadas, la exposición a concentraciones elevadas de plomo puede ser causa de aborto natural, 

muerte fetal, parto prematuro, bajo peso del niño al nacer y malformaciones del feto [56]. Es por ello, 

que la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha incluido al plomo dentro de una lista de diez 

productos químicos causantes de graves problemas de salud pública [57]. Asimismo, existen 

Organismos Normativos Nacionales e Internacionales encargados de regular los niveles máximos de 
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plomo, por ejemplo la Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996 ha establecido límites 

máximos permisibles, como promedio mensual, para descargas directas a los sistemas de 

alcantarillado urbano o municipal de 1 mg l-1 para Pb [58]. En particular, desde noviembre del 2006, 

la Agencia de Protección Medioambiental (EPA, por sus siglas en inglés) ha regulado el nivel de 

concentración permitida en dulces de 0.5 a 0.1 mg l-1 [59]. Además, la Unión Europea (UE) ha 

elaborado una propuesta de reglamento para establecer límites de plomo y cadmio en alimentos [60]. 

En dicho proyecto se establecen límites máximos para distintos alimentos que oscilan entre 0.02 

mg/kg (alimentos infantiles, café, té y bebidas refrescantes) y 1.0 mg/kg (pescados: moluscos 

bivalvos y crustáceos) [60]. Es por ello que es importante avanzar el desarrollo de nuevos 

procedimientos analíticos para la determinación de concentraciones totales de plomo en matrices tales 

como alimentos o bebidas. 
 

I.1.3. Herramientas analíticas utilizadas en estudios metalómicos 

 Como ya se ha mencionado, las herramientas analíticas utilizadas en los estudios metalómicos 

abarcan diferentes técnicas de separación y sus acoplamientos principalmente con espectrometría de 

masas atómica y molecular. En este sentido, la capacidad analítica de un equipo de espectrometría de 

masas (MS) depende de su configuración y en particular, del tipo de fuente de ionización, y del 

separador de masas. Cuando se utiliza una fuente de iones muy energética, como es por ejemplo el 

plasma de argón acoplado inductivamente, se producen principalmente iones positivos con carga +1 

de átomos (metales, metaloides y algunos no-metales). Por su parte, las fuentes de ionización suave 

tales como ionización por electronebulización (ESI) o desorción/ionización láser asistida por matriz 

(MALDI) producen iones de moléculas sin o con muy poca fragmentación y además se pueden formar 

aductos de estos iones. Existen también dispositivos de ionización de carácter intermedio, donde la 

fragmentación de moléculas es mayor respecto a ESI o MALDI, tal es el caso de ionización por 

impacto de electrones (EI) o, con mucho menor fragmentación de iones, ionización química (CI). 

Entre diferentes tipos de separadores de m/z, cuadrupolo y trampa iónica operan como filtros de iones, 

mientras que los separadores de tipo sector de campo magnético y/o electrostático y de tiempo de 

vuelo funcionan como analizadores. Hoy en día, la configuración del sistema de ionización y 

separación de masas permite repetir el ciclo de ruptura de los iones produciendo sus fragmentos lo 

que se denomina espectrometría de masas en tándem MS/MS y permite obtener información 

estructural más completa. 

 Dependiendo de la configuración del instrumento, MS provee información cualitativa y 

cuantitativa sobre composición atómica y molecular de la muestra, incluyendo la capacidad de 

caracterización estructural de los compuestos. 
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 La principal ventaja de espectrometría de masas atómica es su capacidad de cuantificación 

de metales, metaloides y algunos no-metales con muy alto poder de detección, amplio intervalo de 

linealidad, prácticamente sin interferencias químicas y con capacidad isotópica. En el caso de 

espectrometría de masas molecular, además de su posibilidad del análisis cuantitativo, se obtiene la 

caracterización estructural mediante la medición de la masa exacta de especies moleculares, su padrón 

isotópico y padrones de fragmentación. Gracias a su excepcional selectividad, se pueden 

caracterizar/cuantificar varios compuestos presentes en una sola muestra; sin embargo, la importante 

limitación en este caso es el efecto de la matriz de muestra sobre eficacia de ionización, la necesidad 

de utilizar equipos de alta resolución para poder distinguir entre iones con muy similares valores m/z 

y también imposibilidad de distinguir entre isómeros ópticos o geométricos de compuestos. Para 

eliminar al menos parcialmente estos problemas, se realiza una etapa previa de tratamiento de muestra 

y separación de compuestos de interés antes de la introducción de la muestra al espectrómetro de 

masas.  

 En este contexto, la sensibilidad analítica para los elementos metálicos (incluidos los 

metaloides) puede llevarse a cabo obteniendo niveles de ppt o sub-ppt si se utiliza la espectrometría 

de masas con ionización en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Sin embargo, la información 

directa para los elementos obtenidos por ICP-MS es solo su información de concentración total, ya 

que la información molecular se pierde porque las especies químicas se descomponen en el plasma 

de argón a alta temperatura (alrededor de 7000 - 8000 K). Además, en análisis biológicos y 

ambientales, la información de las especies químicas o moleculares es generalmente más importante 

que la de las concentraciones totales de los elementos, porque la toxicidad para los sistemas biológicos 

depende de sus formas químicas. Por ejemplo, es bien sabido, que el arsénico inorgánico (arsenito y 

arsenato) es tóxico y/o cancerígeno, mientras que los arsenicales metilados son menos tóxicos [61]. 

En el caso del cromo, bajas concentraciones de Cr(III) favorecen el metabolismo de glucosa y 

triglicéridos, pero el Cr(VI) es tóxico debido a su fuerte carácter oxidante. También, la sustancia 

causal de la enfermedad de Minamata era metilmercurio, no mercurio inorgánico. Por lo tanto, la 

identificación y cuantificación de especies químicas, incluidos los estados de oxidación de los 

elementos, son realmente necesarios para dilucidar sus funciones y actividades biológicas/fisiológicas 

en los sistemas biológicos. La tecnología analítica para la identificación y cuantificación de especies 

químicas se define como especiación química [62-65]. 

 A lo largo de varias décadas, se han desarrollado numerosos procedimientos analíticos para 

la especiación química y se han aplicado ampliamente para la elucidación de las formas químicas e 

incluso para biometales [62-66]. En la Fig. 2 se puede observar que los sistemas analíticos para 

especiación química generalmente consisten de tres partes principales: la separación, la 
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detección/cuantificación y la identificación de especies químicas. Hoy en día, se puede seleccionar 

una variedad de métodos de separación, dependiendo de los tipos de especies químicas, desde 

moléculas pequeñas hasta moléculas grandes (proteínas y otros biopolímeros), así como de sus 

propiedades químicas. Como método de detección, ICP-MS es el más utilizado. Asimismo, se pueden 

utilizar espectrómetros de masas de tipo cuadrupolar (Q-MS), con analizador de tiempo de vuelo 

(TOF-MS) o de sector de campo magnético y/o electrostático (SF-MS). 

 Como se mencionó anteriormente, ICP-MS proporciona la información del elemento, pero 

no puede proporcionar la información molecular. Por lo tanto, las especies o moléculas químicas 

generalmente se identifican haciendo referencia a los tiempos de retención para los compuestos 

estándar (conocidos) observados en los cromatogramas obtenidos por HPLC-ICP-MS. Por otro lado, 

MALDI-MS y ESI-MS se utilizan frecuentemente para la identificación directa de especies químicas 

o moleculares. 

 

Fig. 2. Procedimientos analíticos empleados en el análisis de especies química [4]. 
 

I.1.4. Espectrometrías atómicas 

 La determinación de metales/metaloides a nivel traza forma una parte importante de los 

estudios metalómicos y las técnicas de espectrometría atómica son frecuentemente empleadas para 

este propósito. La espectrometría de masas con ionización en plasma acoplado inductivamente (ICP-

MS) es la técnica más poderosa y ampliamente aceptada debido a su capacidad para el análisis 

multielemental, su alta selectividad y sensibilidad tanto como su fácil acoplamiento con diferentes 

técnicas de separación. Algunas aplicaciones de esta técnica incluyen la determinación de los 

elementos totales presentes en pequeñas cantidades en alimentos, muestras medioambientales, 
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biológicas o clínicas, lo que proveen la información necesaria respecto a la ingesta diaria, la 

acumulación, distribución y la excreción de los elementos en los organismos vivos. Los estudios de 

especiación realizados mediante esta técnica han sido de gran ayuda para la determinación del proceso 

de farmacocinética de algunos elementos terapéuticos y también para elucidación del metabolismo 

de metales/metaloides en organismos vivos y de mecanismos moleculares responsables de sus efectos 

benéficos y/o tóxicos [67-71]. 

 ICP-MS es una técnica analítica descubierta a principios de 1980 y la cual es aplicada para la 

determinación de elementos traza y ultra-traza, con límites de detección del orden de partes por trillón, 

capacidad multielemental e isotópica, amplio intervalo de linealidad y muy pocas interferencias 

químicas [67, 69, 70]. Por otro lado, además de alto costo de operación, un punto débil de ICP-MS 

son interferencias espectrales causadas por especies isobáricas, iones poliatomicos, iones de doble 

carga u óxidos.  Utilizando el quadrupolo como filtro, la resolución es baja (típicamente una unidad 

de masa atómica) e insuficiente para distinguir iones interferentes de los analitos; típica estrategia 

para eliminar interferencias poliatómicas se basa en tecnología de celdas de colisión/reacción, por 

ejemplo la celda de tipo octapolo (ORC). En este dispositivo, un octapolo transmite el haz de iones y 

de manera perpendicular se hace pasar un flujo de gas; típicamente helio para colisiones o hidrógeno 

para reacciones. En la modalidad de colisión, los iones poliatómicos de mayor tamaño sufren 

colisiones con mayor frecuencia que los iones atómicos más pequeños, perdiendo de esta manera 

parte de su energía cinética. Al aplicar una barrera de potencial a la salida de la celda, los iones con 

menor energía cinética son eliminados. En el modo de reacción, los iones poliatómicos son 

disociados, o se modifica su relación m/z al colisionar y reaccionar con gas en la celda (hidrógeno).  

 Para el análisis de especiación, es necesaria la separacion previa de los compuestos antes de 

su introducción al ICP-MS que debido a sus características analíticas se ha convertido en la 

herramienta más empleada en estudios de especiación química. Hay que señalar tambien el fácil 

acoplamiento de ICP-Ms con diferentes tipos de técnicas de separación cromatografías y  

electroforéticas. 

 

Fig. 3. Espectrómetro de masas con plasma acoplado inductivamente como fuente de ionización, 

equipado con filtro de masas tipo cuádrupolo. Se aprecia un acercamiento a la interfase existente entre 

deionización a presión atmosférica y las condiciones de vacío interior. 
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 En la Fig. 3 se muestra el esquema de un espectrómetro de masas con plasma acoplado 

inductivamente como fuente de ionización y equipado con un filtro de masas tipo cuadrupolo, se 

puede observar que la interface debe permitir la entrada de los iones generados bajo condiciones de 

presión atmosférica, hacia el alto vació requerido para la transmisión, separación y detección de los 

iones formados. Esto se logra a través de 2 conos metálicos con aberturas en la punta, llamados 

“sampling cone” y “skimer cone”, la abertura del primero es típicamente de 1 mm de diámetro, 

mientras que en el segundo es de 0.4 mm. Los iones y moléculas provenientes del plasma que 

atraviesan los conos, entran con una temperatura muy alta y al enfriarse, se contraen ayudando a 

sostener el vacío. Una vez dentro del espectrómetro de masas, los iones son conducidos por una serie 

de lentes iónicas hacia la zona de alto vacío donde se introducen a un filtro o analizador de masas, el 

cual separa o filtra los iones de acuerdo a su relación m/z. Posteriormente son detectados y registrados 

por un transductor electrónico [69].  

 Sin embargo y a pesar de las ventajas de la técnica de ICP-MS en términos de alta selectividad 

y alto poder de detección, en el área de la metalómica, también hay un interés específico en el 

desarrollo de herramientas analíticas, menos susceptibles a efectos de memoria (relacionados con el 

sistema de introducción de muestra), fáciles de realizar, de alto rendimiento y económicas. Una 

opción más económica y con mayor compatibilidad con altas concentraciones de disolventes 

orgánicos y altas concentraciones de sales es el uso de la espectrometría de emisión atómica de plasma 

por microondas (MP-AES). 

  Un espectrómetro de emisión atómica con plasma de nitrógeno sostenido por microondas, en 

particular el de Agilent MP-AES 4100, tiene distintas ventajas sobre equipos que emplean ICP (OES 

y MS) y sobre espectrómetros de absorción atómica. El MP-AES no requiere del uso de gases 

inflamables, tóxicos, u oxidantes como el oxígeno, utilizado para crear la flama como ocurre en 

procedimientos basados en espectrometría de absorción atómica por llama (FAAS). Además, el 

plasma de microondas excitado magnéticamente proporciona mejor sensibilidad, rango dinámico 

lineal, límites de detección y velocidad de análisis que FAAS y tiene la capacidad de realizar análisis 

multi-elementales superando en este aspecto todas las técnicas de absorción o fluorescencia atómica. 

Asimismo, a diferencia de ICP que utiliza Ar para la generación del plasma, el MP-AES utiliza plasma 

sostenido por nitrógeno, disminuyendo drásticamente los costos de operación. Incluso, se han 

realizado estudios satisfactorios de esta técnica en aplicaciones para la industria minera, de alimentos, 

en agricultura, química y petroquímica [72]. 

 Como ya se ha mencionado, el MP-AES funciona mediante un plasma estable que es 

sustentado por energía de microondas. Esto proporciona la posibilidad de procesar fácilmente 

matrices complejas, como sustancias con un alto contenido de sólidos, combustibles y compuestos 
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orgánicos [73]. Para formar el plasma, el equipo cuenta con un alimentador de corriente de alto voltaje 

con una potencia fija de 1 kW, y de un magnetrón de 2.45 GHz que son utilizados para generar un 

campo electromagnético. Una guía de microondas concentra este campo magnético axial y el campo 

eléctrico alrededor de la antorcha (Fig. 4 A), enfocando la energía de microondas en esta zona para 

la generación del plasma y su sostenimiento. Un generador de nitrógeno alimenta el plasma de 

microondas evitando el uso de fuentes adicionales de gas. El efecto superficial del campo magnético 

producido por el magnetrón provoca que el plasma adopte una forma toroidal y se hace posible la 

introducción de muestras líquidas por el canal central directamente al interior del plasma, facilitando 

de esta manera los procesos de descomposición, atomización y excitación. Para la ignición del plasma 

se utiliza un flujo momentáneo de Ar de 1.5 l min-1 a 210 kPa, sin embargo, cada ciclo de ignición 

utiliza únicamente ~ 75 ml de argón pues una vez que el plasma está operando, automáticamente el 

flujo de argón cambia a nitrógeno para el sostenimiento del plasma [74]. El plasma de microondas de 

nitrógeno alcanza una temperatura promedio cercana a los 5 000 K. A esta temperatura, la emisión 

atómica es intensa para la mayoría de los elementos dando como resultado buena capacidad de 

detección [75-78]. El plasma está orientado verticalmente para mejorar el análisis de muestras 

complejas e incluye un sistema de visualización axial para lograr una alta sensibilidad y mejores 

límites de detección, mismos que se optimizan para cada longitud de onda.  

 

Fig. 4. (A) Esquema interno de generación del plasma en el MP-AES Agilent 4100. Líneas azules: 

campo magnético. Líneas rojas: campo eléctrico. 1: Magnetrón de 2.45 GHz. 2: Orientador de 

microondas; (B) Esquema interno del sistema óptico del MP-AES Agilent 4100. 
 

 Como ya se ha mencionado antes, el MP-AES posee un sistema pre-óptico que enfoca la 

radiación emitida por los átomos excitados del plasma, para permitir su observación axial como 

muestran las flechas rojas en la Fig. 4A, donde se muestra el paso óptico. El MP-AES cuenta con un 

monocromador (diseño Czerny-Turner) (Fig. 4A), con 600 mm de longitud focal y una rendija de 

difracción holográfica con 2 400 líneas mm-1. Las longitudes de onda a las que funciona el sistema 

óptico están en el rango de 178 - 780 nm. Asimismo, MP-AES cuenta con un detector de tipo 

dispositivo de acoplamiento de carga (por sus siglas del inglés Charge coupled device – CCD) en 

estado sólido (Fig. 4A) sensible a longitudes en la región UV. Tiene una resolución de 532 x 128 
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pixeles, diseñado especialmente para detección de bajas intensidades de radiación con >90 % de 

eficiencia cuántica de sensibilidad de pico. El arreglo del detector CCD almacena el espectro del (los) 

analito(s) y el fondo espectral vecino, permitiendo una corrección simultánea del fondo[73].  

 MP-AES también puede ser acoplada, con facilidad, a diferentes técnicas de separación lo 

que posibilita la realización de análisis de especiación química conservando las ventajas de poder 

trabar con altas concentraciones de disolventes orgánicos y altas concentraciones de sales en 

comparación de ICP-MS. 
 

I.1.4. Espectrometría de masas con ionización suave 

 ESI-MS y MALDI-MS son las dos principales técnicas utilizadas en espectrometría de masas 

con ionización suave, y en las cuales se enfocó el presente trabajo de tesis, utilizándolas en el modo 

de introducción directa de la muestra. Esto debido a que el trabajo de tesis ha sido enfocado en el 

desarrollo de procedimientos simples, rápidos, en escala micro, utilizando principios de la química 

verde y económicamente viables para tener una alternativa a espectrometrías atómicas. A 

continuación, se describen estas dos técnicas en función de su proceso de ionización el cual representa 

la parte esencial de estas espectrometrías de masas. 

 Ionización por electronebulización (ESI). ESI es una técnica de ionización a presión 

atmosférica, producen la cual se aplica un fuerte campo eléctrico a una solución del analito que pasa 

a través de un tubo capilar con bajo flujo (normalmente 1 – 10 µl min-1). El campo eléctrico se obtiene 

aplicando una diferencia de potenciales de 3 – 6 kV entre el capilar y el contraelectrodo, separados 

por 0.3 – 2 cm, produciendo un campo eléctrico del orden de 106 V m-1 (Fig. 5). Este campo induce 

una acumulación de carga en la superficie del líquido ubicada en el extremo del capilar, que se 

romperá para formar gotas altamente cargadas. Un gas inyectado coaxialmente a baja velocidad de 

flujo permite que la dispersión de la atomización esté limitada en el espacio. Estas gotas pasan por un 

flujo de gas inerte (frecuentemente nitrógeno, 180°C), o a través de un capilar caliente para eliminar 

las últimas moléculas de disolvente [79]. 
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Fig. 5. Diagrama de dispositivos de electronebulización, utilizando skimmers para la focalización 

iónica y una cortina de gas nitrógeno calentado para la desolvatación (derecha), o con un capilar 

calentado para la desolvatación (izquierda). 
 

 La nebulización comienza mediante un voltaje de inicio, que para una determinada fuente, 

depende de la tensión superficial del disolvente. De manera de ejemplo, en una fuente en la cual hay 

un voltaje de inicio de 4 kV para el agua la tensión superficial será 0.073 N m-2, mientras que para un 

voltaje de 2.2 kV se estima una tensión superficial de 0.023 N m-2 para el metanol y con 2.5 kV para 

el acetonitrilo la tensión superficial es de 0.030 N m-2 [80]. Asimismo, si se examina con un 

microscopio la gota naciente formada en la punta del capilar mientras incrementa el voltaje, se puede 

observar, que a bajos voltajes, la gota parece esférica, luego se alarga bajo la presión de las cargas 

acumuladas en la punta del capilar con el campo eléctrico más fuerte; al llegar a cierta tensión 

superficial, la forma de la gota cambia a una geometría cónica (cono de Taylor) y  ocurre su partición 

[79].   

 El solvente contenido en las gotas se evapora, lo que hace que las gotas disminuyen su tamaño 

y que su carga por unidad de volumen aumente. La deformación de las gotas ocurre bajo la influencia 

de un fuerte campo eléctrico. La gota se alarga bajo la fuerza resultante de la acumulación de carga 

en la punta del capilar, y finalmente se produce un nuevo cono de Taylor. De este cono de Taylor, 

son liberadas unas 20 gotas más pequeñas. Normalmente, una gota de primera generación del capilar 

tendrá un diámetro aproximado de 1.5 µm y llevará alrededor de 50 000 cargas elementales o cerca 

de 10-14 C. Las gotas de descendencia tendrán un diámetro de 0.1 μm y llevarán de 300 a 400 cargas 

elementales. El volumen total de las gotas de descendencia es de aproximadamente el 2% de la gota 

inicial pero contiene el 15% de la carga. La carga por unidad de volumen es así multiplicada por un 

factor de 7. La gota inicial se reducirá aún más por la evaporación del solvente y producirá otras 

generaciones de descendencia.  

 Estas gotas pequeñas y altamente cargadas continuarán perdiendo disolvente, y cuando el 

campo eléctrico en su superficie se vuelva lo suficientemente grande, ocurrirá la desorción de los 
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iones de la superficie [80]. Las cargas en exceso se acumulan en la superficie de la gota. En volumen, 

los analitos y electrolitos cuyas cargas positiva y negativa son iguales en número están presentes a 

una concentración un poco mayor que en la gota inicial. La desorción de las moléculas cargadas 

ocurre desde la superficie. Esto significa que la sensibilidad es más alta para compuestos cuya 

concentración en la superficie es más alta y por lo tanto, más lipófilas. Cuando la gota contiene 

moléculas muy grandes, como proteínas por ejemplo, las moléculas no se desorberán, sino que se 

liberarán por evaporación del solvente. Esto parece ocurrir cuando la masa molecular de los 

compuestos excede de 5000 a 10 000 Da. Los iones obtenidos a partir de moléculas grandes 

transportan un mayor número de cargas si hay varios sitios ionizables presentes. Normalmente, una 

proteína tendrá una carga por cada 1000 Da aproximadamente, al menos que existan muy pocos 

aminoácidos básicos. Las moléculas pequeñas, de menos de mil Dalton, producirán principalmente 

iones monocargados. ESI también puede usarse en el caso de moléculas sin ningún sitio ionizable a 

través de la formación de aductos con sodio, potasio, amonio, cloruro, acetato u otros. 

ESI tiene características importantes: por ejemplo, es capaz de producir iones con carga 

múltiple a partir de moléculas grandes. La formación de iones es el resultado del proceso 

electroquímico y de la acumulación de carga en las gotas. La corriente de ESI está limitada por el 

proceso electroquímico que se produce en la punta del capilar y es sensible a la concentración más 

que a la cantidad total de muestra [79]. 

 Además, el análisis por ESI, se puede llevar a cabo en el modo positivo o negativo, 

dependiendo de las propiedades de los analitos. Aunque en principio, se obtiene el ión de molécula 

sin fragmentación (protonada o un aducto con catión en el modo positivo), al aumentar el voltaje en 

la punta del cono del capilar se puede inducir fragmentación de iones (“in-source ionization”) 

obteniendo espectros MS/MS.  
 

 Ionización por desorción con láser asistida por matriz (MALDI). El proceso ocurre en 

dos pasos; en el primero, el compuesto a analizar se disuelve en un solvente que contiene en solución 

pequeñas moléculas orgánicas, llamadas matriz. Estas moléculas deben presentar una fuerte absorción 

de energía emitida por láser. La mezcla muestra-matriz se deposita en una placa y se seca. El resultado 

es un depósito de matriz-analito co-cristalizados. Las moléculas de analito están integradas en toda 

la matriz y aisladas entre si. 

 El segundo paso se lleva a cabo al incidir con intensos pulsos de láser de corta duración  sobre 

el deposito; manteniendo las condiciones del vacío,  ocurre ablación del material sólido. El 

mecanismo exacto del proceso MALDI no está completamente dilucidado [81, 82]; sin embargo se 

sabe que, la irradiación láser induce un calentamiento rápido de los cristales mediante la acumulación 

de una gran cantidad de energía en la fase condensada a través de la excitación de las moléculas de la 
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matriz. El calentamiento rápido provoca la sublimación localizada de los cristales de la matriz, la 

ablación de una porción de la superficie del cristal y la expansión de la matriz en la fase gaseosa, 

arrastrando el analito intacto a la fase gaseosa [83]. El proceso de ionización puede ocurrir en 

condiciones de vacío en cualquier momento durante este proceso, pero el origen de los iones 

producidos en MALDI todavía no se comprende por completo [84, 85]. La Fig. 6. muestra un 

diagrama del proceso de ionización por desorción de MALDI. 

 

Fig. 6. Esquema del principio de procesos MALDI. 

 Entre las vías de ionización química y física sugeridas para MALDI se encuentran la 

fotoionización en fase gaseosa, la transferencia de protones en estado excitado, las reacciones entre 

ion-molécula, la desorción de iones preformados, etc. El mecanismo de formación de iones más 

ampliamente aceptado implica la transferencia de protones en la fase sólida antes de la desorción o la 

transferencia de protones en fase gaseosa en la pluma en expansión a partir de moléculas de matriz 

fotoionizadas. Los iones en la fase gaseosa son luego acelerados por un campo electrostático hacia el 

analizador de masas, típicamente del tiempo de vuelo.  

 MALDI es más sensible que otras técnicas de ionización por láser. Puesto que, el número de 

moléculas de la matriz excede ampliamente las del analito, las moléculas del analito quedan separadas 

en la fase sólida evitando la formación de clusteres que inhiben la aparición de iones moleculares. La 

matriz también minimiza el daño de la muestra por los pulsos del láser al absorber la mayor parte de 

la energía incidente y aumenta la eficiencia de la transferencia de energía del láser al analito. Entonces 

la sensibilidad (abundancia de iones) también incrementa. MALDI también es más universal que las 

otras técnicas de ionización por láser; en primer lugar porque la energía de laser es absorbida por la 

matriz quimica y no directamente por el/los analitos. Dado que el proceso es independiente de las 

propiedades de absorción y del tamaño molecular del compuesto a analizar, MALDI permite la 

desorción e ionización de analitos en un amplio intervalo de masas moleculares hasta cientos de kDa. 

Por ejemplo, MALDI permite la detección de femtomoles de proteínas con masa molecular de hasta 

300 000 Da [86, 87]. 

 La espectrometría de masas MALDI se ha convertido en una poderosa herramienta analítica 

para polímeros sintéticos y biopolímeros [88]. Los espectros MALDI típicos incluyen principalmente 

la especie molecular monocargada por protonación en modo de iones positivos. Los compuestos 
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desprotonados más fácilmente se detectan generalmente en modo de iones negativos. En el espectro 

pueden onservarse también algunos iones con carga múltiple, algunos multímeros y muy pocos 

fragmentos. Los compuestos que no son fácilmente protonados pueden ser cationizados, 

frecuentemente añadiendo una pequeña cantidad de cationes alcalinos, de cobre o de plata a la 

muestra.  

 El uso de MALDI para obtener imágenes de materiales biológicos es otra aplicación 

interesante [89, 90]. De hecho, MALDI se ha utilizado para mapear la distribución de biomoléculas 

específicas en tejidos; permite, por ejemplo, el estudio de péptidos, proteínas y otras biomoléculas 

directamente en secciones de tejido. 

 A diferencia de la mayoría de otras fuentes de ionización que producen un haz de iones 

continuo, MALDI es una técnica de ionización pulsada que produce iones en haces mediante un 

proceso intermitente. La naturaleza pulsada de la fuente MALDI es muy adecuada para el analizador 

de tiempo de vuelo (TOF). Además, el analizador TOF tiene la capacidad de analizar iones en un 

amplio rango de masa y, por lo tanto, puede analizar los iones de gran masa generados por MALDI. 

En conjunto, esto explica por qué la mayoría de los espectros MALDI se han obtenido con 

espectrómetros MALDI-TOF. Sin embargo, no existe una razón fundamental para limitar el uso de 

fuentes MALDI con los analizadores TOF. Las fuentes MALDI también se han acoplado a otros 

analizadores de masas, como los espectrómetros de masas de trampa de iones o con transformada de 

Fourier. 

 Por otro lado, entre los diferentes láseres utilizados en MALDI, los láseres UV son los más 

comunes debido a su facilidad de operación y su bajo precio. Los láseres de N2 (λ = 337 nm) se 

consideran estándar, aunque también se usan láseres Nd:YAG (λ = 266 o 355 nm). MALDI también 

puede usar láseres IR como Er: YAGlasers (λ = 2.94 μm) o láseres de CO2 (λ = 10.6 μm). En la Tabla 

1 se presenta un resumen de las longitudes de onda del láser y las amplitudes de pulso utilizados 

habitualmente para MALDI. No es la densidad de potencia el parámetro más importante para producir 

una corriente de iones significativa, sino la energía total en el pulso del láser a una longitud de onda 

dada [91]. En general, la densidad de potencia requerida corresponde a un flujo de energía de 20 mJ 

cm-2. La duración de pulso de los láseres varían de unas pocas decenas de nanosegundos a unos pocos 

cientos de microsegundos. El diámetro del haz láser en la superficie de la muestra varía de 5 a 200 

μm. Es importante determinar el umbral de irradiación y la potencia del pulso del láser que da como 

resultado el inicio de la desorción de la matriz. Las especies moleculares del analito generalmente se 

observan con irradianciones ligeramente altas, pero una mayor potencia del láser conduce a una 

fragmentación más extensa e induce una pérdida de resolución de masa. 
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Tabla 1. Algunos láseres comunes utilizados para MALDI. 

Laser Longitud de onda Energía (eV) Duración de pulso 
Nitrógeno 337 nm 3.68 < 1 ns a pocos ns 

Nd: YAG µ3 355 nm 3.49 5 ns 
Nd: YAG µ4 266 nm 4.66 5ns 

Er: YAG 2.94 µm 0.42 85 ns 
CO2 10.6 µm 0.12 100 nm + 1 µs  

 

 Los espectros MALDI obtenidos con láser UV o IR son esencialmente idénticos para la 

mayoría de las muestras analizadas, aunque laseres IR ofrecen espectros mas simples y con menor 

intensidad de señales.  

 La selección de la matriz y la optimización del protocolo de preparación de la muestra son 

los pasos más importantes en el análisis porque la calidad de los resultados depende de una buena 

preparación de la muestra. Sin embargo, los procesos de preparación aún son empíricos. La selección 

de la matriz MALDI se basa en la longitud de onda del láser utilizada. Además, la eficacia de matriz 

depende del tipo de analito y puede diferir entre  los analitos que tienen estructuras aparentemente 

similares. Las matrices MALDI deben cumplir una serie de requisitos simultáneamente. Estas son: 

una fuerte absorción del haz de láser, una masa lo suficientemente baja como para ser sublimable, 

estabilidad al vacío, la capacidad de promover la ionización del analito, la solubilidad en solventes 

compatibles con el analito y la falta de reactividad química. Sin embargo, estas características 

generales para la selección de una matriz son difíciles de cumplir y no son suficientes. De hecho, se 

ha estudiado una gran cantidad de compuestos como posibles matrices y se ha ejemplificado su 

capacidad para funcionar como una matriz MALDI, pero solo muy pocas han resultado ser buenas 

matrices para varios grupos de los analitos. Las matrices UV-MALDI más comunes se enumeran en 

la Tabla 2 con el tipo de compuestos para los que  son recomendadas. Las matrices utilizadas con 

láser IR, tales como urea, ácidos carboxílicos, alcoholes e incluso agua, mientras que las matrices 

UV-MALDI deben ser altamente aromáticas. [92]. 
 

Tabla 2. Algunas matrices UV-MALDI más comunes. 

Analito Matriz Abreviación 
 

Péptidos/proteínas 
Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico HCCA 

Ácido 2,5-dihidroxibenzoico DHB 
Ácido 3,5-dimetoxi-4 hidroxicinámico SA 

Oligonucleótidos Trihidroxiacetofenona THAP 
Ácido 3-hidroxipicolínico HPA 

 
Carbohidratos 

Ácido 2,5-dihidroxibenzoico DHB 
Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico HCCA 

Trihidroxiacetofenona THAP 
 

Polímeros sintéticos 
Ácido trans-3-indoleacrílico IAA 

Ditranol DIT 
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Ácido 2,5-dihidroxibenzoico DHB 
Moléculas orgánicas Ácido 2,5-dihidroxibenzoico DHB 

Moléculas inorgánicas Trans-2-(3-(4-tert-butilfenil)-2-metil-2 
propenyliedene)malononitrilo 

DCTB 

Lípidos Ditranol DIT 
 

 Se han descrito diferentes métodos de preparación de muestra para MALDI [93, 94]. El 

método más ampliamente utilizado se ha llamado gota seca (dried-dloplet), el cual consiste en mezclar 

una solución de matriz saturada (1-5 μl) con un volumen muy pequeño (1-2 μl) de una solución de 

analito/muestra. Luego, se coloca una gota (0.5-2 μl) de la mezcla resultante en un pocillo de la placa 

MALDI. La gota se seca a temperatura ambiente y cuando el líquido se ha evaporado por completo 

para formar cristales, la muestra está lista para su introducción al espectrómetro de masas. 

 MALDI presenta algunas desventajas, como una baja reproducibilidad de disparo a disparo 

y una fuerte dependencia del método de preparación de la muestra. Cada disparo de láser elimina 

alguna capa del depósito en el lugar donde el láser irradia. Esto puede producir variación en la 

adquisición de varios espectros de una misma muestra. Además, la posición de impacto en la 

superficie del depósito puede conducir a variaciones de señales adquiridas. Una mejor homogeneidad 

del depósito proporciona una mejor reproducibilidad de la señal. Esto es muy importante si se quieren 

obtener resultados cuantitativos. La mantener la misma posición del impacto de láser, la muestra 

puede agotarse después de aproximadamente 50 disparos, pero unos pocos disparos de láser suelen 

ser suficientes para adquirir un espectro razonable. Cuando se necesita una señal intensa y estable, la 

placa MALDI se mueve durante la adquisición del espectro para exponer continuamente la muestra 

fresca al punto de irradiación del láser. 

 MALDI es relativamente menos sensible a la contaminación por sales, tampones, detergentes, 

etc. en comparación con otras técnicas de ionización y, lo que es importante en el contexto de este 

trabajo, no se presentan efectos de memoria [93]. El analito debe incorporarse a los cristales de la 

matriz. Este proceso generalmente puede servir para separar en fase sólida el analito de los 

contaminantes. Sin embargo, las altas concentraciones de tampones y otros contaminantes 

comúnmente encontrados en las soluciones de analito pueden interferir con el proceso de desorción 

e ionización de las muestras. En este sentido, la purificación previa para eliminar los contaminantes 

conduce a una mejora en la calidad de los espectros de masas. Por ejemplo, la eliminación de iones 

alcalinos ha demostrado ser muy importante para lograr una alta eficiencia de desorción relativa 

simplicidad de los espectros.  

 La modificación en las superficies derivadas de las placas utilizadas en MALDI ha permitido 

la introducción de nuevas técnicas, como la ionización por desorción láser mejorada en superficie 

(SELDI, por sus siglas en inglés, Surface-enhanced laser desorption ionization) [95]. La superficie 
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de la placa MALDI desempeña un papel activo en la unión del analito mediante interacciones 

hidrofóbicas o electrostáticas, mientras que los contaminantes se eliminan por enjuague. 
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CAPÍTULO II 

II.1. Objetivo general  
  

 Avanzar en el conocimiento sobre concentraciones de metales/metaloides y sus especies 

potencialmente disponibles para organismos vivos a partir de diferentes tipos de muestras, mediante 

desarrollo y aplicación de procedimientos analíticos. 

 

II.2. Objetivos particulares 
 

1. Afinar procedimiento analítico de determinación de metilmercurio y mercurio inorgánico por 

cromatografía de líquidos acoplada con ICP-MS, para su aplicación en el análisis de tejido 

de pescado y atún enlatado. 

 

2. Elucidar mecanismo de reducción de Cr(VI) por el ácido oxálico en presencia de ion 

manganeso, mediante el desarrollo y aplicación de diferentes procedimientos analíticos. 

 

3. Desarrollar procedimientos analíticos basados en el uso de espectrometría de masas con 

ionización suave, para la determinación de trazas de metales contaminantes en alimentos y 

bebidas. 
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CAPÍTULO III. Parte experiméntalo 

 A continuación, se presentan los materiales, reactivos, equipos y softwares utilizados durante 

el desarrollo del presente trabajo de tesis:  

III.1. Material y reactivos 

Reactivos  

� Metanol grado LC-MS (Sigma, Milwaukee, USA). 

� Acetonitrilo Grado HPLC. 

� Tolueno, Sigma-Aldrich. 

� Acetona, Sigma. 

� Ciclohexano, sigma. 

� Cloroforma, Sigma. 

� Trietilamina, Fluka. 

� Dicromato de potasio, Sigma. 

� Sulfato de manganeso, Sigma. 

� Hidróxido de sodio, Sigma. 

� Hidróxido de potasio, Sigma. 

� Ácido oxalico, Sigma. 

� Ácido fórmico, Sigma. 

� Ácido nítrico, Fluka. 

� Ácido perclórico, Baker. 

� Ácido clorhídrico, Merck. 

� Ácido trifluoroacético (TFA), Sigma. 

� Yoduro de metilmercurio, Sigma. 

� Cloruro de mercurio, Sigma. 

� Nitrato de bismuto, Sigma. 

� Nitrato de indio, Sigma. 

� Nitrato de plata, Sigma. 

� Nitrato de plomo, Sigma-Aldrich. 

� Sulfato de cobre, Sigma-Aldrich. 

� Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA), Sigma. 

� Ditizona, Sigma. 

� Formiato de amonio, Sigma. 

� Sal disódica del ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), Sigma. 
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� L-cisteína, Sigma-Aldrich. 

� N-acetilcisteína, Sigma-Aldrich. 

� Dietilditiocarbamato de sodio (NaDDTC), Sigma 

� Material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle), Consejo Nacional de 

Investigación, Canada. 

� Mezcla de estándares internos de espectrometría de masas con ionización en plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS), Agilent Technologies. 

Material 

� Vasos de precipitado. 

� Tubos de ensayo. 

� Tubos eppendorf de 1.5 y 2.0 ml. 

� Tubos falcon de 15 y 50 ml. 

� Agitadores magnéticos. 

� Agitador de vidrio. 

� Celdas de cuarzo 1 ml UV-Vis. 

 

III.2. Instrumentación analítica y equipos. 
 

� Espectrofotómetro Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy (resolución 0.35 nm, Miltan 

Roy Inst. Co.). 

� Espectrómetro de emisión atómica con excitación en plasma de microondas, modelo 4100 

MP-AES, Agilent Technologies.  

� Cromatografo de líquidos de alta resolución espectrofotométrica de arreglo de diodos (HPLC 

series 1200, Agilent Technologies). 

� Espectrómetro de masas: maxis impact ESI-QTOF-MS equipado con Data Analisis 4.1, 

Bruker Daltonics. 

� El espectrómetro de masas: ICP-MS modelo 7500ce de Agilent Technologies (Tokio, 

Japón). 

� Sistema de digestión por microondas, Discover SP-D (CEM). 

� Espectrómetro de masas: MALDI-TOFMS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics. 

 

III.3. Softwares y programas 
� Microsoft Excel 2010. 

� The Unscrambler (CAMO). 
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� FlexControl 3.4 de Bruker Daltonics.  

� FlexAnalysis 3.4 de Bruker Daltonics. 

� Data analysis 4.1 de Bruker Daltonics. 

� Offline Data analysis de Agilent Technologies. 

� Chromatographic Data analysis de Agilent Technologies. 

� GRAMS AI. 
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CAPÍTULO IV. Resultado y Discusión 
 

IV.1. Mecanismo de reducción de cromo hexavalente(VI) por ácido oxálico en presencia de 

manganeso(II). 
 

IV.1.1. Introducción 

 Los procesos de reducción de Cr(VI) han sido estudiados extensivamente; sin embargo, aún 

muy poco se sabe sobre las especies de cromo intermediarias formadas durante dicha reducción. 

Como una parte del proyecto de tesis, se propuso estudiar el ácido oxálico como donador de electrones 

y estudiar el mecanismo de reacción en presencia de ión Mn(II) como un posible catalizador.   

 Los estudios mecanísticos, centrados en la reducción de cromo hexavalente a cromo trivalente 

frecuentemente se han llevado a cabo y ahora está bien establecido que la ruta especifica por la cual 

ocurre la transferencia de tres electrones, depende de la identidad y disponibilidad de agentes 

reductores, condiciones de pH y también de la presencia de especies co-reductoras [96, 97]. Los 

resultados obtenidos en estos estudios han sido de gran importancia en química orgánica, porque 

algunos tipos de intermediarios de cromo (Cr(V) o Cr(IV)) actúan como oxidantes o catalizadores de 

varias reacciones [98, 99]. En particular, el ácido oxálico ha servido como una molécula prototipo 

para estudiar la oxidación de compuestos orgánicos por acido crómico, y el rol catalítico de Mn(II) 

en estas reacciones ha sido reportado [100, 101]. Por otra parte, la reducción de Cr(VI) en condiciones 

fisiológicas es de alta relevancia biológica, porque las especies intermediarias formadas en el 

transcurso de este proceso, promueven el estrés oxidativo y el daño al ADN [102, 103]. Uno de los 

aspectos más estudiados es la remediación del medioambiente contaminado por Cr(VI), y en este 

campo también es necesario el entendimiento detallado de los mecanismos de reducción de cromo a 

fin de asegurar eficiente conversión de Cr(VI) a Cr(III) y, subsecuentemente, la 

estabilización/eliminación de Cr(III) por su sorción sobre fase solida o como precipitado de Cr(OH)3 

[104, 105]. En este sentido, la factibilidad de los ácidos orgánicos como donadores de electrones 

durante la reducción de Cr(VI) se ha estudiado en soluciones modelo, en suelos [106-109] y en 

cultivos microbiológicos [110]. Se ha demostrado que los ácidos cítrico, tartárico, salicílico, 

ascórbico y oxálico son capaces de reducir Cr(VI) lentamente en condiciones ligeramente ácidas (pH 

3-5); sin embargo, los procesos pueden ser acelerados con la presencia de agentes co-reductores 

adecuados y/o iones de metales de transición que pueden ciclar entre sus dos estados de oxidación 

(por ejemplo Fe(III)/Fe(II)) [105, 111-113]. Específicamente, la acción catalítica de manganeso 

divalente (Mn(II)) durante la reducción de Cr(VI) por ácidos cítrico, ascórbico y tartárico se ha 

reportado en estudios llevados a cabo en modelos abióticos y en suelo a pH < 5 [105, 114]. 
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 La espectrofotometría UV/Vis y espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica 

fueron las primeras herramientas analíticas que se utilizaron para estudiar el mecanismo de reducción 

de Cr(VI) [105, 111, 113-116] . En estudios más recientes, se han empleado además las técnicas de 

resonancia magnética nuclear, espectroscopia de absorción de rayos-X y espectrometría de masas 

debido a su capacidad de la caracterización estructural específicamente de intermediarios de reacción 

durante la reducción de Cr(VI) [114-119]. En particular, de especies polares y/o cargadas la 

espectrometría de masas con ionización por electronebulización (ESI-MS) y espectrometría de masas 

en tándem (MS)n proporcionan información de masa exacta, padrón isotópico y patrón de 

fragmentación molecular, requeridas para su identificación inequívoca. A diferencia de otras técnicas 

con capacidad de caracterización estructural, la espectrometría de masas ofrece un análisis rápido y 

simultáneo de varios intermediarios reactivos de vida corta presentes en la mezcla de reacción sin 

requerimiento de su separación/aislamiento. Gracias a la excepcional selectividad de instrumentos de 

alta resolución, la solución puede ser introducida por infusión directa, y los cambios de intensidad 

para iones individuales pueden ser monitoreados en tiempo real y simultáneamente para varias 

especies. Cabe destacar que en fuente de ionización suave (ESI), los iones intactos pasan de la 

solución a la fase gaseosa, mientras especies polares se convierten en sus iones protonados sin 

alteración de los enlaces covalentes existentes e interacciones fuertes no covalentes [120, 121]. 

En el presente trabajo se utilizaron diferentes herramientas analíticas, con el fin de obtener 

una mayor comprensión del mecanismo de reducción de Cr(VI) por ácido oxálico en presencia de 

manganeso divalente. Esta reacción ha sido estudiada en diferentes contextos fisicoquímicos; sin 

embargo, el mecanismo preciso responsable del efecto favorable de manganeso en el curso de 

reducción de Cr(VI), aun no es claro [100, 122]. Cabe destacar que, para tener consistencia, se 

utilizaron técnicas instrumentales basadas en diferentes principios físicoquímicos lo que proporcionó 

buena confiabilidad del modelo propuesto. En particular, se ha utilizado una combinación de 

espectrofotometría UV/Vis, cromatografía de líquidos con detección espectrofotométrica y 

espectrometría de emisión atómica, por primera vez en un estudio del mecanismo de reducción de 

Cr(VI) y se realizó también el estudio por espectrometría de masas de alta resolución. En particular, 

separación cromatográfica acoplada con espectrometría de emisión atómica con excitación en plasma 

de nitrógeno sostenido por microondas (MP-AES) se utilizó para la detección de especies de cromo 

y manganeso y para su cuantificación durante el curso de la reacción; mientras la espectrometría de 

masas permitió la identificación en tiempo real de los intermediarios y productos de reacción. 
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IV.1.2. Parte experimental  

 Reactivos y soluciones. Todos los reactivos químicos fueron de grado reactivo analítico; 

agua desionizada (18.2 MΩ cm, Labconco, USA) y metanol grado LC-MS (Sigma, Milwaukee, 

USA). Dicromato de potasio, sulfato de manganeso, ácido oxálico y ácido fórmico fueron de sigma.  

 Soluciones stock de cromo hexavalente (0.2 M Cr(VI)), manganeso divalente (0.25 M 

Mn(II)) y ácido oxálico (1 M) fueron preparadas de los reactivos anteriores utilizando agua 

desionizada. Las mezclas de reacción fueron obtenidas mediante adición de 200 µl de solución de 

ácido oxálico a un tubo Falcon conteniendo 10 ml de agua desionizada, vortex, adición de 50 µl de 

Cr(VI), vortex y adición de alícuotas apropiadas de Mn(II) (0 µl – 80 µl); finalmente el volumen fue 

llevado a 15 ml con agua desionizada. Las soluciones fueron analizadas inmediatamente y en 

sucesivas corridas durante un periodo de tiempo hasta 2 h.  

 Espectrometría UV/Vis. Espectros de absorción (250 nm – 650 nm) de la mezcla de reacción 

fueron adquiridos usando un espectrofotómetro Spectronic 3000 Diode Array Milton Roy (resolución 

0.35 nm, Miltan Roy Inst. Co.). 

 Análisis HPLC-DAD. Las mezclas de reacción fueron analizadas por cromatografía de 

líquidos de alta resolución en fase reversa con detección espectrofotométrica de arreglo de diodos 

(HPLC series 1200, Agilent Technologies); a partir de la preparación de cada solución, inyecciones 

sucesivas (20 µl) fueron repetidas cada 10 minutos durante 1 hora. La columna cromatográfica fue 

Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 µm, Phenomenex); elución isocrática fue llevada a cabo con fase móvil 

con 0.1 % v/v de ácido fórmico en 0.5 % v/v de metanol, con el flujo de la columna de 0.8 ml min-1 

y detección en un rango de longitud de onda 250 nm – 700 nm. Basado en múltiples inyecciones, a 

lo largo del texto para cada señal cromatográfica se reporta su tiempo de retención promedio con 

respectiva desviación estándar. 

 Análisis HPLC-MP-AES. El anterior sistema cromatográfico fue acoplado en-línea, a través 

de un corto tubo PEEK®. Se utilizó el nebulizador de teflón y cámara de rociado ciclónica de un solo 

paso y el equipo MP-AES 4100, Agilent Technologies, como se describió anteriormente. Las 

condiciones de funcionamiento del instrumento fueron las siguientes: presión de nebulización 220 

kPa, presión de nitrógeno 140 psi, posición de lectura 0, tiempo de integración 1 s, longitud de onda 

425.433 nm y 403.076 nm, para la detección especifica de cromo y manganeso respectivamente. 

Basado en múltiples inyecciones, para cada señal cromatográfica se reporta el tiempo medio de 

retención con su respectiva desviación estándar. 

 Análisis ESI-QTOFMS y MS/MS. Se utilizó un espectrometro de masas con dispositivo de 

ionización ESI y analizador de masas de cuádruplo y tiempo de vuelo maxis impact ESI-QTOF-MS, 

Bruker Daltonics,  equipado con Data Analisis 4.1, el cual se utilizó con la introducción de la muestra 
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por infusión directa (3µl min-1). ESI fue operado en modo negativo con voltaje de rociado de 4500 V, 

flujo de gas de nitrógeno 4 l min-1, nitrógeno como gas de secado (180 °C) y presión del gas 

nebulizador de 0.3 bar. Los espectros de la mezcla de reacción se adquirieron en el intervalo de 

relación m/z 80 - 400, la adquisición se repitió siete veces durante 90 minutos. Para la calibración de 

masa interna, se usó el ion molecular de H2Cr2O7, m/z 216.85379. 
 

IV.1.3. Resultados y discusión 

 Mediciones espectrofotométricas. Una serie de soluciones conteniendo 0.67 mM de Cr(VI) 

y ácido oxálico en exceso con respecto al cromo hasta en una relación molar de 50:1 fueron 

preparadas; el pH de estas soluciones fue en un intervalo de 2.9 – 3.1. Los espectros de absorción 

UV/Vis mostraron dos bandas con máximos en 350 nm y 445 nm, respectivamente; no se observaron 

cambios de su forma ni intensidad durante al menos cuatro horas, lo que coincide con  los reportes 

anteriores, en donde la reducción de Cr(VI) por ácido oxálico fue favorecida cinéticamente en medio 

acido (pH < 1.6) [115]. A continuación, diferentes concentraciones de Mn(II) fueron adicionadas a la 

solución de dicromato en un rango de relación molar de Cr(VI):Mn(II) de 16:1 a 1:2; estas soluciones 

presentaron esencialmente el mismo perfil espectral como Cr(VI) sin ningún cambio en los espectros 

registrados sucesivamente durante dos horas. Finalmente, diferentes alícuotas de Mn(II) fueron 

adicionadas a la mezcla Cr(VI) + ácido oxálico obteniendo la relación molar de Cr(VI):Mn(II) de 

16:1; 8:1; 4:1; 2:1; 1:2 y los espectros UV/Vis fueron registrados. Para cada solución, la absorbancia 

registrada a 350 nm se representó gráficamente en función del tiempo durante 1.5 h (Fig. 7).  

 

Fig. 7. Efecto del aumento de las concentraciones de Mn(II) sobre el grado de reducción de Cr(VI) 

0.67 mM en la presencia de ácido oxálico 1 M, medida como absorbancia a 350 nm durante un período 

de tiempo de 90 min; los gráficos corresponden a lo siguiente: Cr(VI):Mn(II) relaciones molares:(-o-

)16:1; (-�-) 8:1; (- ◊-) 4:1; (-�-) 2:1; (-�-) 1:1; (-�-) 1:2. 
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 En consistencia con estudios anteriores [100, 122], Mn(II) causó una disminución gradual de 

la señal de absorción de Cr(VI) conforme aumentaba el tiempo del contacto y la cinética de reducción 

fue claramente favorecida por el incremento en la concentración de Mn(II). En todos los experimentos 

posteriores, se utilizó una solución mixta  de Cr(VI) 0.67 mM, ácido oxalico 13.3 mM y de Mn(II) 

0.33 mM; esta composición (relación molar de ácido oxálico : Cr(VI) : Mn(II) 20:1:2, pH 3.0) fue 

seleccionada con el fin de promover la cinética de reacción y para facilitar la detección de especies 

intermediarias por diferentes técnicas instrumentales. Los espectros de absorción UV/Vis de la 

solución anterior se presentan en la Fig. 8a; estos espectros, se adquirieron repetidamente durante una 

hora, mostrando cambios graduales en comparación con el perfil espectral inicial. Para cada espectro, 

la absorbancia se midió a 295 nm, 350 nm, 445 nm, y 540 nm y los valores obtenidos fueron 

graficados en función del tiempo como se muestra en la Fig. 8b-e. La intensidad de absorbancia de 

Cr(VI) a 350 nm disminuye rápidamente y después de 60 minutos la reducción prácticamente fue 

completa (comparar Fig. 8c y Fig. 7).  

 

Fig. 8. Los resultados obtenidos para la mezcla de reacción: Cr(VI) 0.67 mM, ácido oxálico 13.3 mM 

y Mn(II) 0.33mM, midiendo absorbancia de las soluciones a diferentes tiempos de contacto. (a) Los 

espectros de absorción adquiridos durante 1h desde la preparación de la solución. (b); (c); (d); (e) Los 

valores de absorbancia registrados cada 10 min a 295 nm; 350 nm; 445 nm; 540 nm, respectivamente. 
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 El incremento inicial y posterior caída de las absorbancias medidas a 295 nm y 445 nm, 

observado en la Fig. 8b y Fig. 8d, respectivamente, sugiere la formación de al menos dos 

intermediarios de cromo, que corresponden muy probablemente a Cr(V) o Cr(IV) [103, 117]. Se 

preveía que la absorbancia a 540 nm se incrementaría conforme pasaba el tiempo, confirmando la 

formación de Cr(III) como el producto final de reducción; sin embargo, esta señal presentó cambios 

similares como aquellas que se midieron a 295 nm y 445 nm (comparar Fig. 8e con Fig. 8b, d), el 

efecto que fue atribuido a la superposición espectral de diferentes especies poco absorbentes de 

Cr(III), Cr(IV) y Cr(V) [123]. 

 A pesar de evidente utilidad de los resultados anteriores para la confirmación de la reducción 

de Cr(VI) en presencia de ácido oxálico y Mn(II); estos experimentos no proporcionan suficiente 

evidencia experimental para una interpretación mecanística debido a las bandas de absorción anchas, 

así como una baja selectividad y sensibilidad de las mediciones espectrofotométricas llevada a cabo 

directamente en la mezcla de reacción. 

 Análisis por HPLC-DAD. Las mezclas de reacción fueron analizadas por cromatografía de 

líquidos en fase inversa con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos. En particular, se 

utilizaron condiciones de separación suaves con el fin de preservar la identidad de las especies (ver 

sección experimental). La solución de Cr(VI) + ácido oxalico así como la solución de Cr(VI) fueron 

analizadas 2-3 minutos después de su preparación y los cromatogramas registrados a 350 nm se 

presentan en la Fig. 9a. Los espectros de absorción adquiridos en el máximo de cada pico 

cromatográfico, se presenta en la Fig 9c-e.  La mezcla de reacción con adición de Mn(II) fue inyectada 

al sistema cromatográfico a 2-3 min, 15 min y 60 min después de su preparación y los respectivos 

cromatogramas se muestran en la Fig. 9b. 

 En ausencia de Mn(II), el principal pico cromatográfico es eluido a 5.05 ± 0.01 min y el 

espectro de absorción en el ápice de este pico, es característico para Cr(VI) (Fig. 9a, e). En el análisis 

de la mezcla de Cr(VI) + ácido oxálico, aparecieron dos señales adicionales con menor intensidad y 

con tiempos de retención de 4.09 ± 0.03 min y 4.46 ± 0.04 min respectivamente (Fig. 9a). Con base 

en los espectros de absorción (Fig. 9c, d), estas especies pueden corresponder a los estados de 

oxidación intermedios generados durante la reducción de Cr(VI) y las cuales también se observaron 

en las mediciones espectrofotométricas directas (Fig. 8a, b). Las intensidades de estos picos se 

mantuvieron prácticamente sin cambios durante al menos 2 h, sugiriendo que el proceso de reducción 

de Cr(VI) se inició de inmediato, pero intermediarios generados en esta etapa no pudieron ser 

reducidos probablemente debido a una barrera cinética. Efectivamente, hay reportes sobre la 

formación del intermediario Cr(V) de una vida larga durante la reducción de Cr(VI) por ácido oxálico 

y además la reducción de Cr(VI) a Cr(V) es considerada como la etapa limitante durante la reducción 
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de Cr(VI) [99, 124, 125]. Por otra parte, la formación de Cr(IV) durante la reducción de Cr(VI), así 

como la generación de intermediarios de cromo de valencia mixta también se han considerado [101, 

126]. 

 En presencia de Mn(II), el perfil de elución fue similar al descrito anteriormente (el número, 

posición y forma de las señales cromatográficas), sin embargo en este caso, las intensidades de los 

picos individuales cambiaron con el tiempo (Fig. 9b). La señal cromatográfica correspondiente a 

Cr(VI) (tiempo de retención 5.05 ± 0.02 min) fue disminuyendo en inyecciones sucesivas y 

desapareció totalmente después de 60 min, lo que confirma que el manganeso favorece el proceso de 

reducción. En la primera inyección, dos picos eluidos con más cortos tiempos de retención en la Fig. 

9b, presentan espectros de absorción idénticos a los registrados sin adición de Mn(II) (Fig. 9c, d), sin 

embargo, sus intensidades fueron menores en presencia de Mn(II) (Fig. 9a, b). A pesar de la falta de 

la resolución, se puede observar que las dos señales débiles presentan diferentes cambios de 

intensidad en sucesivas corridas cromatográficas: el primero de los picos (4.09 ± 0.03 min) aumentó 

lentamente a lo largo del tiempo, mientras que el segundo (4.46 ± 0.04 min) inicialmente aumento 

para después disminuir (Fig. 9b). Al mismo tiempo, los espectros adquiridos en el ápice de los dos 

picos cromatográficos presentan cambios graduales. Estos resultados sugieren que el producto final 

de la reducción (Cr(III)) probablemente co-eluye con los intermediarios de reacción en el primero de 

los dos picos de baja resolución, mientras que la segunda señal cromatográfica contiene solo una 

especie intermediaria de cromo. También es claro que el Mn(II) activa la reducción de las formas 

intermediarias de cromo. Estos resultados son consistentes con varios estudios anteriores que reportan 

la capacidad del Mn(II) de mejorar la reducción de Cr(IV) y Cr(V) [101, 127, 128]. 

 La formación de Cr(III) como el producto de reacción final se muestra en los cromatogramas 

de la Fig. 9b obtenidos a 540 nm. Estos, presentan dos señales con un tiempo de retención de 2.57 ± 

0.01 min y 4.06 ± 0.03 min, respectivamente, y sus intensidades incrementan gradualmente en 

inyecciones sucesivas de acuerdo con la generación de dos productos finales de reacción de Cr(III) 

(Fig. 10a). Los espectros de absorción adquiridos del último cromatograma (60 min de agitación de 

los reactivos, Fig 10b, 10c) fueron idénticos y mostraron dos máximos de absorbancia en 415 nm y 

570 nm, lo que coincide con el espectro reportado previamente de Cr(III) en solución del ácido 

oxálico [129].  
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Fig. 9. Resultados de HPLC-DAD obtenidos para la mezcla de reacción a diferentes intervalos de 

tiempo desde su preparación (a) Cr(VI) 0.67 mM (____) y Cr(VI) 0.67 mM + ácido oxalico 13.3 mM 

(----): cromatogramas adquiridos después de 2-3 min con detección a 350  nm (b) Cr(VI) 0.67 mM, 

ácido oxalico 13.3 mM y Mn(II) 0.33 mM: cromatogramas adquiridos inmediatamente (……), después 

de 15 min (---) y 60 min (____) de su preparación a 350 nm. (c); (d); (e) Espectros de absorción 

obtenidos en los máximos de los picos cromatográficos (a) con tiempos de elución a 4.09 min; 4.46 

min; 5.05 min, respectivamente. 
 

 Cabe destacar que la segunda señal cromatográfica (4.06 ± 0.03 min, Fig. 10a), también está 

presente en el cromatograma registrado en 350 nm (4.09 ± 0.03 min, Fig. 9b), confirmando una co-

elución de un producto minoritario de Cr(III) con algunos intermediarios de la reacción.  

 Finalmente, los espectros de absorción adquiridos en ápices de las señales cromatográficas, 

así como los cambios de las intensidades de señales a lo largo del tiempo fueron consistentes con los 

resultados obtenidos en las mediciones espectrofotométricas directas, lo que indica que el proceso 

cromatográfico no tuvo efecto alguno sobre el proceso de reducción y no afectó la identidad de las 

especies; sin embargo, las especies que eluyen entre 4 min y 4,5 min no pudieron ser asignadas de 

manera inequívoca. Además, las mediciones espectrofotométricas no permiten la detección de los 

compuestos de manganeso. 
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Fig. 10. Resultados de HPLC-DAD obtenidos para la mezcla de reacción: Cr(VI) 0.67 mM, ácido 

oxalico 13.3 mM y Mn(II) 0.33mM a diferentes intervalos de tiempo desde su preparación. (a) 

Cromatogramas adquiridos inmediatamente (……), después de 15 min (---) y 60 min (____); longitud 

de onda de detección 540 nm. (b); (c) Espectros de absorción obtenidos en los máximos de los picos 

cromatográficos que eluyen a tiempos de 2.57 min y 4.06 min, respectivamente; tiempo de reacción 

60 min. 
 

 Análisis por HPLC-MP-AES. Para proporcionar evidencia experimental sobre la presencia 

de cromo y manganeso en las especies separadas cromatográficamente, la espectrometría de emisión 

atómica (MP-AES) fue utilizada como detector especifico elemental. Los cromatogramas obtenidos 

para la mezcla de Cr(VI) + ácido oxálico + Mn(II) en seis inyecciones sucesivas se presentan en la 

Fig. 11; utilizando la línea de emisión de Cr (425.433 nm), se obtuvieron cuatro señales 

cromatográficas (Fig. 11a) con tiempos de retención de 2.50 ± 0.001 min, 4.18 ± 0.02 min, 4.44 ± 

0.02 min y 5.68 ± 0.02 min. Este perfil de elución fue prácticamente idéntico al obtenido para cromo 

con detección UV/Vis (Fig. 9a, b; Fig. 10a); sin embargo, las señales cromatográficas tuvieron un 

ligero retraso en relación con HPLC-DAD debido a las diferencias en la configuración instrumental. 

Para la detección especifica de manganeso se utilizó una línea de emisión a 403.076 nm, y se 

observaron dos picos cromatográficos que se eluyeron con un tiempo de retención de 2.30 ± 0.02 y 

4.58 ± 0.03 min, respectivamente (Fig. 10b). Como se muestra en la Fig. 10c, las señales 

cromatográficas adquiridos para Cr y Mn en este mismo análisis cromatográfico no se superponen, 

lo que indica que no hay especies que contienen ambos elementos durante la reducción de Cr(VI).  

Este resultado es relevante, porque el mecanismo responsable del efecto observado del Mn(II) aún no 
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es claro y algunos autores sugirieren la formación de especies intermediarias que contienen en su 

estructura átomos de Cr, Mn y oxalato [100, 122]. 

 Las soluciones de iones metálicos individuales (Cr(VI), Cr(III), Mn(II)) en ausencia y en 

presencia de ácido oxálico fueron también analizados por HPLC-MP-AES y cada cromatograma 

mostró un sólo pico cromatográfico, que se mantuvo sin cambios durante varias inyecciones. Con 

base en los tiempos de retención obtenidos para los estándares anteriores, las señales de cromo, 

eluidas a 2.5 ± 0.01 min y 5.68 ± 0.02 min fueron asignadas a Cr(III) y Cr(VI), respectivamente; 

mientras que otras dos señales poco separadas (4.18 ± 0.02 min, 4.42 ± 0.02 min) corresponderían a 

las especies intermediarias de Cr generadas durante la reducción (Fig. 11 b), como se discutió en la 

sección anterior. Para el manganeso, el primer pico cromatográfico eluido a 2.30 ± 0.02 min (Fig. 

11b) corresponde a Mn(II). De acuerdo con los resultados por HPLC-DAD (Fig. 9, 10), la intensidad 

de los picos cromatográficos obtenidos con detección MP-AES varía en sucesivas corridas analíticas 

(Fig. 11 a,b). 

 Para confirmar la importancia del Mn(II) durante la reducción de Cr(VI) por ácido oxálico 

(pH 3.0) y también para la evaluación cuantitativa de las especies elementales en diferentes etapas de 

este proceso, se llevó a cabo el siguiente experimento: una solución de Cr(VI) 0.67 mM y ácido 

oxálico 13.3 mM fue preparada (15 ml) y se introdujo repetidamente al sistema cromatográfico con 

detección MP-AES durante una hora (4 inyecciones); luego una pequeña alícuota (20 µl) de una 

solución estándar de Mn(II) se añadió produciendo una concentración final de manganeso de 0.33 

mM, y esta mezcla se analizó durante 80 min en intervalos de 10 min. En la Fig. 11d, los resultados 

se presentan como cambio de concentraciones de Mn y Cr correspondientes a cada una de las señales 

cromatográficas en función del tiempo (escala de tiempo en el eje X). Como se observa en la Fig. 

11a, en ausencia de Mn(II) la concentración de Cr(VI) permanece prácticamente sin cambios, con 

solo trazas detectadas para intermediarios de cromo (dos picos minoritarios poco separados de Cr, 

Fig. 11a, se integraron juntos).  
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Fig. 11. Resultados de HPLC-MP-AES obtenidos de la mezcla de reacción: Cr(VI) 0.67 mM, ácido 

oxálico 13.3 mM a la que se le adicionó Mn(II) 0.33mM después de 1 h desde su preparación. (a) 

Cromatogramas obtenidos para Cr (425.433) inmediatamente después de la adición de Mn(II) (____) y 

después de 15 min (----), 30 min (- . - ), 60 min (……). (b) Cromatogramas obtenidos para Mn (403.076), 

inmediatamente después de la adición de Mn(II) (____) y después de 15 min (----), 30 min (- . - ), 60 min 

(……). (c) Cromatogramas obtenidos después de 1 h de la adición de Mn(II) con detección especifica 

de Cr (----) y Mn (____). (d) concentraciones correspondientes a cada pico cromatográfico en 

inyecciones sucesivas: (-�-) – Cr(VI) señal tret = 5.68 min; (-�-) – Cr(III) señal tret = 2.50 min; (-�) 

– Cr(intermediario) señal tret = 4.18 min + tret = 4.42 min; (-�-) – Mn(II) señal tret = 2.30 min; (-�-) 

– Mn(intermediario) señal, tret = 4.58 min. 
 

 Después, de la adición de Mn(II), la reducción de Cr(VI) comenzó inmediatamente y se 

completó después de una hora. Al mismo tiempo, la concentración de Cr(III) incrementó 

gradualmente; las concentración de cromo obtenidas para las dos señales poco separadas presentaron 

una tendencia similar, sin embargo el incremento fue mucho menos pronunciado, lo que confirma 

que las especies intermedias fueron cuantificadas junto con el segundo producto de Cr(III) (Fig. 9b, 

Fig. 10a). Asimismo, el porcentaje de recuperación de Cr en cada corrida cromatográfica, calculado 

como la suma de las concentraciones que se encuentran en cada pico con respecto a la concentración 
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introducida en la columna (0.67 mM), estaba en el rango de 80 – 113 % lo que indica una aceptable 

confiabilidad de los datos analíticos. Se obtuvieron resultados interesantes para el manganeso; la 

disminución de la concentración inicial de Mn(II) fue acompañada por la formación de una segunda 

especie de este elemento, pero después de una hora a partir de la adición de manganeso, hubo una 

tendencia hacia la recuperación de Mn(II) y la disminución de la segunda especie, lo que es un claro 

indicativo de un carácter intermediario de éste último. Cuando las dos formas de manganeso están 

presentes, la intensidad de emisión registrada entre sus respectivas señales cromatográficas fue mayor 

que la línea de base (Fig. 11b), lo que sugiere que las especies intermedias pueden ser inestables 

durante el proceso cromatográfico. Con base en la integración de las dos señales de Mn, el porcentaje 

de recuperación fue de 65 – 102 %; estos valores relativamente más bajos en comparación con la 

recuperación de Cr deben ser atribuidos a la elución continua del elemento anteriormente 

mencionado. 

 En resumen, en los resultados obtenidos en esta parte del estudio se demuestra que el Mn(II) 

es requerido para una rápida y eficiente reducción de Cr(VI) por ácido oxálico a pH 3. El proceso de 

reducción involucra la generación de especies intermediarias de Cr y dos compuestos de Cr(III) 

formados como producto final. Durante el transcurso de la reacción, el Mn(II) activa la reducción de 

especies intermediaria de cromo; al hacerlo, se convierte a una forma diferente (probablemente 

Mn(III)) que al parecer vuelve a convertirse en la especie inicial de Mn(II) al final del proceso de 

reducción. Cabe mencionar, que no se detectó ninguna especie que contenga ambos elementos. 

 Análisis por ESI-QTOFMS. Para la elucidación final de las estructuras moleculares 

implicadas en la reducción de Cr(VI), la mezcla de reacción se preparó de la misma forma que para 

HPLC-MP-AES y se analizó mediante espectrometría de masas de alta resolución con infusión 

directa. Los cambios de abundancia para cada señal m/z fueron seguidos por mediciones repetidas; 

los dos primeros se realizaron para la mezcla de Cr(VI) + ácido oxálico (2-3 min después de la 

preparación y a los 10 min), luego se añadió Mn(II) a la mezcla y se adquirieron los espectros de 

masas en cinco mediciones sucesivas entre 10 y 90 min. Los espectros obtenidos en ausencia de 

Mn(II) no presentaron diferencias importantes; sin embargo, después de la adición de Mn(II) se 

observó un cambio gradual de intensidad durante el tiempo para varios valores m/z y aparecieron 

nuevas señales que corresponden a especies de manganeso. Once señales fueron seleccionadas para 

un análisis posterior; en base a los valores m/z experimentales de iones moleculares, se generaron sus 

respectivas fórmulas moleculares y espectros teóricos (Data Analysis 4.1). Los resultados obtenidos 

se presentan en la Tabla 3; se puede observar que el error de masa estuvo en el rango de 0.18 a 2.39 

ppm, lo que confirma la asignación precisa de especies. Tres compuestos fueron identificados como 

cromo hexavalente (A, B, C), dos eran intermedios pentavalentes (D, E), uno era intermediario 
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tetravalente (F) y tres correspondían a cromo trivalente (G, H, I). Para el manganeso, se identificaron 

una especie divalente (J) y una especie trivalente (K). Para cada compuesto, la abundancia de su ion 

molecular se adquirió siete veces durante 90 min y los resultados obtenidos se presentan en la Fig. 12 

y la Fig. 13, junto con las estructuras moleculares respectivas. Se puede observar en la Fig. 12a que 

antes de la adición de Mn(II), había tres compuestos hexavalentes en equilibrio: cromato (especie 

principal, A), complejo Cr(VI)-mono-oxalato (B) y dicromato (C). Después de la adición de Mn(II), 

las cantidades de A, B y C disminuyeron gradualmente hasta desaparecer completamente después de 

aproximadamente una hora, lo que está de acuerdo con los resultados de las mediciones directas de 

UV/Vis. (fig. 8c), HPLC-DAD (Fig. 9b) y HPLC-MP-AES (Fig. 11d). Como se indicó desde el 

principio, no se pretendía la resolución cromatográfica de especies individuales y A, B, C en las 

Figuras mencionadas anteriormente eluían siempre en forma de un amplio pico cromatográfico. 

También se ha mencionado anteriormente que solo se observó un pico cromatográfico para la solución 

de Cr(VI) + ácido oxálico. 

 

Tabla 3. Asignación de compuestos que contienen cromo y manganeso, basados en las mediciones 

de masa exactas realizadas en la mezcla de reacción por infusión directa ESI-QTOF-MS. 

 

Compuesto 

m/z  

Formula neutra Experimental teórica ∆, ppm 

A 116.9283 116.9285 2.39 H2Cr(VI)O4 

B 188.9132 188.9133 0.23 H2C2Cr(VI)O7 

C 216.8538 216.8538 0.00 H2Cr2
(VI)O7 

D 243.8950 243.8953 1.22 C4Cr(V)O9 

E 171.9105 171.9105 0.49 HC2Cr(V)O6 

F 172.9187 172.9184 1.91 H2C2Cr(IV)O6 

G 227.9002 227.9004 0.76 HC4Cr(III)O8 

H 317.8957 317.8957 0.18 H3C6Cr(III)O12 

I 155.9156 155.9156 0.19 HC2Cr(III)O6 

J 231.9057 231.9054 1.36 H2C4Mn(II)O8 

K 230.8979 230.8977 0.96 HC4Mn(III)O8 
  

 Se detectaron dos compuestos intermedios de cromo pentavalente, complejo de Cr(V)-bis-

oxalato (D) y Cr(V)-mono-oxalato (E) en ausencia de Mn(II) pero sus abundancias en los espectros 

de masas no cambian hasta que se haya agregado manganeso a la solución; luego, la formación de los 

dos intermedios aumentó y después de aproximadamente 20 minutos, ambas especies comenzaron a 

desaparecer gradualmente (Fig. 12b). Se obtuvieron resultados similares por HPLC-DAD (Fig. 9a, b) 

y por HPLC-MP-AES (Fig. 11a, d). En particular, los resultados de ESI-MS confirmaron la presencia 
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de dos intermedios Cr(V) en picos cromatográficos poco resueltos eluyendo entre 4.0 y 4.5 min. La 

detección e identificación de cromo tetravalente (compuesto F) fue una contribución importante de 

este estudio, porque demostró que el proceso de reducción involucraba tres procesos de transferencia 

de un electrón. Esta tarea fue desafiante por muchas razones; Se ha informado de que Mn(II) es un 

catalizador de la reducción de Cr(IV) [101, 119] y Cr(IV) generalmente se considera un intermediario 

de vida corta [97, 130] y por tanto, solo se pueden esperar cantidades mínimas en la mezcla de 

reacción. Además, los compuestos E y F difieren solo en un átomo de hidrógeno y sus patrones 

isotópicos parcialmente se superponen; Cabe destacar que dificultades similares en la detección de 

Cr(IV) por ESI-MS habían sido reportadas antes [97, 130]. En la Fig. 12c, se presenta el cambio de 

la intensidad del ión molecular a lo largo del tiempo para el complejo F (complejo Cr(IV)-mono-

oxalato).  

 

Fig. 12. Resultados de la espectrometría de masas moleculares: estructuras moleculares de ocho 

compuestos de cromo (A-K) y cambios de su abundancia a lo largo del tiempo. (a) A, B, C. (b) D, E. 

(c) F. (d) G, H, I. 
 

 Como productos finales de la reducción de Cr(VI), se detectaron tres compuestos de Cr(III); 

en el orden decreciente de abundancia, G, H e I se identificaron como complejos de Cr(III)-bis-

oxalato, Cr(III)-tri-oxalato y Cr(III)-mono-oxalato, respectivamente. Los iones moleculares de los 
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tres compuestos presentaron un aumento gradual de la abundancia después de la adición de Mn(II) a 

la mezcla de reacción (Fig. 12d). Estos resultados también fueron consistentes con datos de HPLC-

DAD (Fig. 10a) y HPLC-MP-AES (Fig. 11a, d); sin embargo, debe notarse que antes solo se 

observaron dos formas de Cr(III), muy probablemente debido a una selectividad insuficiente de 

herramientas analíticas y bajas concentraciones de H e I. Dos compuestos de manganeso, J y K, se 

identificaron como complejo Mn(II)-bis-oxalato y complejo Mn(III)-bis-oxalato, respectivamente 

(Tabla 3, Fig. 13). De acuerdo con los resultados de HPLC-MP-AES (Fig. 11d), el aumento inicial 

de la señal J después de la adición de Mn(II) se siguió por su disminución temporal con una tendencia 

de recuperación al final del proceso de reducción (Fig. 13). El cambio de abundancia para el 

compuesto K se parecía al observado para la forma intermedia de Mn en el análisis HPLC-MP-AES 

(Fig. 11d); sin embargo, la intensidad relativa de K en los espectros de masas fue mucho mayor con 

respecto al intermediario de Mn en los cromatógramas de MP-AES (compárese la Fig. 13 y la Fig. 

11d). Esta diferencia no fue sorprendente, porque el intermediario de Mn se degradó parcialmente 

durante el proceso cromatográfico (elución de Mn continua entre dos picos bien definidos), mientras 

que la infusión directa y la fuente de ionización suave en el análisis de espectrometría de masas 

aparentemente tuvieron un efecto insignificante en la integridad de K. 

 

Fig. 13. Resultados de la espectrometría de masas moleculares: estructuras moleculares de dos 

compuestos de manganeso (J, K) y cambios de su abundancia a lo largo del tiempo de reacción. 
 

 Mecanismo de reducción propuesto. Como se indicó por diferentes análisis llevados a cabo 

en este trabajo, en ausencia de Mn(II), la reducción de Cr(VI) prácticamente no se produjo y solo 
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pequeñas cantidades de intermediarios de Cr(V) y Cr(IV) son detectadas. Las reacciones que tienen 

lugar en la mezcla de Cr(VI) con ácido oxálico (pH 3) se comprendieron como se muestra en el 

Esquema 1. La identificación de B como uno de los compuestos de Cr(VI) está de acuerdo con el 

primer paso generalmente aceptado de oxidación de Cr(VI) de sustratos orgánicos [126, 131]. 

 

Esquema 1. Reacciones que se producen en la mezcla de Cr(VI) y ácido oxalico (pH 3). 
 

 La reducción de Cr(VI) por el ácido oxálico produce dióxido de carbono, lo que sugiere que 

el compuesto F se puede formar directamente a partir de B mediante transferencia de dos electrones; 

la liberación de ion hidrógeno en este proceso no se vería obstaculizada (pH 3). En cuanto al cromo 

pentavalente, el compuesto E podría generarse a partir de compuestos F y B; como ya se mencionó 

antes, los intermedios de cromo de valencia mixta se han propuesto en otros estudios [126] así como 

la formación de Cr(V) a partir de Cr(VI) y Cr(IV) [132]. Dicha ruta de generación de Cr(V) está 

respaldada por una abundancia relativamente alta de compuestos pentavalentes en comparación con 

el compuesto F tetravalente (Fig. 12). Cuando se añadió Mn(II) a la mezcla de reacción, comenzaron 

a cambiar las abundancias de compuestos de cromo ya existentes y se observó la generación de nuevos 

compuestos de Mn(III) y Cr(III), lo que indica que el papel de Mn(II) fue acelerar el proceso de 

reducción representado en el Esquema 1. En base a los resultados presentados en las secciones 

previas, el mecanismo de reducción de Cr(VI) en presencia de Mn(II) se ha propuesto como se 

muestra en el Esquema 2. 
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Esquema 2. Mecanismo de reacción propuesto para la reducción de Cr(VI) con ácido oxalico en 

presencia de Mn(II). 

 La acomplejación de Mn(II) por ligandos orgánicos pequeños tales como citrato u oxalato se 

había propuesto como un requisito previo para la transferencia de electrones durante la reducción de 
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Cr(VI) [105, 106, 122] y, de hecho, el compuesto J se identificó como complejo de Mn(II)-bis-

oxalato. La formación del complejo Mn(II)-bis-oxalato acompañada de una mayor abundancia de 

intermediarios de Cr(V) y Cr(IV) sugiere que se transfirió un electrón de J a especies de cromo B, D 

o E, convirtiendo Cr =O contenido en sus estructuras a Cr-OH. La única especie de Cr(IV) no 

detectada por ESI-MS corresponde al compuesto F que a diferencia de las estructuras para los 

intermedios anteriores de Cr(IV), no presentaba un enlace Cr=O. Se esperaba que Mn(II) actuara por 

igual en todas las reacciones de transferencia de un electrón, por lo que la conversión de F en X por 

la pérdida de H2O se propuso como un compuesto no cargado y no polar el cual no pudo ser 

confirmado por ESI-MS, pero se detectó su producto de reducción (I) (Tabla 3, Fig. 12d). La reacción 

de esterificación entre el ácido oxálico y el grupo -OH en I produciría el compuesto G que es la 

principal especie de Cr(III) detectada por ESI-MS; que es consistente con el estudio anterior, donde 

la evaluación cuantitativa del consumo total de ácido oxálico indicó su requerimiento no solo para la 

reducción de Cr(VI) sino también para la acomplejación de Cr(III) [115]. La generación de diferentes 

complejos de Cr(III) con oxalato durante la reducción de Cr(VI) también ha sido reportada [100]. 

 Al final del proceso de reducción, se observó la recuperación de Mn(II) de Mn(III) por HPLC-

MP-AES (Fig 11d) y por ESI-MS (Fig. 13), confirmando que las especies de Mn trivalente es 

inestable, reactivo y aparece solo en presencia de aceptor de electrones (B, D, E, X). De acuerdo con 

el mecanismo de reacción propuesto en este trabajo, el ácido oxálico era capaz de reducir Cr(VI) a 

Cr(IV) mediante transferencia de dos electrones y simultáneamente generar CO2; pero la progresión 

de este proceso se vio obstaculizada. Cuando se añadió Mn(II), la especie reductora activa parecía ser 

el complejo Mn(II)-bis-oxalato (J); la transferencia de un electrón de J a B, D, E o X, produjo la 

conversión de Cr=O a Cr-OH y la formación de éster de oxalato cíclico de Mn(III) (K). La capacidad 

de Mn(II) para la reducción de Cr(VI), Cr(V) y Cr(IV) se ha observado en otros estudios [115, 126]. 

también es relevante que el efecto favorable de Mn(II) durante la reducción de cromo (VI) por ácidos 

orgánicos se informó que era más pronunciado a acidez más bajas [133], que confirma que se requirió 

la interrupción del enlace -OH en el complejo Mn(II)-bis-oxalato para la transferencia de electrones 

(pH 3). La ruta de reacción propuesta (Esquema 2) apunta al papel catalítico del manganeso divalente, 

a menudo descrito en la literatura [126, 132] sin embargo, la formación de cualquier especie de Cr-

Mn mixta en el curso de la reacción no se observó en este trabajo.  
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IV.1.4. Conclusiones 

 En ese trabajo, una combinación de diferentes técnicas analíticas fue utilizada con el fin de 

obtener una mejor comprensión sobre el mecanismo de reacción en el cual el manganeso divalente 

desempeña una función muy importante durante la reducción de cromo hexavalente por ácido oxálico 

en solución acuosa (pH 3). En particular, las mediciones espectrofotométricas UV/Vis directas 

indican que el Mn(II) es necesario para una reducción rápida y eficiente; específicamente, en la 

solución de Cr(VI) 0.67 mM, ácido oxálico 13.3 mM y Mn(II) 0.33 mM, la reducción se completó en 

1 h. Para mejorar la selectividad de las mediciones UV/Vis, se utilizó cromatografía de líquidos con 

detección DAD. Los resultados obtenidos para la mezcla de reacción en sucesivos análisis 

cromatográficos demostraron la formación de al menos dos intermediarios de cromo y también al 

menos dos productos finales de Cr(III). Este mismo sistema de separación fue acoplado a MP-AES 

para la detección específica de cromo y manganeso; al hacerlo, se logró la cuantificación de dos 

elementos en compuestos separados cromatográficamente y se confirmó la formación de 

intermediarios de cromo y dos productos de Cr(III). Además, un intermediario de Mn fue detectado. 

Lo más importante fue que se descartó la formación de cualquier intermediario conteniendo dos 

elementos. Por otro lado, MP-AES no proporcionó identidad de especies individuales, y esta 

información crucial se obtuvo mediante espectrometría de masas de alta resolución. Específicamente, 

por infusión directa de la mezcla de reacción a ESI-QTOFMS, los espectros de masas se adquirieron 

en tiempo real, durante el curso de la reacción. Se identificaron once compuestos (A-K) y para cada 

uno de ellos, se evaluaron los cambios de la intensidad del ión molecular durante el tiempo de 

reacción. La combinación de técnicas analíticas, basadas en diferentes principios fisicoquímicos, 

proporcionó resultados consistentes y complementarios que permitieron diseñar un mecanismo 

confiable de reducción. Se propone que el ácido oxálico en sí sea capaz de transferir dos electrones 

causando la reducción de B � F y la liberación de CO2. Como se muestra en el Esquema 1, la reacción 

posterior entre B y F produciría dos moléculas D; sin embargo, solo se detectaron pequeñas e 

invariables cantidades de intermedios de cromo en el tiempo, lo que indica que el progreso de la 

reacción se vio obstaculizado. En presencia de Mn(II), se encontró el complejo Mn(II)-bis-oxalato (J) 

como una especie reductora activa; el mecanismo de reacción propuesto implica la transferencia de 

un electrón desde J a cualquier compuesto de cromo que contenga un enlace Cr=O, lo que da como 

resultado su reducción a Cr-OH y la generación de complejo de Mn(III)-bis-oxalato (K). Al final del 

proceso de reducción, se observó la conversión de K a J, lo que confirma el papel catalítico de Mn(II).  

 Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el ácido oxálico en 

combinación de Mn(II) podría ser una opción interesante para la remediación de ambientes 
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contaminados, ya que la reducción de Cr(VI) en este sistema no requiere condiciones ácidas fuertes 

y el producto de oxidación final (CO2) es relativamente inofensivo.  
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IV.2. Especiación analítica de mercurio en atún enlatado y pescado fresco mediante 

cromatografía de líquidos de alta resolución con detección por ICP-MS con Bi3+ como estándar 

interno y N-acetilcisteína como agente acomplejante. 
 

IV.2.1. Introducción 

 El mercurio inorgánico (Hg2+) y el metilmercurio (CH3Hg+) son las especies principales de 

este elemento que se encuentran en los organismos marinos y por lo cual el consumo de pescado es 

la principal fuente de metilmercurio para los seres humanos. En este sentido y una vez que se han 

evaluado los riesgos ambientales y toxicológicos relacionados con estas especies, diferentes 

organismos gubernamentales establecieron maximas concentraciones permisibles de mercurio en los 

productos relacionados con los alimentos [14]. En particular, la Administración de Alimentos y 

Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos ha regulado el nivel de concentración permitida en 

pescado a 1 mg kg-1 de masa fresca (wm) [15]. Por esa razón, existe una fuerte demanda en el 

desarrollo de procedimientos analíticos que proporcionen datos confiables tanto de mercurio total 

como de sus especies químicas en estas complejas matrices biológicas. 

 En el análisis de especiación, se puede observar una preferencia por el uso de la separación 

de cromatografía líquida acoplada a un detector de elementos específico [134-136]. En particular, la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con espectrometría de masas de plasma acoplada 

inductivamente (ICP-MS) ofrece las siguientes ventajas: (i) para cromatografía de líquidos no es 

necesario derivatizar las especies de mercurio, (ii) se pueden utilizar diferentes mecanismos de 

separación, (iii) el acoplamiento entre HPLC y ICP-MS es fácil, (iv) ICP-MS ofrece bajos límites de 

detección, sin interferencias y tiene capacidad para el análisis isotópico [135, 137, 138]. Si bien la 

parte de separación/cuantificación del procedimiento analítico no es problemática, en la actualidad, 

la extracción cuantitativa de mercurio inorgánico y orgánico sin afectar la distribución natural de las 

especies sigue siendo un desafío. En este sentido, se han estudiado varios procedimientos en 

condiciones ácidas o alcalinas y se ha considerado el uso de agentes acomplejantes como por ejemplo: 

L-cisteína, 2-mercaptoetanol, tiourea, ditiocarbamato de pirrolidina de amonio, dietilditiocarbamato 

de sodio o ditizona [8, 135, 138-140]. Recientemente, las extracciones asistidas por ultrasonido y 

microondas se han empleado frecuentemente, ya que ofrecen un mejor rendimiento de la muestra y 

requieren cantidades más bajas de los reactivos [8, 135, 137, 141]. Sin embargo, a menudo se ha 

reportado que la precisión de los resultados finales se ve comprometida por posibles pérdidas de 

especies volátiles durante la digestión a alta temperatura y presión elevada, interconversión de 

especies o contaminación de las muestras [142, 143]. En este contexto, se han estudiado diferentes 

estrategias para superar las limitaciones anteriores, incluido el uso de condiciones de extracción 

suaves [139, 140, 144] y el uso de estándar interno [145-147]. Por otro lado, la espectrometría de 
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masa con cuantificación por dilución isotópica especiada (SIDMS, por sus siglas en inglés especies 

specific isotope dilution mass spectrometry) ha sido recomendada como una técnica de cuantificación 

y una herramienta de diagnóstico, que permite evaluar y corregir las transformaciones de las especies 

y la recuperación no cuantitativa de las mismas [143, 148-150]. Aunque, SIDMS empleada en la 

especiación de mercurio ha sido aceptada como un método estandarizado por la EPA de EE. UU. 

(Método 6800) [7, 151], existen ciertos factores que limitan el uso de la misma como lo son: 

incertidumbres debidas a las relaciones de cantidad de isótopos medidas y las asociadas con la 

abundancia de isótopos naturales de Hg [152], así como la disponibilidad de estándares enriquecidos 

con isótopos estables y el alto costo del análisis. Cabe mencionar, que para facilitar el manejo de la 

muestra y para fines de confiabilidad analítica, los resultados de la cuantificación generalmente se 

refieren a la masa de muestra seca o liofilizada [8]. Sin embargo, los niveles regulados, establecidos 

por organismos gubernamentales, se expresan siempre como los niveles de concentración en masa 

húmeda para facilitar la evaluación de las porciones comestibles [14].  

 En este trabajo, se propone un mejoramiento a un procedimiento de especiación de mercurio 

por HPLC-ICP-MS establecido previamente en el grupo de investigación [153], en el cual se utiliza 

el ion bismuto como estándar interno, para corregir las imprecisiones cometidas durante todo el 

procedimiento. Una de las mejoras que se propuso fue el uso de N-acetilcisteína en vez de L-cisteína, 

como agente acomplejante de las especies de Hg2+ y CH3Hg+. Puesto que cisteína utilizada 

previamente es del origen natural, el problema persistente en los análisis fue la contaminación de este 

compuesto con mercurio. Es por ello que en este trabajo se propuso utilizar N-acetilcisteína - un 

compuesto sintético el cual contiene mas bajas concentraciones de mercurio, lo que permitió 

disminuir la señal del blanco, además de que el uso de N-acetilcisteína mejoró un poco la separación 

cromatográfica de las especies de mercurio y del EI de bismuto. Otra mejora que se realizó al 

procedimiento fue el uso de sistema de digestión por microondas reduciendo el riesgo de pérdidas del 

analito por volatilización y posibles contaminaciones. Además, en contraste al trabajo anterior, para 

llevar a cabo la especiación de mercurio la calibración fue realizada siguiendo el protocolo de 

preparación de las muestras [153]. Finalmente, se realizó la especiación de mercurio en muestras de 

atún enlatado, donde los resultados obtenidos son comparables con otros estudios reportados y con 

los valores establecidos por diferentes organismos gubernamentales. 
 

IV.2.2. Parte experimental 

 Reactivos y soluciones. Todos los reactivos fueron grado analítico; agua desionizada (18.2 

MΩ cm, Labconco, USA), metanol grado HPLC y tolueno grado analítico (Sigma-Aldrich). Las 

soluciones estándar de las dos especies de mercurio a una concentración de 1000 mgHg l-1 se 
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prepararon disolviendo yoduro de metilmercurio (CH3HgI, Sigma) en metanol y cloruro de mercurio 

(HgCl2, Sigma) en ácido nítrico al 1% v/v y se almacenaron en frascos ámbar a 4°C.  

 La solución patrón del estándar interno (1000 mgBi l-1) fue preparada por disolución de 

nitrato de bismuto (Sigma) en 1% v/v de ácido nítrico. Todas las soluciones de trabajo fueron 

preparadas diariamente mediante dilución apropiada. 

 Se utilizaron los siguientes reactivos; ácido perclórico (Baker), ácido fosfórico (Aldrich), 

ácido nítrico (Fluca), ácido clorhídrico (Merck), L-cisteína (Sigma-Aldrich), N-acetilcisteína (Sigma-

Aldrich), fosfato de amonio dibásico (Sigma), trietilamina (Fluka), hidróxido de potasio (Sigma), 

hidróxido de sodio (Fluka) y material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle, valor 

certificado para mercurio total: 4.64 ± 0.26 mg kg-1; y metilmerurio: 4.47 ± 0.32 mg kg-1) fue del 

Consejo Nacional de Investigación, Canada. 

 Análisis HPLC-ICP-MS. Se utilizó un cromatógrafo de líquidos de Agilent serie 1050, el 

eluyente de la columna fue transportado directamente al sistema de introducción del espectrometro 

de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) vía tubería de corta longitud. La columna 

cromatográfica fue Gemini C18 (150 x 3 mm, 5 µm) de Phenomenex. El espectrómetro de masas fue 

modelo 7500ce de Agilent Technologies (Tokio, Japón) equipado con el nebulizador convencional 

tipo Meinhard para la determinación de mercurio total y el nebulizador MiraMist Teflón para el 

análisis de especiación de mercurio. La cámara de niebla tipo Peltier fue operada a 2°C. El 

procedimiento de tuning fue realizado diariamente usando la solución diluida de Agilent la cual 

contiene Li, Y, Tl, Ce en una concentración de 1 µg l-1 cada uno. Las condiciones de operación 

instrumental para el ICP-MS y el sistema cormatográfico se presentan en la Tabla 4. 
 

Tabla 4. Condiciones instrumentales del sistema HPLC-ICP-MS para la especiación de mercurio en 

tejido de pescado fresco y atún enlatado. 

ICP-MS. Determinación de mercurio total 
Potencia 1500 W 

Gas nebulizador 0.91 ml min-1 
Gas make-up 0.17 ml min-1 

Introducción de la muestra Meinhard nebulizer 
Conos muestra y skimmer Platino 

Isotopos monitoreados 200Hg, 202Hg, 209Bi 
Modo de adquisición Spectrum analysis 

Tiempo de integración 100 ms 
HPLC-ICP-MS. Análisis de especiación de mercurio 

Columna cromatográfica C18 (150 x 3 mm, 5 µm) 
 

Fase móvil 
2.5 mmol l-1 N-acetilcisteína, 12.5 mmol l-1 

(NH4)2HPO4, 0.05% trietilamina, pH 7:metanol 
(96:4, v/v) 

Temperatura Ambiente 
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Flujo 0.6 ml min-1 
Volumen inyectado 20 µl 

Potencia 1500 W 
Gas nebulizador 0.91 ml min-1 

Gas make-up 0.17 ml min-1 
Introducción de la muestra MiraMist Teflón® nebulizer 

Conos muestra skimer Platino 
Isotopos monitoreados 200Hg, 202Hg, 209Bi 
Modo de adquisición Time-resolved anlysis 

Tiempo de integración 60 ms 
 

 Digestión de muestras y determinación de Hg total por ICP-MS. Se colocó una alícuota 

(250 mg) de muestra fresca en un tubo de vidrio (10 ml), a la cual se le adicionaron 250 μl de solución 

estándar interno (2 mg l-1 In, Y, Bi, Rh; 5 mg l-1 de Sc; y 10 mg l-1 de Li), 1 ml de ácido nítrico 

concentrado y 750 µl de agua desionizada. La digestión asistida por microondas se llevó a cabo 

utilizando el equipo Discover SP-D (CEM) con el siguiente programa: temperatura 150 °C, rampa de 

temperatura 3 min, tiempo de reacción 6 min, presión máxima 300 psi y agitación alta. Después, las 

muestras fueron centrifugadas (13000 g, 10 min), y 200 µl de cada muestra se diluyó 25 veces con 

agua desionizada para ser introducidas en el sistema de ICP-MS.  Los isotopos 200Hg y 202Hg fueron 

monitoreados y sus senales fueron normalizados por la del estándar interno (209Bi). La calibración se 

realizó usando soluciones estándar mixtas que contenían 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 25, 50 μg l-1 de Hg 

y el estándar interno de Bi 10 μg l-1.  

 Especiación analítica de mercurio por HPLC-ICP-MS. Se pesaron alícuotas de 250 mg 

de tejido fresco en tubos de vidrio de 10 ml, 25 µl de estándar interno (1000 µgBi l-1) fueron 

adicionados y se procedió a su homogenización (politron) en presencia de ácido perclórico (1.3 ml, 

0.6 mol l-1), N-acetilcisteína (500 µl, 0.75 mol l-1) y 500 µl de una mezcla tolueno:metanol (1:1, v/v) 

de 0.5 a 2 minutos, dependiendo de la muestra. Enseguida las muestras fueron colocadas en un baño 

de ultrasonido por 1 h, centrifugadas durante 10 min a 3 000 x g y se tomaron 1000 µl de la fase 

acuosa a la cual se le agregaron 70 µl de hidróxido de potasio 9 mol l-1 para neutralizar el exceso de 

ácido perclórico (precipitación del KClO4) y 30 µl de ácido acético para ajustar a un pH 5. 

Nuevamente, las muestras fueron centrifugadas durante 10 min 10 000 x g. Después de la 

centrifugación, el sobrenadante se diluyó con la fase móvil (1:2, v/v) y se introdujo al sistema HPLC-

ICP-MS.  

 Las condiciones de separación y detección se resumen en la Tabla 4. La calibración fue 

realizada de manera similar a la preparación de las muestras mediante soluciones estándar que 

contenían Hg+ y CH3Hg+ en concentraciones de  0, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µg l-1 de mercurio cada uno y 

10 µg l-1 de Bi3+ como estándar interno.  
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 Para los experimentos de recuperación, junto con el EI, al tejido fresco se agregaron las 

especies mercuriales (Hg+ y CH3Hg+) para obtener concentraciones de 5 y 10 µg l-1 de Hg en 

soluciones finales. El blanco siempre se corrió en paralelo con las muestras. 
 

IV.2.3. Resultados y discusión 

 El objetivo de este trabajo fue, afinar el procedimiento desarrollado anteriormente [153],  

enfocándose en la disminución de la señal del blanco y llevando a cabo la digestión en un sistema de 

microondas.  

 En la preparación de la muestra se utilizó una etapa de homogenización/extracción con ácido 

perclórico, tolueno-metanol y N-acetilcisteína. La N-acetilcisteína fue utilizada en sustitución de 

cisteína, para acomplejar Hg2+ y CH3Hg+ formando los compuestos solubles en agua. En cuanto al 

EI, se optó por el mismo ión bismuto que en trabajo anterior debido a su afinidad al grupo sulfhidrilo 

presente en la N-acetilcisteína (similar a la del mercurio) y debido a su ausencia en la muestra original 

(se verifico experimentalmente). Cabe resaltar que el tratamiento de muestra se realiza en tres fases: 

(1) el precipitado de proteínas (ácido perclórico), (2) eliminación de lípidos descartando la (fase 

orgánica (tolueno) (3) recuperación de la fase agua-metanol que contiene los complejos de las 

especies de mercurio y del bismuto con N-acetilcisteína extraidos de muestra. La señal analítica se 

define como la relación entre el área del pico cromatográfico de la especie de mercurio respecto al 

área del pico cromatográfico de bismuto, lo que permite reducir los errores analíticos relacionados 

con cambios en rendimientos de extracción, mediciones de volúmenes, imprecisiones en la interface 

HPLC-ICP-MS, etc. 

 Se analizaron seis marcas diferentes de atún enlatado y tres tipos diferentes de pescado fresco 

las cuales fueron adquiridas en mercados locales de la ciudad de Guanajuato, México. Estas muestras 

fueron diregidas y analizadas por ICP-MS para obtener el contenido total de mercurio (c(Hg) en µg 

de Hg por kg del tejido fresco) y así poder evaluar el rendimiento de extracción de las especies de 

mercurio en las muestras. Aparte, se determinó el porcentaje de humedad en las muestras el cual 

estuvo en un rango del 77.8 – 82.1 %. En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos, del 

contenido total de mercurio, para tres réplicas de cada muestra, así como el resultado obtenido para 

el material de referencia DORM-2. Por otro lado, los resultados obtenidos en las muestras se 

encuentran en el intervalo de concentraciones de mercurio total reportado por la FDA obtenido en el 

programa de monitoreo (1999-2004): 230 – 1670 µgHg kg-1 masa fresca para musculo en el Golfo de 

México [154]. Además, los resultados en este estudio estuvieron en el rango de no detectables – 667 

µgHg kg-1 (referido a masa húmeda) y fueron consistentes con los reportado en Turquia (no 

detectables – 114 µgHg kg-1) [155], Libia (200 – 660 µgHg kg-1) [156] y en EE.UU (53 – 740 µgHg 
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kg-1) [157]. Finalmente, la concentración encontrada para Hg total en DORM-2 fue 4.51 ± 0.25 mg 

kg-1, de acuerdo con el valor certificado 4.64 ± 0.26 mg kg-1. 
 

Tabla 5. Resultados de la determinación de Hg total en diferentes marcas de atún enlatado y pescado 

fresco comercializado en la ciudad de Guanajuato, México, así como el resultado obtenido para el 

Material de Referencia DORM-2, obtenidos por ICP-MS. Se presentan los valores promedios con sus 

respectivas desviaciones estándar, basados en tres repeticiones independientes. 

Muestra Hg total, promedio ± DE, µg kg-1 
Atún A 25.9 ± 3.1 
Atún B 17.8 ± 3.6 
Atún C 391 ± 20 
Atún D 107 ± 14 
Atún E 319 ± 29 
Atún F 85.3 ± 29.4 

Pescado carpa (Cyprinus carpio) 12.3 ± 2.7 
Pescado huachinango (Lutjanus campechanus) n.d 

Aleta de mantarraya  667 ± 9 
DORM-2* (4.64 ± 0.26 mg kg-1) 4.51 ± 0.3* 

        *mgHg kg-1 

  Los resultados obtenidos por ICP-MS confirman que la determinación de Hg en atún 

enlatado y pescado fresco es necesaria para el control de la calidad de los alimentos, sin embargo es 

necesario llevar acabo el estudio de especiación en estas muestras para así conocer el contenido de 

CH3Hg+, la que es una de las especies más toxicas de mercurio y la que mayormente se encuentra en 

productos marinos. 

 Debido al cambio de cisteína por N-acetilcisteina, fue necesario revisarlas condiciones de 

separación cromatográfica reportadas anteriormente, para lo cual se tomaron en cuenta dos aspectos: 

(1) la resolución y separación de las especies de mercurio en tiempo relativamente corto y (2) 

compatibilidad de la composición de la fase móvil con la detección por ICP-MS. Para ello, se decidió 

utilizar una elución isocrática, baja concentración de sales inorgánicas y del modificador orgánico 

con el fin de asegurar la estabilidad del plasma, obtener una señal de línea base baja y estable, así 

como buena sensibilidad en la determinación de mercurio. 

 Las condiciones de la celda fueron optimizadas variando el flujo de He y midiendo la relación 

entre la señal del mercurio y señal de blanco. 

 En una primera instancia fueron estudiados los blancos obtenidos utilizando N-acetilcisteína 

y L-cisteína con el fin comparar el efecto de la posible contaminación por Hg2+. En la Fig. 14. se 

presentan los cromatogramas de HPLC-ICP-MS obtenidos para estos dos compuestos acomplejantes 

en donde se observa que la intensidad de la señal para Hg2+ es 5 veces mayor para L-cisteína en 

comparación con la N-acetilcisteína por lo cual esta última se utilizó para realizar los estudios de 
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especiación de mercurio con EI de Bi. Así mismo, se observó que con N-acetilcisteina se obtiene una 

mejor retención en la columna de Hg2+ y de Bi3+.  

 

 

Fig. 14. Cromatograma HPLC-ICP-MS obtenido en el análisis de soluciones blanco con: a) N-

acetilcisteína y b) L-cisteína (condiciones de separacion y detección se presentan en Tabla 4).  
 

 En la Fig. 15. se presenta como ejemplo un cromatograma obtenido en el análisis de una 

solución estándar de las dos especies de mercurio (25 µgHg l-1 de cada una) con EI de Bi (10 µgHg 

l-1). El tiempo total de separación en línea de las especies se obtuvo en 4.0 minutos. Los tiempos de 

retención obtenidos fueron para mercurio inorgánico de 2.25 ± 0.05 min y metilmercurio de 3.20 ± 

0.07 min (n=5) respectivamente. La elución de bismuto fue con el tiempo de retención de 2.52 ± 0.09 

min. Los tiempo de elución de las especies de mercurio y bismuto indican una mejor separación 

cromatográfica en comparación con el procedimiento ya establecido, donde se utiliza L-cisteína y en 

el cual el mercurio inorgánico y el bismuto co-eluian a un tiempo de 1.31 ± 0.02 [153]. Por otro lado, 

en la Fig. 15 se confirma la formación de complejos de Bi3+, CH3Hg+ y Hg2+ con N-acetilcisteina, 

asegurando la función adecuada del EI en la especiación de mercurio por HPLC-ICP-MS. 

 El uso de la técnica de ICP-MS permite obtener la información cuantitativa de los elementos 

(Hg y Bi) debido a su alta selectividad y, por lo tanto, la posibilidad de recompensar por incompleta 

resolución cromatográfica.   
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Fig. 15. Cromatogramas HPLC-ICP-MS obtenido en el análisis de una solución estándar de las 

especies de mercurio (25 µgHgHg l-1 de cada una) y de EI (10 µgBiHg l-1). 
 

  En la tabla 6 se muestran los parámetros analíticos obtenidos en el proceso de calibración. La 

cuantificación de la señal analítica se definió como la relación entre áreas de los picos 

cromatográficos de las especies de Hg respecto al EI de Bi.  
 

Tabla 6. Parámetros analíticos evaluados para las dos especies de mercurio. 

Parámetros Hg2+ MeHg+ 

Tiempo de retención ± DE, min 2.0 ± 0.05 3.2 ± 0.07 
Rango de calibración, μgHg l-1 2.5 - 50 2.5 - 50 

Señal Área de pico 
Isotopo 200Hg 202Hg 

Señal analítica 200Hg/209Bi 202Hg/209Bi 200Hg/209Bi 202Hg/209Bi 
R2 0.9987 0.9997 0.9945 0.9998 

LD, μgHg l-1 1.0 0.54 1.0 0.63 
LC, μgHg l-1 3.3 1.9 3.4 2.1 

 

 Asimismo, se observan valores más bajos para los límites de detección (LD) y de 

cuantificación (LC) de las dos especies utilizando el isotopo 202Hg, por lo cual este isotopo se 

seleccionó para realizar cuantificación de especies de mercurio en muestras de atún enlatado y 

pescado fresco. En la Fig. 16. se muestra el cromatograma HPLC-ICP-MS de una de las marcas de 

atún enlatado, junto con el cromatograma del blanco y dos cromatogramas obtenidos para la misma 

muestra después de adición de estándar de cada especie de mercurio (5 y 10 µgHg l-1); en esta Figura 

se observa la elución de las especies de mercurio con buena concordancia en tiempos de retención 

con los obtenidos para las soluciones estándar. 
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Fig. 16. Cromatogramas HPLC-ICP-MS obtenidos en el análisis de una muestra de atún enlatado, el 

blanco, dos adiciones estándar a la muestra de atún enlatado (5 y 10 µgHg l-1) y el EI (10 µgBi l-1). 
 

 Se llevó a cabo la cuantificación del mercurio inorgánico y de metilmercurio en µg Hg por 

kg de masa fresca utilizando el procedimiento propuesto. La recuperación de especies de mercurio en 

el procedimiento de especiación (%E) se evaluó, utilizando la siguiente formula: 

%E=
(������	
�(������



�(��

� ���% 

 En estos experimentos se obtuvieron valores de %E entre 91.2 – 115. La cuantificación de 

las dos especies de mercurio (Hg2+ y CH3Hg+) en muestras de tejido fresco se llevó a cabo 

considerando las áreas de los picos 202Hg/209Bi. Los resultados obtenidos mediante la calibración se 

presentan en la Tabla 7. Además, para la validación del procedimiento propuesto se analizó el 

Material de Referencia DORM-2 con el valor certificado para CH3Hg+ de 4.47 ± 0.32 mg kg-1 y para 

Hg total de 4.64 ± 0.26 mg kg-1 cuyos valores fueron en buena concordancia con los resultados 

obtenidos por HPLC-ICP-MS y los cuales se presentan en la Tabla 8 y en la Fig. 17. se presenta un 

cromatograma HPLC-ICP-MS del Material de Referencia DORM-2 con EI en el cual se observan 

similares tiempos de retención para las especies de mercurio y del EI, a los obtenidos en otro tipo de 

muestras. 

 

Fig. 17. Cromatograma HPLC-ICP-MS obtenido del análisis del Material de Referencia DORM-2 y 

un blanco con EI (10 µgBi l-1). 
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Tabla 7. Resultados de la determinación de las especies de mercurio en atún enlatado y tejido de 

pescado fresco (n=3). 

Muestra Hg total Especies de Hg, promedio ± DE, 
µgHg kg-1 

% E 

µgHg kg-1 Hg2+ CH3Hg+ 

Atún A 25.9 ± 3.1 nd 23.6 ± 1.9 97.7 
Atún B 17.8 ± 3.6 nd 15.5 ± 3.8 115 
Atún C 391 ± 20 nd 431 ± 15 115 
Atún D 107 ± 14 nd 109 ± 11 90.8 
Atún E 319 ± 29 nd 283 ±52 113 
Atún F 85.3 ± 29.4 nd 93.5 ± 5.9 91.2 

Pescado carpa  
(Cyprinus carpio) 

12.3 ± 2.7 nd 11.5 ± 1.1 107 

Pescado huachinango 
(Lutjanus campechanus) 

n.d nd nd - 

Aleta de mantarraya  667 ± 8 nd 648 ± 41 103 
DORM-2* 4.51 ± 0.25* 0.170 ± 0.022* 4.49 ± 0.18* 103 

*mgHg kg-1 
 

Tabla 8. Resultados de la determinación de las especies de mercurio en el Material de Referencia 

DORM-2 y su comparación con el valor certificado.  

Material de referencia Hg total 
mgHg kg.1 

Hg+ 
mgHg kg.1 

CH3Hg+ 
mgHg kg.1 

DORM-2, valor certificado 4.64 ± 0.26 - 4.47 ± 0.32 
DORM-2, ICP-MS 4.51 ± 0.25 - - 

DORM-2, ICP-MS-HPLC - 0.170 ± 0.22 4.49 ± 0.18 
 

 La concordancia entre los valores obtenidos entre ICP-MS y HPLC-ICP-MS y la buena 

relación obtenida por el Material de Referencia DORM-2, es una indicación de que se obtuvo una 

buena exactitud de los resultados para ambas especies. En conclusión, el procedimiento propuesto en 

este trabajo que consiste en la adición de Bi3+ como EI, el tratamiento de muestra con el ácido 

perclórico, tolueno:metanol y N-acetilcisteína y la separación/cuantificación por HPLC-ICP-MS 

puede ser utilizado en la especiación de mercurio en atún enlatado y pescado fresco.   

 Los factores de recuperación de las especies Hg2+ y CH3Hg+ en atún enlatado y pescado fresco 

fueron evaluados aplicando la ecuación recomendada por la IUPAC [158]. 
 

%R� = ���(�������
���á����
����(�������

��(���á����


∗ ��� 

 Donde: 

CDA: Concentración detectada de la especie A (Hg2+ o CH3Hg+ en µg kg-1). 

CA: Concentración adicionada de la especie A (Hg2+ o CH3Hg+ en µg kg-1). 

RA: Porcentaje de recuperación de la especie A. 
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 Mediante el empleo de esta ecuación se cumplió el objetivo de evaluar los rendimientos de 

recuperación de cada especie (Hg2+y CH3Hg+) en atún enlatado y tejido fresco de pescado. Los 

resultados de rendimiento obtenido por HPLC-ICP-MS para estas especies en términos de la 

concentración de mercurio inorgánico (c(Hg2+), µgHg kg-1 masa fresca), de metilmercurio 

(c(CH3Hg+), µgHg kg-1 masa fresca) se muestran en la Tabla 9. Como se puede observar en esta 

Tabla, los porcentajes de recuperación obtenidos indican aceptable exactitud de los resultados. 

 

Tabla 9. Porcentajes de recuperación de las especies Hg2+, CH3Hg+ con adición en forma separada 

para cada especie en atún enlatado y tejido de pescado.  

 
Muestra 

Hg2+ 
(µgHg kg-1 masa fresca) ± DE 

CH3Hg+ 
(µgHg kg-1 masa fresca) ± DE 

% RA 

Adicionada Detectada Adicionada Detectada Hg2+ CH3Hg+ 
 

Atún A 
0 Nd 0 23.5 ± 1.9   
50 45.3 ± 0.5 50 87.0 ± 2.8 90.5 127 
100 93.1 ± 4.7 100 112 ± 6 93.1 88.4 

 
Atún B 

0 Nd 0 15.5 ± 3.8   
50 54.3 ± 1.9 50 59.2 ± 1.1 109 87.5 
100 112 ± 12 100 108 ± 6 87.5 92.6 

 
Atún C 

0 Nd 0 431 ± 15   
50 40.4 ± 3.9 50 481 ± 11 80.9 102 
100 76.0 ± 1.8 100 525 ± 2 76.0 94.9 

Atún D 0 Nd 0 109 ± 11   
50 41.8 ± 0.4 50 150 ± 4 83.5 81.0 
100 93.3 ± 9.3 100 202 ± 13 93.3 92.7 

 
Atún E 

0 Nd 0 283 ± 52   
50 42.3 ± 10.3 50 337 ± 36 84.6 109 
100 86.3 ± 17.3 100 406 ± 11 86.3 123 

 
Atún F 

0 Nd 0 93.5 ± 5.9   
50 45.4 ± 4.1 50 152 ± 12 90.8 116 
100 95.4 ± 1.6 100 193 ± 3 95.4 123 

Pescado carpa 
(Cyprinus carpio) 

0 Nd 0 11.5 ± 1.1   
50 45.7 ± 4.3 50 57.5 ± 1.4 91.5 91.0 
100 95.0 ± 6.7 100 105 ± 14 95.0 93.7 

Pescado huachinango 
(Lutjanus campechanus) 

0 Nd 0 nd   
50 43.5 ± 2.9 50 47.7 ± 5.2 87.0 95.4 
100 93.9 ± 1.5 100 94.3 ± 2.3 94.0 94.3 

 
Aleta de mantarraya 

0 Nd 0 648 ± 41   
50 45.7 ± 4.3 50 694 ± 6 91.5 91.0 
100 95.0 ± 6.7 100 775 ± 28 95.0 127 
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IV.2.4. Conclusiones 

 Se ha modificado el procedimiento analítico para la especiación de mercurio inorgánico 

(Hg2+) y metilmercurio (CH3Hg+) en atún enlatado y tejido de pescado fresco. La novedad consistió 

en proponer N-acetilcisteína como un acomplejante de las especies de Hg2+, CH3Hg+ y Bi3+ (EI). La 

elección del EI fue con base en las similitudes entre iones Bi y Hg en términos de tamaño y carga, así 

como la afinidad al grupo –SH en N-acetilcisteina. Por otro lado, la capacidad de análisis 

multielemental de la técnica ICP-MS ha permitido registrar las señales de mercurio y del EI 

simultáneamente. De manera igual como en el procedimiento original,  la homogenización y 

extracción de especies de mercurio y de EI se llevó a cabo en una sola etapa, agregando al tejido 

fresco el ácido perclórico, la N-acetilcisteína (en lugar de cisteína) y la mezcla tolueno:metanol 

inmediatamente antes de la homogenización con ayuda de un politrón. Para mejorar el rendimiento 

de la extracción, se colocó la mezcla obtenida en el baño de ultrasonido. 

 Se obtuvieron los valores más bajos de límites de detección (LD) para Hg2+ y CH3Hg+, 0.54 

y 0.63 µgHg l-1 respectivamente, utilizando el isotopo 202Hg, así como una mejor linealidad (R2 0.9997 

y 0.9998 para Hg2+ y CH3Hg+ respectivamente) en comparación con los resultados obtenidos para 
200Hg. Asimismo, se ha demostrado que el procedimiento propuesto presenta una buena exactitud 

debido a la concordancia entre los valores obtenidos entre ICP-MS y HPLC-ICP-MS y los resultados 

congruentes con valores certificados para Hg el Material de Referencia DORM-2. Además, los 

resultados obtenidos en el análisis de varios productos de pescado adquiridos en mercados locales 

para mercurio total estuvieron en el intervalo de no detectable hasta 667 µgHg kg-1 (referido a masa 

fresca) lo que indica que todas las muestras analizadas están por debajo del nivel de acción establecido 

por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos. 

 El procedimiento propuesto ser recomendado para la determinación de dos especies de en 

muestras de pescado y atún enlatado, proporcionando datos que pueden ser directamente comparados 

con valores establecidos por diferentes regulaciones gubernamentales (concentración de Hg en masa 

fresca). 
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IV.3. Aplicación de MALDI-TOFMS en combinación con el método de mínimos cuadrados 

parciales (PLS2) para la determinación de mercurio y cobre en pescado, utilizando ditizona 

como agente acomplejante y Ag(I) como estándar interno 
 

IV.3.1. Introducción 

 La determinación de trazas de metales/metaloides en alimentos es muy demandada y existe 

un gran número de técnicas de espectrometría atómica disponibles para este tipo de análisis [159]. 

Entre ellas, destaca la espectrometría de masas con ionización en plasma acoplado inductivamente 

(ICP-MS) debido a su alto poder de detección, amplio rango dinámico, capacidad multi-elemental e 

isotópica; sin embargo, las interferencias espectrales y el alto costo del análisis a veces se consideran 

como sus puntos débiles [159-162]. Como alternativa, la espectrometría de masas de alta resolución 

(HRMS, por sus siglas en inglés) con una fuente de ionización suave puede ser usada con un enfoque 

cuantitativo con la ventaja adicional de confirmación/identificación de especies químicas en una 

variedad de matrices [162-165]. 

 Las principales características de la espectrometría de masas de alta resolución con 

ionización/desorción láser asistida por matriz (MALDI-HRMS, por sus siglas en inglés) incluyen una 

gran rapidez en la adquisición de los datos, capacidad de análisis de especies polares y no-polares en 

un amplio rango de valores de m/z, simplicidad de procedimientos a microescala y alta sensibilidad. 

Esta técnica ha demostrado su potencial para el análisis de moléculas grandes que contienen metales, 

como las metaloproteínas, biomoléculas que contienen metales en su estructura y otro tipo de 

compuestos a los que se introduce ion metálico intencionalmente como un marcador, logrando una 

mejor selectividad y detectabilidad de ciertas moléculas [166-170]. Además, MALDI-HRMS también 

se ha utilizado para estudiar los mecanismos de reacción y para la elucidación estructural de 

complejos metálicos [171-174]. Por otra parte, las aplicaciones para la cuantificación de pequeñas 

moléculas que contienen metales (por debajo de m/z 800) han sido pocas [175, 176] principalmente 

debido al ruido de fondo causado por los iones relacionados con la matriz y la incierta homogeneidad 

de la muestra co-cristalizada con la matriz [163, 177]. 

 En los últimos años, la investigación se ha centrado en mejorar el rendimiento analítico de la 

desorción/ionización por láser (LDI) para moléculas pequeñas. Se han probado diferentes mezclas de 

matrices comerciales y se han propuesto nuevos compuestos químicos [177-180]; en paralelo, varias 

técnicas de LDI asistidas por cierto tipo de superficie fueron desarrolladas y algunas de ellas se usaron 

para la determinación de metales [181]. Estas técnicas están libres de matrices volátiles y 

proporcionan una buena tolerancia a las sales u otros contaminantes; sin embargo, la eficacia de la 

desorción/ionización del analito depende en gran medida de la naturaleza química y del tamaño del 

nanomaterial aplicado en la superficie; además, a menudo se ha reportado que LDI es menos eficiente 
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con respecto a la matriz química convencional [182-185]. A pesar de los avances recientes, MALDI-

HRMS continúa siendo una técnica conveniente y fácil de utilizar para el análisis de rutina de 

moléculas pequeñas en muestras reales [186]. 

 Esta parte de trabajo ha sido enfocada en el análisis de Hg y Cu en pescado fresco y diferentes 

marcas de atún enlatado utilizando MALDI-TOFMS con matriz química comercial. El mercurio fue 

seleccionado como un típico metal tóxico que se acumula en organismos acuáticos y entra en la 

cadena alimenticia [187]. El papel esencial del segundo elemento, el cobre, está bien documentado, 

pero su homeostasis puede verse afectada debido a la ingesta dietética insuficiente o excesiva que 

conduce al aumento del estrés oxidativo y al aumento del riesgo de varias patologías relacionadas 

[188, 189]. La determinación de estos dos elementos se realizó utilizando la técnica convencional de 

MALDI combinada con la espectrometría de masas de tiempo de vuelo (TOFMS). La estrategia 

aplicada para lograr un rendimiento analítico comparable al de ICP-MS incluye los siguientes pasos: 

(i) extracción de los analitos en forma de sus complejos con ditizona y la eliminación del exceso de 

ditizona; (ii) el uso de plata (Ag(I)) como estándar interno (EI); (iii) selección de una matriz química 

adecuada; (iv) ajuste de la relación entre cantidades de muestra y matriz y de los parámetros 

instrumentales para lograr la mayor relación señal/ruido posible; (v) aplicación del método de 

mínimos cuadrados parciales (PLS2) para la predicción multivariable de Hg y Cu. Una vez que se 

establecieron las condiciones finales, los resultados obtenidos en el análisis de varias muestras de 

pescado fresco fueron similares a los obtenidos por ICP-MS. El procedimiento propuesto utilizando 

MALDI-TOFMS con cuantificación PLS2 parece ser una alternativa atractiva para la determinación 

de metales traza en alimentos debido a la dimensión a microescala, la simplicidad, una rápida 

adquisición/procesamiento de datos, y un menor costo del análisis en comparación con cualquier 

técnica de espectrometría atómica. 
 

IV.3.2. Parte experimental 
 

Material y métodos 

 Reactivos y muestras. Todos los reactivos fueron de grado analítico de pureza. Agua 

desionizada (18.2 MΩ cm, Labconco); metanol grado HPLC, acetona, acetonitrilo, ciclohexano y 

cloroformo (Sigma) fueron utilizados.  

 Soluciones estándar de cobre, mercurio y plata (1000 mg l-1 cada una) fueron de Sigma y la 

mezcla de estándares internos para espectrometría de masas con ionización en plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS) fue de Agilent Technologies. Se usaron los siguientes reactivos Sigma: 

ditizona (Dz), ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA), ácido nítrico, ácido clorhídrico, hidróxido 



75 
 

de amonio, hidróxido de sodio, peróxido de hidrogeno, formiato de amonio, sal disódica del ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA).  

 Material de referencia certificado DORM-2 (dogfish muscle, valor certificado para mercurio 

total: 4.64 ± 0.26 µg g-1) fue del Consejo Nacional de Investigación, Canada; también se usaron hojas 

de cítricos NIST1572 con valores de referencia para Cu 16.5 ± 1.0 μg g-1 y para Hg 80 ± 20 μg g-1. 

Seis productos de atún enlatado (A-F) fueron comprados en un mercado local en la ciudad de 

Guanajuato, México, y fueron liofilizados antes del análisis. El tejido de pargo rojo liofilizado se usó 

para la evaluación de los límites de cuantificación de MALDI-TOFMS; el análisis por ICP-MS de 

esta muestra mostró una concentración de Cu 183 ± 5 µg kg-1 y no se detectó mercurio en esta muestra.  
 

Procedimientos de limpieza 

 El reactivo de ditizona se oxida fácilmente y generalmente contiene trazas de iones metálicos 

[190]. En este trabajo, se utilizó siempre solución recién purificada de ditizona 0.01 % m/v en 

metanol. Para ello, se extrajeron 250 mg de Dz con 50 ml de cloroformo (vortex, 5 min); enseguida, 

se tomó la fase orgánica y se agregaron 25 ml de hidróxido de amonio (1% m/v). La Dz re-extraida 

en la fase acuosa, se precipito mediante la adición gota a gota de ácido clorhídrico 6 mol l-1 y el 

sedimento fue recuperado. El procedimiento se repitió tres veces y la solución se preparó disolviendo 

50 mg de polvo seco en 50 ml de metanol (0.1% m/v).  

 Los tubos de vidrio para la digestión en microondas (10 ml) y los tubos falcón de 

polipropileno BlueCap (15 ml) se limpiaron llenándolos con ácido nítrico al 10 % v/v (24 h) y luego 

enjuagándo con agua desionizada. Las impurezas residuales de metales traza se acomplejaron con 

ditizona (0.01% m/v en metanol) y se extrajeron en cloroformo. Finalmente, los tubos se enjuagaron 

tres veces con agua desionizada.  

 Digestión de muestras y determinación de Hg y Cu por ICP-MS. Se colocó una alícuota 

(200 mg) del material liofilizado en un tubo de vidrio, a la cual se le adicionaron 250 μl de solución 

estándar interno (2 mg l-1 de In, Y, Bi, Rh; 5 mg l-1 de Sc; y 10 mg l-1 de Li), 1 ml de ácido nítrico 

concentrado y 750 µl de agua desionizada. La digestión asistida por microondas se llevó a cabo 

utilizando el equipo Discover SP-D (CEM) con el siguiente programa: temperatura 150 °C, rampa de 

temperatura 3 min, tiempo de reacción 6 min, presión máxima 300 psi y agitación alta. Después, las 

muestras fueron centrifugadas (13000 g, 10 min), y 200 µl de cada muestra se diluyó 25 veces con 

agua desionizada para ser introducidas en el sistema de ICP-MS. Se utilizó un espectrómetro de masas 

de plasma acoplado inductivamente (Modelo 7500ce; Agilent Technologies) con un nebulizador 

Meinhard y cámara de niebla tipo Peltier (2°C), con las condiciones instrumentales de funcionamiento 

descritas anteriormente [191, 192]. Los isotopos 63Cu, 65Cu, 200Hg, 202Hg, 107Ag, 109Ag fueron 
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monitoreados y estandarizados por las señales de 89Y y 209Bi respectivamente. La calibración se 

realizó utilizando soluciones estándar mixtas que contenían 0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 25, 50 μg l-1 de 

Hg y Cu y los estándares internos, Y y Bi (10 μg l-1 cada uno). Los límites de detección fueron de 51 

ng l-1 para Cu y 150 ng l-1 para Hg; los límites de detección del método se evaluaron usando el tejido 

digerido de pargo rojo diluido 20 veces obteniéndose los valores de 11 ng g-1 y 32 ng g-1, 

respectivamente [193]. Para verificar la exactitud, se usó el material de referencia Citrus Leaves NIST 

1572; las concentraciones de cobre y mercurio encontradas en análisis por triplicado de este material, 

fueron de 16.3 ± 0.5 µgCu g-1 y 76 ± 2.4 µgHg g-1 y concordaron con los valores certificados 16.5 ± 

1.0 µgCu g-1 y 80 ± 20 µgHg g-1 respectivamente. Para el mercurio total en el material de referencia 

DORM-2, se encontraron 4.62 ± 0.09 µg g-1 en análisis por triplicado, y también estuvieron en 

consistencia con el valor certificado (4.64 ± 0.26 µg g-1). 

 Mediciones espectrofotométricas UV/Vis. Una serie de soluciones de estándares 

individuales (5 ml, 5 mg l-1 de Cu(II), Hg(II) y Ag(I)) fueron preparadas el pH de 1 a pH  7 y cada 

una de ella fue mezclada con 1 ml de ditizona (0.01 % m/v en metanol); enseguida se llevó a cabo su 

extracción con 1 ml de ciclohexano y los espectros de absorción UV/Vis se obtuvieron utilizando un 

espectrofotómetro de microplacas Multiscam GO (Thermo Scientific). Para cada solución, se registró 

su máximo de absorbancia; complejo de cobre (548 nm), mercurio (484 nm) y plata (462 nm). 

 Análisis de los complejos de ditizona por ESI-QTOF y MS/MS. Soluciones estándar de 

los iones metálicos individuales (500 µl, 5 mg l-1 de Cu, Hg y Ag) se prepararon ajustando el pH 3 

con formiato de amonio 1 mol l-1, enseguida se añadieron 100 µl de ditizona (0.01 % m/v en metanol) 

a cada tubo y la extracción se llevó acabo con 500 µl de ciclohexano. Se recuperó la fase orgánica y 

se eliminó el exceso de ditizona con 200 µl de hidróxido de amonio 5 % v/v (vórtex, 1 min). La fase 

orgánica se evaporó (SpeedVac, 30 °C) y se reconstituyó en 500 µL de acetonitrilo. Las soluciones 

obtenidas se diluyeron con acetonitrilo:HCOOH  0.1 % v/v para obtener una concentración final del 

metal de 100 µg l-1 y se introdujeron directamente por infusión (3 µl min-1) a la fuente ESI de un 

espectrómetro de masas con separador de quadrupolo y tiempo de vuelo (maxis impact ESI-QTOF-

MS equipado con Data Analisis 4.1, Bruker Daltonics). ESI fue operado en modo positivo con voltaje 

de rociado de 4500 V, flujo de gas nitrógeno 4 l min-1, nitrógeno como gas de secado (180 °C) y 

presión del gas nebulizador de 0.4 bar. La calibración de masa externa se realizó en base a aductos 

de formiato de sodio. 

 Procedimiento MALDI-TOFMS. Para la digestión asistida por microondas, se colocaron 

200 mg de material liofilizado en un tubo de vidrio junto con 1 ml de agua y 1 ml de ácido nítrico 

concentrado; y el programa de digestión se aplicó como se describió anteriormente. Enseguida, los 

tubos se transfirieron a una placa de calentamiento, dos porciones de 500 µl de peróxido de hidrógeno 
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se añadieron sucesivamente y las muestras se mantuvieron a 90 °C durante 1 h para completar la 

mineralización. Finalmente, las muestras se pasaron a tubos falcón de 15 ml, donde se ajustó el pH 3 

mediante la adición de formiato de amonio 1 mol l-1 e hidróxido de sodio 10 mol l-1, y el volumen se 

llevó a 5 ml. Las soluciones de calibración se prepararon manteniendo el mismo volumen de 5 ml y 

pH 3 (ácido nítrico, formiato de amonio, hidróxido de sodio). Para la calibración univariante, las 

soluciones estándar mixtas contenían cobre y mercurio a 0, 10, 20, 40, 60 µg l-1 cada una. Para el 

método de mínimos cuadrados parciales (PLS2), una serie de 21 soluciones se preparó conteniendo 

las concentraciones 0; 10; 20; 40; 60 μg l-1 de cada analito y de acuerdo con un diseño factorial medio. 

Para la formación de complejos, se añadió 1 ml de una solución de ditizona 0.01% m/v en metanol la 

cual contenía estándar interno (Ag (I)) para garantizar la concentración de 25 μg l-1 de plata en todas 

las soluciones analizadas. La extracción se llevó a cabo con 1.5 ml de ciclohexano y 1 minuto de 

vortex; después se recuperó la fase orgánica y se eliminó el exceso de ditizona por re-extracción con 

500 µl de hidróxido de amonio (pH>11). Finalmente, el solvente orgánico se evaporó (30 ° C, 

SpeedVac) y el residuo se reconstituyó en 100 µl de acetona. 

 Se utilizó un equipo MALDI-TOF-MS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics con el 

software flexControl 3.4 y flexAnalysis 3.4. Este instrumento está equipado con un láser 

smartbeamTM-IINd:YAG (335 nm, 532 nm, 1064 nm). Para la cristalización se utilizó el método de 

gota seca (dried droplet); se depositaron 0.6 μl de las soluciones de calibración o del extracto de la 

muestra en una placa de MALDI (MTP 384 target plate ground steel BC), de acerró inoxidable, 

seguido de 1 μl de matriz HCCA (2 mg ml-1 en acetona:agua 98:2), y se secó a temperatura ambiente. 

Los espectros de MS fueron adquiridos en el rango de m/z 560 – 725 en modo reflector positivo, 

utilizando una intensidad de laser del 20 % y una frecuencia de 1000 Hz. 

 Para cada muestra depositada en la placa de MALDI, se adquirió la suma de espectros a partir 

de diez réplicas de 50 disparos de láser. Para la calibración de masa interna, se utilizó el valor 

monoisotópico de m/z 615.044 correspondiente a Ag(I)-Dz.  

 Análisis estadístico. A los espectros MALDI-TOFMS obtenidos, se les realizó la corrección 

de la línea base, los datos espectrales se guardaron en Excel 2007 y fueron exportados al programa 

The Unscrambler (CAMO). Este software fue utilizado para realizar la regresión de mínimos 

cuadrados parciales (PLS2). 

 Para la calibración de un componente, las funciones de regresión lineal se obtuvieron 

utilizando Microsoft Excel 2007. 

 Todos los análisis se llevaron a cabo por triplicado; se realizó una estadística descriptiva para 

obtener los valores promedio y las desviaciones estándar respectivas. Los resultados obtenidos por 
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MALDI-TOF-MS y por ICP-MS se compararon estadísticamente usando la prueba t-test (Statistica 

for Windows, Statsoft Inc.) con un nivel de significancia p < 0.05. 
 

IV.3.3. Resultados y discusión 

 Selección del estándar interno, formacion de complejos y condiciones de extracción.  

La ditizona forma complejos 2:1 sin carga con cobre a pH 1-8 [194] y con mercurio a pH 1-4 [194-

197]. Asimismo, se seleccionó plata (Ag(I)) como EI porque reacciona con la ditizona bajo 

condiciones similares (pH 1-5) [190] y difícilmente se encuentra en los tejidos de pescado enlatado o 

fresco. En efecto, plata no fue detectada por ICP-MS en ninguna de las muestras digeridas con ácido. 

Además, los únicos otros dos iones metálicos que forman complejos con ditizona sin carga en 

condiciones ligeramente ácidas son paladio y oro [190, 196, 197], los cuales tampoco fueron 

detectados en las muestras. Los tres complejos metálicos con ditizona (Cu(II), Hg(II) y Ag(I)) se 

extrajeron en fase orgánica; este paso del procedimiento ayuda a eliminar interferencias de especies 

polares o cargadas y permite la preconcentración. Cabe mencionar también, que es importante que la 

la formación de complejos cambie las señales del analito en el espectro de masas hacia valores más 

altos de m/z. Las condiciones experimentales para la complejación y la extracción se adoptaron a 

partir de estudios previos [190] y también fueron estudiados por espectrofotometría UV/Vis. Para los 

tres iones metálicos, se prepararon soluciones estándar de sus complejos en un rango de pH de 1-8 y 

se midió la absorbancia en máximo de las bandas respectivas para cada complejo: cobre (548 nm), 

mercurio (484 nm) y plata (462 nm). Los resultados se muestran en Figura 18, observándose que las 

intensidades relativamente altas de cada uno de los complejos correspondieron a las condiciones de 

pH de la fase acuosa cerca pH 3.  

 

Fig. 18. Efecto de pH de la solución acuosa sobre la intensidad de las señales de los complejos después 

de su extracción al ciclohexano (señal relativa se calculó normalizando la absorbancia obtenida en 

cada una de las soluciones por el valor máximo): cobre (548 nm), mercurio (484 nm) y plata (462 

nm). 
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 Para el análisis de muestras de alimentos digeridos con ácido, se ajustó el pH a 3 mediante la 

adición de formiato de amonio e hidróxido de sodio, obteniéndose un volumen final de 5 ml, como 

se describió anteriormente. Cabe resaltar que se necesitó una digestión más eficiente de las muestras 

para el procedimiento con MALDI en comparación con el procedimiento por ICP-MS, porque el 

estándar interno (Ag (I)) presenta una alta afinidad por las especies orgánicas que interfieren con la 

formación de su complejo con ditizona. De hecho, después del tratamiento con agua oxigenada, las 

señales Ag(I)-Dz en los espectros de masas presentaron una buena repetibilidad e intensidad, lo que 

permitió  establecer la concentración de 25 µg l-1 de Ag referida a 5 ml en las soluciones de calibración 

y de la muestra. Entre varios disolventes adecuados para la extracción de complejos metal-ditizona, 

se seleccionó ciclohexano debido a la baja solubilidad del ligando en este disolvente (0.14 g l-1) [190]. 

El volumen del disolvente de 1 ml se utilizó para facilitar su evaporación en un tiempo razonable y 

la fluctuación de la señal debida a cambios en la eficiencia de la extracción se ajustó usando el IS. 

Finalmente, cabe resaltar que incluso una baja concentración de ditizona en la fase orgánica causa 

ruido de fondo en un intervalo de masas m/z bajo, por lo que era necesaria su eliminación por re-

extracción con hidróxido de amonio. 

 Espectros de masas de los complejos de Cu, Hg y Ag con ditizona. Para ESI-QTOF-MS 

se obtuvieron los complejos individuales (como se describe en la sección V.1.2). La formación de 

iones con una sola carga se confirmó mediante medición de su masa exacta; los errores de masa 

fueron: 0.2 ppm para Cu (C26H20CuN8S2), 2.7 ppm para Hg (C26H21HgN8S2) y 1.6 ppm para Ag 

(C26H20AgN8S2). En la Fig. 19, se comparan los patrones isotópicos experimentales con los obtenidos 

teóricamente y se presentan las estructuras moleculares respectivas. Nuestros resultados indican que 

las especies iónicas con una sola carga en la fase gaseosa presentan una estequiometria ligando-metal 

2:1 y no se produce ninguna fragmentación en la fuente de ESI, lo que coincide con un estudio previo 

[198]. Durante el proceso ESI, el reordenamiento de la carga dentro de las moléculas es usual y en 

este trabajo, se observó la reducción de Cu(II) a Cu(I) como ya se ha reportado anteriormente no solo 

para los complejos de ditizona [198] sino también para Cu(II) unido a aminoácidos [199], péptidos 

[200], 1,2,4 triazoles [201] u otros ligandos orgánicos [202, 203].  

 Los resultados de ESI-QTOFMS y MALDI-QTOFMS sugieren que la estructura de los 

complejos metálicos también se conservaría la misma en ambos procesos de ionización. De hecho, 

para cada uno de los tres complejos metálicos, las señales más intensas que contienen estos complejos 

en los espectros MALDI-TOFMS coinciden con los valores de m/z y con los patrones isotópicos 

obtenidos usando la ionización por electronebulización. Los patrones isotópicos experimentales se 

muestran en la Fig. 19. Cabe mencionar que, para una mayor claridad en la presentación de los 

resultados, los espectros para soluciones estándar individuales (20 μg l-1 Cu (II), 20 μg l-1 Hg (II), 25 
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μg l-1 Ag (I)) se adquirieron utilizando las condiciones finales seleccionadas para el procedimiento 

MALDI-TOFMS (sección V.1.2). 

 

Fig. 19. Patrones isotópicos experimentales obtenidos para los complejos con ditizona por ESI-

QTOF-MS y por MALDI-TOF-MS; Los espectros teóricos calculados y la estructura propuesta de 

los iones se presentan para: (a) cobre, (b) mercurio y (c) plata. 
 

 En vista de que los procesos redox que ocurren durante la ionización suave no son 

completamente comprendidos, es particularmente interesante que este mismo ion Cu(I)-Dz en fase 
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gaseosa se formó en la fuente ESI y en MALDI. Para los complejo de Cu(II) analizados por ESI, se 

han considerado dos mecanismos: la transferencia interna de electrones del ligando y transferencia 

de electrones de la molécula del disolvente [202, 203]. Debido a las condiciones libres de solventes 

en MALDI, nuestros resultados apuntan a la transferencia interna de electrones de ligando a metal. 

Por otro lado, no hemos encontrado ninguna referencia o trabajo previo sobre la reducción de Hg(II) 

o Ag(I) durante la ionización suave de sus complejos orgánicos y en este trabajo tampoco se ha 

observado tal reducción. 

 Aunque se pudieron utilizar dos técnicas de ionización para determinar Cu y Hg en forma de 

complejos con ditizona, se seleccionó MALDI debido a su alto rendimiento y rapidez, mejor 

eficiencia de ionización, ausencia de efectos de memoria, mayor tolerancia a la matriz de la muestra 

y menor costo de análisis [178]. También debe mencionarse el aspecto de la química verde de MALDI 

en términos de uso reducido de solventes orgánicos [204]. 

 Configuración de las condiciones MALDI-TOFMS. La ditizona y sus complejos con tres 

iones metálicos presentan bandas de absorción en las proximidades de la longitud de onda de 

excitación del láser Smartbeam™-II Nd:YAG 532 nm, por lo tanto, se exploró primero la posibilidad 

de la desorción/ionización sin matriz. Puesto que no se observaron señales con padrón isotópico de 

ninguno de los metales para la concentración de 1 mg l-1 de cada uno de ellos se optó por probar el 

ácido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB), ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA) y matriz 

universal (mezcla 1:1 de 2,5-DHB y HCCA) como matrices típicas recomendadas para moléculas de 

baja masa molecular en un modo de ionización positiva [205]. En la aplicación de HCCA y 2,5-DHB 

en el análisis de péptidos, se reporta la longitud de onda de excitación óptima de 340 - 355 nm y 320 

- 335 nm, respectivamente [206], las cuales coinciden con la longitud de onda del láser Smartbeam™-

II Nd:YAG 355 nm. Además, estas dos matrices y sus mezclas también se han utilizado con éxito en 

el análisis de compuestos que contienen metales [174, 205]. Inicialmente, las matrices fueron 

preparadas de acuerdo con los protocolos establecidos por Bruker para la preparación de las muestras 

para MALDI (Bruker, #702557) y se mezclaron en relación 1:1 (v/v), con la solución de complejos 

metálicos en acetona, para su co-cristalización por el método de gota seca. Para soluciones estándar 

de cada uno de los iones, se observó la mejor intensidad de pico, la formación de iones de con una 

sola carga y la ausencia de fragmentación de complejos utilizando HCCA, por lo cual se seleccionó 

esta matriz para el posterior desarrollo del procedimiento analítico. Cabe destacar que nuestra 

elección coincide con las recientes recomendaciones para el análisis cuantitativo de moléculas de baja 

masa  molecular por  MALDI [186]. 

 El siguiente objetivo fue garantizar una co-cristalización homogénea y obtener una relación 

señal-ruido lo más alta posible. Manteniendo la concentración de HCCA a 10 mg ml-1 y la 
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concentración de los iones metálicos en la solución estándar a 100 µg l-1, se probaron diferentes 

técnicas de preparación y depósito de la muestra en la placa de MALDI, de acerró inoxidable, así 

como diferentes solventes [190, 207]. Con base en estos experimentos, se decidió depositar 

sucesivamente soluciones de muestra y matriz y además usar acetona como solvente volátil en ambos 

casos, para que la matriz y los complejos metálicos sean solubles. También se observó que sin la 

acidificación de la solución de HCCA con ácido trifluoroacético o ácido fórmico, las intensidades de 

las señales para los complejos metálicos eran mayores. La adición de nitrocelulosa [208] mejoró la 

homogeneidad pero también causó la supresión de la señal por lo que este aditivo para la co-

cristalización no se consideró más. Por su parte, se estudió el efecto de la relación de muestra con 

matriz sobre la intensidad de senales y sobre el ruido [207]: después de la evaporación de ciclohexano, 

los complejos metálicos (100 µg l-1 cada uno) fueron reconstituidos en 20, 40, 100, 200 y 400 µl de 

acetona y 0.6 µl de la solución obtenida se mezcló con 1 µl de HCCA 10 mg ml-1 sin diluir y diluida 

2, 3, 5, 10 y 20 veces con acetona. Los espectros de masas se obtuvieron utilizando un solo ciclo de 

50 disparos de láser y los límites de detección (DLs) fueron estimados para cada preparación; los más 

bajos DLs fueron de 0.4 µg l-1 para Cu y 0.8 µg l-1 para Hg los cuales corresponden a una muestra 

diluida cinco veces y una matriz diluida cinco veces.  

Los límites de detección se estimaron en base a la relación señal/ruido realizando tres replicas en cada 

uno de los casos; los resultados se muestran en la Fig. 20. Cabe mencionar que los valores en Fig. 20 

no pueden considerarse como límites de detección del método porque se obtuvieron utilizando series 

individuales de disparos de láser para diferentes diluciones de concentraciones relativamente altas de 

iones metálicos (100 μg l-1).  

 

Fig. 20. Límites de detección estimados valuados para los tres complejos metálicos usando diferentes 

diluciones de muestra y matriz, respectivamente. 
 

 Finalmente, la intensidad del láser, el número de disparos y el modo de adquisición de los 

espectros se ajustaron bajo el criterio de la obtención de una relación señal-ruido lo más alta posible 

y una buena repetibilidad (las condiciones finales seleccionadas se muestran en la sección V.1.2).  
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Como se mencionó anteriormente, la baja intensidad del láser con relativamente pocos disparos por 

serie fue favorable para mantener el ruido espectral bajo y para obtener una buena repetibilidad, 

mientras que la suma de las señales obtenidas en sucesivas series proporcionó una mejor sensibilidad. 

La mejor repetibilidad de la señal se obtuvo seleccionando el modo “small spiral measuring raster” 

de las opciones instrumentales disponibles. 

 Los espectros de masas obtenidos para un blanco y una mezcla de estándar (20 µg l-1 de Cu 

y Hg, 25 µg l-1 Ag) utilizando las condiciones finales de adquisición se presentan en la Fig. 21; se 

puede observar que los iones de las moléculas protonadas de Cu, Hg e EI aparecen en regiones de m/z 

libres de señales de fondo altas.  

 

Fig. 21. Espectros MALDI-TOF-MS obtenidos utilizando las condiciones experimentales y de 

operación instrumental seleccionadas finalmente, para (a) solución estándar conteniendo Cu(II), 

Hg(II) (20 μg l-1 cada uno) y Ag (I) (25 μg l-1) y (b) solución de blanco.  
 

 En las Fig. 22a, 22b y 22c se muestran espectros de los complejos metálicos en soluciones 

estándar (10 µg l-1 Cu, 20 µg l-1 Hg y 25 µg l-1 Ag) preparadas independientemente en 4 diferentes 

días, mientras que en la Fig. 22d se proporcionan los valores promedio para las señales más intensas 

junto con sus respectivas desviaciones estándar. Las desviaciones estándar relativas fueron las 

siguientes: 3.7% para Cu (m/z 571.06), 6.2% para Hg (m/z 711.12) y 6.5% para Ag (m/z 617.01). 

Tomando las señales de Cu y Hg normalizadas por EI, las desviaciones estándar relativas 

disminuyeron (3.1% para Cu y 2.2% para Hg), lo que indica que la aplicación de Ag(I)-Dz como 

estándar interno mejora la precisión del procedimiento. 
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Fig. 22. Repetibilidad de los espectros MALDI-TOF-MS obtenidos para las soluciones estándar 

preparadas en cuatro días diferentes (10 μg l-1 Cu, 20 μg l-1 Hg, 25 μg l-1 Ag): (a) Cu(I)-Dz; (b) Ag(I)-

Dz; (c) Hg(II)-Dz; (d); valores promedios de intensidades de señal con sus respectivas desviaciones 

estándar. 
 

 Calibración de un componente. Se preparó una serie de soluciones estándar mixtas que 

cubren el rango de concentración 0 - 60 µg l-1 de Cu y Hg (25 µg l-1 de Ag como EI) y cada una de 

ellas fue depositada por triplicado en tres pozos de la placa MALDI. Luego se adquirieron espectros 

de cada pozo con tres repeticiones sucesivas y se usaron todas las intensidades individuales de la 

señal más abundante para obtener la función de regresión lineal para cada metal. En la Tabla 10, se 

presentan los parámetros analíticos que se evaluaron empleando la señal del analito directamente y 

después de la normalización con EI (m/z 617.01). Como se puede observar, los límites de detección 

de calibración fueron de alrededor de una parte por billón, lo que hace que el procedimiento sea 

atractivo para la determinación de elementos traza. Cabe destacar que la aplicación del complejo de 

ditizona-Ag(I) como EI dio como resultado una mejor linealidad de la función de calibración, límites 

de detección y cuantificación ligeramente mejores y una mejor repetibilidad (Tabla 10).  Los límites 

de detección y cuantificación del método se evaluaron en base a la calibración realizada en presencia 

de matriz de la muestra (muestra de pargo rojo diluida 10 veces) [193]. Para la comprobación de la 
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exactitud, se aplicó el método de adición estándar. Específicamente, se añadieron alícuotas de 

soluciones estándar de Cu y Hg (100 ng de cada metal) a 200 mg de muestra liofilizada de atún 

enlatado A, obteniendo así 20 µg l-1 de cada metal en la solución a la que se le añadió ditizona con EI 

o 500 µg kg-1 en la muestra liofilizada. 
 

Tabla 10. Parámetros analíticos evaluados en el proceso de calibracion univariante por el método de 

regresión lineal utilizando las señales más intensas de Cu y Hg, con y sin normalización por EI (m/z 

617). 

Parámetro Cu (m/z 571) Hg (m/z 711) 
Sin EI Con EI Sin EI Con EI 

R2 0.9854 0.9958 0.9856 0.9955 
DL, µg l-1 0.96 0.71 1.4 1.1 
QL, µg l-1 3.2 2.4 4.7 3.6 
CV, % (20 µg l-1) 7.4 3.8 8.4 5.7 
Method DL, µg kg-1 24 18 35 28 
Method QL, µg kg-1 80 59 117 91 

 

 En la Fig. 23, se presentan los espectros de complejos metálicos obtenidos en la muestra sin 

y con adición estándar; También se incluyen espectros de una solución estándar que contienen 20 μg 

l-1 Cu, 20 μg l-1 de Hg y 25 μg l-1 de Ag. Dado que la abundancia natural de 202Hg es 29.74% en 

comparación con 69.15% para 63Cu, se tomaron estos dos isótopos para la cuantificación de un 

componente, en la cual se obtuvieron dos veces más intensidades de la señal para el complejo de 

cobre a m/z 571 con respecto al complejo de mercurio a m/z 711. Tomando las señales normalizadas 

con EI, los porcentajes de recuperación fueron del 101% y 91% obtenidos para Cu y Hg, 

respectivamente, lo que indica una precisión aceptable. 

 

Fig. 23. Señales de metal-ditizona obtenidas por el procedimiento MALDI-TOFMS para aleta de 

mantarraya fresca (azul), esta misma muestra con adición estándar (20 μg l-1 de Cu (II) y Hg (II) en 

la muestra digerida con ácido) (negro) y para una solución estándar conteniendo 20 μg l-1 de Cu(II) y 
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Hg(II) (rojo). Las tres soluciones contenían EI (25 μg l-1 de Ag como Ag(I)-Dz): (a) Cu(I)-Dz; (b) Hg 

(II)-Dz; (c) Ag (I)-Dz. 
  

 Los resultados cuantitativos por el método de adición estándar se presentan en la Tabla 11 

junto con las concentraciones de Cu y Hg determinadas en esta misma muestra por ICP-MS; Se 

observa una buena concordancia entre los resultados obtenidos por los dos métodos; sin embargo, la 

precisión de los resultados de MALDI-TOFMS no fue muy buena. Finalmente, la concentración 

encontrada para Hg en DORM-2 fue 4.89 ± 0.47 µg g-1, de acuerdo con el valor certificado 4.64 ± 

0.26 µg g-1 (t-test, p <0.05).  
 

Tabla 11. Resultados de recuperación para Cu y Hg determinados por el procedimiento de MALDI-

TOF-MS y calibración univariante en la muestra de atún enlatado A después de la adición estándar y 

las concentraciones encontradas en esta muestra por ICP-MS. 

Elemento Concentración del elemento, µg kg-1 Recuperación, 
% 

Resultados de 
ICP-MS, µg kg-1 Muestra (Muestra + 100ng)* 

Cobre 188 693 101 242.3 
 236 801 113 244.6 
 263 768 101 251.9 
 290 680 78 248.4 
 201 761 112 255.1 
promedio ± SD 236 ± 38 741 ± 46 101 ±  13 248.5 ± 4.7 

Mercurio 720 782 62 667.2 
 605 709 104 679.1 
 655 727 72 673.5 
 694 765 71 669.3 
 668 744 76 665.8 
promedio ± SD 668 ± 39 1053 ± 94 91 ± 14 671.0 ± 4.8 

 

 Aunque se obtuvo un rendimiento analítico aceptable, la cuantificación univariante presenta 

inconvenientes importantes ya que se basa en las intensidades de señal medidas para un solo ion, 

ignorando la información analítica existente en todo el espectro y potencialmente correlacionada con 

la concentración del analito; además, requiere la integración manual de señales del analito y las 

funciones de calibración deben calcularse independientemente para Hg y Cu. Para evitar estas 

limitaciones, la calibración multivariante es una buena alternativa, y se realizó utilizando el método 

de mínimos cuadrados parciales (PLS2). 

 Calibración multivariante (método de mínimos cuadrados parciales). El algoritmo PLS2 

utiliza espectros de masas de las soluciones de calibración que contienen concentraciones y 

proporciones variables de los analitos, para generar variables latentes (componentes) que permiten 

recopilar datos espectrales de alta relevancia para predecir las concentraciones de dos analitos y 

reducir la dimensionalidad de los datos [209]. Este particular método multivariante fue seleccionado, 
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debido a su capacidad para manejar las multicolinealidades inevitables cuando se generan datos 

continuos tales como los espectros de masas [210, 211]. En la construcción del modelo PLS2 

(Unscrambler 7.0), la matriz X consiste en los espectros de masas adquiridos para el conjunto de 

soluciones de calibración, mientras que la matriz Y contiene concentraciones de Cu y Hg en cada una 

de estas soluciones. Se observó que la eliminación de señales que aparecen fuera de los patrones 

isotópicos de los compuestos de interés no tuvo un efecto importante sobre los coeficientes de 

regresión, por lo tanto, los espectros completos (m/z 560 - 725) se usaron para la construcción del 

modelo PLS2. En el siguiente paso, el número de componentes fue variado, cada modelo fue validado 

utilizando la validación cruzada dejando una muestra a la vez; de acuerdo con los resultados, se 

seleccionaron cinco componentes para cada analito. En la Fig. 24. se muestra el modelo PLS2 para 

la calibración de Cu y Hg, así como los resultados de predicción en la muestra A, muestra A con 

adición estándar (20 µg/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones 

independientes del blanco. 

 

Fig. 24. Captura de pantalla de Unscrambler que muestra el modelo PLS2 con resultados para 

calibración de Cu y Hg, validación cruzada y predicción en la muestra A, muestra A con adición 

estándar (20 µg/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones 

independientes del blanco (B1-B4). Se utilizaron espectros de masa completos.  
 

 En la Tabla 12, se resumen los parámetros analíticos obtenidos para este modelo; buena 

linealidad (R2 > 0,99) y pendientes similares se obtuvieron para la calibración en comparación con la 

validación cruzada; sin embargo, los errores cuadráticos medios de predicción (RMSEP 1.667 para 

Cu y 2.088 para Hg) fueron mayores que los errores de calibración (RMSEC 1.261 para Cu y 1.555 

para Hg). 

 

 



88 
 

Tabla 12. Parámetros analíticos evaluados para el modelo PLS2 construido para la determinación de 

Cu y Hg, basado en los espectros MALDI-TOFMS. 

Etapa de análisis Parámetro Cu Hg 
Calibración Pendiente 0.9896 0.9879 

 R2 0.9948 0.9939 
 RMSEC, % 1.261 1.555 
Validación cruzada Pendiente 0.9899 0.9897 
 R2 0.9936 0.9923 
 RMSEP, % 1.667 2.088 

Predicción SD para 5 predicciones de muestra de 
blanco,  µg l-1 

0.240 0.297 

 Método QL, µg kg-1 63 75 
 Predicción de muestra A  259 ± 23 643  ± 21 
 Predicción de muestra A + 500 µg kg-1  779 ± 25 1123  ± 35 
 Recuperación, % 104 96 
 DORM-2 (4.64 ± 0.26 µgHg g-1) 2.41 ± 0.18 4.38  ± 0.31 

 

 Los límites de cuantificación del método se calcularon con diez desviaciones estándar 

obtenidas para cinco repeticiones de predicción realizadas en solución del blanco (digestión ácida 

diluida 10 veces de tejido de pargo rojo) [212]; obteniéndose los valores de 63 µg kg-1 para Cu y 75 

µg kg-1 para Hg, los cuales fueron similares a los obtenidos para la calibración de un solo componente 

(59 µg kg-1 para Cu y 91 µg kg-1 para Hg). Del mismo modo que se describió anteriormente, la muestra 

A se utilizó para realizar experimentos de recuperación, obteniendo valores aceptables del 104% para 

Cu y del 96.0% para Hg. La exactitud también se demostró mediante la predicción de Hg en el 

material de referencia certificado DORM-2, como se indica en la Tabla 12 (las gráficas de predicción 

se muestran en la Fig. 24) 

 

Fig. 25. Captura de pantalla de Unscrambler que muestra el modelo PLS2 con resultados para 

calibración de Cu y Hg, validación cruzada y predicción en la muestra A, muestra A con adición 
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estándar (20 µg/l Cu y Hg), material de referencia certificado (DORM-2) y cuatro repeticiones 

independientes del blanco (B1-B4) Sin EI: m/z región 610-620 excluida.  
 

 Finalmente, se observó que la eliminación de las señales del EI de los espectros de masas 

(m/z rango 610 - 620) deterioran los resultados de PLS2 (Fig. 25.) lo que indica que el algoritmo 

utilizó la fluctuación de las señales de IS entre espectros individuales durante la construcción de 

funciones de regresión para los dos analitos. 

 Análisis de atún enlatado comercializado en México. Se analizaron seis marcas diferentes, 

de atún enlatado, mediante el procedimiento MALDI-TOF/MS utilizando la calibración de un 

componente y el método PLS2. En la Tabla 13, se presentan los resultados junto con los obtenidos 

por ICP-MS. Para cada método, se reporta el valor promedio con su respectiva desviación estándar 

en base a tres repeticiones independientes. Se observa una buena congruencia entre los promedios y 

no se encontraron diferencias estadísticas entre el procedimiento propuesto y por ICP-MS (prueba t, 

p <0,05), excepto para los resultados de Hg en la muestra A (PLS2) y la muestra F (calibración de un 

componente). Además, se debe destacar que la mejor precisión correspondió a ICP-MS y al método 

PLS2 que proporcionó una mejor precisión con respecto a la calibración de un componente. 
 

Tabla 13. Resultados de la determinación de Hg y Cu en diferentes marcas de atún enlatado 

comercializado en México, obtenido por MALDI-TOFMS con calibración de un componente (1), por 

el método PLS2 (2) y por ICP-MS (3). Se presentan los valores promedios con sus respectivas 

desviaciones estándar, basados en tres repeticiones independientes. 

Marca Cu, promedio ± SD, µg kg-1 Hg, promedio ± SD, µg kg-1 
1 2 3 1 2 3 

A 236 ± 38 259 ± 23 249 ±5 668 ± 39 643 ± 21 671 ± 5 
B 364 ± 38 358 ± 20 355 ± 9 385 ±47 383 ± 21 391 ± 11 
C 386 ± 19 390 ± 14 378 ± 11 651 ± 56 668 ± 14 673 ± 9 
D 730 ± 22 722 ± 11 716 ± 13 636 ± 58 671 ± 23 657 ± 12 
E 778 ± 45 746 ± 16 754 ± 13 198 ± 18 197 ± 10 184 ± 10 
F 654 ± 31 659 ± 14 680 ± 12 134 ± 11 103 ± 5 106 ± 7 

DORM-2* 2.48 ± 0.42 2.41 ± 0.18 2.45 ± 0.11 4.89 ± 0.47 4.55 ± 0.32 4.62 ± 0.09 
*mg kg-1 

 Algunos estudios previos reportan las concentraciones de Hg y Cu en atún enlatado 

comercializado en diferentes países, según lo revisado brevemente por Mol [155]. Nuestros resultados 

de ICP-MS obtenidos para Cu (249 - 754 μg kg-1) estuvieron dentro de los rangos reportados en 

Turquía (0.08 - 11.9 mg kg-1) [155, 156] y en Arabia Saudita (0.13 - 1.87 mg kg-1) [157], sin embargo, 

tienden a exceder las concentraciones reportadas en EE. UU (0.01 - 0.51 mg kg-1) [213]. Cabe señalar 
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que los mariscos se consideran una buena fuente de este elemento esencial y algunos autores citan 

una concentración de 30 mg kg-1 según lo aprobado internacionalmente en productos pesqueros [155]. 

En cuanto a la alta toxicidad del mercurio, la FDA tiene un nivel de acción reguladora de 

metilmercurio en pescado de 1 mg kg-1 en masa húmeda [15]; los resultados de ICP-MS obtenidos 

para Hg total en este estudio estuvieron en el rango de 106 - 673 μg kg-1 (referido a la masa liofilizada), 

lo que indica que algunos productos estaban al menos cerca del nivel de acción anterior. Por otro 

lado, las concentraciones de Hg encontradas en este trabajo fueron consistentes con las reportadas en 

Turquía (no detectables - 1.14 μg kg-1) [155], Libia (200 - 660 μg kg-1) [156] y en EE. UU. (53 - 740 

μg kg-1) [213] pero un poco más alto que en Irán (43 - 253 μg kg-1) [214]. Se detectaron diferencias 

importantes en las concentraciones de Hg entre las marcas de atún enlatado analizadas; hubo una 

concentración 6 veces menor en la marca E en comparación con la marca B, que a su vez correspondía 

a la concentración más alta de Hg. Nuestros resultados confirman que la determinación de metales 

pesados en pescado enlatado es necesaria para el control de la calidad de estos alimentos y se ha 

demostrado la viabilidad de MALDI-TOFMS para tal fin. 
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IV.3.4. Conclusiones 

 Se han propuesto muchas aplicaciones para las técnicas de desorción/ionización por láser en 

el análisis de moléculas pequeñas mediante espectrometría de masas de alta resolución en la última 

década. Sin embargo, este es el primer estudio, del cual se tiene conocimiento, que utiliza MALDI-

TOFMS convencional para la cuantificación de metales en forma de sus complejos con un ligando 

orgánico y también es el primer intento de utilizar regresión por el método de mínimos cuadrados 

parciales  (PLS2) para este propósito. Para los dos metales pesados de interés, se utilizó ditizona 

debido a su selectividad hacia Hg(II) y Cu(II) en condiciones ligeramente ácidas (pH 3) permitiendo 

la formación de sus complejos sin carga; asimismo, entre otros iones metálicos que reaccionan con 

ditizona en condiciones similares (Ag (I), Pd (II), Au (III)), se utilizó plata como estándar interno. La 

formación de iones de los complejos metálicos de una sola carga en fase gaseosa, con estequiometría 

2:1, fue confirmada con el análisis por ESI-QTOFMS y MALDI-TOFMS. Se abordaron los 

problemas típicos relacionados con la falta de homogeneidad en la co-cristalización de la muestra con 

la matriz, alto ruido de fondo en una región de m/z relativamente baja y una mala repetibilidad. 

 En primer lugar, las especies polares e iónicas presentes en la muestra se eliminaron mediante 

la extracción de los complejos metálicos a ciclohexano, mientras que la aplicación de Ag(I) como 

estándar interno permitió un mejor rendimiento analítico, especialmente mediante el aumento de la 

precisión. Variables, tales como la cantidad relativa entre muestra y la matriz HCCA en la placa de 

MALDI, y las condiciones de funcionamiento del instrumento se establecieron en el transcurso 

mediante experimentos sistemáticos. 

 La cuantificación se llevó a cabo mediante la calibración de un componente tomando el ion 

de mayor abundancia para cada analito y para EI, y además los datos espectrales se utilizaron para 

construir el modelo PLS2. En este último caso, la normalización tradicional por EI no fue necesaria; 

aparentemente, el algoritmo PLS2 considera la fluctuación de las señales del EI presente en todos los 

espectros de masas mejorando el modelo. En el análisis de seis marcas de atún enlatado, se obtuvo 

una buena concordancia entre el procedimiento de MALDI-TOF-MS con cualquiera de los dos 

métodos de cuantificación y los datos de ICP-MS. El procedimiento propuesto, especialmente basado 

en la determinación mediante el modelo PLS2 de dos metales puede recomendarse como una 

alternativa de análisis rápido, simple y en micro-escala, con un costo de operación del equipo más 

bajo respecto al ICP-MS. 
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IV.4. Determinación de cobre y plomo en tequila por MALDI-TOFMS y regresión por 

mínimos cuadrados parciales 
 

IV.4.1. Introducción 

 En este documento ya se ha mencionado varias veces que la espectrometría de masas de alta 

resolución con ionización/desorción de laser asistida por matriz (MALDI-HRMS) es una herramienta 

versátil en diferentes ramas de la investigación "ómica". MALDI permite la ionización de compuestos 

polares y no polares en un amplio rango de sus masas moleculares, generando iones cargados de sus 

moléculas prácticamente sin su fragmentación. Las características más importantes de esta técnica 

incluyen mediciones rápidas y totalmente automatizadas, una buena tolerancia a las sales y otros 

componentes de la muestra, así como inexistencia de efectos de memoria. Cabe destacar, que los 

datos espectrales pueden ser adquiridos sucesivamente, para un amplio rango de diferentes muestras 

depositadas en una misma placa de MALDI, sin la necesidad de limpieza entre muestra y muestra, y 

sin el riesgo de contaminación cruzada. Por otro lado, MALDI-HRMS convencional no proporciona 

un buen rendimiento analítico en la identificación/cuantificación de moléculas de baja masa 

molecular (m/z < 800) en comparación con las moléculas con valores más altos de m/z, debido al 

ruido de fondo relacionado con la matriz y la homogeneidad incierta de co-cristalización de la muestra 

con matriz [163, 177]. Para contrarrestar estas limitaciones, se han desarrollado una gran cantidad de 

técnicas de desorción/ionización láser que no emplean matriz química [163, 215-217]; sin embargo, 

la eficacia de la desorción/ionización del analito depende en gran medida de la naturaleza química y 

el tamaño del nanomaterial aplicado para ayudar a este proceso, y frecuentemente se ha reportado una 

menor sensibilidad en estas nuevas técnicas en comparación con MALDI convencional donde se 

utilizan matrices orgánicas [182-185, 218]. Además, para mejorar la determinación de moléculas de 

baja masa molecular, se ha estudiado ampliamente la preparación de las muestras y la selección de 

las condiciones instrumentales en MALDI convencional, evitando así los posibles efectos de matriz 

[186, 219, 220]. 

 Sin duda, la espectrometría de masas con ionización en plasma acoplado inductivamente 

(ICP-MS) es la técnica de primera elección y la más adecuada para la determinación de trazas de 

metales/metaloides en cualquier tipo de muestra real; sin embargo, también se han reportado varias 

aplicaciones de MALDI-HRMS convencional [175, 176, 179, 180], que representan una alternativa, 

ofreciendo ventajas como: técnica de alto rendimiento, alta resolución, sin efectos de memoria y con 

un costo de operación instrumental mucho más bajo en comparación con ICP-MS. En el capítulo 

anterior, se ha demostrado la viabilidad del uso de MALDI convencional acoplado a espectrometría 

de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOFMS) para la determinación de mercurio y cobre en 
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tejido de pescado. La estrategia utilizada para mejorar la calidad del análisis cuantitativo se basó en: 

(i) formación de los complejos metálicos con ditizona, (ii) extracción/preconcentración de los 

complejos metálicos, (iii) ajuste de la relación adecuada matriz-muestra, (iv) uso del complejo plata-

ditizona como estándar interno y (v) cuantificación por regresión de mínimos cuadrados parciales 

(PLS2) [221]. 

 Bajo el mismo razonamiento, en esta parte de trabajo, el objetivo ha sido lograr la 

determinación de cobre y plomo en tequila. En este caso, se seleccionó el dietilditiocarbamato de 

sodio (NaDDTC) como un agente acomplejante versátil que forma complejos 2:1 con una gran 

cantidad de iones metálicos divalentes, incluidos cobre, plomo, cadmio, níquel, zinc, hierro, mercurio 

y con menor preferencia, también con iones metálicos trivalentes como bismuto, indio, arsénico y 

cobalto [198, 222-225]. Con un pH cercano al neutro, la mayoría de estos complejos (excluido el 

arsénico) pueden extraerse fácilmente con cloroformo [223, 225, 226] permitiendo la evaporación y 

reconstitución en un micro-volumen de disolvente para la deposición de las muestras en una placa de 

MALDI. Cabe mencionar que la coordinación de iones metálicos con ditiocarbamatos ya se ha 

investigado dentro del dominio del análisis MALDI-MS [175, 176]. A pesar de la baja selectividad 

del dietilditiocarbamato, se puede esperar una determinación sin interferencias de metales 

individuales utilizando un espectrómetro de masas de alta resolución. Asimismo, la versatilidad de 

NaDDTC permite la selección de estándares internos adecuados (iones metálicos) los cuales están 

ausentes en tequilas. 

 El tequila es un licor regional elaborado a partir del Agave tequilana Weber ("agave azul") y 

su producción está regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012 [227]. Entre varias 

especificaciones del producto, los niveles máximos permisibles de cuatro elementos fueron adoptados 

de la Norma Oficial Mexicana NOM-142-SSA1 de la siguiente manera: 2 mg l-1 Cu, 0.5 mg l-1 Pb, 

1.5 mg l-1 Zn y 0.5 mg l-1 As [228]. Como ya se mencionó anteriormente, tres de estos elementos 

pueden ser extraídos de una solución acuosa neutra con cloroformo en forma de sus complejos con 

DDTC; sin embargo, en función de la relevancia para la salud y de los datos previos obtenidos por 

ICP-MS para diferentes tequilas [229] este trabajo se ha centrado en la determinación de cobre y de 

plomo. Como los posibles estándares internos se han examinado los iones de bismuto e indio. Los 

resultados obtenidos en el desarrollo del procedimiento y en el análisis de varias muestras de tequila 

se presentan a continuación. 
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IV.4.2. Parte experimental 
 

Reactivos y muestras. Todos los reactivos utilizados fueron grado analítico; agua desionizada (18.2 

MΩ cm, Labconco), metanol grado HPLC, etanol, acetonitrilo y cloroformo (Sigma) fueron 

utilizados. 

 Las soluciones estándar de cobre, plomo, indio y bismuto (1000 mg l-1 cada una) fueron de 

Sigma y la mezcla de estándares internos de espectrometría de masas con ionización en 

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) fue de Agilent Technologies. Se utilizaron los siguientes 

reactivos Sigma: dietilditiocarbamato de sodio (NaDDTC), ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 

(HCCA), ácido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanosulfónico (HEPES), ácido trifluoroacético 

(TFA), ácido nítrico y sal disódica del ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) y formiato de amonio 

grado LC-MS. 

 Diez marcas diferentes tipos de tequila comercial fueron compradas al azar en tiendas locales de 

la ciudad de Guanajuato; estas incluyen: tres "blancos" (A1, A2, A3 - no envejecido), tres "reposados" 

(R1, R2, R3 - añejado en barricas de roble durante dos meses), dos "añejos" (A1, A2, añejado por al 

menos un año) y dos "extra-añejos" (EA1, EA2, con un añejamiento de al menos tres años). 

Protocolo de limpieza. Para evitar posible contaminación por cobre en los tubos de plástico, se 

utilizaron siempre tubos Eppendorf nuevos, los cuales se llenaron con EDTA 10 mM y se dejaron 

durante la noche. Al día siguiente, se enjuagaron tres veces con agua desionizada y se usaron el mismo 

día. 

Procedimiento MALDI-TOFMS. Una alícuota de tequila o solución estándar (200 μl) se colocó en 

un tubo Eppendorf de 2 ml, agregando los estándares internos (50 μl In y 15 μl Bi, 2.0 mg l-1 cada 

uno) seguidos de 350 μl de HEPES 0.1 M, pH 7.4, 100 μl de NaDDTC 30 mM y el volumen se llevó 

a 1 ml con agua desionizada. Las soluciones de calibración se prepararon con adición de etanol para 

igualar su concentración con respecto al tequila (8% v/v después de diluir a 1 ml). La extracción se 

llevó a cabo con 500 μl de cloroformo (vortex, 30 s), se recuperó la fase orgánica y las muestras se 

dejaron a temperatura ambiente para la evaporación del disolvente. Al día siguiente, el residuo se 

reconstituyó con 100 μl de acetonitrilo y 0.6 μl de este se depositó sobre la placa de MALDI (MTP 

384 target plate ground steel BC) de acerró inoxidable, para la cristalización por el método de gota 

seca con 1 μl de matriz de HCCA (1.25 mg ml-1 en acetonitrilo: metanol: TFA preparado mezclando 

700 μl de acetonitrilo, 300 μl de metanol y 1 μl de TFA 10% v/v). Para la calibración univariante, las 

soluciones estándar mixtas contenían cobre a 0; 25; 50; 100; 200; 400; 800 μg l-1 y plomo a 0; 100; 

200; 400; 800, 1200 μg l-1. Para el método de mínimos cuadrados parciales (PLS2), una serie de 42 

soluciones se preparó de acuerdo con un diseño factorial completo, utilizando este mismo rango de 

concentración para ambos elementos, excepto 25 μgCu l-1. 
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 Se utilizó un equipo MALDI-TOFMS modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics con un láser 

smartbeamTM-IINd:YAG y equipado con el softwarw flexControl 3.4 y flexAnalysis 3.4. Los 

espectros de masas se adquirieron en el rango m/z 338 - 516 en modo reflector positivo, utilizando 

una intensidad de laser de 40% y una frecuencia de 1000 Hz. Cada solución de calibración se depositó 

por triplicado, sobre 3 pozos de la placa de MALDI y para cada muestra se adquirió la suma de un 

espectro a partir de 4 réplicas de 25 disparos de láser, con una trama de medición en espiral. Para la 

cuantificación, se tomó el promedio de seis replicas para cada muestra (dos pozos por muestra). La 

calibración de masa interna fue realizada con los valores monoisotópicos de m/z para Bi(III)-(DDTC)2 

(505.0308) y In(III)-(DDTC)2 (410.9542).  

Asignación de las estructuras de los iones en fase gaseosa de los complejos de 

dietilditiocarbamato formados en una fuente de ionización suave. Mediante el procedimiento 

descrito en apartado anterior, se prepararon por separado soluciones de los complejos de 

dietilditiocarbamato para Cu, Pb, In, Bi y después de la extracción y evaporación del disolvente, se 

re-disolvieron en 100 μl de acetonitrilo. Para MALDI-TOFMS no se utilizó ningún tratamiento 

adicional y los espectros de masas fueron adquiridos para las siguientes concentraciones: 100 μg l-1 

Cu, 1200 μg l-1 Pb, 100 μg l-1 Bi y 250 μg l-1 In. Para la ionización por electronebulización, la solución 

en acetonitrilo (20 μl) se diluyó con formiato de amonio (0.1 % m/v) : acetonitrilo (1:1 (v/v)) 

obteniendo 50 y 100 μg l-1 Cu, 100 μg l-1 Pb, 50 μg l-1 Bi y 100 μg l-1 In. Estas soluciones se inyectaron 

directamente por infusión (3 μl min-1) a la fuente ESI del espectrómetro de masas con separador de 

masas de quadrupolo y tiempo de vuelo (maxis impact ESI-QTOF-MS equipado con Data Analisis 

4.1, Bruker Daltonics). ESI fue operado en modo positivo con voltaje de 4500 V, flujo de gas 

nitrógeno 4 l min-1, nitrógeno como gas de secado (180 °C) y presión del gas nebulizador 0.4 bar. La 

calibración de masa externa se realizó en base a aductos de formiato de sodio. Los espectros de 

fragmentación para cada ion precursor seleccionado se obtuvieron en el modo auto MS/MS. 

Determinación de Cu y Pb por ICP-MS. Se utilizó un espectrómetro de masas con plasma acoplado 

inductivamente (Modelo 7500ce; Agilent Technologies) con un nebulizador Meinhard y cámara de 

niebla tipo Peltier (2 °C), con las condiciones instrumentales de funcionamiento descritas 

anteriormente; la celda de colisión/reacción fue presurizada con He (3.5 ml min-1) [229]. La 

calibración se realizó utilizando soluciones, con un volumen final de 5 ml, contenido etanol al 4% 

(v/v), ácido nítrico al 1% (v/v), concentraciones de Cu y Pb: 0, 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 5.0 y 10 μg l-1 y 1 

μg l-1 In como estándar interno. Para el análisis de las muestras, una alícuota de tequila (500 μl) se 

mezcló con un volumen igual de ácido nítrico (10 % v/v), 100 μl de In (50 μg l-1) y se llevó a un 

volumen final de 5 ml. Los límites de detección instrumental fueron 51 ng l-1 para Cu y 62 ng l-1 para 

Pb. La precisión fue evaluada por el método de adición estándar y se obtuvieron porcentajes de 
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recuperación después de la adición de Cu y Pb (50 µg l-1 de cada uno en tequila) de 110.2 % y 99.2 

% respectivamente. 

Análisis estadístico. A los espectros obtenidos se les realizó la corrección de la línea base, los datos 

espectrales se guardaron en Excel 2010 y fueron exportados al programa The Unscrambler (CAMO). 

Este software fue utilizado para realizar la regresión por el método de mínimos cuadrados parciales 

(PLS2).  

 Para la calibración de un componente, las funciones de regresión lineal se obtuvieron 

utilizando Microsoft Excel 2010.  

 Todos los análisis se llevaron a cabo por triplicado (tres pozos) adquiriendo una suma de seis 

espectros por muestra; se realizó una estadística descriptiva para obtener los valores promedio y las 

desviaciones estándar respectivas. Los resultados obtenidos por MALDI-TOFMS y por ICP-MS se 

compararon estadísticamente evaluando diferencia entre dos promedios (Statistica for Windows, 

Statsoft Inc.) con un nivel de significancia p < 0.05. 
 

IV.4.3. Resultados y discusión 

 Para dar un enfoque cuantitativo al análisis de moléculas de baja masa molecular mediante 

MALDI-HRMS, es altamente recomendable normalizar la señal analítica con la de un estándar 

interno adecuado [186, 221]. En este trabajo el indio y el bismuto fueron elegidos para este propósito 

con la intención de compensar los errores cometidos durante la preparación de la muestra y durante 

la adquisición de la señal. Estos iones metálicos fueron seleccionados debido a que ambos forman 

complejos con dietilditiocarbamato que pueden extraerse con cloroformo a pH neutro [230] y además, 

ninguno de ellos fue detectado por ICP-MS en las muestras de tequila analizadas [229].  

Ionización de los complejos metálicos por ESI y MALDI. Las estructuras moleculares de los 

complejos metálicos con dietilditiocarbamato se estudiaron previamente mediante cristalografía de 

rayos X, revelando un sitio de quelación de cuatro miembros en el que el ion metálico es coordinado 

a través de dos átomos de azufre [230]. Además, para algunos iones metálicos seleccionados, la 

ionización de sus complejos con DDTC también ha sido estudiada mediante ESI [198]. En este 

trabajo, se adquirieron los espectros de masas de alta resolución para los cuatro complejos metálicos 

(Cu, Pb Bi, In) utilizando ESI y MALDI. En los espectros de MALDI-TOFMS, se observó un ion 

con una carga que contenía un átomo de metal como la señal predominante. Los espectros de ESI(+)-

QTOF-MS fueron un poco más complejos; sin embargo, siempre el ion más abundante fue el mismo 

que  se observó para MALDI-TOFMS. Para el complejo de Cu, la masa exacta obtenida por ESI(+)-

QTOF-MS sugirió la formación del ion C10H20CuN2S4
+ (m/z monoisotopica experimental de 

358.9808, error de masa de 2.2 ppm). La Fig. 26 muestra el patrón isotópico teórico junto con los 
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patrones isotópicos experimentales obtenido para el complejo de cobre por ESI(+)-QTOF-MS (50 μg 

l-1 Cu) y por MALDI-TOFMS (100 μg l-1 Cu). La estructura del ion Cu(DDTC)2
+  formado en 

cualquiera de las dos fuentes de ionización se asignó en base al espectro de MS/MS obtenido por ESI-

QTOF-MS/MS (Fig. 26).  

 

Fig. 26. Espectros de masas obtenidos para el complejo de Cu con dietilditiocarbamato (100 μg l-1 

Cu): (superior) Patrones isotópicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS; 

espectro calculado in silico y la estructura propuesta del ion con una sola carga formado en la fase 

gaseosa; (inferior) espectro ESI-QTOF-MS/MS obtenido para el ion precursor con m/z 358.9803 con 

las estructuras de sus fragmentos de iones asignados. 
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 Cabe resaltar que a menudo se han observado cambios en el estado de oxidación de Cu durante su 

ionización en fase gaseosa [221, 222, 231] y específicamente, se ha reportado la estabilización de 

Cu(III) por ditiocarbamatos [231-233]. Por otro lado, la m/z 358.9800 teórica había sido asignada 

previamente como un ion radical C10H20CuN2S4
+· [198] y en otro estudio, se reporta una molécula 

protonada del complejo de Cu(II) con m/z teórica de 359.9878 [234]. Para resolver esta controversia 

sobre la ionización del complejo de Cu con dietilditiocarbamato, se adquirió un espectro ESI(+)-

QTOF-MS para una mayor concentración de cobre (100 μg l-1) lo que permitió la identificación de 

dos especies: Cu(III) que contiene C10H20CuN2S4
+ con una m/z monoisotópica teórica de 358.9800 y 

Cu(II) con la molécula protonada C10H21CuN2S4
+ y su respectiva m/z monoisotópica teórica de 

359.9878. 

 

Fig. 27. Patrones experimentales obtenidos para el complejo de Cu con dietilditiocarbamato 

obtenidos mediante ESI-QTOF-MS con concentraciones de iones metálicos de 50 y 100 μg l-1 

(izquierda) y sus respectivos resultados por SmartFormula (derecha). 
 

 La comparación de los patrones experimentales obtenidos para el complejo de Cu usando 

concentraciones del ion metálico de 50 y 100 μg l-1 se muestra en la Fig. 27. mientras que los patrones 
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isotópicos calculados in silico de los dos iones coexistentes junto con sus estructuras se presentan en 

la Fig. 28. Como ya se mencionó, en MALDI solo se detectó Cu(III) que contiene C10H20CuN2S4
+. 

 

Fig. 28. Comparación del patrón isotópico experimental por ESI-QTOFMS del complejo Cu-DDTC 

obtenido para 100 μg l-1 Cu con los patrones calculados in silico de dos especies iónicas generadas 

por el software SmartFormula (arriba a la izquierda), zoom de estos mismos patrones que muestran 

señales superpuestas (parte inferior izquierda) y sus respectivas estructuras moleculares propuestas 

(derecha). 

 

 Para el plomo, los espectros de ESI-QTOF-MS mostraron dos iones con patrones isotópicos 

característicos de Pb: (1) m/z (monoisotópica) de 652.0537 que corresponde al complejo 3:1 

(C15H30N3PbS6
+ con un error de masas de 2.6 ppm) y (2) m/z (monoisotópica) de 356.0027 

perteneciente al fragmento 1:1 (C5H10NPbS2 
+ con un error de masas de 3.6 ppm). En MALDI-

TOFMS, solo se formó el segundo ion. En este sentido, en la Fig. 29. se presenta la estructura 

molecular correspondiente a este segundo ion, así como su patrón isotópico teórico junto con los 

patrones isotópicos experimentales obtenidos para este complejo de plomo, por ESI(+)-QTOF-MS y 

por MALDI-TOFMS y además en esta misma figura se muestra la fragmentación de C15H30N3PbS6
+ 

por ESI-QTOF-MS/MS. 
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Fig. 29. Espectros de masas obtenidos para el complejo de Pb con dietilditiocarbamato (1200 μg l-1 

Pb): (superior) Patrones isotópicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS; 

espectro calculado in silico y la estructura propuesta del ion con una sola carga formado en la fase 

gaseosa; (inferior) espectro ESI-QTOF-MS/MS obtenido para el ion precursor con m/z 652.0537 con 

las estructuras de sus fragmentos de iones asignados. 
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+ (error de masa: 0.5 ppm), 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4
x10

354 355 356 357 358 m/z

355.954

353.941

354.949

356.968 357.964

[C5H10NPb(II)S2]
+

MALDI-TOF-MS

Intens.

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

5
x10

Intens.

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

5
x10

352 354 356 358 m/z

354.0005
1+

355.0022
1+

356.0027
1+

357.0035
1+

357.9989
1+

ESI(+)-QTOF-MS/MS

353.9994
1+

355.0009
1+

356.0014
1+

357.0013
1+

357.9975
1+

C5H10NPbS2, M, 356.0016
Teórico

N

CH3

CH3
S

S

Pb
+(II)

Experimental Experimental

N

CH3

CH3
SH

S

N

CH3

CH3
S

S

N

CH3

CH3
S

S

N

S S

Pb
+(II)

CH3 CH3

116.0534
1+

148.0255
1+

239.1063
1+

356.0027
1+

437.1955
1+

+MS2(652.0537), 31.5eV

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

5x10

Intens.

100 200 300 400 500 600 m/z

652.0537
1+

+

N

CH3

CH3
S

S

Pb
+(II)

N
+

CH3

CH3

C S



101 
 

respectivamente. Las estructuras moleculares y los espectros de masas que confirman la identidad de 

los complejos 2:1, con una sola carga, de In y Bi, se presentan en la Fig. 30. 

 

Fig. 30. Espectros de masas obtenidos para el complejo Bi (superior) y In (inferior) con 

dietilditiocarbamato: (a) Patrones isotópicos experimentales obtenidos por ESI-QTOF-MS (50 μg l-1 

Bi y 100 μg l-1 In) y MALDI-TOF-MS (100 μg l-1 Bi y 200 μg l-1 In); espectro calculado in silico y la 

estructura propuesta del ion de una sola carga formado en fase gaseosa. 
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complejos metálicos en la fuente de ionización y también debido a la excepcionalmente rápida 

adquisición de datos, libre de efectos de memoria y que representa bajo costo. 

Selección de los parámetros para MALDI-TOFMS. Se emplearon dos criterios para establecer las 

condiciones experimentales e instrumentales en MALDI-TOFMS: (i) una buena homogeneidad en la 

co-cristalización de la muestra con la matriz y (ii) la obtención de una relación señal/ruido (S/R) lo 

más altamente posible. De acuerdo con las recomendaciones generales [186] y con base en nuestro 

estudio previo [221] el ácido α-ciano-4-hidroxicinámico fue seleccionado como matriz química. Se 

preparó una serie de soluciones de HCCA usando mezclas de metanol, acetonitrilo y acetona en 

diferentes proporciones, sin y con adición del ácido trifluoroacético al 0,01% (TFA). Como resultado, 

se observó una adecuada solubilización de la muestra y la matriz, un secado relativamente rápido y 

la formación de depósitos homogéneos utilizando una relación de metanol:acetonitrilo 70:30 v/v con 

TFA. Con la finalidad de minimizar el ruido relacionado con la matriz, se probaron diferentes 

concentraciones de HCCA (0.3 - 5 mg ml-1); en cada caso, las señales analíticas se midieron a partir 

de cinco réplicas de m/z 358.96 para Cu (400 μg l-1) y m/z 355.95 para Pb (1200 μg l-1) y el ruido se 

calculó como la desviación estándar de las intensidades adquiridas fuera del patrón isotópico para 

cada analito.  

 

Fig. 31. Efecto de dilución de HCCA en la relación señal/ruido evaluada para las mediciones de altura 

máxima y área de pico. Se adquirieron señales analíticas en cinco repeticiones a m/z 358,96 para Cu 
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(400 μg l-1) y m/z 355,95 para Pb (1200 μg l-1); el ruido se calculó como la desviación estándar de las 

intensidades adquiridas fuera del patrón isotópico para cada analito. Para cada dilución de matriz, se 

muestran fotos de los depósitos co-cristalizados. 
 

 Los resultados de este experimento se presentan en la Fig. 31. mostrando el efecto de la 

concentración de HCCA sobre S/R evaluado midiendo alturas o áreas de las respectivas señales. 

Aplicando el criterio de la más alta posible relación S/R, se seleccionó la concentración de HCCA 

1.25 mg ml-1 y se decidió utilizar el área de pico como la modalidad de la señal analítica. 

 En cuanto a las condiciones instrumentales, y en función con la experiencia previa [186, 221], se 

usó una intensidad de láser relativamente baja (40%), pocos disparos por serie (100) para mantener 

el ruido espectral bajo y obtener una buena repetibilidad. Además, para mejorar la sensibilidad, se 

utilizó la suma de las señales obtenidas en sucesivas series (25x100).  

 

Fig. 32. Espectros MALDI-TOFMS obtenidos, mediante las condiciones finales experimentación e 

instrumentación, para la mezcla de estándares que contienen 400 μg l-1 Cu, 400 μg l-1 Pb, 150 μg l-1 

Bi y 500 μg l.1 In (espectro inferior) y para una solución del blanco sin estándares internos (espectro 

superior). 
 

 Aplicando las condiciones finales, se obtuvieron los espectros de masas para el blanco y para la 
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se presentan en la Fig. 32. y se puede observar que los iones correspondientes a los complejos de 

dietilditiocarbamato con los cuatro metales aparecen en regiones m/z libres de señales de fondo altas. 

Cabe mencionar que la m/z 485.40 está presente en todos los espectros y se atribuyó a la 

contaminación por hierro (complejo Fe(III)-DDTC2). En la Tabla 14, se muestran los resultados de 

repetibilidad basados en cinco réplicas no sucesivas. Las desviaciones estándar relativas para los iones 

monoisotópicos de cada complejo metálico fueron las siguientes: 4.88% para Cu (m/z 358.96), 6.29% 

para Pb (m/z 355.95), 6.52% para Bi (m/z 505.02) y 10.8% para In (m/z 410.87). La normalización de 

las señales de Cu y Pb por Bi resulto en una disminución notable de las desviaciones estándar relativas 

(3,33% para Cu y 2,78% para Pb) en comparación con In, por lo cual el complejo de Bi se utilizó 

como estándar interno en la calibración y cuantificación univariante. 
 

Tabla 14. Repetibilidad de las señales analíticas adquiridas para cada complejo metálico con 

dietilditiocarbamato. Se utilizó el área de la señal del pico monoisotópico obtenida para 400 μg l-1 de 

Cu y Pb, 150 μg l-1 Bi y 500 μg l-1 In. 

 
Replica 

Señales analíticas sin estándar interno (EI), cps Señales normalizadas 
con EI 

Pb Cu In Bi Pb/Bi Cu/Bi 
1 5063 25056 18334 22519 0.225 1.113 
2 5349 26367 20146 23288 0.230 1.132 
3 5303 24154 18866 22256 0.238 1.085 
4 4755 22773 24303 19755 0.241 1.153 
5 4534 24017 22474 20061 0.226 1.197 

Promedio 5001 24473 20825 21576 0.232 1.136 
SD 315 1194 2250 1407 0.006 0.038 

RSD, % 6.29 4.88 10.8 6.52 2.78 3.33 

 

Calibración univariante. En primera instancia, se examinó la viabilidad de la determinación de Pb 

y Cu utilizando las señales correspondientes a sus iones monoisotópicos. Los espectros de masas se 

adquirieron para soluciones de calibración y las áreas de los picos de Cu, Pb y Bi se integraron para 

las m/z 358.96, 355.95 y 505.02, respectivamente. Las funciones de regresión lineal se calcularon 

tomando todas las repeticiones individuales y los valores promedios obtenidos para cada punto de 

calibración (Fig. 33.). En la Tabla 15, se presentan los parámetros analíticos que se obtuvieron 

tomando promedios de las señales de los analitos con y sin la normalización por el EI de Bi(III)-

(DDTC)2 (m/z 505.02). Como se esperaba, el análisis cuantitativo de Cu y Pb no pudo realizarse 

utilizando sus señales sin normalización por EI debido a la falta de linealidad; sin embargo, tomando 

los valores promedios de las señales individuales normalizadas por el estándar interno, se obtuvo una 

linealidad aceptable (r2 > 0.99). 
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Fig. 33. Calibración univariante realizada mediante las señales del EI normalizadas para los picos 

monoisotópicos de los complejos de Cu y Pb.  Área máxima como señal analítica, EI-Bi-DDTC 

(superior), en función de la regresión lineal obtenida utilizando todos los resultados individuales; 

función de regresión lineal calculada para los promedios de todos los datos individuales (inferior). 
 

 Los límites de detección y cuantificación de la calibración se incluyen en esta misma Tabla 

15 y los límites de detección y cuantificación del método se evaluaron mediante el proceso de 

calibración realizado en presencia de la matriz de la muestra (se utilizó la muestra Al diluida 20 veces 

para Cu y sin dilución para Pb, respectivamente). 

 

Tabla 15. Parámetros analíticos evaluados para la calibración de regresión lineal univariante 

utilizando los valores promedios para las señales más intensas de Cu y Pb (seis réplicas), con y sin 

normalización con EI (Bi(III)-(DDTC)2, m/z 505.02). 

Parámetro 
 

Cu (m/z 358.96) Pb (m/z 355.95) 
Sin EI Con EI Sin EI Con EI 

R2 0.8377 0.9995 0.7392 0.9972 

LD, µg l-1 - 3.10 - 25.3 

LC, µg l-1 - 10.3 - 83.4 

CV, % (100 µg l-1) 16.5 10.3 19.7 13.6 

Método LD, µg l-1 - 3.36 - 27.2 

Método LC, µg l-1 - 11.1 - 89.8 
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 Se obtuvieron valores muy similares en presencia y en ausencia de muestra, lo que indica que 

la composición química de tequila tuvo un efecto mínimo sobre el ruido de fondo, debido a una 

limpieza eficiente de la muestra durante la extracción. A esta misma muestra A1, se le adicionó una 

solución estándar (200 μg l-1 Cu y 400 μg l-1 Pb) y los espectros de masas para esta nuestra, fueron 

adquiridos antes y después de la adición estándar. Estos espectros se presentan en la Fig. 34. junto 

con un espectro obtenido para mezcla de estándares que contenía estas mismas concentraciones de 

los analitos. Para una mayor claridad, en la Fig. 34 se muestran solamente las regiones m/z 

correspondientes a cada una de las señales de Cu, Pb, Bi e In. 

 

Fig. 34. Señales de los complejos metal-dietilditiocarbamato obtenidas mediante el procedimiento 

por MALDI-TOFMS para la muestra A1 (negro), esta misma muestra A1 con adición estándar (200 

μg Cu l-1 y 400 μgPb l-1) (azul) y para la solución estándar que contiene 200 μg Cu l-1 y 400 μg Pb l-1 

(rojo). Las tres soluciones contenían EI (150 µg Bi l-1 y 500 µgIn l-1 In en forma de sus con DDTC). 

(a) Cu(III)-(DDTC)2, (b) Pb(II)-(DDTC), (c) Bi(III)-(DDTC)2 y (d) In(III)-(DDTC)2. 
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 Como ya se describió en la Tabla 14, las señales de indio presentaron una peor repetibilidad 

en comparación con el bismuto, lo que respalda la selección de este último como EI. Los porcentajes 

de recuperación obtenidos para la muestra A1 y para otras dos muestras (B1, EA1) se muestran en la 

Tabla 16 indicando una aceptable exactitud del procedimientod. 
 

Tabla 16. Resultado de los experimentos de recuperación llevados a cabo utilizando la cuantificación 

univariante (tres repeticiones independientes). 

Muestra Elemento promedio ± DE, μg l-1 Recuperación, % 

Adicionada Encontrada 
A1 Cu 0 70.8 ± 8.2   

200 257 ± 10 93.1 

Pb 0 nd  
400 430 ± 15 108 

B1 Cu 0 171 ± 17  

200 367 ± 24 98.0 

Pb 0 nd  
400 367 ± 27 91.2 

EA1 Cu 0 198 ± 10  

200 387 ± 21 94.5 

Pb 0 nd  
400 433 ± 19 108 

 

 La cuantificación univariante presentada en esta sección se realizó con base en las áreas de las 

señale medidas para el ion monoisotópico de cada analito. Esto puede ser considerado como un punto 

débil del procedimiento ya que la información analítica contenida en todo el espectro podría ser de 

mayor relevancia en comparación con la que proporciona solo un pico de una señal analítica. 

 De acuerdo con nuestra experiencia, era de esperarse que la calibración multivariante 

proporcionaría una determinación más confiable y con un tratamiento de datos mucho más simple. 

De hecho, al usar el método de mínimos cuadrados parciales (PLS2), se evitan la integración de 

señales individuales, así como la normalización por EI [221]. 

Regresión parcial por mínimos cuadrados (PLS2). Como ya se ha descrito en el capítulo anterior 

de la tesis, PLS2 es una herramienta típica utilizada para el análisis multivariante y especialmente útil 

cuando se deben procesar relativamente pocas muestras con una gran cantidad de variables. En este 

método, la determinación de variables latentes (factores o componentes) se lleva a cabo bajo el criterio 

de la mayor covarianza posible entre las variables de respuesta y las variables explicativas, originando 

un modelo de regresión. En tal enfoque, se pueden manejar conjuntos de datos grandes y continuos 

que contienen abundantes multicolinealidades como los espectros de masas [210, 211]. La reducción 
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de la dimensionalidad de los datos se realiza eliminando las variables explicativas (valores m/z) de 

baja covarianza y seleccionando el número adecuado de componentes. Así mismo, la validación 

cruzada se aplica para establecer un modelo de regresión lineal que minimice el error de la predicción 

de la concentración del analito. 

 En este trabajo, el algoritmo PLS2 se obtuvo utilizando el software Unscrambler 7.0. Los espectros 

de masas adquiridos para las soluciones de calibración (preparados como se describe en la parte 

experimental) en un rango m/z 350 - 513 se usaron para generar la matriz X de variables explicativas, 

mientras que la matriz Y contenía concentraciones de Cu y Pb en cada una de estas soluciones [235]. 

Como se indicó anteriormente, se eliminaron las señales de baja covarianza y se varió el número de 

componentes, obteniéndose una serie de modelos PLS2 [235]. Cada modelo fue validado de forma 

cruzada dejando una muestra a la vez y el error de predicción más bajo se obtuvo utilizando cuatro 

componentes para cada analito. Para evaluar el efecto del estándar interno durante el análisis de PLS2, 

se generaron modelos para todo el intervalo de m/z y se compararon con los calculados después de 

excluir las señales correspondientes de In (m/z 405 - 420), Bi (m/z 500 - 512), o a ambos. Todos los 

modelos obtenidos con las señales de “In” incluidas, presentaron un peor rendimiento, lo que está de 

acuerdo con los resultados de la calibración univariante y confirma que el complejo In(III)-DDTC)2 

no fue útil como estándar interno. Las Figuras 35 y 36 muestran los modelos PLS2 obtenidos para Cu 

y Pb, respectivamente. En estas figuras, los resultados obtenidos sin señales de Bi (cinco 

componentes) se comparan con los calculados al incluir las señales de Bi (cuatro componentes). Los 

parámetros analíticos obtenidos se muestran en la Tabla 17, en la que se puede apreciar una linealidad 

aceptable con R2 > 0.99, y con pendientes similares para la calibración en comparación con la 

validación cruzada. Cabe mencionar, que estos parámetros fueron ligeramente mejores cuando se 

consideraron las señales del complejo de Bi (con EI) respecto el modelo que no incluía EI. En general, 

los errores cuadráticos medios de calibración (RMSEC) y predicción (RMSEP) fueron menores para 

el cobre en comparación con el plomo; para ambos elementos, estos errores disminuyeron cuando las 

señales del EI se incluyeron en el modelo PLS2 con respecto a los modelos calculados sin EI. Por 

otro lado, los errores de predicción siempre fueron más altos en comparación con los errores de 

calibración, sin embargo, la diferencia entre RMSEP y RMSEC para ambos analitos fue menor al 

usar EI (Tabla 17). Los límites de cuantificación del método se calcularon a partir de diez 

desviaciones estándar obtenidas para cinco repeticiones de predicción realizadas de una solución del 

blanco (se utilizó la muestra A1 diluida 20 veces para Cu y sin dilución para Pb, respectivamente) 

(18, 38). En este sentido, se obtuvieron valores de 23.4 µg l-1 para Cu y 97.1 µg l-1 para Pb, los cuales, 

fueron peores que los obtenidos en la calibración univariante (11.1 µg l-1 para Cu y 89.8 µg l-1 para 
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Pb, Tabla 15) sin embargo, resultaron adecuados para evaluar el cumplimiento de la Norma Oficial 

Mexicana [227, 228]. 

 

Fig. 35. Resultados por Unscrambler que muestran los modelos PLS2 con la calibración de Cu, 

validación cruzada y predicción en las muestras A2, A1, B2, EA1, R1, R2 y después de la adición 

estándar (200 µg l-1 Cu) a estas muestras. SUPERIOR: Se utilizaron espectros de masas excluyendo 

el rango m/z correspondiente a los complejos In y Bi (sin EI). INFERIOR: Se utilizaron espectros de 

masas excluyendo el rango m/z correspondiente al complejo In (con Bi(III)-(DDTC) 2 como EI). 
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Fig. 36. Resultados por Unscrambler que muestran los modelos PLS2 con la calibración de Pb, 

validación cruzada y predicción en las muestras A2, A1, B2, EA1, R1, R2 y después de la adición 

estándar (400 µg l-1 Pb) a estas muestras. SUPERIOR: Se utilizaron espectros de masas excluyendo 

el rango m/z correspondiente a los complejos In y Bi (sin EI). INFERIOR: Se utilizaron espectros de 

masas excluyendo el rango m/z correspondiente al complejo In (con Bi(III)-(DDTC) 2 como EI). 
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Tabla 17. Parámetros analíticos evaluados mediante el modelo PLS2 utilizado en la determinación 

de Cu y Pb, a partir de los espectros MALDI-TOFMS. 

Etapa de análisis Parámetro Cu Pb 
Con EI Sin EI Con EI Sin EI 

Calibración Pendiente 0.9967 0.9958 0.9949 0.9933 
 R2 0.9984 0.9979 0.9974 0.9967 
 RMSEC, % 12.719 14.419 22.291 27.510 

Validación cruzada Pendiente 0.9942 0.9945 0.9896 0.9916 
 R2 0.9968 0.9956 0.9956 0.9941 
 RMSEP, % 21.741 24.817 36.851 43.244 

Predicción SD* 2.34 3.12 9.71 12.6 
 LC**, µg l-1 23.4 31.2 97.1 126 

*Desviación estándar para 5 predicciones de muestra en blanco, µg l-1, ** límite de cuantificación 
del método. 

 Cabe destacar que los resultados presentados anteriormente indican claramente la importancia del 

uso de un estándar interno, para mejorar el rendimiento analítico en la aplicación de PLS2 para la 

determinación de Cu y Pb por el procedimiento propuesto. Como ya se observó antes [221], el 

algoritmo PLS2 es capaz de modelar la fluctuación de las señales del EI entre diferentes muestras 

durante la construcción de funciones de regresión para los dos analitos. 

 Para las pruebas de exactitud, las muestras A1, A2, B2, EA1, R1 y R2 fueron adicionadas con 200 

µg l-1 Cu y 400 µg l-1 Pb y sus espectros de masas adquiridos fueron sometidos al modelo de PLS2 

para obtener los resultados de predicción, los cuales se muestran gráficamente en las Fig. 35 y Fig.36. 

Los porcentajes de recuperaciones evaluados para Cu fueron los siguientes: 92.4%, 97.5%, 98.5%, 

96.5%, 94.5%, y 103%, respectivamente. El plomo no fue detectado en ninguna muestra, pero sus 

recuperaciones en las muestras enriquecidas estuvieron en un rango de 98.8 - 120% (resultados 

individuales proporcionados en la Tabla 18). Como se puede observar en las Figuras 35 y 36, se 

obtuvo una mejor predicción al incluir señales del EI para la construcción de modelos PLS2. 

Análisis de tequilas por MALDI-TOFMS y ICP-MS. De acuerdo con lo descrito en la parte 

experimental, se analizaron diez muestras aleatorias de tequila mediante el procedimiento propuesto 

utilizando la calibración univariante y el método PLS2, ambos con el complejo Bi-

dietilditiocarbamato como EI. Estas mismas muestras también fueron analizadas por ICP-MS, 

siguiendo un procedimiento establecido con anterioridad [229]. En la Tabla 18, los resultados 

obtenidos se presentan mostrando los valores promedios con sus respectivas desviaciones estándar 

basadas en tres réplicas independientes. Para cobre, los resultados obtenidos por los tres 

procedimientos estuvieron en una buena concordancia, sin encontrar diferencias estadísticamente 

significativas entre resultados MALDI-TOFMS y ICP-MS (diferencia entre dos promedios, p<0.05). 



112 
 

Evidentemente, la mejor precisión correspondió a los resultados de ICP-MS (intervalo RSD 0.5 - 

1.9%) mientras que MALDI-TOFMS proporcionó una precisión similar utilizando la calibración 

univariante (RSD 1.6 - 11.6%) o por regresión PLS2 (RSD 1.5 - 12.7%) [229]. Las concentraciones 

de Cu encontradas en este estudio (intervalo encontrado por ICP-MS: 169 - 2618 µg l-1) fueron 

consistentes con datos previamente reportados (0.011-11.6 mg l-1) [229] y de los diez tequilas 

analizados, solo dos excedieron la concentración máxima permisible para Cu marcada en la NOM 

como 2 mg l-1 [227, 228]. Cabe mencionar, que los niveles relativamente altos de este elemento en 

tequila se deben al uso de alambiques y tuberías de cobre durante su proceso de destilación, y esta 

practica es empleada para asegurar agradables propiedades sensoriales al tequila [236]. 
 

Tabla 18. Resultados de la determinación de Cu y Pb en diferentes marcas de tequila, obtenidas 

mediante los siguientes procedimientos: (1) MALDI-TOFMS por calibración univariante con EI; (2) 

MALDI-TOFMS con PLS2; (3) ICP-MS. Se presentan los valores promedios con sus respectivas 

desviaciones estándar, basados en tres repeticiones independientes. A fin de que por MALDI-TOFMS 

no se detectó Pb en ninguna muestra, los resultados se presentan para las muestras con adición 

estándar (400 μg l-1 Pb) analizadas por el procedimiento (2) junto con su porcentaje de recuperación 

(2 (R,%)). 

Muestra 
 

Cobre: promedio ± DE, μg l-1 Plomo: promedio ± DE, μg l-1 
1 2 3 2 2 (R,%) 3 

B1 171 ± 17 169 ± 9 165 ± 1 419 ±31 105 0.62 ± 0.04 
B2 404 ± 28 407 ± 11 399 ± 6 427 ± 38 107 1.09  ± 0.05 
B3* 2186 ± 34 2098 ± 46 2129 ± 19 409 ± 37 102 2.48 ±0.04 
R1 211 ± 15 212 ± 14 214 ± 3 395 ± 37 98.8 0.58 ± 0.05 
R2 197 ± 14 187 ± 11 191 ± 1 450 ± 47 113 13.5 ± 0.7 
R3 274 ± 17 281 ± 9 279 ± 2 432 ± 43 108 1.83 ± 0.09 
A1 70.8 ±8.2 68.2 ± 8.6 65.4 ± 0.9 478 ± 48 120 1.91 ± 0.04 
A2 224 ± 15 208 ± 13 211 ± 4 401 ± 41 100 0.45 ± 0.03 

EA1 198 ± 10 201 ± 10 192 ± 2 481 ± 46 120 2.19 ± 0.08 
EA2* 2605 ± 42 2618 ± 30 2599 ±18 412 ± 32 103 1.16 ± 0.04 

* Las muestras B3 y EA2 se diluyeron 4 veces antes de su análisis por MALDI-TOFMS. 
 

 Debido a su alta toxicidad, la presencia de plomo en productos relacionados con los alimentos es 

ciertamente no deseada. En este sentido, resultados del contenido de Pb en tequilas, por ICP-MS 

obtenidos en este trabajo mostraron un intervalo de concentraciones 0.45 - 13.5 μg l-1, lo que está de 

acuerdo con otros reportes 0.38 - 18.3 μg l-1 [229, 236] y está muy por debajo del nivel máximo 

permisible de 0.5 mg l-1 Pb [227, 228]. Asimismo, con los límites de detección y cuantificación del 

método evaluados para el procedimiento MALDI-TOFMS (Tabla 15, Tabla 17), no se detectó plomo 
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en ninguna de las diez muestras analizadas. Por otro lado, los porcentajes de recuperación obtenidos 

después de la adición estándar (400 μg l-1 Pb) estuvieron en el intervalo de 91.2 - 108 % para la 

calibración univariante y 98.8 - 120 % para la regresión PLS2. De acuerdo con esto, ambos métodos 

de cuantificación podrían ser útiles para el control de calidad en cumplimiento de la Norma Oficial 

Mexicana que regula los niveles de Pb en tequila [227, 228]. Sin embargo, la calibración univariante 

proporcionó una mejor precisión (RSD 3.5 - 6.5 %, Tabla 3) en comparación con PLS2 (7.4 - 10.9 

%). 
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IV.4.4. Conclusiones 
 La determinación de trazas de metales/metaloides en alimentos y bebidas es muy demandada. 

Hoy en día, ICP-MS es la técnica más poderosa y ampliamente aceptada para este propósito; sin 

embargo, también hay un interés creciente en el desarrollo de procedimientos en escala micro 

caracterizados por la simplicidad del procedimiento, rapidez de adquisición y manejo de los datos, 

baja susceptibilidad a interferencias y no afectados por los efectos de memoria en. En este contexto, 

la desorción/ionización láser asistida por matriz con espectrometría de masas de alta resolución ha 

demostrado ser una alternativa factible, no obstante, las deficiencias típicas de esta técnica que 

dificultan el análisis cuantitativo en un rango de m/z bajo deben controlarse adecuadamente. En este 

trabajo, se ha empleado MALDI-TOFMS convencional para la determinación de cobre y plomo en 

tequilas. El procedimiento propuesto consiste en los siguientes pasos: (i) adición de Bi(III) como 

estándar interno; (ii) formación de complejos de dietilditiocarbamato y su extracción en cloroformo 

a pH neutro; (iii) evaporación y reconstitución del disolvente en un micro-volumen de acetonitrilo 

para la co-cristalización con HCCA en la placa de MALDI; (iv) adquisición de espectros de masas 

de alta resolución; (v) cuantificación mediante la calibración univariante utilizando señales m/z 

monoisotópicos de los iones de cada analito o por regresión PLS2, normalizadas con EI. Las 

condiciones experimentales e instrumentales se seleccionaron bajo criterios de la homogeneidad de 

la co-cristalización de matriz-muestra y la obtención de una relación señal/ruido (S/R) lo más alta 

posible. Los límites de cuantificación del método para cobre obtenidos por el método univariante y 

para PLS2 (11.1 µg l-1, 23.4 µg l-1, respectivamente) fueron adecuados para la determinación de este 

elemento en productos comerciales como el tequila, arrojando resultados consistentes con los 

obtenidos por ICP-MS y dentro del intervalo reportado anteriormente. Para el plomo, los límites de 

cuantificación logrados a partir de los métodos univariante y PLS2 (89.8 μg l-1, 97.1 μg l-1, 

respectivamente) fueron mucho peores que para ICP-MS, por lo tanto, el procedimiento propuesto 

solo puede ser útil para verificar si el tequila cumple con las especificaciones de la Norma Oficial 

Mexicana. 

 Para ambos elementos, el uso de Bi(III) como EI proporcionó un mejor rendimiento analítico 

en términos de límites de detección/cuantificación, precisión y porcentajes de recuperaciones, 

utilizando tanto la calibración univariante como la regresión PLS2. Por otro lado, los parámetros 

anteriores fueron ligeramente mejores para la calibración univariante en comparación con PLS2; sin 

embargo, la última opción es especialmente atractiva porque el algoritmo usa espectros enteros y no 

hay necesidad de integración de señal ni de su normalización por EI. Ciertamente, no tiene sentido 

adquirir un sistema MALDI solamente para la cuantificación de metales/metaloides; sin embargo, el 

procedimiento aquí propuesto puede recomendarse como una aplicación complementaria de esta 
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instrumentación con beneficios específicos de análisis sin interferencias y sin efectos de memoria, 

llevados a cabo con una velocidad excepcional y al costo de operación del instrumento más bajo en 

comparación con cualquier técnica de espectrometría atómica. 
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CAPÍTULO V 
V.1. Conclusiones generales 

El trabajo de tesis ha sido encaminado en el desarrollo de procedimientos analíticos y su aplicación 

en el área de metalómica. Como se describió en la Introducción, metalómica es una de las ciencias 

ómicas dedicada al estudio integral de metales/metaloides en un sistema dado el cual puede tener 

carácter biótico o abiótico. El enfoque principal es en los organismos vivos, pero debido a la 

exposición de estos a las condiciones del medio ambiente y al contenido de metales/metaloides y sus 

especies en alimentos, el dominio de metalómica abarca el análisis de muestras muy variadas 

buscando elucidar el impacto de metales/metaloides en los seres vivos.   

Los cuatro elementos de interés en el trabajo realizado han sido: Hg, Cr, Cu y Pb. En cuanto al tipo 

de muestras, se analizaron los tejidos del pescado y tequila, además de llevar a cabo el estudio 

mecanístico de la reducción de Cr(VI) en las soluciones modelo. Se utilizaron diferentes técnicas de 

análisis instrumental, incluyendo: ICP-MS, MP-AES, espectrofotometría UV/Vis y espectrometría 

de masas con ionización suave (ESI-QTOF-MS y MALDI-TOFMS). 

Se optó por trabajar con tejido del pescado debido a que los organismos marinos tienden a acumular 

contaminantes medioambientales y forman una fuente importante de estos xenobióticos (además de 

algunos elementos esenciales) en cadena alimenticia del hombre. En tejidos del pescado se determinó 

el mercurio total, las especies de mercurio (Hg2+ y MeHg+) y cobre total. Por su parte, se llevó a cabo 

la determinación de cobre y plomo en tequila, ya que son dos metales regulados por la Norma Oficial 

Mexicana; esta bebida mexicana tradicional es de amplio consumo tanto en país como en el extranjero 

y se requieren procedimientos analíticos que permitan controlar el cumplimiento de la norma. 

Finalmente, también dentro del tema principal de metalómica, se realizó un estudio de reducción de 

cromo hexavalente por el ácido oxálico en presencia de Mn(II), para entender el papel de manganeso 

en este proceso y abrir una posibilidad de desarrollar un método de remediación amigable al medio 

ambiente. 

Desde el punto de vista de química analítica, la principal aportación de este trabajo ha sido demostrar 

la utilidad de la técnica MALDI-TOFMS para la determinación de metales en alimentos mediante 

calibración univariante basada en un solo valor m/z para cada uno de los elementos y también por el 

método multivariante. Hay que resaltar la importancia del uso de estándar interno y también el hecho 

que el método de mínimos cuadrados parciales (PLS2) ha sido empleado en esta tesis por primera vez 

para la cuantificación de pequeñas moléculas por MALDI-TOFMS. Las conclusiones de esta parte 

del trabajo son los siguientes: 

- En condiciones ligeramente acidas (pH 3), ditizona forma complejos con Cu(II), Hg(II), 

Ag(I), Pd(II), Au(III), los cuales se extraen a solvente orgánico de manera selectiva y 
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eficiente. De ahí, Ag(I) ha sido seleccionado como EI para la determinación de cobre y 

mercurio. 

- En condiciones neutrales, dietilditiocarbamato forma complejos con diferentes iones 

metálicos que son fácilmente extraídos con solventes orgánicos apolares; dicha versatilidad 

permite emplear este reactivo para determinación de Cu y Pb, como metales incluidos en la 

Norma Oficial Mexicana dedicada a la producción y las especificaciones de tequila, y 

también elegir Bi(III) e In(III) como potenciales estándares internos. 

- Formación de complejos permitió purificar la muestra eliminando compuestos polares o con 

carga iónica en la etapa de extracción. Al mismo tiempo, en MALDI, los complejos generaron 

iones con m/z relativamente alta (respecto a iones metálicos) y por ello no afectados por las 

señales de matriz química. 

- El análisis de los complejos formados por ESI-QTOFMS y por MALDI-TOFMS resultó en 

la identificación de iones generados en fase gaseosa, mismos que fueron utilizados 

posteriormente para fines cuantitativos; además, dicho análisis proporcionó evidencias 

experimentales que confirman las reacciones redox en los que participa cobre y que ocurren 

durante la ionización suave.  

- Los puntos clave para lograr una buena homogeneidad de co-cristalización muestra-matriz y 

la más alta posible relación señal-ruido, han sido: (i) selección de HCCA como matriz; (ii)   

ajuste de la composición de la solución de HCCA y del solvente para re-constitución de la 

muestra; (iii) ajuste de las cantidades relativas muestra - matriz; (iv) depósito en la placa en 

el modo de gota seca (“dried droplet”); (v) apropiada selección de las condiciones 

instrumentales; (vi) uso de estándar interno. 

-  Se ha demostrado que la cuantificación de metales totales puede llevarse a cabo mediante 

calibración externa, utilizando para cada uno de ellos la señal del ion de complejo formado 

en MALDI (m/z monoisotópica) normalizado por EI.  

- Aplicación de regresión PLS2 demostró ser una alternativa viable para la determinación 

simultanea de dos iones metálicos con importante ventaja de muy simple manejo de datos; 

específicamente, el modelo PLS2 se construye con base en espectros enteros, sin necesidad 

de integración de señales individuales y sin normalización manual por EI. 

- En la determinación de Hg y Cu con ditizona, el método PLS2 resultó ser más confiable que 

la calibración univariante, proporcionando una mejor precisión y los límites de cuantificación 

del método 63 µgCu kg-1 y 75µgHg kg-1 respecto tejido de pescado liofilizado. Los resultados 

obtenidos en el análisis de muestras reales fueron congruentes con los obtenidos por ICP-

MS. 
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- En la determinación de Cu y Pb en tequila, ligeramente mejores parámetros analíticos se 

obtuvieron para la calibración univariante en comparación con PLS2; sin embargo, en ambos 

casos los resultados en muestras reales fueron en concordancia con los del ICP-MS.  Los 

límites de cuantificación en tequila obtenidos por calibración univariante y por PLS fueron 

11.1 µg L-1, 23.4 µg L-1 para cobre y 89.8 µg L-1, 97.1 µg L-1 para plomo, respectivamente.  

De ahí, el procedimiento propuesto permite la determinación de Cu en tequilas, mientras que 

para plomo solamente permite verificar el cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana. 

- Es muy importante resaltar que, la determinación de metales/metaloides por MALDI-

TOFMS no justifica la compra del instrumento; sin embargo, los resultados obtenidos en este 

trabajo abren una nueva área de sus aplicaciones especialmente atractiva debido a 

simplicitud, rapidez, fácil manejo de datos, micro-escala, bajo costo de operación del equipo 

y, lo que es especialmente relevante, falta de efectos de memoria y de interferencias 

espectrales que a menudo se presentan en técnicas de espectrometría atómica. 

Segundo tema del trabajo de tesis ha sido afinar el procedimiento de especiación de mercurio 

desarrollado anteriormente, enfocándose en la disminución de las señales del blanco y mejorar la 

retención de mercurio inorgánico y metilmercurio en la columna de fase inversa. En el desarrollo 

experimental, se ha llegado a las siguientes conclusiones: 

- N-acetilcisteína, como un compuesto sintético resultó ser menos contaminada con mercurio 

respecto a cisteína, la cual es de origen natural.  Ambos compuestos contienen en su 

estructura grupo -SH lo que asegura formación de enlaces con las especies de mercurio y con 

Bi(III) como EI. 

- El punto anterior es la clave para lograr una eficiente extracción de mercurio del tejido de 

pescado y también importante en la separación de especies por HPLC en fase inversa. La 

sustitución de cisteína por N-acetilcisteína mejoró la retención de ambas especies en la 

columna sin extender demasiado el tiempo de corrida cromatográfica (4 min respecto a 3 min 

en el procedimiento anterior). Asimismo, con N-acetilcisteína el blanco para mercurio 

inorgánico disminuyó aprox. cinco veces. 

- Los límites de detección fueron 0.54 µgHg l-1 y 0.63 µgHg l-1 para Hg2+ y CH3Hg+ 

respectivamente. La exactitud ha sido demostrada evaluando porcentajes de recuperación en 

experimentos de adición de estándar (76.0 - 109% para Hg2+ y 88.4 - 127%CH3Hg+).  

- En aplicación al análisis de seis diferentes muestras de atún en lata y tres de pescado fresco, 

se observó un amplio intervalo de concentraciones totales de mercurio, con metilmercurio 

como especie predominante. Entre diferentes muestras de atún, el metilmercurio varía desde 
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15.5 ± 3.8 µgHg kg-1  hasta 525 ± 2 µgHg kg-1 (masa fresca). La más alta concentración de 

especie orgánica fue encontrada en aleta de mantarraya (648 ± 41 µgHg kg-1). 

La participación en el proyecto centrado en el mecanismo de reducción de Cr(VI) por el ácido oxálico 

en presencia de Mn(II), ayudó a formular las siguientes conclusiones: 

- La elucidación del mecanismo de reacción ha sido posible gracias al uso combinado de 

diferentes técnicas analíticas, entre las cuales espectrofotometría UV/Vis con mediciones 

directas y con previa separación cromatográfica, confirmó que Mn(II) favorece la reducción 

de Cr(VI) y que en este proceso se forman especies intermediarias de Cr hasta llegar a Cr(III).  

- El análisis por MP-AES permitió descartar la formación de una especie intermediaria mixta 

de Cr y Mn durante la reducción. 

- Con base en los datos ESI-QTOFMS, se identificaron las especies existentes en la mezcla de 

reacción conformada por Cr(VI), ácido oxálico y Mn(II), pH 3, y se siguieron cambios de los 

contenidos de cada una de las especies en el tiempo real de la reacción. 

- En cuanto al mecanismo de reducción propuesto, se encontró que el complejo Mn(II)-bis-

oxalato es una especie reductora activa que proporciona un electrón a cualquier compuesto 

de cromo que contenga un enlace Cr=O, lo que da como resultado su reducción a Cr-OH y la 

generación de complejo de Mn(III)-bis-oxalato.  De esta manera, en pasos de transferencia 

de un electrón, ocurre la reducción de Cr(VI) a Cr(III), generando CO2 como producto de 

oxidación del ácido oxálico y recuperando al final de proceso Mn(II)-bis-oxalato (efecto 

catalítico de Mn(II)).  

- Desde el punto de vista de metalómica medioambiental, los resultados obtenidos sugieren 

que el ácido oxálico en combinación de Mn(II) podría ser una opción interesante para la 

remediación de ambientes contaminados, ya que la reducción de Cr(VI) en este sistema no 

requiere condiciones ácidas fuertes y el producto de oxidación final (CO2) es relativamente 

inofensivo.  
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